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8. APÈNDIX 

 
Apèndix 1. Taules 
 

Taula 1. Funcions de VEGF i receptors. 
Nom Isoformes Receptor Funció 

VEGF-A VEGF121, VEGF145, VEGF165, 

VEGF183,  VEGF189, VEGF206 

VEGFR-1 

VEGFR-2 

Migració i proliferació de cèl·lules endotelials 

Activació de l’angiogènesi 

PlGF PlGF-1, PlGF-2, PlGF-3 VEGFR-1 Desenvolupament; expressió a placenta 

Protumorigènic 

VEGF-B VEGF-B167, VEGF-B186 VEGFR-1 Vascularització coronària i creixement de 

múscul esquelètic 

VEGF-C --- VEGFR-2 

VEGFR-3 

Desenvolupament i manteniment limfàtic 

VEGF-D --- VEGFR-2 

VEGFR-3 

Desenvolupament i manteniment limfàtic 

Inducció de l’angiogènesi 
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Taula 2. Gens diana d’HIF-1 

Eritropoiesi 

Erythropoietin 

Metabolisme del ferro 

Transferrin (transport), Transferrin receptor (internalització), Ceruloplasmin 

Formació i regulació dinàmica de vasos sanguinis 
Vascular endothelial growth factor, Flt-1 (VEGFR-1), Plasminogen activator inhibitor-1, Adrenomedulin, 

Endothelin-1, Nitric oxide synthase-2, Heme oxygenase 1, α1β-adrenergic receptor, ETS-1, Ang-2, Ang-

3, Ang-4, Leptin, PGAR 

Metabolisme energètic i de la glucosa 

Glucose transporter 1, Glucose transporter 3, Hexokinase 1, Hexokinase 2, Hexokinase 4 (Glucokinase), 

Phosphofructokinase L, Aldolase A, Aldolase C, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

Phosphoglycerate kinase 1, Enolase 1, Pyruvate kinase M, Lactate dehydrogenase A, Adenylate kinase 

3, UDP-galactose transporter-1, Triosephosphate isomerase, 6-phosphofructokinase-2-kinase/fructose-

2,6-bisphosphatase-4, Stanniocalcin-1 

Proliferació cel·lular, diferenciació i viabilitat 

Insulin-like growth factor binding protein 1 & 3, Insulin-like growth factor II, Transforming growth factor-β2, 

p21, Nip3, Cyclin G2, Differentiated embryo chondrocyte 1, α-fetoprotein, NIX, PDGF-B, HGTD-P, 

NDRG1, ID2, CAD 

Regulació del pH 
Carbonic anhydrases 9 & 12 

Metabolisme de la matriu 

Prolyl-4-hydroxylase-α1, Collagen type V-α1 

Feedback negatiu 

CITED2/p35srj (inhibeix la transactivació d’HIF), PHD, pVHL 

Desenvolupament de malalties 

CTGF (fibrosi renal), Wt1 (supressor de tumors), DEC1 (progressió tumoral), αvβ3 integrin (migració 

tumoral) 

Altres 

MDR1/P-Glycoprotein (resistència a quimioterapèutics), Tyrosine hydroxylase (metabolisme neuronal), T-

type calcium channel (senyalització per calci), RORα (inflamació), CXCR4 (quimiotaxi), GRP94 (reticle 

endoplasmàtic), hTERT (manteniment de telòmers), MSH2 i MSH6 (reparació de DNA), c-met (migració) 
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Taula 4. Anticossos primaris 

Anticòs anti- Espécie Dilució Temps i Tª d’incubació texposició 

Actina (SIGMA®) Conill 1 :2000 2 h a Tª ambient 15’ 

Cdc42 (Transduction Laboratories) Ratolí 1 :250 16 h a 4 ºC 30’ 

Dinactina p50 (BD Biosciences) Ratolí 1:250 16 h a 4 ºC 30’ 

Enolasa (Santa Cruz Biotechnology) Cabra 1:300 16 h a 4 ºC 20’ 

HA (Hemaglutinina) (Covance) Ratolí 1 :2000 2 h a Tª ambient 30’ 

HIF-1α (Transduction Laboratories) Ratolí 1 :250 16 h a 4 ºC 30’ 

Iba2  (#750) Conill 1:200 16 h a 4 ºC 30’ 

Iba2 (#751) Conill 1:50 16 h a 4 ºC 30’ 

P5 (Abcam) Conill 1:3000 16 h a 4 ºC 1’ 

Polihistidina (SIGMA®) Ratolí 1 :2000 2 h a Tª ambient 1’ 

Proteasoma 20S (Abcam) Conill 1 :1000 16 h a 4 ºC 30’ 

Rac1 (Transduction Laboratories) Ratolí 1:1000 16 h a 4 ºC 30’ 

RhoA (Santa Cruz Biotechnology) Ratolí 1:500 16 h a 4 ºC 30’ 

Tubulina (OncogeneTM) Ratolí 1:500 2 h a Tª ambient 10’ 

 

 

Taula 5. Anticossos secundaris 

Anticòs anti- Espécie Dilució 

Ratolí (Jackson Immunoresearch) Cabra 1:50.000 

Conill (DakoCytomation) Porc 1:3000 

Cabra (Santa Cruz Biotechnology) Burro 1:5000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Mecanismes de resposta a la inducció per hipòxia                                                            Apèndix 

 161

Taula 6. Spots sobreexpressats en hipòxia. 

Nº pI 
MW 
(Da) 

 Volum promig Relació 
Hip/Ctrol

 

 

 

91 

 

 

 

5.122 

 

 

 

48367 

 

 

Control 

0.262 

 

Hipòxia 

0.417 

 

 

 

1.59 

 

 

 

169 

 

 

 

5.974 

 

 

 

37148 

 

 

Control 

0.148 

 

Hipòxia 

0.363 

 

 

 

2.45 

 

 

 

384 

 

 

 

5.204 

 

 

 

13476 

 

 

Control 

0.077 

 

Hipòxia 

0.170 

 

 

 

2.2 

 

 

 

460 

 

 

 

5.903 

 

 

 

67464 

 

 

 

 

Hipòxia 

0.201 

 

 

 

--- 

 

 

 

461 

 

 

 

5.986 

 

 

 

67429 

 

 

 

 

Hipòxia 

0.358 

 

 

 

--- 
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Taula 6 (continuació). Spots sobreexpressats en hipòxia. 

Nº pI 
MW 
(Da) 

 Volum promig Relació 
Hip/Ctrol

 

 

 

465 

 

 

 

5.091 

 

 

 

61017 

 

 

 

Hipòxia 

0.041 

 

 

 

--- 

 

 

 

466 

 

 

 

5.038 

 

 

 

62467 

 

 

 

 

Hipòxia 

0.113 

 

 

 

--- 

 

 

 

477 

 

 

 

6.526 

 

 

 

31198 

 

 

 

 

Hipòxia 

0.121 

 

 

 

--- 

 

 

 

506 

 

 

 

5.702 

 

 

 

37062 

 

 

 

 

Hipòxia 

0.171 

 

 

 

--- 

 

Taula 7. Spots subexpressats en hipòxia. 

Nº pI 
MW 
(Da) 

 Volum promig Relació 
Ctrol/Hip 

 

 

 

163 

 

 

 

5.963 

 

 

 

38114 

 

 

Control 

0.307 

 

Hipòxia 

0.201 

 

 

 

1.52 
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Taula 8. Spots amb canvis de punt isoelèctric en hipòxia. 

Nº pI 
MW 
(Da) 

 Volum promig Relació 
Hip/Ctrol 

 

359 

(Control) 

 

441 

(Hipòxia) 

 

 

6.297 

 

 

6.328 

 

 

 

 

16840 

 

 

Control 0.319 

 

 

Hipòxia 0.439 

 

 

 

1.38 

 

 

Taula 9. Spots control. 

Nº pI 
MW 
(Da) 

 Volum promig Relació 
Ctrol/Hip 

 

 

 

89 

 

 

 

5.182 

 

 

 

48423 

 

Control 

0.156 

 

Hipòxia 

0.132 

 

 

 

1.18 

 

 

 

98 

 

 

 

5.137 

 

 

 

47478 

 

 

Control 

0.325 

 

Hipòxia 

0.298 

 

 

 

1.09 

 

 

 

100 

 

 

 

5.187 

 

 

 

47316 

 

 

Control 

0.245 

 

Hipòxia 

0.237 

 

 

 

1.03 
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Taula 10. Identificació de proteïnes (*)   

Nº nom Nº Swiss-prot Tècnica emprada 

91 Protein disulfide isomerase A6 precursor (P5) Q15084 
MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

169 No identificada ---  

384 No identificada ---  

460 No identificada ---  

461 No identificada ---  

465 No identificada ---  

466 No identificada ---  

477 Proteasome subunit α type I P25786 
MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

506 No identificada ---  

163 α-enolase P06733 
MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

359 
Hypothetical protein 

Unnamed protein product 

13276639 

10434475 

MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

441 
Hypothetical protein 

Unnamed protein product 

13276639 

10434475 

MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

89 Dynactin complex 50 kDa subunit Q13561 
MALDI-TOF 

nESI-ITMS/MS 

98 
26s protease regulatory subunit 6A 

(Proteasome component C2) 
P17980 MALDI-TOF 

100 
26s protease regulatory subunit 6A 

(Proteasome component C2) 
P17980 MALDI-TOF 

(*) Col·laboració amb CSIC-IIBB-IDIBAPS 

 

Taula 11. ELISA. Anàlisi de la secreció d’Iba2 al medi extracel·lular 
  temps d’hipòxia (2% O2)  
Línia cel·lular Control 30’ 2h 4h 24h 24h normòxia 

U373 MG --- --- --- --- + --- 

M21 --- --- --- --- --- --- 
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Apèndix 2. Figures. 

 

 

                    

                    
 
 

 

                               

                               

     

  

 

 

         

                   

                               

 
 
 
 
 

HIF-1α 
 
tubulina 

Figura 18. Western Blot.  

Inducció d’HIF-1α per estimulació amb CoCl2 100µM durant 4 

hores en cèl·lules U373 MG, en comparació amb cèl·lules 

control. Es mostra la tubulina com a control de càrrega proteica.

Ctrol CoCl2 

Ctrol    15’     30’      1h        2h       3h       4h       temps
Figura 20. Western Blot. 

Inducció d’HIF-1α per 

incubació de cèl·lules U373 

MG en hipòxia (2% O2) a 

diferents temps. Es mostra 

la tubulina com a control de 

càrrega proteica. 

El diagrama de barres 

representa el promig de 4 

experiments independents. 

Ctrol: normòxia, 4h. 

1: HIF-1α fosforilada. 

2: HIF-1α desfosforilada. 

tubulina 

Ctrol    H1   H2   CoCl2

HIF-1α 

Figura 19. Western Blot.  

Inducció d’HIF-1α en cèl·lules U373 MG 

per estimulació amb hipòxia (2% O2, 4 h), i 

comparació amb la inducció per cobalt. Es 

mostra la tubulina com a control de càrrega 

proteica. 

 

Ctrol: Incubació en normòxia, 4h. 

H1: Incubació en hipòxia sense equilibrat 

del medi. 

H2: Incubació en hipòxia amb equilibrat 

previ del medi. 

CoCl2: Incubació amb CoCl2 100 µM, 4h. 

tubulina

HIF-1α1
2 
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  4h    Desf. 
Figura 21. Western Blot.  

Comprovació de la fosforilació d’HIF-1α per tractament d’una 

mostra induïda per hipòxia (2% O2, 4h) amb fosfatasa alcalina. Es 

mostra la tubulina com a control de càrrega proteica. 

HIF-1α 
 
tubulina 

1 
2 

4h: Incubació  d’U373 MG en hipòxia durant 4 hores. 

Desf: Desfosforil·lació de la mostra anterior. 

1: HIF-1α fosforilat. 

2: HIF-1α desfosforilat. 

169 

506 91, 89 
98, 100 

359 

441

460 461 466 

477 

163

384 

465 

Figura 22. Electroforesi bidimensional d’un extracte proteic total de cèl·lules U373 MG.  

Spots seleccionats. En blau es marquen els spots que presenten sobreexpressió en hipòxia; en vermell 

els que presenten disminució de l’expressió en hipòxia; en verd els que presenten canvis en el punt 

isoelèctric. 

220 
160 
120 
100 
80 
70 
60 
50 

40 
 
 
30 
 
25 
20 
 
 
 
 
15 
 
 
10 
 
(kDa) 

Figura 23. Western blot bidimensional per a Proteasome subunit α type I. 

A més de l’spot d’interés (fletxa vermella), l’anticòs en reconeix d’altres a la mateixa alçada de pes 

molecular (fletxa blava); possiblement es tracti de la mateixa proteïna, però la forma que ens interessa 

és només una. En un gel monodimensional això quedaria emmascarat. 
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A) 

               
 

                             
                                          

 
B) 

            

 

               
 

 

  

 
 

P5 
18s 

Figura 24. Protein disulfide isomerase A6 precursor (P5). 
 (A) Anàlisi de l’expressió proteica en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb 

normalització respecte actina. Mitjana de tres repeticions. (B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, 

en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb normalització respecte 18s. Mitjana de tres 

repeticions. Els valors són significatius si p < 0.5. 

Ctrol 15’ 30’ 1h 2h 3h 4h

Ctrol             30’             4h            24h 

P5 
 
actina 

n.s. 

n.s. n.s. 
p=0.0931 * 

p=0.0276 

* 
p=0.0106 
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A) 

            
                                      

                                       

                                        
B) 

              
 

                                            
     

                 

 

 

 

 

C2 
18s 

Ctrol      30’        4h         24h 

C2
 
actina

Ctrol     30’      1h     2h       3h      4h     24h 

Figura 25. Proteasome subunit α type I (Component C2). 

(A) Anàlisi de l’expressió proteica en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb normalització 

respecte actina. Mitjana de tres repeticions. (B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, en funció de la 

durada de l’estrés hipòxic, amb normalització respecte 18s. Mitjana de tres repeticions. Els 

valors són significatius si p< 0.5. 

n.s. 

n.s. 

p=0.0718 
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Ctrol    15’     30’    1h      2h     3h     4h     
α-enolase/MBP-1 
18s 

Figura 26. α-enolase/MPB-1. 

(B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb 

normalització respecte 18s. Mitjana de tres repeticions. 

n.s. 
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  A) 
                Iba2 

     
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27. Ionized calcium binding adapter molecule 2 (Iba2).
(A) Anàlisi de la desfosforilació d’Iba2 en hipòxia per Western Blot. Comparació d’una mostra 

normòxica, una mostra hipòxica i un extracte proteic desfosforilat. Les línies grogues marquen 3 spots 

de referència; la rosa localitza Iba2 fosforilada; la verda assenyala Iba2 desfosforilada. Es mostren 

ampliacions de les imatges corresponents als spots. (Continua a la pàgina següent). 
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B) 

                         
 

                               
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18s 
Iba2 

Ctrol         15’          30’         1h         2h           3h       

Figura 27 (continuació). Ionized calcium binding adapter molecule 2 (Iba2). 
(B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb 

normalització respecte 18s. Mitjana de tres repeticions. 

n.s. 
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 A) 

                           
 

                                 

                                         
    

   B) 

               
                    

 

 

 

 

 

p50 

actina 

Ctrol               30’              4h              24h 

n.s. 
* 

p=0.0108

* 
p=0.0301

Figura 28. Dynactin p50 subunit. 

 (A) Anàlisi de l’expressió proteica en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb 

normalització respecte actina. Mitjana de tres repeticions. Els valors són significatius si p< 0.5. 

(B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, en funció de la durada de l’estrés hipòxic; anàlisi per PCR 

quantitativa (Taqman). 
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Ctrol     15’      30’      1h       2h       3h     

26s 
18s 

Figura 29. 26s protease regulatory subunit. 

(B) Anàlisi de l’expressió de mRNA, en funció de la durada de l’estrés hipòxic, amb 

normalització respecte 18s. Mitjana de tres repeticions. 

n.s. 

26s protease regulatory subunit
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  P5 

 

  Proteasome subunit α type I (C2) 

 

  Iba2 

 

  Dynactin p50 subunit 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1. U373 MG (Glioblastoma) 
2. A375 (Melanoma) 
3. A549 (Carcinoma epitelial de pulmó) 
4. HT29 (Càncer de colon) 
5. M21 (Melanoma) 
6. MioPaca (Carcinoma de pàncreas) 
7. HUVEC (Endotelial) 
8. HUAEC (Endotelial) 
9. NP18 (Carcinoma de pàncreas) 
10. SKMel23 (Melanoma) 

11. WM164 (Melanoma)
12. HMEC (Epitelial mamària) 
13. NP9 (Carcinoma de pàncreas) 
14. IGROV (Carcinoma d’ovari) 
15. HTB120 (Càncer de pulmó) 
16. U87 MG (Glioblastoma) 
17. UclaPZ3  
18. VBZ 
19. HTB138 (Glioblastoma) 
20. Stem cells 
21. PC3MM2 (Càncer de próstata) 

Figura 30. Western Blot. 

Expressió de proteïna en diferents línies cel·lulars. (Continua a la pàgina següent). 
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Figura 30 (continuació). Expressió de proteïna en diferents línies cel·lulars. 

- : no s’expressa. 
(+) / + / ++ : s’expressa (quantitats creixents). 
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P5 

 

Proteasome subunit α type I (C2) 

 

α-enolase/MBP-1 

 

Iba2 

 

Dynactin subunit p50 

 

26s protease 

 

 

 

 

 

 

 

1. Heart                      
2. Brain (whole)         
6. Skeletal muscle     
7. Kidney                    
8. Pancreas                
10. Thymus                  
11. Prostate 

12. Testis
13. Ovary 
14. Small intestine 
15. Colon 
16. Peripheral blood leukocyte 
17. Breast carcinoma 
18. Lung carcinoma 

19. Colon adenocarcinoma 
20. Lung carcinoma 
21. Prostatic adenocarcinoma 
22. Colon adenocarcinoma 
23. Ovarian carcinoma 
24. Pancreatic adenocarcinoma 
 +   Control positiu 
  -  Control negatiu 

Figura 31. Expressió de mRNA en diferents teixits. (Continua a la pàgina següent). 
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Figura 31 (continuació). Expressió de mRNA en diferents teixits. 

- : no s’expressa. 
(+) / + / ++ / +++ : s’expressa (quantitats creixents). 
ND: no determinat. 
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6h    5h       4h        3h      2h       1h      0    temps incubació 

His-Iba2 

30 kDa 

Figura 32. Western Blot. 

Expressió d’His-Iba2 per BL21 a diferents temps d’incubació. La proteïna es detecta 

entre els 20 i 30 kDa, ja que al seu pes molecular (17 kDa) s’addiciona el de la 

prolongació d’histidines.  

40 
30 

(kDa) 

Cit         R1       R2       Cossos 

His-Iba2 

Figura 33. Western Blot. 

Localització cel·lular d’His-Iba2 en BL21. La proteïna s’observa 

aparentment a 30 kDa perquè el % d’acrilamida utilitzat en aquest 

cas no permeté una major separació. 

Cit = citoplasma; R1 i R2 = rentats; Cossos = cossos d’inclusió. 

40 
30 

(kDa) 
His-Iba2 

Figura 34. Western Blot. 

Elució d’His-Iba2. Fraccions corresponents 

a l’elució amb imidazol 300 mM. La resta de 

fraccions no mostra cap banda. 

Imidazol 300 mM

Total   Purificació 

His-Iba2 Figura 35. Tinció amb Coomassie Blue. 

Comparació d’un extracte proteic citoplasmàtic de 

BL21-pET28b-Iba2 induit amb IPTG amb el resultat 

d’una purificació en columna de níquel del mateix 

extracte. 
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1 
2 
3 

His-Iba2         U/µl trombina, 8h a Tª ambient 

 
                       0.04         0.02         0.01         0.005 25 

19 
 
13 
(kDa) 

25 

19 

 
13 

(kDa) 

1 
2 

A                  B                  C 

Figura 37. Tinció amb Coomassie Blue. 

A: Iba2 purificada. 

B: Digestió d’His-Iba2 abans de la purificació; es veu com ha estat incompleta. 

C: His-Iba2 abans de la digestió amb trombina. 

1: His-Iba2.  

2: Iba2. 

Figura 36. Tinció amb Coomassie Blue. 

Optimització de la digestió amb trombina d’His-Iba2. 

1: His-Iba2. 

2: Iba2. 

3: Iba2 sobredigerida. 

20 
kDa 

His-Iba2 Iba2

Figura 38. Western Blot. 

Detecció d’Iba2 recombinant amb l’anticòs policlonal de conill anti-Iba2 

#750. 
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Figura 39. Western Blot bidimensional. 

Detecció d’Iba2 recombinant i d’un extracte proteic total de cèl·lules de mamífer amb 

l’anticòs policlonal de conill anti-Iba2 #750. La fletxa vermella mostra l’spot corresponent a 

Iba2. L’spot assenyalat amb la fletxa blava correspon a una sobredigestió de la proteïna. El 

requadre groc mostra un conjunt de spots corresponents a la trombina (72 kDa), que també 

detecta l’anticòs. S’observa molt background. 

Iba2  U373 MG  siRNA 

(kDa) 

Figura 40. Western Blot. 

Detecció d’Iba2 amb l’anticòs policlonal de 

conill anti-Iba2 #751. La fletxa assenyala la 

banda corresponent a Iba2 en extractes 

proteics de cèl·lules de mamífer (U373 

MG); aquesta presenta un pes 

lleugerament major que la proteïna 

recombinant (Iba2). La confirmació de la 

identitat de la banda s’obtingué al observar 

la desaparició d’aquesta després d’una 
incubació amb un RNA d’interferència contra Iba2. Les tres bandes superiors corresponen a 

inespecificitats de l’anticòs. 

30 
 
 
 

20 
(kDa)

A              B 

1 
 
 
2 

Figura 41. Western Blot. 

Detecció d’extractes proteics totals de cèl·lules de 

mamífer amb l’anticòs policlonal de ratolí. 

A: Extracte total de cèl·lules U-373. 

B: Extracte total de cèl·lules U-373 transfectades amb 

pcDNA-HA-Iba2. 

1: HA-Iba2. 

2: Iba2. 

(kDa) 

(kDa) 
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Figura 42. Representació esquemàtica del funcionament d’un xip de DNA invertit. 

En els xips comuns cada punt de l’array conté un sol gen; en el xip invertit cada punt 

conté un conjunt representatiu de tots els cDNAs d’una mostra complexa com pot ser 

un tumor. Llavors la sonda es limita a un sol gen, que és el que volem estudiar. 

(Tecnologia desenvolupada per l’IRO (Institut de Recerca Oncològica), l’Institut català 

d’oncologia i Merck-LBI). 

Figura 43. Comparació de l’expressió gènica en càncer colorectal vs. teixit normal amb un xip de 

DNA invertit. 

Els gràfics representen la relació de l’expressió de cada gen en mostres tumorals respecte la seva 

parella normal. La situació de les caixes per sobre de la línia vermella indica sobreexpressió en 

tumors; per sota, expressió disminuïda. Com a validació del mètode, assenyalar que gens com myc

ja es troben descrits com a sobreexpressats en tumors en la bibliografia; igualment, CDH13, COX2 

i CD44 també s’han descrit anteriorment com a subexpressats en tumors. 
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+          -         Iba2

 
36 
 
25 
19 
 
13 
 
(kDa) 

Figura 44. Unió a calci d’Iba2 

(“calcium blotting”). 

+: Control positiu. Calmodulina (CaM). 

- : Control negatiu. Avidina. 

Iba2: Iba2 recombinant purificada. 

Figura 45. Immunohistoquímica. 

Detecció d’Iba2 (verd) i actina (vermell), i colocalització de totes dues proteïnes (groc) en 

cèl·lules U373 MG transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. Les transfeccions control amb pcDNA-

HA, així com les cèl·lules no transfectades no donen senyal per a HA-Iba2 (no es mostren els 

resultats). 

Iba2 (17 kDa)
CaM (16 kDa)
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Figura 46. Western Blot. 

Anàlisi dels efectes de la sobreexpressió d’HA-Iba2 sobre la inducció d’HIF-1α per hipòxia. Es mostra 

l’actina  com a control de càrrega proteica. 

NT: Cèl·lules no tractades. 

Ctrol: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

 
          NT                       Ctrol                        pcDNA-HA           pc-DNA-HA-Iba2 
0    30’  2h   4h     0   30’  2h    4h            0    30’  2h    4h          0   30’   2h    4h temps 

 
HIF-1α 

actina 

Figura 47. Proliferació de cèl·lules U373 MG. 

Mitjana de dos assajos. Els valors d’absorbància estan normalitzats 

respecte la quantitat total de proteïna cel·lular. 

NT: Cèl·lules no tractades. 

Ctrol: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

HA: Transfecció amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Transfecció amb pcDNA-HA-Iba2. 

Normòxia                        Hipòxia 
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Figura 48. Viabilitat de cèl·lules U373 MG. 

Mitjana de dos assajos. Els valors d’absorbància estan normalitzats respecte 

la quantitat total de proteïna cel·lular. 

NT: Cèl·lules no tractades. 

Ctrol: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

HA: Transfecció amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Transfecció amb pcDNA-HA-Iba2. 

Normòxia                    Hipòxia 
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Figura 49. Adhesió de cèl·lules U373 MG a diferents matrius proteiques. 

Els gràfics són representatius de tres assajos diferents, i són iguals per a condicions 

d’hipòxia i normòxia. 

Control: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

pcDNA-HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 

(Continua en la pàgina següent). 
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Figura 49 (continuació). Adhesió de cèl·lules U373 MG a diferents matrius 

proteiques. 

Els gràfics són representatius de tres assajos diferents, i són iguals per a 

condicions d’hipòxia i normòxia 

Control: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

pcDNA-HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 
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Figura 50. Migració de cèl·lules U373 MG. 

Es mostren imatges representatives de cada condició (igual per a normòxia i hipòxia). 

Ctrol: Cèl·lules tractades amb el protocol de transfecció. 

HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

Iba: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 

R10: Incubació amb RPMI + 10% FCS. 

HGF: Incubació amb HGF 20 ng/ml. 

Normòxia                                      Hipòxia 
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Figura 51. Western Blot. 

Comprovació de l’expressió proteica d’HA-Iba2 en cèl·lules U373 

MG i M21 establement transfectades amb pcDNA-HA i pcDNA-

HA-Iba2. 

C: Control (cèl·lules no transfectades). 

HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

Iba2: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 

       U373 MG                    M21 

C       HA    Iba2          C     HA     Iba2 

HA-Iba2 
 
Actina 
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Figura 52. Creixement tumoral in vivo de cèl·lules U373 MG i M21. 

Increment del volum tumoral en funció del temps. 

wt: Cèl·lules no transfectades. 

pcDNA-HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 
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Figura 53. Creixement tumoral in vivo de cèl·lules U373 MG i M21. 

Pes tumoral al final de l’experiment. 

wt: cèl·lules no transfectades. 

HA: cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

Iba2: cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 
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Figura 54. Creixement tumoral in vivo de cèl·lules U373 MG i M21. 

Imatge representativa de cada grup d’animals. 

wt: Cèl·lules no transfectades. 

pcDNA-HA: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA. 

HA-Iba2: Cèl·lules transfectades amb pcDNA-HA-Iba2. 

  pcDNA-HA                          pcDNA-HA-Iba2 
M21    U373 MG              M21                  U373 MG 

HA-Iba2 

actina 

Figura 55. Western Blot. 

Expressió d’HA-Iba2 en tumors de cél·lules U373 MG i M21. 

pcDNA-HA: Cèl·lules transfectades amb vector pcDNA-HA 

pcDNA-HA-Iba2: Cèl·lules transfectades amb vector pcDNA-HA-Iba2 
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Apèndix 3. Entrada a Swiss-prot de les proteïnes identificades. 

Es mostra la seqüència proteica i de cDNA, i en aquesta darrera s’assenyala la 

localització dels encebadors utilitzats per a les reaccions de PCR. 

 

 Protein disulfide isomerase A6 precursor (P5). 
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Proteasome subunit α type I (C2). 
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α-Enolase/MBP-1 
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Ionized calcium binding adapter molecule 2 (Iba2). 
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Dynactin complex 50 kDa subunit. 
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26s protease regulatory subunit 6A. 
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