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I.1. LA BIOSÍNTESI DEL GRUP HEMO 

 

El grup hemo és un component essencial dels éssers vius. Està constituït per un anell 

heterocíclic format per quatre molècules de pirrol enllaçades, conegut com a protoporfirina IX, 

en el centre de la qual es troba un àtom de ferro. Tal com es mostra a la Figura I.1., els anells 

de pirrol estan units per enllaços metens (-CH=) generant un sistema de doble enllaços 

conjugats on els electrons poden ser compartits al llarg de l’anell. Aquesta estructura dóna al 

grup hemo la capacitat no només d’absorbir fotons, sinó d’acomodar electrons addicionals 

sense patir grans alteracions.  

 

 

Figura I.1. Representació esquemàtica del grup prostètic hemo. 
 

Unes de les principals funcions biològiques associades al grup hemo són les reaccions 

d’oxidació-reducció, on té lloc la transferència d’electrons d’un substrat a un altre. Un exemple 

d’aquest tipus de reacció és el cas citocrom c, un dels components més importants en el 

sistema de transport d’electrons associats a membrana, i que es troba tant a mitocondris, com 

a bacteris, com a la fotosíntesi. El grup hemo també actua de grup prostètic en proteïnes com 

la mioglobina i l’hemoglobina, jugant un paper imprescindible en el transport d’oxigen a les 

cèl·lules. A més, la protoporfirina IX, que acabarà donant lloc al grup hemo en unir-se amb el 

ferro, forma part de ficobilines, clorofil·les i bacterioclorofil·les, entre d’altres. 

 

La síntesi del grup hemo té lloc tant en plantes, com en animals com en mircroorganismes, i 

inclou tres processos diferenciats: la síntesi d’un compost pirròlic substituït, el porfobilinogen, a 

partir de l’àcid δ-aminolevulínic, o ALA; la condensació de quatre molècules de porfobilinogen 

per donar lloc a un precursor parcialment reduït denominat porfirinogen, i per últim, la 

modificació de les cadenes laterals, la deshidrogenació de l’anell tetrapirròlic i incorporació del 

ferro.  

 

En animals, el primer pas de la biosíntesis del grup hemo és la condensació del succinil-

CoA amb glicina (veure figura i.2), seguit d’una descarboxilació per formar el δ-aminolevulinat 

(ALA). Aquesta reacció està catalitzada per la δ-aminolevulinat sintasa (ALAS), enzim depenent 

de piridoxal-5’-fosfat (PLP). La posterior condensació de dues molècules d’ALA condueix a la 
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formació de l’anell de pirrol (el porfobilinogen o PBG). La porfobilinogen sintasa (PBGS) 

catalitza aquesta reacció; la inhibició d’aquest enzim per plom és un dels majors efectes que té 

aquest metall sobre l’organisme. Quan això passa té lloc l’acumulació d’ALA, i s’ha vist que és 

una de les causes de psicosis produïda per plom, degut a la seva semblança amb el 

neurotransmissor γ-aminobutíric.
1, 2

 

 
 

Figura I.2. Biosíntesis del PBG a partir de succinil-CoA i glicina.
3
 CoA: Coenzim A. 

 

La porfobilinogen desaminasa (PBGD) catalitza la condensació de 4 grups de PBG, donant 

lloc al preuroporfirinogen, o hidroximetilbilà (HMB), substrat de l’enzim uroporfirinogen III 

sintasa, o U3S (figura i.3). La U3S catalitza la ciclació del polipirrol uroporfirinogen III implicant 

la inversió de configuració en un dels anells (Figura I.3). En absència de U3S el tetrapirrol lineal 

cicla espontàniament donant lloc a l’isòmer uroporfirinogen I. Aquesta molècula no pot 

evolucionar cap a grup prostètic i s’acumula en teixits. 

 

Figura I.3. Biosíntesi d’uroporfirinogen III a partir de PBG.
3
 Enz: enzim PBGD. 
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La biosíntesi del grup hemo té lloc a diferents orgànuls cel·lulars: l’ALA es sintetitza en el 

mitocondri i es transporta posteriorment al citosol per a la seva conversió a PBG i després a 

uroporfirinogen III. Una sèrie de reaccions catalitzades per la uroporfirinogen descarboxilasa, 

coproporfirinogen oxidasa i la protoporfirinogen oxidasa, converteixen l’uroporfirinogen III en la 

protoporfirina IX (figura i.4), que és convertida a grup hemo per la inserció de Fe
2+

 en el nucli 

tretrapirròlic gràcies a l’enzim ferroquelatasa. Durant la reacció de la coproporfirinogen oxidasa, 

el macrocicle es transporta al mitocondri perquè tinguin lloc les reaccions finals.  

 

 

Figura I.4. Esquema de la síntesi del grup hemo a partir de l’uroporfirinogen III.
3
 

 

El grup hemo es sintetitza principalment en els eritròcits (aproximadament un 85%) i en el 

fetge (aproximadament un 15%). El grup hemo hepàtic passa a formar part del citocrom P450, 

un enzim oxidatiu que participa en l’eliminació de xenobiòtics (compost orgànic no produït pel 

propi organisme) com alguns fàrmacs i substàncies cancerígenes.  

 

La biosíntesi del grup hemo en els eritròcits és constant (com a mínim fins que el glòbul 

vermell perd el nucli). Aquest fet contrasta amb la producció hepàtica, on la biosíntesi està 

estretament regulada a través de l’ALA-sintasa, l’enzim que catalitza el primer pas de la síntesi 

del grup hemo. El mateix hemo i el Fe
2+

 controlen aquest enzim mitjançant retroinhibició, 

inhibició del transport de la ALA-sintasa des d’on es sintetitza fins al mitocondri i repressió de la 

síntesi de l’ALA. En els eritròcits, en canvi, el grup hemo activa la síntesi de proteïnes 

implicades en la seva pròpia síntesi en els reticulòcits (eritròcits immadurs). En aquest cas, els 

enzims regulats són la ferroquelatasa i la PBGD. El transport de Fe per part de la transferrina 

en el plasma també pot ser un factor limitant. L’existència de varis punts de control sembla 

indicar que en aquest cas, quan té lloc la síntesi de l’hemoglobina, tots els enzims treballen a la 

màxima velocitat possible.  
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I.2. LA FAMÍLIA DE LES PORFÍRIES 

  

I.2.1. Tipus de porfíria  

 

Existeixen diferents malalties genètiques relacionades amb la síntesi del grup hemo.
4
 Totes 

elles acumulen porfirina o els seus precursors i s’anomenen de forma general porfíries (figura 

i.5). En els eritròcits se’n coneixen dos: la porfíria eritropoiètica congènita (o PEC),
5
 que resulta 

de la deficiència en l’activitat de la U3S, i la protoporfíria eritropoiètica, deficiència en 

ferroquelatasa. S’acumula uroporfirinogen I i el seu producte de descarboxilació, el 

coproporfirinogen I, l’excreció del qual en orina la converteix en una substància de color 

vermell, la seva acumulació en les dents les hi dóna una coloració vermellosa fluorescent, la 

pell es torna extremadament sensible a la llum i s’ulcera produint doloroses butllofes, i 

augmenta en gran quantitat el pèl capil·lar. En general, les manifestacions de la PEC són 

heterogènies, des d’un fenotip aparentment normal, a una anèmia hemolítica severa en els 

fetus durant la gestació, passant per formes tardanes de manifestació de la malaltia, que a 

vegades es resumeix en lesions cutànies en l’adult, però sense més implicacions. 

 

 

 

 

 
 
 

Porfíria de Doss* Autosòmica 
recessiva 

Hepàtica aguda 

Porfíria intermitent 
aguda (PIA) 

Autosòmica 
dominant 

Hepàtica aguda 

Porfíria eritropoiètica 
congènita (PEC/malaltia 
de Gunther) 

Autosòmica 
recessiva 

Eritropoiètica 

Porfíria Cutània 
(PC/HEP) 

Variable ** Hepàtica no-
aguda 

Coproporfíria 
hereditària (HC) 

Autosòmica 
dominant 

Hepàtica  aguda 

Porfíria variegata (PV) Autosòmica 
dominant 

Hepàtica  aguda 

Porfíria eritropoiètica Autosòmica 
dominant 

Eritropoiètica 

 
Figura I.5. Classificació general de les porfíries en humans. *La porfíria de Doss pren nom 

del seu descobridor.
6
 **En els casos documentats de PC s’ha vist que és una malaltia 

Enzim Porfíries 

Nom                 Herència          Classificació 
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d’herència autosòmica dominant, però la deficiència de l’activitat de l’enzim uroporfirinogen 

descarboxilasa també dóna una patologia anomenada HEP (molt menys comú), hepato-

eritroporfiria, i en aquests casos l’herència és autosòmica recessiva. 

 

La més comuna de les porfíries és la PIA,
7
 o porfíria intermitent aguda, causada per una 

deficiència en l’activitat de la PBGD. La PIA és una malaltia autosòmica dominant 

caracteritzada per atacs aguts de disfunció neuronal amb dolors abdominals, hipertensió, 

taquicàrdia, i neuropatia perifèrica. Existeixen certs factors que poden degenerar en un atac de 

PIA en les persones afectades de PIA, com són el consum de drogues, dietes hipocalòriques, 

infeccions o factors endocrins. Aquesta malaltia sembla que podria explicar els episodis de 

psicosis i deteriorament mental que patia el pintor Vincent van Gogh, tal com descriuen L. S. 

Loftus i W. N. Arnold en un article publicat l’any 1991.
8
 

 

 

I.2.2. Símptomes, diagnòstic i tractament 

 

Els símptomes de les porfíria són molt diversos.  La simptomatologia de les porfíries és molt 

variable, fins i tot dins d'un mateix tipus de porfíria, però totes inclouen acumulació de porfirines 

o dels seus precursors a nivell tissular. Tenint en compte la varietat de porfíries descrites 

anteriorment, es pot agrupar la simptomatologia en tres blocs principals: aparició de còlics (o 

dolors abdominals), fotosensibilitat, que pot donar lloc a erupcions, així com lesions dèrmiques 

de diversa severitat, i alteracions del sistema nerviós i muscular, com convulsions i alteracions 

mentals. 

 

Degut a la gran diversitat fenotípica que poden presentar els pacients, les porfíries són en 

general malalties de difícil diagnòstic. Segons el tipus de porfíria l'afectació pot ser 

principalment a nivell neuronal o a nivell cutani. En el primer dels casos, en les porfíries 

agudes, com la porfíria intermitent aguda o les hepàtiques, el sistema nerviós es veu clarament 

afectat donant lloc a dolors abdominals, vòmits, neuropaties agudes i alteracions mentals 

(incloent al·lucinacions, depressions, crisis d'ansietat i paranoia). Solen desenvolupar-se 

arítmies cardíaques i taquicàrdies degut a l'alteració del sistema autonòmic nerviós. Pacients 

amb algun tipus de porfíria aguda s'ha vist que tenen més risc de desenvolupar un 

hepatocarcinoma, o càncer de fetge. 

 

Per altra banda, en les porfíries eritropoiètiques o cutànies l'òrgan principalment afectat és la 

pell, causant foto sensibilitat (o foto dermatitis), ulceracions, necrosis dèrmica i cartilaginosa, 

picors i inflamacions, així com un creixement pilós anòmal en zones on normalment no n’hi ha o 

està poc desenvolupat. Generalment en aquest segon tipus de porfíries no es dóna dolor 

abdominal.  
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En general, quan es sospita d'un possible cas de porfíria es realitzen anàlisis bioquímics 

tant de la sang, com de l'orina, com de les femtes. En el cas de les porfíries que cursen amb 

atacs aguts, l'anàlisi es sol realitzar durant els mateixos, ja que entre episodi i episodi s'ha vist 

que els nivells de porfirines i precursors poden ser normals. Un cop confirmat el diagnòstic de 

porfíria, estudis enzimàtics i genètics acabaran determinant el tipus de porfíria, identificant les 

diverses mutacions responsables. D’aquesta manera, és possible realitzar un seguiment de la 

transmissió de la mutació mitjançant estudis d'ADN de les famílies per diagnosticar els 

portadors asimptomàtics (aquells que no han desenvolupat la malaltia però que poden 

transmetre-la). Aquests estudis resulten essencials per a la prevenció de crisis agudes 

hepàtiques greus, i a nivell de consell genètic en el cas de les porfíries eritropoiètiques més 

severes. S'han descrit una sèrie de factors responsables d'atacs aguts de porfíria, com són el 

consum abusiu d'alcohol, el tabac i alguns fàrmacs, així com l’estrès emocional i físic. 

 

El tractament de les porfíries en general és força divers, però sobretot dependrà de si es 

tracta d'un atac agut o no. En el primer cas, es tracta d'una urgència mèdica que requereix 

hospitalització. En aquest cas és important el tractament precoç en manifestar-se els primers 

símptomes.  

 

En general, el tractament davant d’una crisi de porfíria es basa en l'administració 

intravenosa d'altres dosis de glucosa (ja que els carbohidrats reprimeixen l'activitat de l'ALA-

sintasa; encara que els seus efectes són lents i no sempre és efectiu), administració d'hemo 

(per exemple en format d'argentat d'hemo, a una dosi de 2-3 mg/kg/dia dissolt en sèrum 

fisiològic i administrat per via central en uns 15-20 minuts durant uns 4 dies consecutius; és 

més eficaç que la glucosa, permetent la correcció del dèficit d'hemo a l'organisme i regula 

l'activitat de l'ALA-sintasa) i l'administració de ß-bloquejants (com el propanolol) capaços de 

disminuir la hiperactivitat simpàtica. Per evitar el dèficit d’hemo, es sol recórrer a transfusions 

de sang en aparèixer els primers símptomes d’anèmia. Una altra mesura que es recomana 

específicament durant les crisis és evitar el desdejuni i administrar una dieta rica en hidrats de 

carboni (amb un mínim de 400g de glucosa al dia). 

 

La resta de tractaments són de suport, vigilant els nivells de sodi (existeix el risc 

d’hiponatremia, o disminució de la concentració de sodi en sang per sota dels nivells 

considerats normals) i tenint precaució en la selecció de fàrmacs considerats segurs per a 

pacients amb porfíria, ja sigui davant d’atacs aguts
9, 10

 com en altres tipus de porfíria.
11

 En 

alguns casos s’ha observat millora davant de tractaments amb cloroquinona (amb capacitat de 

fixar-se a les porfirines i facilitar-ne l’eliminació de l’organisme) i flebotomies (o extraccions de 

sang).
12, 13

 En alguns casos s’han realitzat transplantament de medul·la òssia,
14

 però l’èxit 

d’aquesta intervenció és relatiu.
15
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Actualment, s’apunta cap a una millora en el diagnòstic del tipus de porfíria, per poder 

seleccionar aquells casos en els quals es pugui determinar que la causa principal dels 

símptomes és una alteració d’un enzim en concret, i establir una teràpia gènica apropiada. Amb 

aquesta finalitat, els científics han d’establir quina és la conseqüència última de l’alteració del 

gen codificant de l’enzim. 
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I.3. LA PORFÍRIA ERITROPOIÈTICA CONGÈNITA (PEC) 

 

I.3.1. Particularitats de la malaltia 

 

La porfíria eritropoiètica congènita, PEC, va ser la primera porfíria humana a ser descrita i a 

relacionar-se amb un defecte en un enzim en concret (la uroporfirinogen III sintasa, U3S). 

Científics com J. C. Deybach 
16,

 
17

 i W. Xu 
17

 han descrit la relació directa que existeix entre la 

PEC i les mutacions del gen que codifica per la U3S. Aquestes mutacions poden ser delecions, 

insercions, inversions o canvis en una base nitrogenada d’un codó en concret (un codó pot 

codificar per a un determinat aminoàcid, i un sol canvi en una base pot implicar un canvi 

d’aminoàcid, o bé indicar al ribosoma que aturi la traducció i alliberi el polipèptid), que en última 

instància acaben generant un enzim alterat, l’activitat del qual es veu afectada.  

 

Els portadors de la malaltia poden ser des d’asimptomàtics o amb fenotip lleu i no associat a 

la PEC, passant per anèmies moderades i ulceracions de la pell, fins a pacients dependents de 

transfusions de sang setmanals amb destrucció dèrmica i cartilaginosa severa. Aquest tipus de 

porfíria se sol manifestar precoçment, al poc temps del naixement, amb orina fosca, anèmia i 

formació d’ampolles cutànies (Imatge I.1), que en desprendre’s deixen lloc a una lesió ulcerosa 

que quan cicatritzen donen lloc a la pèrdua de trets facials, així com d’orelles i dits. És per això 

que a aquesta malaltia també se la coneix com a Porfíria Mutilant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imatge I.1. Pacient amb ulceres facials de diverses 

mides, hiperpigmentació i depigmentació, fibrosis 

severa, i mutilacions severes presents a la cara, 

particularment al nas i a les orelles.
18

 

 

 

Diversos assajos enzimàtics permeten caracteritzar de manera aproximada l’activitat relativa 

de l’enzim U3S alterat respecte a l’activitat de la U3S salvatge
19, 20

. Aquesta disminució de 

l’activitat (no s’ha trobat cap pacient que presenti un increment de l’activitat enzimàtica de la 

U3S respecte de l’enzim salvatge) pot ser deguda a varis fenòmens: la mutació (o mutacions) 

de l’enzim defectuós pot afectar el centre catalític i per tant, en cas d’alterar un aminoàcid 

essencial en la catàlisi aquesta pot ser nul·la o molt baixa; en el cas de mutacions que alteren 

l’estructura de l’enzim, poden actuar desnaturalitzant-lo parcialment (per exemple provocant un 
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plegament proteic inactiu o parcialment inactiu), totalment, o bé alterant la capacitat de 

reconeixement del substrat per part de l’enzim. 

 

L’activitat enzimàtica de la U3S és essencial per a la síntesi de porfirines biològicament 

actives, i per tant, és important la realització d’estudis estructurals i dels mecanismes d’acció de 

l’enzim per tal d’entendre’n el funcionament. Determinar el centre actiu, així com les superfícies 

de reconeixement del substrat poden ajudar en última instància als investigadors a establir 

teràpies específiques per cada causa determinada que dóna lloc a aquesta malaltia.
21

 

Actualment, hi ha diversos tractaments per als pacients de la PEC: alguns, però, no són idonis 

a llarg termini com és el cas del tractament amb charcoal  (la ingesta del qual durant un període 

llarg de temps provoca una hipoabsorcio de nutrients).
22

 

 

El diagnòstics de les Porfíria Eritropoiètica Congènita es basa en la detecció en sang i orina 

de nivells anormals de subproductes i metabòlits intermedis de la biosíntesis del grup hemo, i 

es complementa amb un anàlisis genotípic dels pacients i altres membres de l’arbre 

genealògic. Tractaments com el transplantament de medul·la espinal no han proporcionat 

resultats satisfactoris reproduïbles, la qual cosa ha fet que es comenci a plantejar la teràpia 

gènica.
23, 24

 Per poder optimitzar el desenvolupament d’aquest tipus de teràpia, i facilitar un 

diagnòstic apropiat als pacients, és imprescindible establir les bases moleculars d’aquesta 

patologia a partir de detallats estudis estructurals de la Uroporfirinogen III Sintasa salvatge i de 

les seves variants patogèniques. 

 

 

I.3.2. Mutants patogènics responsables de la PEC 

 

Degut als problemes que suposa el diagnòstic encara avui i el fet de que existeixen 

portadors asimptomàtics hi ha pocs casos de porfíria eritropoiètica congènita reconeguts al 

món, menys de 200, i per aquesta raó és considera una malaltia rara. Existeixen diverses 

mutacions responsables de la PEC, incloent substitucions d’una base, insercions, delecions, i 

defectes d’empalmament (de l’anglès splicing, procés de rearranjament de les seqüències de 

ARNm que seran traduïdes a proteïna); totes elles donen lloc a un enzim alterat i comporten 

l’acumulació de la isoforma biològicament inactiva de l’uroporfirinogen I i els seus derivats. 

 

Diversos assajos enzimàtics permeten caracteritzar de manera aproximada l’activitat relativa 

de l’enzim U3S alterat respecte a l’activitat de la U3S salvatge.
19, 20 

Aquesta disminució de 

l’activitat (no s’ha trobat cap pacient que presenti un increment de l’activitat enzimàtica de la 

U3S respecte de l’enzim salvatge) pot ser deguda a varis fenòmens: la mutació (o mutacions) 

de l’enzim defectuós pot afectar el centre catalític i per tant, en cas d’alterar un aminoàcid 

essencial en la catàlisi aquesta pot ser nul·la o molt baixa; en el cas de mutacions que alteren 

l’estructura de l’enzim, poden actuar desnaturalitzant-lo parcialment (per exemple provocant un 
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plegament proteic inactiu o parcialment inactiu), totalment, o bé alterant la capacitat de 

reconeixement del substrat per part de l’enzim. 

 

Els mutants que s’han estudiat al llarg d’aquesta tesi són del tipus de mutació puntual, on 

només un residu de la proteïna U3S es veu alterat. D’aquest tipus de mutació puntual 

associada a un fenotip de PEC se n’han descrit 25, trobades en els diversos pacients afectats 

de porfíria eritropoiètica congènita, que es detallen a continuació: 

  

Mutant Mutació acompanyant en el genotip 

V3F 
25

 V3F 

L4F 
26, 27

 C73R, V82F 

Y19C 
26

 G225S 

S47P 
28

 S47P 

P53L 
16

 P53L, C73R 

T62A 
26, 19 

Q248X 

A66V 
19,

 
26, 27 

C73R 

A69T 
14,

 
29

 A69T, C73R 

C73R 
 16, 19, 26, 29,

 
30, 31, 

32, 33, 34 
L4F, P53L, A66V, A69T, C73R, A104V, H173Y, G225S, 
T228M , G236V, P248Q 

E81D 
29

 G188W 

V82F 
26

 L4F 

V99A 
26, 32 

C73R, V99A 

A104V 
26

 C73R 

I129T 
35

 I129T 

H173Y 
33

 H173Y 

Q187P 
33

 C73R 

G188R 
36

 G188R 

G188W 
29

 E81D 

S212P 
37

 S212P 

I219S 
29

 I219S 

G225S 
19,

 
26, 38, 34

 Y19C, T228M 

T228M 
19, 33 

C73R, G225S 

G236V 
30 

C73R 

L237P 
30  

L237P 

P248Q 
33, 39 

C73R, P248Q 

 

Taula I.1. Llista de mutacions puntuals de l’enzim U3S trobades en pacients diagnosticats de 

porfíria eritropoiètica congènita, i dels al·lels acompanyants en el genotip dels pacients. 
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I.4. L’ENZIM HUMÀ UROPORFIRINOGEN III SINTASA (U3S) 

 

I.4.1. Antecedents estructurals i en solució  

 

L’any 1958 Lawrence Bogorad demostrà per primera vegada la necessitat dels enzims 

porfobilinogen desaminasa i uroporfirinogen III sintasa en la síntesi d’uroporfirinogen III a partir 

de porfobilinogen (PBG).
40

 Posteriorment es plantejà la hipòtesi de que ambdós enzims podrien 

estar formant un complex. Algunes de les evidències que recolzarien aquesta hipòtesi les 

presentaren l’any 1974 Feinsten i Fryman en observar que la U3S quedava retinguda en passar 

per una columna de Sepharosa amb PBGD unida,
41

 mentre que un any després Bogorad i 

Higuchi van publicar uns experiments on s’observava que en incrementar la concentració de 

PBGD en una solució amb U3S i PBG tenia lloc un augment de la velocitat de sedimentació en 

gradient de sucrosa de la U3S.
42

 Per altra banda, s’observaren algunes evidències cinètiques 

que donaren suport a la teoria, com l’al·losterisme de la formació de l’uroporfirinogen III (U3) a 

partir de PBG,
43

 la disminució de la Km del PBG en afegir U3S
44

 i la disminució en la Km de la 

U3S pel PBG quan el pirrol és generat incubant en presència de PBGD enlloc d’afegir-lo 

exogen.
45

 

 

L’estructura de la U3S humana va ser resolta per raigs X per Michael A. A. Mathews, Heidi 

L. Schubert i col·laboradors l’any 2001
20

 amb una resolució de 1.85 Å, emprant una construcció 

recombinant de l’enzim amb 21 residus afegits a l’extrem amino terminal que contenia una cua 

d’histidines per afavorir-ne la purificació. Els intents dels autors de cristal·litzar simultàniament 

l’enzim U3S amb el seu substrat no van funcionar, mantenint-se així la incògnita sobre el centre 

actiu de l’enzim, tot i que ja es començava a apuntar cap a l’espai interdomini de la proteïna. 

L’analogia observada entre l’estructura de la U3S i la vitamina B12 feien pensar en la 

possibilitat de que l’activitat enzimàtica estigués centrada enmig dels dos dominis. Els autors 

van dissenyar un seguit de mutacions puntuals provocades en residus conservats (Figura I.6) 

per determinar el mecanisme catalític. D’aquests experiments se’n va poder concloure que cap 

de les mutacions puntuals semblaven tenir un paper essencial per a l’activitat catalítica de la 

U3S i d’aquí s’elaborà la hipòtesi de que el mecanisme catalític no incloïa reaccions àcid/base. 
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Figura I.6. Alineament de seqüències de la proteïna U3S 

20
 emprant el mètode Clustal,

46
 

emfatitzant els residus conservats  amb la següent coloració: en magenta els residus exposats i 

en groc els soterrats. Els residus desordenats omesos del model estan indicats en línia 

discontínua. Les seqüències emprades en l’alineament provenen de les següents entrades de 

les bases de dades dels DDBJ/EMBL/GenBank: human, Homo sapiens (A40483); mouse, Mus 

musculus (A56838); Drosophila melanogaster (AAF46419 and AAF55222); Saccharomyces 

cerevisiae (NP_014921); Schizosaccharomyces pombe (P87214); Candida albicans 

(CAA22001); Aquifex aeolicus (E70452); Chlorobium vibrioforme (Q59335); Methanobacterium 

thermoautotrophicum (O26268). 

 

Un dels estudis més recents en la cerca del centre actiu de la U3S és el que van portar a 

terme Cunha, Desnick i col·laboradors, que es publicà l’any 2008.
21

 En l’estudi realitzat amb 

tècniques de ressonància magnètica nuclear, es van realitzar titracions de l’enzim U3S amb 

l’inhibidor nD-metil-1-formilbilà o NMF-bilà, i amb el seu producte de reacció, l’uroporfirinogen III 

(ambdós productes s’havien observat com a inhibidors competitius de la unió amb el substrat 
47, 

48
), i s’observà el canvi en els desplaçaments químics dels residus de l’enzim. Els resultats 

d’ambdós experiments mostraren l’efecte dels dos compostos en l’enzim U3S (Figura I.7), 

apuntant la seva possible implicació en la catàlisi. En concret, els residus considerats claus des 

d’un punt de vista catalíticament important semblen ser: L6, K7, D8, I33, V35, L36, T62, S63, 

R65, G100, T103, R148, L151, F196, S197, G200, A229, i L251. D’aquests, L6, K7, I33, L36, 

T62, S63, R65, G100, T103, F196, S197, G200, i L251 es troben altament conservats (entre un 

92 i un 100% d’identitat en 13 organismes eucariotes). Tal i com s’havia anat suggerint, la 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=06ceEl7n2DJqXMJaMcq-2hevFPyUnfQQUyEsIikcD&reftype=extlink-entrez-nucleotide&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CNucleotide&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=nucleotide&dopt=GenBank&list_uids=2296518
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0lumcA0La7bFL_X-5xAJl5ZJ3BAOeBsrBChCCi57a&reftype=extlink-entrez-nucleotide&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CNucleotide&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=nucleotide&dopt=GenBank&list_uids=3712850
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0tYGhkUi569NDwOuDdEDZMyIGkAL6Qqd6E4Jra55j&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=7290980
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0jihGuiT09QTiVi3nV-9MraoFGnZaTkEd5e78vkpj&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=7300052
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0rawLgELePFhb3eZJaa1bYqvyUlfDC4uD9HbbnAdW&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=3334214
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0vqoWdXvusW8co884zQikUBhHlsv97FdKQGkijQyI&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=3859663
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0VcBY35KqsDfy30PvvvYNjMqiQmEVa4pr9176NQbz&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=7517485
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0z17XMKrRJvSQhUMhEVulDUPSsnbisi1DnKTe0ArA&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=2495181
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0xCYn--qAmDeV0x4dmtck8qqW0Haa64xfqAknV5kr&reftype=extlink-entrez-protein&article-id=125291&issue-id=3526&journal-id=78&FROM=Article%7CBody&TO=Entrez%7CTerm%7CProtein&rendering-type=normal&&http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=protein&dopt=GenPept&list_uids=3122179
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distribució dels residus relacionats amb la catàlisi apunten que la localització del centre catalític 

es troba entre els dos dominis de la sintasa. 

 

 

 
Figura I.7. Estereograma de l’estructura cristal·lina de la U3S visualitzada amb el programa 

Pymol 
49

 on es mostren en groc i vermell aquells residus que es veuen moderadament afectats 

(groc) i altament afectats (vermell) en realitzar una valoració amb U3 (esquerra) i l’inhibidor 

NMF-bilà (dreta), publicat per Desnick i col·laboradors l’any 2008.
21

 

 

La proteïna U3S adopta una conformació bilobulada en la qual els dos dominis es troben 

connectats per dues làmines de full beta antiparal·lel. Els dos dominis tenen un plegament 

similar, formats ambdós per làmines beta i hèlixs alfa. El domini 1 (residus 1-35 i 173-260) 

forma part dels dominis similars a la flavodoxina i està format per cinc cadenes paral·leles de 

full beta envoltades per cinc hèlixs alfa. El domini 2 adopta una estructura similar a les 

glicosilades d’ADN, on quatre cadenes paral·leles de full beta es troben envoltades per set 

hèlixs alfa. Tot i la topologia similar que presenten els dos dominis les hèlixs alfa difereixen en 

la seva disposició. L’extrem carboxil de la cadena polipeptídica acaba en una làmina beta en el 

domini 1.  

 

La distribució de residus altament conservats suggereix que el centre catalític de l’enzim es 

troba localitzat en l’espai que formen els dos dominis. Les variacions en les posicions relatives 

observades dels dos dominis entre molècules cristal·logràficament independents indica la 

presència de flexibilitat. S’ha proposat que l’obertura i tancament d’aquest solc de la U3S 

podria ser important per a la catàlisi.
20

 Així, la conformació oberta facilitaria l’accés i unió al 
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substrat, mentre que es requeriria la conformació tancada de l’enzim per al tancament de l’anell 

tetrapirròlic. 

 

 

I.4.2. Mecanisme catalític de l’enzim 

 

L’uroporfirinogen III sintasa catalitza la ciclació del tetrapirrol lineal, el porfobilinogen (o PBG), 

amb inversió del quart anell (anell D),
50

 donant lloc a l’asimètric uroporfirinogen III (Figura I.8). 

De tots els mecanismes proposats, el més econòmic en termes de nombre de passos és el que 

utilitza el grup hidroximetil del C20 del substrat PBG com a electròfil. El grup hidroxil del C20 es 

perd generant-se així un carbocatió que atacarà electrofílicament el C16, donant lloc al a un 

intermedi pirrolenine espirocíclic de pirrolenina, que pot evolucionar cap a l’azafulvè. Aquest 

darrer compost pot ciclar donant el producte de la catàlisi, l’uroporfirinogen III. L’essència 

d’aquesta síntesi va ser proposada inicialment per Mathewson i Corwin l’any 1961,
51

 i 

modificada posteriorment per Leeper,
52

 Pichon,
53

 i col·laboradors l’any 1994. En concret Leeper 

hipotetitza que les cadenes laterals carregades negativament de l’anell D del PBG 

interaccionarien amb els grups carregats positivament de la U3S, i aquesta interacció 

provocaria una força de torsió en l’anell pirròlic que acabaria donant lloc a l’URO-III. Aquest 

esquema és consistent amb els experiments de carboni marcat portats a terme per Battersby i 

col·laboradors publicats l’any 1978, amb els quals demostraren que l’anell D patia una inversió. 

Per altra banda, la utilització d’un anàleg de l’intermediari espirocíclic proposat (un 

espirolactàmic sintètic estable que difereix només en tenir una amida enlloc d’una imida) 

recolza el model de síntesi ja que actua d’inhibidor de la U3S amb una Ki d’entre 1-2 µM.
54, 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.8. Conversió del PBG a 

U1 (ciclació no enzimàtica) i a U3. A 

= acetat, P =propionat. El tetrapirrol 

linear és ciclat per la U3S, formant-

se l’intermediari de l’estat de 

transició, el pirrolenine espirocíclic.
20
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I.4.2.1. Breu introducció a la RMN 

 

Els nuclis de determinats isòtops d’alguns elements tenen una propietat denominada espín, 

que fa que els nuclis es comportin com petits imans en presència d’un camp magnètic. Només 

un número limitat d’isòtops posseeix aquesta propietat; alguns que són útils en els experiments 

de la present tesi es detallen en la següent taula: 

  

Isòtop Espín Abundància natural (%) 
Sensibilitat 

relativa
 

Freqüència de 

RMN (MHz) 
1
H ½ 99.98 1.0 800.0 

2
H 1 0.015 1.5 x 10

-6 
122.8 

13
C ½ 1.108 1.8 x 10

-4 
201.2 

15
N ½ 0.365 3.8 x 10

-6 
81.1 

 

Taula I.2. Nuclis sensibles al fenomen de ressonància més importants per a l’estudi de 

proteïnes. Les freqüències són les que corresponen per a un espectrofotòmetre de 800 MHz 

(un iman de 18,81 T) i les sensibilitats relatives ho són respecte del protó, i inclouen de 

sensibilitat intrínseca del propi nucli i les abundàncies naturals.
56

 

 

En presència d’un camp magnètic, es produeix un desdoblament dels nivells energètics 

(efecte Zeeman). La diferència de nivells energètics correspon a la freqüència de les ones de 

ràdio i de les microones amplificant la resposta mitjançant ressonància magnètica nuclear, o 

RMN. La RMN fou descrita per primera vegada per Felix Bloch i Eward Mills Purcell l’any 1946, 

guanyant el Premi Nobel de Física el 1952 per aquest descobriment.  

 

L’interès del fenomen rau en què la ressonància magnètica nuclear es molt sensible a la 

constitució química de la molècula i, en particular, a l’entorn que envolta el nucli en qüestió. Per 

exemple, els hidrògens d’un compost determinat poden ressonar a diferents freqüències. 

Aquestes diferències solen expressar-se en termes de desplaçaments químics (δ) definits 

respecte al material de referència afegit a la mostra: 

 

 

on H és la intensitat del camp per la ressonància del nucli en qüestió, i Href és la del nucli de 

referència.  

 

El primer espectre d’una proteïna (una ribonucleasa) es va realitzar al 1957.
57

 En l’espectre, 

que va ser adquirit a 40 MHz, s’observava una banda ampla no resolta que contenia més de 

800 senyals. En un principi no es veia clar la informació que es podia obtenir emprant la RMN 

sobre les molècules biològiques. En un primer moment es feien estudis de desnaturalització, 

que permeteren l’assignació de senyals individuals i establir les diferències per discernir entre 

[Equació I.1] 
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els dos estats.
58

 Aviat es va veure les grans possibilitats en el món de la dinàmica de proteïnes, 

entre d’altres biomolècules. Es van començar a estudiar les interaccions de macromolècules 

biològiques amb petits lligands, ja que la interacció provocava canvis en els desplaçaments i/o 

en l’amplada dels senyals.
59

 Seguidament es va proposar el marcatge isotòpic com a tècnica 

d’assignació, de manera que s’obtenia una major resolució dels espectres.  

 

Des que al 1967 McDonald i Phillips obtenien el primer espectre d’una proteïna amb un 

espectròmetre d’alt camp,
60

 passant per Gibbons 
61

 i l’assignació completa d’un esquelet 

proteic l’any 1975, la resolució de l’estructura de l’α-amilasa en solució per Wüthrich i el seu 

equip l’any 1988,
62

 fins a les tècniques actuals d’estudi estructural i caracterització dinàmica de 

proteïnes, l’evolució de la RMN com a eina espectroscòpica ha viscut una evolució 

espectacular. En els últims anys, els avenços tècnics i teòrics han permès el desenvolupament 

d’una metodologia de RMN aplicada a proteïnes extraordinàriament efectiva. 

 

Un dels límits de l’aplicabilitat de la RMN radica en la sensibilitat dels instruments de 

mesura. Dos factors principals han incrementat de forma important la sensibilitat dels 

espectròmetres. Per una banda, l’augment del camp magnètic, fins a 800 i 900 MHz. Per altra 

banda, l’ús de les actuals sondes criogèniques que permeten, per un camp donat, augmentar la 

relació senyal/soroll del espectròmetre en un ordre de magnitud.  

 

L’amplada intrínseca de les senyals d’estudi, que incrementa de manera important amb el 

pes molecular de la proteïna, dificulta no només l’observació de les pròpies senyals, sinó també 

dels seus acoblaments. Per evitar aquest efecte ja s’havia recorregut prèviament al marcatge 

amb deuteri de les proteïnes.
63

 Fa deu anys Pervushin idea el mètode denominat TROSY  

(Transverse Relaxation-Optimized SpectroscopY).
64

 En una proteïna marcada i en un 

experiment sense desacoblar, la senyal d’un protó acoblat a un nucli de 
15

N dóna lloc a quatre 

senyals (degut al desenvolupament de l’acoblament JHN durant l’evolució i l’adquisició). 

L’experiment TROSY selecciona únicament la transició que relaxa més lentament (la més 

estreta), augmentant la resolució de l’experiment.  

 

 

I.4.3. Possibles efectes de les mutacions: pèrdua en l’activitat catalítica i/o pèrdua 

d’estabilitat 

 

Una mutació puntual en un enzim pot desestructurar-lo parcial o totalment, fet que sovint 

acaba afectant a la seva funcionalitat. Per altra banda, una mutació puntual pot no alterar 

l’estructura de l’enzim però afectar a un residu catalíticament important. En ambdós casos, el 

resultat és una alteració en la capacitat enzimàtica de la proteïna. 
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En el cas de les 25 mutacions puntuals relacionades amb la porfíria eritropoiètica congènita, 

s’han realitzat estudis que demostren que els enzims mutants tenen una activitat menor que la 

proteïna U3S salvatge, però sense discernir entre mutacions que afecten a un residu catalític o 

mutacions que fan perdre l’estructura a la proteïna. Mentre que en el primer cas l’enzim no pot 

recuperar la seva activitat per se, en el segon cas la proteïna pot ser estudiada des d’un punt 

de vista d’estabilitat, buscant molècules que puguin evitar la pèrdua de l’estructura.  

 

 

I.4.4. Estabilitat cinètica de les proteïnes en el context de les malalties estructurals 

 

Al llarg de la història de la medicina s’ha descobert que moltes de les patologies trobades en 

humans són degudes a alteracions en proteïnes. Un nombre significatiu d’aquestes proteïnes 

tenen una funció enzimàtica per a les cèl·lules, i aquesta activitat pot veure’s alterada per 

modificacions en la seqüència dels aminoàcids que conformen la proteïna i/o en l’activitat 

enzimàtica de la mateixa. Sovint, la causa d’una activitat enzimàtica deficient ve donada per 

una modificació en l’estructura de l’enzim, ja sigui per un desplegament total i irreversible o bé 

degut a un plegament proteic anòmal, que en definitiva, acaba donant lloc a una alteració d’un 

procés enzimàtic concret.  

 

Experiments de desnaturalització de proteïnes realitzats in vitro suggereixen que, degut a 

fenòmens irreversibles, l’estabilitat termodinàmica (per exemple, valors positius en l’energia de 

desplegament de Gibbs) no garanteix que una proteïna es mantindrà en l’estat natiu durant un 

període de temps indefinit. A més, aquests processos irreversibles succeeixen més sovint in 

vivo que in vitro, ja que a) algunes alteracions irreversibles (com l’agregació, interaccions no 

desitjades amb altres components macromoleculars, o fenòmens de proteòlisi) es suposa que 

tenen lloc més ràpidament en un ambient cel·lular i b) en molts casos l’escala cronològica in 

vivo (probablement relacionat amb el temps de degradació mig de la proteïna) es suposa que 

és major que el temps que s’empra en els experiments in vitro (de l’ordre de minuts). Així 

doncs, en molts casos s’ha determinat que perquè una població d’una proteïna evolucioni cap a 

l’estat irreversible, és necessari primer superar una barrera energètica d’activació que separa 

l’estat natiu de la resta d’estats (desplegats, parcialment desplegats, incorrectament plegats). 

 

En el cas de patologies degudes a alteracions en la seqüència d’aminoàcids d’una proteïna 

en concret, resulta molt interessant entendre per quin mecanisme la proteïna es veu afectada. 

D’aquesta manera, si la mutació provoca una disminució en l’energia d’activació necessària per 

superar la barrera cap a un estat de transició, tot i no estar alterant l’activitat de la proteïna 

directament, sí està provocant una acceleració i desplaçament de la població de la proteïna cap 

a un estat desplegat i, en molts casos, cap a una situació de desplegament irreversible. En 

aquests casos on la proteïna no és capaç d’evolucionar de nou cap a l’estat natiu degut a 
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l’elevada velocitat de pas cap a l’estat irreversible, es diu que el sistema està regit per un 

equilibri cinètic. 

 

En el cas de malalties relacionades amb aquest tipus d’estabilitat cinètica, l’interès sovint es 

centra en determinar si és la pròpia manca d’activitat de la proteïna deguda a la 

desestabilització o l’acumulació dels agregats de la mateixa (com seria el cas de l’Alzheimer, o 

el de la polineuropatia amiloide familiar) el que acaba provocant la patologia, amb la finalitat de 

poder establir una teràpia idònia en cada cas. 
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I.5. ACTIVITAT U3S EN EL CONTEXT DE LA CÈL·LULA 

 

I.5.1. Mecanisme catalític in vivo.  

 

Inicialment es pensava que els dos enzims PBGD i U3S, que generen l’U3 a partir del PBG, 

podrien estar interactuant o formant un complex citoplasmàtic.
41-44

 En primer lloc, el producte de 

la reacció catalitzada per la PBGD (que alhora és el substrat de la U3S) és una molècula 

inestable: es transforma en U1 mitjançant una reacció no enzimàtica ( 

Figura I.8). Quan aquest metabòlit es genera, la síntesi del grup hemo es veu bloquejada i la 

porfirina s’acumula en teixits. La vida mitja del preuroporfirinogen és realment molt baix, per la 

qual cosa no pot ser emmagatzemat, sinó que s’ha de sintetitzar en el moment en què la 

cèl·lula el requereix per continuar la síntesi del grup hemo. En segon lloc, els gens que 

codifiquen per a la U3S i la PBGD (hemC i hemD respectivament) es troben continguts en 

l’operó hem, la qual cosa implica que presenten una regulació gènica similar.  

 

Estudis recents in vitro demostren que en determinades condicions experimentals aquesta 

associació enzimàtica sembla no tenir lloc, i que tant la U3S com la PBGD funcionarien de 

forma independent i seqüencial amb el hidroximetilbilà (o preuroporfirinogen) com a 

intermediari lliure de les dues reaccions. 
45, 65

 Sigui com sigui, l’activitat catalítica d’aquests dos 

enzims ha d’estar estrictament regulada in vivo, ja que en condicions normals l’acumulació de 

PGD i d’U1 és molt baixa. Aquesta regulació continua sent una incògnita en el moment 

d’elaboració de la present tesi. 

 

Com ja s’ha comentat en la l'apartat I.4.2., el mecanisme catalític sembla tenir lloc en el solc 

que es genera entre els dos dominis, i mentre que el potencial electrostàtic de la superfície de 

la U3S és majoritàriament negatiu, la regió del solc està majoritàriament carregada 

positivament, la qual cosa apunta cap en la direcció de la interacció amb els lligands 

experimentalment determinada amb els estudis de pertorbació per RMN.
66

 

 

 

I.5.2. Localització de l’enzim i transport. Tècniques de monitoratge in vivo 

 

En humans, la síntesi del grup hemo es troba estretament lligada al mitocondri: algunes de 

les reaccions tenen lloc a dins de l’orgànul mentre que d’altres, com la que porta a terme la 

uroporfirinogen III sintasa, s’ha  descrit que tenen lloc al citoplasma cel·lular. De totes maneres, 

existeixen un seguit d’incògnites que continuen sense ser resoltes en el moment de la redacció 

de la present tesis. Per exemple, factors com la localització de la síntesi de la U3S, així com el 

transport de l’enzim fins a la seva destinació final, o la necessitat d’intervenció de xaperones 

per al correcte plegament de la proteïna, continuen desconeguts. 
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Avui en dia existeixen un seguit de tècniques que permeten caracteritzar un enzim en el seu 

entorn biològic natural. Un dels grans passos en aquest sentit és la utilització de cèl·lules 

transfectades amb el gen que codifica per l’enzim en qüestió, dins el món cada cop més 

explotat de les clonacions. Emprant tècniques com la immunotransferència de proteïnes (en 

anglès western-blotting), és possible determinar, entre d’altres, l’expressió de l’enzim d’interès 

en diferents tipus cel·lulars, així com estudiar efectes de diversos tractaments sobre un mateix 

teixit cel·lular. Sovint, els estudis d’expressió de proteïna es solen recolzar amb experiments 

d’immunotransferència de proteïnes i amb experiments de control d’expressió gènica, per tenir 

un control de si realment el gen codificant per a la proteïna d’interès s’està expressant en el 

sistema biològic i en les condicions en les quals s’està treballant. En aquest sentit, una de les 

tècniques actualment més emprada és la reacció en cadena de la polimerasa, RT-PCR a temps 

real quantitativa, o qRT-PCR, que permet veure quina és la quantitat total d’ARN missatger (o 

ARNm, molècula codificant d’una cadena polipeptídica) present a les mostres.  

 

Per altra banda, per poder estudiar la localització in vivo d’un enzim d’interès es pot tractar 

la mostra cel·lular amb anticossos que reconeguin a l’enzim i a la vegada puguin ser 

reconeguts per uns segons anticossos capaços d’emetre una fluorescència que es pugui 

detectar mitjançant microscopis òptics, o confocals. Aquesta tècnica s’anomena 

immunofluorescència. També és possible treballar amb enzims que contenen una cua o tag 

que emet fluorescència, com en el cas de les construccions amb GFP (la Green Fluorescence 

Protein,
67, 68

 amb dos pics d’excitació: un menor a 475 nm i un de major a 395 nm; l’emissió de 

la GFP és a 509 nm, en la zona verda de l’espectre, d’aquí el seu nom) que tot i la seva 

versatilitat, el fet d’unir una proteïna fluorescent (en el cas de la GFP de 238 residus) a l’enzim 

d’interès ja pot estar alterant-ne no només la localització cel·lular, sinó fins i tot l’activitat i/o el 

correcte plegament. 

 

Un dels punts crítics de la immunofluorescència és el tractament de les mostres, ja que és 

necessari fixar les cèl·lules sense alterar-ne la composició ni l’estructura, amb la finalitat última 

d’obtenir resultats el més semblants a les condicions biològiques. Existeixen varies opcions per 

a la fixació que no dificulten la distribució de l’anticòs, ni malmeten l’antigen ni alteren la 

morfologia d’altres constituents cel·lulars. Per exemple, alguns epítops (o determinants 

antigènics) es perden en la fixació amb metanol, però es preserven en una fixació amb 

formaldehid. Degut a que s’ha vist que alguns anticossos donen problemes amb un o altre 

element de fixació, resulta interessant treballar amb el màxim de variables possibles.  
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