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Generalita

Via di degradazione del glucosio

Glucose + 2NAD" + 2ADP + 2D, — 2 pyruvate + 2NADH + 2 ATP + 2H,0 + 4H"

* |nsieme di 10 reazioni enzimatiche

* Fornisce gran parte dell’energia libera
utilizzata per la maggior parte degli
organismi

* [glucosio] nel sangue aumenta per la } aaaaaaaa "
degradazione dei polisaccaridi o per
sintesi da precursori non glucidici Q

* Gli enzimi della glicolisi sono localizzati
nel citoplasma, liberi o associati

Fase | Fase Il
* Reazioni 1-5 * Reazioni 6-10
* Investimento energetico * Recupero energetico
* Glucosio scisso in 2 gliceraldeide-3-fosfato * Gliceraldeide-3-fosfato convertito in

e Consumo di 2 ATP piruvato
* Produzione di 4 ATP



Le reazioni della via glicolitica
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Le reazioni della via glicolitica
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Le reazioni della via glicolitica
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Reazioni 6-10
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Reazione 1

Fosforilazione del glucosio (sintesi del glucosio-6-fosfato) catalizzata dall’esochinasi

CH,OH CHQOPO?
H O H hexokinase H O

H Mgz+ H

OH H + ATP — OH H + ADP + H
HO OH HO OH

H OH H OH

Glucose Glucose-6-phosphate

(G6P)

* Le chinasi trasferiscono gruppi fosforici da ATP a un metabolita

* Esochinasi: enzima ubiquitario relativamente non specifico che catalizza la fosforilazione di zuccheri
esosi (e.g. b-glucosio, D-mannosio, D-fruttosio)

* Glucochinasi: chinasi delle cellule epatiche, mantiene costanti i livelli di glucosio nel sangue

* La molecola di glucosio induce un cambiamento conformazionale nell’enzima, per cui ATP e glucosio
Si avvicinano
* |l cambiamento conformazionale e responsabile della specificita

) Mg }|I

AG®" (kJ-mol ) — a Te

e 0 0 O 0—CH,
Endergonic . | | ﬂ | ¥ _
half-reaction 1 P; + glucose = glucose-6-P + H,0 +13.8 Adenosine—0 _ﬁ —0 _|I|) —0 _ﬁ —0" H q O_H
Exergonic O O 0O OH H
half-reaction 2 ATP + H,0 = ADP + P; -30.5 HO OH
Qverall H OH
coupled reaction ATP 4+ glucose = ADP + glucose-6-P -16.7

ATP Glucose



Reazione 2

Conversione del glucosio-6-fosfato a fruttosio-6-fosfato catalizzata da fosfoglucosio isomerasi

8
~20,POCH, o 6
o 3 0. U phosphoglucose O, POCH, ICHQOH
H 1somerase (PGI) - O
4 OH 1 1 = SKH HO 2
HO ) / OH H } 5 OI1
It Ol HO H
Glucose-6-phosphate (G6P) Fructose-6-phosphate (F6P)

* Catalisi acido-base
* Lareazione prevede 'apertura dell’anello seguita da isomerizzazione e chiusura

CH,OH
o HOH,C CH,OH
CHO CH,OH HO——H or I fHeelo_ HH
H—}—0H = H=——OH : ° =™ N °
H——OH H OH
HO=—T—H HO =—t—H CH,OH on A OH H
H=-t—OH H=—+—OH
H=—1—OH H=—1—OH H2©
CH,OH CH,OH H=——oOH GH,OH CH,OH
p-glucosio p-fruttosio HO——H N o R \ H o
H——OH oH H 0 = OH H
H=——OH OH OH OH
CH,OH H OH H OH




Reazione 2

Conversione del glucosio-6-fosfato a fruttosio-6-fosfato catalizzata da fosfoglucosio isomerasi

Glucose-6-phosphate (G6P)

Acid-catalyzed
ring opening

2
H+

GeP 1) Substrate binding

B+
I
H g
- 7

0;POCH; O_  cZon

AN
H HO )| H*
i OH

OH H
B’

Fructose-6-phosphate (F6P)

Base-catalyzed
ring closure

~203POCH,

Base
catalysis
X

B
Sy
/

/
Acid
catalysis

cis-Enediolate
intermediate

Fase |

e Silega il substrato

Fase Il

* Un acido catalizza
I'apertura dell’anello

Fase lll

e Una base strappa Il
protone acido da C2

formando un intermedio
cis-enediolato  (protone

acido perché in a al
carbonile)

Fase IV

* Protone rimesso sul C1
mediante  reazione di
scambio protonico

Fase V

e Chiusura dellanello e
formazione dell’enzima
libero

Voet, Voet, Pratt, Fundamentals of Biochemistry, IV Edition, 2013



Reazione 3

Fosforilazione del fruttosio-6-fosfato a fruttosio-1,6-bisfosfato catalizzata da fosfofruttochinasi

6 6
9 . _
O,POCH, o ICHQOH pho2s_Phofructok1nase (PFK) 203P00H2 o lCHQOPOz_
Mg 3
s I IO 2 + ATP > sK 11 O 2 + ADP + O
H Nt OI1 1 Nl O11
HO H HO H
Fructose-6-phosphate Fructose-1,6-bisphosphate
(F6P) (FBP)

* 'enzima lavora in modo simile a esochinasi

* Fosfofruttochinasi catalizza una delle reazioni che determinano la velocita dell’intera via
e Si consuma la seconda molecola di ATP



CH,OPO%~
| 8
C=0
| 2
HO—CIl,
1
CH,OPO%~
| 1_ Dihydroxyacetone
¢ 0 phosphate (DHAP)
HO—(IJ . H aldolase
+
-~
H—C—0H
|4
H—(;J —on I ~c 20
1
CH,OPO%~ |
6 H—(f - O
Fructose- CSH2OPO§7
1,6-bisphosphate
(FBP) Glyceraldehyde-
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i i
(lj —0 OH HOH (lj —0
CHZ Q (CHZ ﬁ
I — I —
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| L | 2/
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Reazione 4

Scissione del fruttosio-1,6-bisfosfato in gliceraldeide-3-fosfato e diidrossiacetone fosfato
catalizzata da aldolasi

 Scissione aldolica
* Intermedio enolato stabilizzato per risonanza

I I I
(|3=O H(ljl—o_ H,0 OH (|3=O
- CHy CHy LZ’ CH;
_
Enolate Product 2
+ 3/
H\ éo Protonation
T
RI

Product 1



Reazione 4

Scissione del fruttosio-1,6-bisfosfato in gliceraldeide-3-fosfato e diidrossiacetone fosfato
catalizzata da aldolasi

CH,0PO%~
CH,OPO? |8
Ll":o NH, —(CH,), CcC=0
| Lys 229 I 2
CH,OH HO—CH,
Dihydroxyacetone 2 1
CH,0PO%
phosphate 0. (0] 2 3
(product 2) \ﬁé ‘ 1_ Dihydroxyacetone
1 C‘r 0 phosphate (DHAP)
Fructose-1,6-bisphosphate HO—C i H aldolase
H,0 ‘ p ! ~ +
5) Schiff base | substrate (1 H—C i OH
hydrolysis Free enzyme l binding 1 I H 0
H—C = OH ~ c z
L;H:LzPO:; CH,0PO%~ '
C=NH—(CHy), 6 H_(f ;- oH
”0"(; —H Fructose- C3HZOPO§_
H 1,6-bisphosphate
Fa se I (FBP) Glyceraldehyde-
3-phosphate
* Silega il substrato (GAP)
Fase Il
Enzyme-product Enzyme-substrate . . .
protonated Schiff base complex * Reazione del substrato con Lys del sito attivo

4\’ Taztom;an'za:ion Erotorf\ated §chiff iz ( ba Se d i SC h iff)
o 7 Fase Il

* Rottura del legame C3-C4 con formazione
dell’enammina e rilascio della gliceraldeide-3-

Clu,opo;’
CNH—(CHy),

CH,OPO?

qb Aldol (l=+ iy
" | ceawee m@fﬁ“ o fosfato
3| ——) |
e = gl Fase IV
i 1 3 | . . . . . .
. e Cmoroi  Cll * Protonazione del’lenammina a catione imminico
H—=0——"C8H
rl'I|:r>I’t)j Fase V
W et o st * |drolisi del catione imminico e rilascio del
(product 1)

Voet, Voet, Pratt, Fundamentals of Biochemistry, IV Edition, 2013 diidrossiacetone fosfato



Reazione 5

Isomerizzazione del diidrossiacetone fosfato in gliceraldeide-3-fosfato catalizzata da
triosio fosfato isomerasi

o o H
H O H OH |
=
~c” ~c” H—C—OH
| | |
| | |
_CH,0PO3" | CH,0PO% | ,CH0PO3™
Glyceraldehyde- Enediol Dihydroxyacetone
3-phosphate intermediate phosphate
(an aldose) (a ketose)
* Isomeri aldoso/chetoso
* Enzima con motivo a barile a/B (evoluzione divergente)
All’equilibrio:
—2
K = [GAP]/[DHAP] = 4.73 X 10 2 [DHAP] >> [GAP]

 GAP viene consumata nelle reazioni successive
* Una maggiore quantita di DHAP viene convertita



Reazione 6

Ossidazione di gliceraldeide-3-fosfato ad opera di NAD* e fosforilazione ad opera di P, a
formare 1,3-bisfosfoglicerato catalizzata da gliceraldeide-3-fosfato deiidrogenasi

O H 0 OPO%
x> x> g
\10 - glyceraldehyde-3-phosphate \10 -
| dehydrogenase (GAPDII) |
H—,C—0H + NAD" + P, = > H—C—O0H + NADH +
| |
SCH2OPO§_ SCHzOPOg_
Glyceraldehyde- 1,3-Bisphosphoglycerate
3-phosphate (GAP) (1,3-BPG)

e Ossidazione dell’aldeide esoergonica
* Formazione intermedio «ad alta energia» endoergonica promossa da precedente ossidazione

Compound AG* (k] - mol™!) Compound AG® (k] - mol™")
Phosphoenolpyruvate —61.9 Glucose-1-phosphate —20.9
1,3-Bisphosphoglycerate —49.4 PP, —19.2
ATP (— AMP + PP)) —45.6 Fructose-6-phosphate —13.8
Acetyl phosphate —43.1 Glucose-6-phosphate —13.8
Phosphocreatine —43.1 Glycerol-3-phosphate —9.2

ATP (_> ADP + Pz) —30.5 Source: Mostly from Jencks, W.P, /n Fasman, G.D.

(Ed.), Handbook of Biochemistry and Molecular
Biology (3rd ed.), Physical and Chemical Data,
Vol. I, pp. 296-304, CRC Press (1976).



Reazione 6

Ossidazione di gliceraldeide-3-fosfato ad opera di NAD* e fosforilazione ad opera di P, a
formare 1,3-bisfosfoglicerato catalizzata da gliceraldeide-3-fosfato deiidrogenasi

NAD*
Thiohemiacetal

H . .

| intermediate

\3> Dehydrogenation (oxidation)

NAD*

H ;-O Enzyme-substrate
S (? complex

Acyl thioester
intermediate

Product release and
NADH/NAD* exchange

1,3-Bisphospho-
glycerate (1,3-BPG)

Voet, Voet, Pratt, Fundamentals of Biochemistry, IV Edition, 2013

Fase |

* Silegail substrato

Fase Il

* |l gruppo -SH reagisce con

I'aldeide  formando un
tioemiacetale
Fase lll

* || tioemiacetale si ossida
formando un acil tioestere
con trasferimento di un

idruro al NAD* (energia
conservatal)
Fase IV

* Attacco di P; per rigenerare
I’enzima libero e rilasciare il
prodotto

Fase V

* Sostituzione del NADH con
un altro NAD*



Reazione 7

Scissione di 1,3-bisfosfoglicerato catalizzata da fosfoglicerato chinasi con formazione di
3-fosfoglicerato e ATP

0O OPOZ~ 0 0
‘\\IC d ’ phosphoglycerate \10 Z
| kinase (PGK) |
H—C—OH + ADP =~ H—C—O0OH + ATP
2] = 2]
Mg
SCHQOPO? SCHZOPO?
1,3-Bisphosphoglycerate 3-Phosphoglycerate
(1,3-BPG) 3BPG)

* Formazione di ATP in assenza di O, (fosforilazione a livello del substrato)
* Reazioni 6 e 7 esempio di reazioni accoppiate

(1) A+B=C+D AG
2) D+E=F+G AG

(1+2) A+B+E=C+F+G AG; = AG, + AG, <O

GAP + P, + NAD" — 1,3-BPG + NADH AG® = +6.7 kJ - mol ™!
1,3-BPG + ADP —> 3PG + ATD

AG°" = —18.8 k] -mol ™!
GAP + P, + NAD'" + ADP — 3PG + NADH + ATP

AG°" = —12.1 k] - mol !



Reazione 8

Conversione di 3-fosfoglicerato in 2-fosfoglicerato catalizzata da fosfoglicerato mutasi

O,\\\ /O O\ /O
Cy Cy
| phosphoglycerate |
H— ("|}2— OH mutase (PGM) H— C|:g_ OPOE_
9— T
H—("l_IS—OPO3 H—(”]IS—OH
H H
3-Phosphoglycerate 2-Phosphoglycerate
(3PG) 2PG)

* Le mutasi catalizzano il trasferimento di un gruppo funzionale da una posizione ad un’altra sulla stessa
molecola
* Lareazione 8 e funzionale alla reazione 9



Reazione 8

Conversione di 3-fosfoglicerato in 2-fosfoglicerato catalizzata da fosfoglicerato mutasi

0 0~ 0 0
\Cl/ \Cl/
phosphoglycerate |
H— (|32_ OH mutase (PGM) H— (fz_ OPO?
0 H—C;—0PO%" H—C;—OH
9PC | |
I 3PG H H
0= [l) —His T 3-Phosphoglycerate 2-Phosphoglycerate
Product release (4 1) Substrate binding (3PG) (2PG)
0
Fase |
* || substrato si lega a
Phosphoenzyme

His8 dell’lenzima (aa
fosforilato)

Fase Il

* Il  gruppo fosforico
dell’enzima viene
trasferito al substrato
Fase lll

I

H—C—O0P0o¥ 0 —Il’—His
|

H—(T‘—OH 0

5|

2PG+Phosphoenzyme 3PG+Phosphoenzyme , . <. .
complex complex * Lenzima e rifosforilato
dal gruppo fosforico in
| ) 3 del substrato
Phosphorylation (3 H—C—0P0} 2) Phosphorylation
of enzyme | _ of substrate Fase IV
H—C—0PO}

* Rilascio del prodotto

N
Enzyme —CH, 4{\
.
/

9
Voet, Voet, Pratt, Fundamentals of Biochemistry, IV Edition, 2013 PO;

I
H

2,3-BPG+Enzyme complex



Reazione 9

Deidratazione di 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato catalizzata da enolasi

O% /O O\\\- /O

G, C

| _ enolase | ~
H—C|12—OPO§ < |C|1—OPO§ + H,0
H—C s OH H—C

| |

H H

2-Phosphoglycerate Phosphoenolpyruvate

2PG) (PEP)



Reazione 10

Scissione del fosfoenolpiruvato a piruvato catalizzata da piruvato chinasi con sintesi di ATP

O\ O O% O
(f pyruvate (|j
kinase (PK
C—OPO? + ADP + HT B, C=0 + ATP
| |
CH, CHj
Phosphoenolpyruvate Pyruvate
(PEP)
Fase |
 Attacco nucleofilo di un ossigeno dell’/ADP a fosforo di PEP
Fase Il
* Tautomeria dell’enolpiruvato a piruvato
. Mg2+. o . Mg2+_ Mg2+
S E|, IR AT -
0 N 0 0
\C —C/ (”)%o —r|>—o—1|3—o—Ad i _L’ \c c/‘B \c c//
..... 7N I || = ’ NP rN
0] CH, 0 0 y KtewO CH, 2/ 0 CH,
ATP Tautomerization
Phosphoenol- ADP formation Enolpyruvate Pyruvate

pyruvate (PEP)



Reazione 10

Scissione del fosfoenolpiruvato a piruvato catalizzata da piruvato chinasi con sintesi di ATP

\ COO™ COO
Hydrolysis | |
AG®' =16 kJ *mol™! ? —O~PO§_ + H,O = Cﬁ —0—H + HPOZ_
C C
H/ \H H/ \H
Phosphoenol-
pyruvate
COO cOoO
Tautomerization C|J 00 —_— C| =0
AG® =-46kJ smol™ | |
C H—C—H
H” OH |
H
Pyruvate Pyruvate
(enol form) (keto form)
COO™ COoO™

Overall reaction
AG® = —61.9 kJ » mol™! (|J—0~PO§‘ + HO TS f|3:0 + HPOY
C H—C—H

H |
H

* Fosforilazione a livello del substrato
* Reazioni accoppiate



