
GA3PDH: Perchè avviene una fosforolisi e non una semplice 
idrolisi? 

l’enzima GA3PDH crea un "ambiente di reazione" altamente 
specializzato e sequestra il substrato, impedendo fisicamente 
all'acqua di competere e favorendo selettivamente l'attacco 
del fosfato inorganico.


Vediamo nel dettaglio i fattori che lo determinano.


Il Meccanismo della GA3PDH in Sintesi 
Prima di tutto, ricordiamo i passaggi chiave della reazione 
catalizzata dalla GA3PDH:


Legame del substrato: La gliceraldeide-3-fosfato (G3P) si lega al 
sito attivo dell'enzima.

Formazione di un intermedio tioestere: Un residuo di cisteina nel 
sito attivo attacca il gruppo carbonilico (C=O) del G3P, formando 
un tioestere ad alta energia. In questo passaggio, viene rilasciato 
un NADH (la reazione è di ossidazione).

Attacco del Fosfato Inorganico (Pᵢ): Un gruppo fosfato inorganico 
(Pᵢ), presente nella cellula, attacca il gruppo carbonilico del 
tioestere, sostituendo il gruppo -SH della cisteina e formando 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3-BPG). Questa è la fosforolisi.

La domanda è: perché al punto 3 non interviene una molecola 
d'acqua, che porterebbe a un'idrolisi?


I Fattori Chiave che Favoriscono la Fosforolisi 
sull'Idrolisi 

1. Il Sito Attivo è un "Compartimento Stagno" Protetto 
dall'Acqua 

Il sito attivo della GA3PDH è una tasca idrofobica profonda e 
stretta. Quando il substrato (G3P) e il cofattore (NAD⁺) si legano, 
l'intermedio tioestere (Cys-S-CO-CH₂OPO₃²⁻) viene sequestrato 



dall'ambiente acquoso circostante. L'accesso alle molecole 
d'acqua libere è fortemente limitato.


Fisicamente, l'acqua non c'è. È come se l'enzima chiudesse un 
coperchio, creando un microambiente in cui l'acqua non è un 
reagente disponibile.

2. Elevata Concentrazione Locale di Fosfato Inorganico (Pᵢ) 

All'interno della cellula, la concentrazione di fosfato inorganico (Pᵢ) 
è relativamente alta (nell'ordine di millimolari). L'enzima, nel suo 
sito attivo, è in grado di legare e orientare specificamente uno 
ione fosfato in una posizione perfetta per attaccare l'intermedio 
tioestere.


Il vero reagente è già lì, pronto. L'enzima presenta al tioestere il 
fosfato inorganico come partner di reazione più probabile, 
escludendo l'acqua.

3. Specificità e Orientamento del Substrato (Effetto di 
Prossimità e Catalisi Orientazionale) 

Anche se una molecola d'acqua riuscisse a penetrare nel sito 
attivo, il fosfato inorganico è posizionato in modo molto più 
vantaggioso. L'enzima tiene il gruppo fosfato dell'originale G3P 
(legato al carbonio C3) e il nuovo fosfato inorganico (che si legherà 
al carbonio C1) in una disposizione spaziale ottimale per la 
reazione di attacco nucleofilo.


In pratica, l'enzima "spinge" il fosfato inorganico contro il tioestere, 
rendendo la reazione di fosforolisi estremamente favorita dal punto 
di vista cinetico.

4. Vantaggio Energetico per la Cellula: "Catturare" l'Energia 

Questo è il motivo funzionale più importante.


Se avvenisse un'idrolisi: L'idrolisi del tioestere libererebbe 
semplicemente calore (ΔG negativo). L'energia potenziale 
immagazzinata nel legame ad alta energia del tioestere andrebbe 
sprecata.




Reazione ipotetica: 

G3P-tioestere + H₂O → Acido 3-fosfoglicerico + Calore

Con la fosforolisi: L'energia del tioestere viene conservata in un 
nuovo legame ad alta energia, quello tra l'acido carbossilico e il 
fosfato nell'1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG). Questo legame 
anidride (in particolare un acil-fosfato) ha un potenziale di 
trasferimento di gruppo fosfato molto alto.


Reazione reale: G3P-tioestere + Pᵢ → 1,3-BPG


Il 1,3-BPG prodotto è quindi una molecola "carica" che, nel passo 
successivo della glicolisi (catalizzato dalla fosfoglicerato chinasi), 
donerà il suo fosfato ad alta energia all'ADP per generare ATP.


Una Strategia Perfetta 
La GAPDH non lascia nulla al caso. Utilizza una strategia 
combinata:


Barriera Fisica: Esclude l'acqua dal sito di reazione.

Catalisi Orientazionale: Posiziona il fosfato inorganico nel posto 
giusto al momento giusto.

Vantaggio Metabolico: Trasforma un intermedio ad alta energia 
(tioestere) in un altro (acil-fosfato) senza dissipare energia, 
permettendo alla cellula di produrre ATP netto nella seconda fase 
della glicolisi.

In sintesi, non è che l'acqua "non voglia" entrare, è che l'enzima 
non glielo permette e, anzi, favorisce attivamente l'ingresso del 
fosfato, trasformando una potenziale perdita di energia in un 
guadagno per la cellula.


ENOLASI 

L'enolasi è un enzima fondamentale della glicolisi, e la sua attività 
ha delle caratteristiche peculiari molto interessanti.


L'enolasi (o fosfopiruvato idratasi) catalizza la nona tappa della 
glicolisi: 
2-fosfoglicerato (2-PG) ⇌ Fosfoenolpiruvato (PEP) + H₂O




Questa è una reazione di deidratazione, in cui viene rimossa una 
molecola d'acqua dal substrato.


Caratteristiche Chiave e Commento sull'Attività 

"Preparazione" di un Legame ad Alta Energia”: 
Questo è l'aspetto più cruciale dell'attività dell'enolasi. Il 2-
fosfoglicerato possiede un fosfato con un potenziale di 
trasferimento di energia piuttosto basso. La reazione di 
d e i d r a t a z i o n e r i s t r u t t u r a l a m o l e c o l a , c re a n d o i l 
fosfoenolpiruvato (PEP). Nel PEP, il gruppo fosfato è legato a un 
doppio legame (enolico), una configurazione estremamente 
instabile e ad altissima energia. L'enolasi, quindi, non produce 
direttamente ATP, ma trasforma un metabolita a bassa energia 
in uno con il più alto potenziale di trasferimento di gruppo 
fosfato di tutta la glicolisi (ΔG°' = -61,9 kJ/mol per l'idrolisi del 
PEP). Questo "lavoro di preparazione" è essenziale per rendere la 
tappa successiva (quella della piruvato chinasi) fortemente 
esoergonica e in grado di generare ATP.

Meccanismo di Reazione Dipendente da Metallioni:  
L'enolasi è una metalio-enzima. Richiede ioni Magnesio (Mg²⁺) 
per la sua attività. Il Mg²⁺ ha due ruoli fondamentali:


Stabilizzazione elettrostatica: Neutralizza le cariche 
negative del gruppo fosfato del substrato, facilitando il 
legame e la catalisi.

Attivazione del substrato: Coordinandosi con il substrato, 
il Mg²⁺ rende il carbonio in posizione 2 (C-2) più suscettibile 
all'attacco nucleofilo, facilitando la rimozione del gruppo 
OH. 
Spesso sono coinvolti due ioni Mg²⁺: uno "conformativo" 
che lega saldamente l'enzima, e uno "catalitico" che si lega 
direttamente al substrato.


Stabilità del Prodotto (PEP):  
È interessante notare che il prodotto, il PEP, è un enolo instabile 
che tenderebbe a chetone (piruvato) spontaneamente. Tuttavia, nel 
sito attivo dell'enzima, il PEP è stabilizzato. Una volta rilasciato, la 
sua isomerizzazione chetonica (da enolo a chetone) è proprio ciò 



che rilascia l'enorme quantità di energia sfruttata nella tappa 
successiva per la sintesi di ATP.


In Sintesi 

L'attività dell'enolasi può essere commentata come un capolavoro 
di "ingegneria energetica" biochimica. Non è un enzima che 
produce direttamente energia, ma è l'artefice che modifica la 
struttura di una molecola per concentrare e immagazzinare 
energia nel legame fosfato, energia che verrà poi rilasciata in 
un'unica, potente esplosione nella tappa immediatamente 
successiva per la generazione di ATP.


il fosfoenolpiruvato (PEP) non è stabile in soluzione. È infatti 
una molecola intrinsecamente instabile e ad altissima energia, che 
è proprio la ragione del suo ruolo cruciale nella glicolisi.


Ecco una spiegazione dettagliata del perché:


La Fonte dell'Instabilità: La Transizione da Enolo a 
Chetone 

La struttura del PEP contiene un gruppo enolico (-C=C-OH) 
fosforilato. Gli enoli sono, per loro natura, molto meno stabili dei 
loro isomeri chetonici.


Isomerizzazione Spontanea: In soluzione acquosa, il PEP subisce 
spontaneamente una tautomerizzazione cheto-enolica, 
convertendosi nella sua forma chetonica, il piruvato.

Rilascio di Energia: Questa isomerizzazione da enolo a chetone è 
una reazione fortemente esoergonica (rilascia molta energia). 
IFosfoenolpiruvato (PEP) + H₂O →  Piruvato + Fosfato Inorganico 
(Pᵢ) + Energia (ΔG°' ≈ -62 kJ/mol)


Perché questa Instabilità è Così Importante per la 
Cellula? 



L'instabilità del PEP non è un difetto; è la sua caratteristica più 
preziosa. La cellula sfrutta questa tendenza intrinseca a degradarsi 
per guidare una reazione utile:


Nella glicolisi, l'enzima piruvato chinasi catalizza il trasferimento 
del gruppo fosfato dal PEP all'ADP, formando ATP e piruvato.

La reazione è praticamente irreversibile proprio perché sfrutta 
l'enorme energia liberata dall'isomerizzazione del PEP in piruvato. 
L'enzima fornisce semplicemente una via più veloce e controllata 
per un processo che sarebbe comunque favorito e spontaneo.

In altre parole, la piruvato chinasi "incanala" l'energia 
dell'instabile PEP verso la sintesi di ATP, invece di lasciarla 
disperdere come calore. 

DOMANDA: come fa la cellula dopo aver prodotto PEP a far si 
che esso NON si idrolizzi 

Questo è proprio il tipo di problema che la cellula risolve con 
strategie enzimatiche sofisticate. La risposta sta in due concetti 
chiave: l'incanalamento metabolico (substrate channeling) e la 
prossimità enzimatica.


La cellula non lascia che il PEP si diffonda liberamente nel 
citoplasma dove potrebbe idrolizzarsi spontaneamente. Invece, lo 
"passa direttamente" dall'enzima che lo produce all'enzima che lo 
consuma.


Il Meccanismo: Un Passaggio di Staffetta 
Enzimatico 
Nella glicolisi, i due enzimi coinvolti sono:


Enolasi: Produce PEP a partire dal 2-fosfoglicerato.

Piruvato Chinasi (PK): Consuma PEP per produrre piruvato e ATP.

Ecco come prevengono l'idrolisi:


Complessi Enzimatici Multi-funzionali: In molte cellule, non si 
tratta di enzimi singoli che galleggiano liberamente. Spesso 
l'enolasi e la piruvato chinasi (e a volte altri enzimi glicolitici) 



formano un complesso proteico transitorio o sono fisicamente 
molto vicini nel citoplasma. Questo crea un "microambiente" 
controllato.

Incanalamento del Substrato (Substrate Channeling): Il PEP, 
appena sintetizzato dall'enolasi, non viene rilasciato nella soluzione 
citoplasmatica generale. Viene invece trasferito direttamente nel 
sito attivo della piruvato chinasi attraverso un "tunnel" o 
un'interfaccia proteica che lo protegge dall'acqua circostante.

Prossimità e Alta Affinità: Anche senza un canale fisico vero e 
proprio, la semplice vicinanza fisica tra enolasi e piruvato chinasi 
significa che la concentrazione locale di PEP nella zona tra i due 
enzimi è altissima. In combinazione con l'elevatissima affinità 
della piruvato chinasi per il PEP (bassa Km), l'enzima "cattura" il 
substrato quasi istantaneamente dopo che è stato prodotto.


