●●●
RR - 10/10/08 - 1s22tp2 - 4/4

	SVT - Première S                                                                                                                               Chapitre 2.2 - TP n° 2

	Complémentarité enzyme - substrat

RR - Lycée Jaufré Rudel - Blaye


	Objectif de connaissance. Relations entre le site actif de l’enzyme et la zone complémentaire du substrat.

	Matériel disponible. Logiciel de modélisation moléculaire (RasTop).

	

	Activité 
	Capacités - Exigences - Conseils de méthode 
	Auto évaluation

	1. Déterminer la forme générale de l’enzyme proposée et localiser son site actif.
	Exploiter des simulations et/ou des modèles
- La forme de l’enzyme est décrite et expliquée.

- Le site actif est localisé (en surface ou au cœur de l’enzyme).

- Croquis manuscrit très simplifié et légendé.
	A
	B
	C
	D
	E

	2. Déterminer la nature et le rôle des acides aminés intervenant dans le site actif de l’enzyme.
	Exploiter des simulations et/ou des modèles

- Identifier les acides aminés impliqués dans le site actif de l’enzyme (noms et numéros d’ordre).

- Comparer les sites actifs de l’enzyme seule et de l’enzyme associée au substrat.

- Document imprimé légendé et annoté.

Appliquer une démarche explicative 
- Les annotations permettent de répondre à la question.
	A
	B
	C
	D
	E

	Pour travailler ce sujet à la maison à l'aide du manuel, voir p. 34, 35 - Exercices :  7 p. 45 et 9 p. 46.


Matériel



● Polycopiés
1 fiche élève par élève

12 fiches poste
● Dans la salle, par groupe de TP (2 groupes de TP) 

RAS

● Par poste (6 postes identiques)

1 ordinateur 

Logiciel RasTop, afficher les molécules cpa-sub.pdb et cpa.pdb dans cet ordre (elles se trouvent dans le dossier enzymo des molécules Rasmol) : deux fenêtres ouvertes.

Commentaires



Complément scientifique

La carboxypeptidase est une enzyme digestive qui hydrolyse la liaison peptidique en position C-terminale. L’hydrolyse n’intervient que si l’acide aminé présente une chaîne latérale aromatique ou une chaîne aliphatique volumineuse. Cette enzyme comporte une seule chaîne de 307 acides aminés. Sa structure est globuleuse et sa forme est globalement celle d’une ellipsoïde (38% d’hélices alpha et 17% de feuillets bêta).

La zone de reconnaissance est formée d’une large poche située près de la surface. Elle est bordée par trois acides aminés (arginine 145,  tyrosine 248, acide glutamique 270). En présence du substrat, la zone de reconnaissance subit des modifications spatiales importantes : les chaînes latérales des trois acides aminés de rapprochent du substrat, en particulier la chaîne latérale de la tyrosine 248 se rabat tel un clapet. La conséquence de  ce déplacement (évalué à 1,2 nm) est la fermeture du site catalytique et l’expulsion de molécules d’eau, point de départ de l’hydrolyse du substrat.

La zone catalytique est située dans un sillon, à proximité immédiate de la zone de reconnaissance. Elle est formée d’un ensemble tétraédrique constitué de deux histidines (His 196 et His 69), d’un acide glutamique (Glu 72) et d’une molécule d’eau. Au centre de ce tétraèdre, un ion zinc (Zn2+) constitue l’élément essentiel de l’activité de l’enzyme.

►Voir. Le site actif de la carboxypeptidase
Autre TP possible (TP 3) : Peroxydase du Navet
Fiche Poste 
Carboxypeptidase - Mode d’emploi du logiciel RasTop

La carboxypeptidase (cpa) est une enzyme digestive qui hydrolyse certaines liaisons peptidiques (entre deux acides aminés d’une protéine). 

Le fichier cpa.pdb représente la carboxypeptidase isolée.

Le fichier cpa-sub.pdb représente la carboxypeptidase associée à son substrat (sub). Ce dernier est ici représenté par un dipeptide Glycine-Tyrosine (Gly1, Tyr2).

	Ce que vous 

cherchez à faire
	Utilisation de RasTop

	Observer 

une molécule 

sous des angles différents
	Clic gauche : rotation de la molécule (glisser).

Clic droit : translation de la molécule (glisser).
Maj + clic gauche : zoom avant ou arrière (glisser).

Maj + clic droit : rotation de la molécule dans le plan (glisser).

On peut aussi faire tourner la molécule dans chacune des trois directions de l’espace en utilisant les curseurs situés en bas à gauche de l’écran.



	Différentes   

représentations 

d’une même molécule
	Les icônes [image: image1.png]Ham =B




 permettent de choisir le mode de représentation de la molécule active. Quand une molécule est complexe vous avez intérêt à choisir au départ une représentation simple comme Rubans. Cela ne vous empêche pas de changer de représentation par la suite (Sphères, Bâtonnets…).

Une modification de représentation ne s’applique qu’à la zone sélectionnée d’une molécule.



	Sélectionner tout ou partie de la molécule


	Quand on ouvre une molécule elle est entièrement sélectionnée. 

L’icône [image: image2.png]


 (Afficher la sélection) permet de vérifier les zones sélectionnées.

Les icônes [image: image3.png]


permettent de modifier globalement la sélection.

Les icônes [image: image4.png]


 permettent de ne sélectionner qu’une partie de la molécule. Après en avoir activé une Cliquer sur la zone à sélectionner puis changer la représentation et/ou colorer.



	Colorer la 

zone sélectionnée


	- Soit cliquer sur [image: image5.png]


 (Palette). Dans la fenêtre Colorer choisir successivement ce que vous voulez colorer et une couleur.

- Soit, dans le menu Atomes, choisir Colorer par (Shapely (acide aminé), Chain (Chaîne) …).

	Afficher les liaisons de faible énergie

	Dans le menu Liaisons choisir Liaisons hydrogène / Afficher 

et/ou Ponts disulfure / Afficher.

Le Type / Bâtonnets de Rayon 1 est le plus lisible quand on affiche en rubans.

	Identifier les 

acides aminés impliqués dans le site actif  
sur cpa-sub.pdb
	Sélectionner toute le molécule en cliquant [image: image6.png]


 (Sélectionner tout) puis [image: image7.png]


 (Bâtonnets).

Dans le menu Editer choisir Commande et écrire Restrict within(6.0,Gly1) ou bien Restrict within(6.0,Tyr2). 

Gly1 et Tyr2 sont les acides aminés du substrat et 6.0 représente un rayon de 0,6 nm.



	Trouver le nom d’un acide aminé
	- Soit positionner le curseur sur un acide aminé et lire son nom et sa position en bas de l’écran (légende, voir document 2).
- Soit  cliquer sur [image: image8.png]


 (Label) puis sur le ou les acides aminés (légende, voir document 2).


	Comparer les sites actif de l’enzyme seule et de l’enzyme avec son substrat
	Effacer éventuellement les labels (menu : Atomes / Labels / Effacer)

Sélectionner toute le molécule en cliquant [image: image9.png]


 (Sélectionner tout) puis [image: image10.png]


 (Bâtonnets).

Pour chacune des deux molécules, dans le menu Editer choisir Commande et écrire Restrict
69,72,145,196,248,270 (sans espaces après les virgules) puis cliquer OK.

Pour cpa-sub.pdb faire ensuite apparaître le substrat

Cliquer sur [image: image11.png]


 (Expression), écrire dans la fenêtre : *s, puis cliquer OK et  [image: image12.png]


 (Fil de fer). On peut aussi taper Select *s dans la fenêtre Editer /  Commande.



	Pour imprimer 

la molécule active


	L’imprimante de la salle de TP est en noir et blanc.

Grâce à l’icône [image: image13.png]


 (Palette) ouvrir la fenêtre Colorer puis choisir Fond / Blanc puis imprimer.
ATTENTION. Une impression en fond noir est une erreur de manipulation.

Possibilité d’imprimer deux images sur la même feuille en passant par le logiciel WORD.



	DOCUMENT 2

Les 20 acides aminés

	Acide Aminé
	Abréviations

	Acide glutamique
	Glu
	E

	Acide aspartique
	Asp
	D

	Alanine
	Ala
	A

	Arginine
	Arg
	R

	Asparagine
	Asn
	N

	Cystéine
	Cys
	C

	Glutamine
	Gln
	Q

	Glycine
	Gly
	G

	Histidine
	His
	H

	Isoleucine
	Ile
	I

	Leucine
	Leu
	L

	Lysine
	Lys
	K

	Méthionine
	Met
	M

	Phénylalanine
	Phe
	F

	Proline
	Pro
	P

	Sérine
	Ser
	S

	Thréonine
	Thr
	T

	Tryptophane
	Trp
	W

	Tyrosine
	Tyr
	Y

	Valine
	Val
	V
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	A
	B
	C
	D
	E
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