TP7 - Le mode d’action des enzymes

Asp197. On connait une amylase mutée pour laquelle I'hydrolyse de 'amidon est impossible.

Probléme posé : Comment expliquer I’absence d’activité enzymatique de I’'amylase mutée?

A partir du matériel disponible, vous devrez expliquer I’absence de I’activité catalytique de I'amylase mutée.

R Les enzymes sont des catalyseurs biologigues. L’amylase catalyse I'hydrolyse de I'amidon au cours de la
dlgestlon Le site actif de I'amylase permettant cette hydrolyse comporte 3 acides aminés importants : Glu233, Asp300 et

Amylase

Acides aminés
catalytiques

— Amidon

Matériel :

- PC équipé des logiciels GenieGen2 et LibMol + Documents 1 a 4

- séguences ADN et protéiques de différentes amylases (Amylase pancréatique.edi)

- modéles moléculaires d’'amylase fonctionnelle de porc (amylase_amidon.pdb)

- modéle moléculaire d’'amylase mutée humaine (amylase_pancreatique_humaine_mutee.pdb)

Aide :
- Protocole détaillé
- Fiche Technique (FT) : LibMol
- Fiche Technique (FT) : GenieGen2

Propositions d’activités

Capacités & Criteres de réussite

> ETAPE 1: Proposez une stratégie expérimentale
Proposez une démarche pour identifier la nature de la mutation portée par I’amylase mutée.
® Appelez le professeur pour vérification

» ETAPE 2 : Mettez en ceuvre le(s) protocole(s) proposé(s)
» Utilisez les fonctionnalités du logiciel GenieGen2 pour comparer
nucléotidiques et protéiques de ’'amylase fonctionnelle et de I’amylase mutée
® Appelez le professeur pour vérification

les séquences

» Utilisez le logiciel LibMol pour mettre en évidence les acides aminés impliqués dans le site
actif de I’amylase (sur I’'amylase fonctionnelle et sur I'amylase mutée)
- Vous devrez mettre en évidence : I'enzyme (protéine), les acides aminés importants du site actif
(Glu233, Asp300 et Aspl197), le substrat (glucides) et 'acide aminé muté (a identifier).
® Appelez le professeur pour vérification

> ETAPE 3 : Présentez vos résultats selon une forme judicieuse.

» ETAPE 4 : Conclure sur l’origine de I’absence d’activité de I’'amylase mutée.

Proposer une démarche de résolution
Quoi, Comment, Attendu ?

Utiliser un logiciel de banque de données
Faire une comparaison avec discontinuité, identifier la nature et
la position de la mutation (attention aux 2 compteurs : pour
nucléotides et pour acides aminés).

Utiliser un logiciel de visualisation de molécules (RASTOP)
Utiliser les couleurs et les modes de représentation (sphére de
Van Der Waals), Garder les mémes couleurs pour les mémes
objets, changer la couleur pour un acide aminé muté
Afficher les molécules selon des vues similaires (angle, zoom

)

Adopter une démarche explicative
Faire le lien entre la forme du site actif et la fonctionnalité de
I'enzyme
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Document 1 : La saturation des enzymes
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Document 2 : La découverte du site actif

® La plupart des enzymes sont
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lorsque les conditions reviennent a la Protéine normale &e"aturaf\°“ Protéine dénaturée
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® La dénaturation des enzymes
prouve gu’une enzyme fonctionnelle
doit posséder une forme 3D bien
particuliére. En effet, le site actif est
une poche dont Ila forme est
complémentaire de celle du substrat.
Ceci permet la spécificité de substrat
(reconnaissance).

® De plus, le site actif comprend des

acides aminés qui peuvent interagir

avec le substrat pour permettre la

. 4 L’enzyme carboxypeptidase visualisée par un logiciel de modélisation
Catalyse enzymatique. Ce sont des moléculaire, seule ou avec son substrat. Au sein de l'enzyme, le repliement des
acides aminés catalytiques. chaines d’acides aminés crée une zone qui permet d’accueillir le substrat (en bleu) et d’établir
une interaction étroite avec lui. Cette zone (en jaune dans l'image) est appelée le site actif.

e SVT - M POURCHER (MAJ : 08/09/2022)



http://m.pourcher.free.fr/

Document 3 : Le principe de la catalyse enzymatique
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* Le site actif présente 2 types d’acides aminés :

- C)\] - les acides aminés structuraux : ils permettent
\ﬂ:_,; o de donner la forme du site actif et contribuent
Sites de I'enzyme 1 : site de fixation a la spécificité de substrat. En effet, le substrat
(reconnaissance) est reconnu et se fixe au site actif.
B 2:sitede - Les acides aminés catalytiques: ils sont
catalyse responsables de la réaction enzymatique en
1+2= Site actif interagissant avec le substrat.

Document 4 : L’action des mutations sur le site actif

Catalyse enzymatique
(Enzyme fonctionnelle)

e Les mutations peuvent donc

Enzyme normale

affecter soit :
> les acides aminés
structuraux, ce qui

Pas de catalyse implique que le
enzymatique ,
substrat n’est plus
Modification de la reconnu.
forme du site » les acides aminés

catalytiques, ce qui fait
Pas de catalyse que le substrat est
enzymatique reconnu (fixation) mais

ne peut pas étre

transformé en produit.

Modification des acides
aminés catalytiques
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Fiche protocole « Identifier le mode d’action de I’amylase »

IDENTIFIER UNE MUTATION DANS LES SEQUENCES DE L’AMYLASE

Matériel

PC équipé d’une connexion internet
Raccourci vers GenieGen2 (réseau)
Fichiers (en local) pour GenieGen2
> Amylase pancréatique.edi

Remarques :

Les fichiers RASTOP peuvent étre ouverts sur LibMol
en utilisant 'onglet « Fichiers » « Ouvrir en local »
Attention : il faut comparer des séquences de méme

nature (ADN ou protéines)

L’alignement des séquences peut étre fait rapidement

en utilisant le raccourci Alt + A

1- Accéder a GenieGenz2 : https://www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/

2- Cliquer sur « Charger des séquences (edi, pdb) »

3- Sur le réseau, sélectionner « Amylase pancréatique.edi »

4- Cocher les séquences a comparer (ADN ou Protéines)

5- Dans le menu « Actions », choisir « Aligner les séquences »

6- Identifier la mutation dans la partie « Séquences alignées » qui s’affiche alors

7- Modifier éventuellement la barre de numérotation (compte des nucléotides ou des acides
aminés) pour identifier la position de la mutation

@ Appelez le professeur pour vérification de la capture d’écran

IDENTIFIER LA STRUCTURE DU SITE ACTIF

Matériel

PC équipé d’une connexion internet
Raccourci vers LibMol (réseau)
Fichiers (en local) pour LibMol

> amylase_amidon.pdb

> amylase_pancreatique_humaine_mutee.pdb

Remarques :

Les fichiers RASTOP peuvent étre ouverts sur
LibMol en utilisant [I'onglet « Fichiers »
« Ouvrir en local »

Vous pouvez afficher ou masquer un élément
(protéines, glucides, surfaces ...) en cliquant
sur l'icbne « ceil » :

La sélection d’'un élément particulier demande
de cliquer sur licbne « loupe » : “ Ex : entrer
197 pour sélectionner I'acide aminé n°197.

1- Accéder a https://libmol.org/

2- Dans l'onglet « Fichiers », cliquer dans le cadre « charger un fichier en local »

3- Sélectionner « amylase_amidon.pdb »

4- Dans l'onglet « Commandes », colorer les protéines en vert, avec une représentation en sphére
5- Colorer les glucides (amidon) en rouge, avec une représentation en sphére

6- Dans l'onglet « Surfaces », « Créer une nouvelle surface moléculaire » pour les glucides

7- Reproduire cette action pour créer la surface de la protéine

8- Dans l'onglet « ‘Commandes », masquer les molécules « protéines » et « glucides »

9- Modifier ensuite la couleur et ’opacité des 2 surfaces pour visualiser le site actif

@ Appelez le professeur pour vérification de la capture d’écran

10- Dans 'onglet « Commandes », colorer I'acide aminé 197, avec une représentation sphére
11-  Reproduire ceci pour les acides aminés 233 et 300

12-  Dans l'onglet « Surfaces », modifier la transparence des surfaces a 70%

13-  Reproduire les étapes 7 a 12 pour 'enzyme mutée (pas de glucide dans ce modéle).

@ Appelez le professeur pour vérification de la capture d’écran
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