TP  Etude d’une enzyme : la carboxypeptidase

La carboxypeptidase (CPA) est une enzyme pancréatique impliquée dans la digestion des chaînes peptidiques. Son substrat est le dipeptide (Gly-Tyr) dont elle catalyse l’hydrolyse pour donner 
deux acides aminés libres.  Certains individus ont une CPA inactive ne parvenant pas à fixer ou à catalyser la transformation du substrat.
On souhaite donner une explication moléculaire de cette inactivité et en retrouver  l’origine.
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	Activités et déroulement des activités
	Capacités testées et critères d’évaluation
	Barème

	1. Caractéristiques de la molécule de CPA normale : 
Ouvrir le fichier Rastop CPASUB ( molécule de CPA avec son substrat)
Afficher en ruban et squelette carboné

En utilisant judicieusement le logiciel et en considérant que l’enzyme et son substrat sont considérés comme deux chaînes différentes, faire apparaître de deux couleurs différentes la CPA et son substrat.                                                                         Appeler le correcteur pour vérification
       
	Utilisation correcte de Rastop :
Affichage en squelette carboné 
Coloration des chaînes


	3.5

	Compléter la légende du  document 1 de la fiche réponse, préciser le nombre de chaînes polypeptidiques qui constituent la CPA  et indiquer leur nombre d’acides aminés en retrouvant le premier et le dernier acide aminé .
Préciser combien de gènes sont nécessaires à la synthèse de cette molécule.
	Légende exacte 

Nombre de chaînes formant la CPA exact. 
Longueur des chaînes exacte.
Nombre de gènes exact.


	3

	2. Le site actif de la CPA

Ouvrir le fichier Rastop site seul (fichier donnant les acides aminés du site actif de la CPA)

Faire apparaître ces acides aminés en boules et bâtonnets 
Faire apparaître leur légende sous forme d’étiquette (nom et position dans la molécule de CPA)                   Appeler le correcteur pour vérification
	Utilisation correcte de Rastop : 

Acides aminés en boules et bâtonnets

Légende des acides aminés affichée(étiquettes)

	4

	Compléter la légende du  document 2 de la fiche réponse.

Emettre une hypothèse sur la cause moléculaire de l’inactivité de la CPA et donc sur son origine.
	Légende correcte
Hypothèse correcte et cohérente avec les observations effectuées précédemment.
	2

	3. Les allèles du gène de la CPA

Réduire Rastop et ouvrir Anagène 2.  Ouvrir le fichier Anagène ‘’ allèles gène CPA’’
Deux allèles du gène de la CPA s’affichent  (allèle d’un individu 1 qui possède un CPA active et l’allèle d’un individu 2 qui possède une CPA inactive) 
Utiliser les fonctionnalités du logiciel pour comparer les deux allèles.
                                                                                                                                                                                 Appeler le correcteur pour vérification
	Utilisation raisonnée du logiciel Anagène :
Ouverture du fichier demandé 

Comparaison des allèles réalisée.
	2.5

	Noter précisément sur la fiche réponse les modifications observées et leur emplacement  n° du ou des  triplet(s) modifié(s)
	Description précise et juste (termes précis)
	2

	4. Les polypeptides issus de l’expression de ces deux allèles
Retrouver la CPA normale active et la CPA inactive issues de l’expression de ces deux allèles, en utilisant les fonctionnalités du logiciel et en  les faisant apparaître dans la même fenêtre que les deux allèles  (fenêtre/Affichage/ édition).                                       
                                                                                                                                                                                 Appeler le correcteur pour vérification
Utiliser les fonctionnalités du logiciel pour comparer ces deux CPA                                                                  Appeler le correcteur pour vérification
                                                                                                                                                                             
	Utilisation raisonnée du logiciel Anagène :

CPA retrouvées

Placées dans la même fenêtre que les allèles

Comparaison des deux CPA réalisée


	4

	Noter précisément sur la fiche réponse  la position et le nom des acides aminés modifiés dans la chaîne et préciser à partir de la réponse à l’activité 2 de quelle ‘’zone’’ de la molécule ces acides aminés font partie.
	Réponses précises et justes (termes précis)
	2

	5. Explication moléculaire de l’inactivité de la CPA
Ouvrir le fichier Rastop mut_cpasub (molécule de CPA inactive)

Afficher en ruban et squelette carboné et faire apparaître la CPA et le substrat de deux couleurs différentes
En utilisant les fonctionnalités du logiciel, faire apparaître d’une couleur différente et en sphères,  les acides aminés différents de la Cpa inactive.                                                                                                                                                                         

                                                                                                                                                                                  Appeler le correcteur pour vérification
	Utilisation correcte de Rastop : 

Affichage de la chaîne en squelette carboné 
Coloration des chaînes

Coloration et représentation spécifique des acides aminés modifiés.
	3.5

	Légender le document 3 de la fiche réponse.

A partir des réponses aux activités 3 et 4 donner à une explication moléculaire à l’inactivité de la CPA et préciser son origine
	Légende correcte

Adopter une démarche explicative pour répondre au problème initial. Explication juste.
	2.5

	6. Laisser l’ordinateur en état pour l’utilisateur suivant.
	
	1


Fiche élève                               Nom prénom :                          

               Classe :
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	Fiche d’évaluation    TP CPA
En gras ( à corriger pendant l’épreuve TP

Normal ( correction sur fiche élève
	Barème
	Nom des élèves

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1/ Caractéristiques de la molécule de CPA normale : 

· Ouverture du fichier demandé

· Affichage en squelette carboné 

· Coloration des chaînes ( enzyme/substrat)
	    0.5
1.5
1.5
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	· Légende exacte 

· Nombre de chaînes formant la CPA exact (1 seule).
· Longueur  en aa de la chaîne exacte.
· Nombre de gènes exact
	1,5
0.5

0.5

0.5
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2/ Le site actif de la CPA

· Ouverture du fichier demandé
· Acides aminés en boules et bâtonnets

· Légende des acides aminés affichée : HIS69, GLU72, ARG145, HIS 196, TYR248, GLU270, 
Faire afficher la légende (étiquettes des aa) si l’élève n’y parvient pas, afin qu’il puisse continuer (dans ce cas il n’a pas les 2 points )
	0.5

1.5

2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	· Légende correcte

· Hypothèse : on peut supposer que la CPA est inactive par modification des aa de son site actif
	1
1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3/ Les allèles du gène de la CPA
· Ouverture du fichier demandé 

· Comparaison des allèles réalisée : utilisation de l’icône comparaison et affichage de la fenêtre comparaison des séquences
	0.5

2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	· Description des mutations : deux triplets différents (les 69ème et 248ème) car deux nucléotides substitués par triplet : CA devient GG pour les nucléotides 205 et 206
                                             TA devient GG pour les nucléotides 742 et 743)
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4/ Les polypeptides issus de l’expression de ces deux allèles
· CPA retrouvées (utilisation de l’icône conversion)
· Placées dans la même fenêtre que les allèles

Placez les CPA  dans la même fenêtre si l’élève n’y parvient pas afin qu’il puisse continuer (dans ce cas il n’a pas le  point)
· Comparaison des deux CPA réalisée : utilisation de l’icône comparaison et affichage de la fenêtre comparaison des séquences
 
	2

1

1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	· 2 acides aminés différents  GLY69 et GLY248 à la place de HIS69 et TYR 248 
· Ce sont deux acides aminés du site actif
	1
1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5/ Explication moléculaire de l’inactivité de la CPA

· Ouverture du fichier demandé 
· Affichage de la chaîne en squelette carboné 

· Coloration des chaînes

· Coloration et représentation en sphères des acides aminés modifiés.
	0.5

0.5

0.5

2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	· Légende correcte des deux aa  gly 69 et  gly248
· La CPA de l’individu 2 est inactive car deux aa du site actif sont modifiés suite aux mutations survenues au niveau du gène .
	1

1,5
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6/  Logiciels  fermés en fin de TP
	1 
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 Matériel :


logiciels RASTOP et ANAGENE dans  Démarrer / Pédagogie  / SVT


2 fiches d’aide à l’utilisation de RASTOP et ANAGENE


Fichiers  Rastop pour visualiser la molécule en 3D dans : rastop 203 vf/  carboxy 3D


Séquences alléliques du gène codant pour la CPA  dans : Poste de travail / Application V : / SVT / Données anagène / allèles du gène CPA





Activité 1/  Document 1





Activité 2 / Document2 





Activités 3 et 4 ( répondre au verso





Activité 5 / Document 3 





Fichier /Ouvrir : affiche à l’écran la molécule sélectionnée


Atomes/colorer par/Chaîne : permet de colorer de couleurs différentes les chaînes qui constituent la molécule étudiée.


Atomes/ Étiquettes /Résidus : permet de légender par une étiquette, le nom des ‘’résidus’’, c'est-à-dire des molécules présentées.


Rubans : permet d’afficher la molécule en ruban sous forme de squelette carboné notamment.


Ruban / afficher : permet de ne visualiser que le ruban.














Permet de sélectionner une chaîne ou une molécule de cette chaîne (acide aminé) dont vous voulez modifier l’aspect. Il faut donc entrer une ‘’expression’’ désignant la molécule ou la chaîne choisie en s’aidant des exemples donnés ci-dessous





Les noms des chaînes et des acides aminés (résidus) constituant les chaînes  s’affichent au bas de l’écran en déplaçant le curseur de la souris sur la chaîne.





Réponse :











Hypothèse :





Réponse :








