
AVANT-PROPOS

Compte tenu de la rénovation du BTS Biotechnologies et afin de diminuer le coût de cet outil de travail,
l’UPBM a choisi de faire figurer dans les annales du présent volume :

o pour la session 2008, les sujets qui pourraient présenter un intérêt dans la préparation du BTS
rénové : c’est le cas, en plus des épreuves de Mathématiques et de Sciences Physiques, des
épreuves de Sciences Biologiques Fondamentales et Génie biologique et de l’Étude de projet.

o les sujets des deux premières sessions, 2009 et 2010 du BTS rénové.

Les sujets et les propositions de corrigés des épreuves des sessions 2009 et 2010 ont été
fournis sous forme de fichiers de traitement de texte par Mme Isabelle Faller, IPR responsable du BTS
Biotechnologies : qu’elle soit ici vivement remerciée pour son aide à la préparation de ce document,
ainsi que Mr Haudidier, du rectorat de Strasbourg qui a envoyé ces fichiers.

Les propositions de corrigés des épreuves de mathématiques ont été élaborées ou relues par
des collègues de nos lycées. Nous tenons à les remercier chaleureusement et amicalement ici d’avoir
donné un coup de main … pour un coup de pouce aux étudiants.

Les propositions de corrigés des épreuves de biotechnologie ont été rédigées à partir des
corrigés officiels et des fiches de correction des jurys du groupe interacadémique Lille-Paris-Versailles :
ces documents ont été souvent retravaillés, voire complétés par des remarques ou des compléments
qui, nous l’espérons, seront utiles aux étudiant(e)s. Là encore, merci aux collègues qui ont fait parvenir
des documents remis en forme.

Nous aurions souhaité une présentation plus soignée, mais son coût aurait été prohibitif et
aurait considérablement augmenté le prix de vente.

Photographie de couverture (cliché personnel) :

Ce sont des colonies d’Escherichia coli obtenues après une conjugaison interrompue, au cours de
laquelle un facteur F’(Lac+) est transféré à une souche receveuse F-(Lac-) qui porte une résistance
chromosomique à la streptomycine. La souche donneuse F’(Lac+) est sensible à la streptomycine.

o Le milieu est un milieu Mac Conkey contenant la streptomycine qui permet la sélection.

o Les colonies incolores sont issues des cellules receveuses F-(Lac-) qui n’ont pas participé à la
conjugaison et ne sont donc pas transformées.

o Les colonies rouges sont formées après multiplication des cellules conjugantes initialement F-

(lac-) devenues F’(Lac+) en ayant reçu une copie du facteur F’(Lac+) et demeurées résistantes à
la streptomycine.

Je tiens à remercier vivement Mme Annie Pfeffer, professeure au lycée Edmond Rostand de
Strasbourg, qui m’a fait profiter de son expérience et prodigué de nombreux conseils qui se sont
révélés fort utiles, notamment pour la réussite de cette manipulation.

Pascal MICHAUX
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1.3.1 En utilisant le résultat de la question 1.2.2.), donner, à la minute près, l'instant au-delà duquel la
température du thé est inférieure à 21,1°C.

1.3.2 Déterminer graphiquement, à la minute près, l'instant où la température du thé est de 60°C.
On fera apparaître les constructions utiles sur la figure.

ANNEXE À RENDRE AVEC LA COPIE

2 EXERCICE 2 (10 points)

Les trois parties de cet exercice sont indépendantes.

Un industriel de l'agroalimentaire conditionne du ketchup dans des bouteilles en verre.

Dans cet exercice, les résultats approchés sont à arrondir à 10-2.

2.1 Loi normale

On désigne par X la variable aléatoire qui à chaque bouteille prélevée au hasard dans la production
d'une journée associe la masse de sauce, exprimée en grammes, contenue dans cette bouteille.
On suppose que la variable aléatoire X suit la loi normale de moyenne 570 et d'écart type 4.
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2 CHIMIE GÉNÉRALE (21 points)

Tous les ions sont hydratés en solution aqueuse.
On se propose d'étudier la réaction de complexation des ions Cr3+(aq) par l'E.D.T.A. en solution
aqueuse maintenue à pH = 5,1.

1. L'E.D.T.A. est un tétra-acide noté H4Y dont les pKa en solution aqueuse sont respectivement :

H4Y / H3Y
- pKa1 = 2,0 H3Y

-/ H2Y
2- pKa2 = 2,7

H2Y
2 -/ HY3- pKa3 = 6,2 HY3-/ Y 4- pKa4 = 10,3

1.1. Tracer le diagramme donnant sur une échelle de pH, les domaines respectifs des diverses
espèces majoritaires.

1.2. Quelle est en conséquence l'espèce prédominante dans cette solution aqueuse sachant que
son pH vaut 5,1 ?

2. L'équation de la réaction de complexation à pH = 5,1 s'écrit sous la forme :

Cr3+ + H2Y
2- = CrY- + 2H+

Le complexe CrY- formé est très stable.
La transformation est lente et totale ; elle est d'ordre 1 par rapport aux ions Cr3+ et d'ordre 1 par
rapport aux ions H2Y2-. La constante de vitesse est notée k.
La solution contient initialement :

o des ions H2Y2- de concentration molaire [H2Y
2-]0 = 0,100 mol.L-1 et

o des ions Cr3+ de concentration molaire [Cr3+]0 = 3,00 x 10-3 mol.L-1.
On suit le déroulement de la réaction à température, volume et pH constants en mesurant la quantité de
complexe formé et on obtient le tableau suivant :

t en min 0 10 20 30 40 60 90 120

[CrY-]en
mol.L-1

0 0,240x10-3 0,450x10-3 0,650x10-3 0,840x10-3 1,17x10-3 1,57x10-3 1,88x10-3

2.1. Donner l'expression de la vitesse de la réaction en fonction de k et des concentrations en ions
Cr3+ et H2Y

2-.

2.2. Calculer la concentration en ions H2Y
2- en fin de réaction. Comparer cette valeur à la valeur

initiale de la concentration en ions H2Y
2-, [H2Y

2-]0 = 0,100 mol.L-1.
En déduire que la concentration en ions H2Y

2- peut être considérée comme constante au cours de la
réaction.

Donner alors une expression simplifiée de la vitesse de la réaction en introduisant une constante k'
que l'on définira. Quel est alors l'ordre apparent de la réaction par rapport au réactif Cr3+ ?

2.3. Établir par un simple bilan de matière la relation reliant les concentrations molaires des espèces
chimiques Cr3+ et CrY- à l'instant de date t.

Consigner dans un tableau les huit valeurs numériques de [Cr3+] pour chacune des dates t figurant
dans le tableau ci-dessus.

2.4. On suppose que la disparition des ions Cr3+ suit une loi de vitesse du premier ordre. Donner
sans démonstration la relation entre le temps t écoulé depuis le début de la réaction, la valeur
correspondante [Cr3+] de la concentration des ions Cr3+ et la valeur initiale de la concentration en
ions Cr3+, [Cr3+]0.

2.5. Montrer par une méthode graphique que la cinétique est d'ordre 1 par rapport aux ions Cr3+.
On prendra obligatoirement pour échelle :

1 cm pour 10 minutes,
10 cm pour une unité logarithmique.
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Cette concentration est voisine de la concentration initiale. On peut donc considérer la
concentration en ions H2Y

2-
(aq) comme constante au cours de la réaction.

v = k’ [Cr3+
(aq)] avec k’ = [H2Y

2-].
L’ordre apparent de la réaction par rapport au réactif Cr3+est de 1.

2.3. Avec [Cr3+](t) = [Cr3+]0 - [CrY-](t) :

t en min 0 10 20 30
[CrY-] 0 0,240.10-3 0,450.10-3 0,650.10-3

[Cr3+] 3,00.10-3 2,76.10-3 2,55.10-3 2,35.10-3

t en min 40 60 90 120
[CrY-] 0,840.10-3 1,17.10-3 1,57.10-3 1,88.10-3

[Cr3+] 2,16.10-3 1,83.10-3 1,43.10-3 1,12.10-3

2.4. ln([Cr3+]0 / [Cr3+]) = k’.t

2.5. Il faut tracer le graphe ln([Cr3+]0 / [Cr3+]) = f(t).

t en min 0 10 20 30 40 60 90 120
ln([Cr3+]0 / [Cr3+]) 0 0,0834 0,162 0,244 0,329 0,494 0,741 0,985

On obtient une droite passant par l’origine, donc la cinétique est bien d’ordre 1 par rapport aux ions
Cr3+.

2.6. k’ est le coefficient directeur de la droite : 8,23.10-3 min-1.

2.7. k = k’ / [H2Y
2-]0 = 8,23.10-3 / 0,100 = 8,23.10-2 min-1.mol-1.L.

3. CHIMIE ORGANIQUE (13 points)

1. C1 et C2 sont asymétriques.
Classement par Z décroissant : sur C1 : OH, C2, C6H5, H

sur C2 : NHCH3, C1, CH3, H
Observation en plaçant les numéros 4 à l’arrière pour chaque carbone asymétrique.
Nomenclature R si le sens de rotation 1, 2, 3 est dans le sens horaire, S dans le sens
inverse.
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SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GÉNIE BIOLOGIQUE

Durée : 4 heures Coefficient : 6
L’usage d’une calculatrice est interdit.

Avertissement important : comme le lecteur s’en apercevra, la forme de ce type d’épreuve (de la
session 1986 à 2008) était un sujet qui ne comportait que des questions de cours.

LE DIOXYGÈNE

1. Diffusion du dioxygène (38 points)

Le dioxygène est un gaz nécessaire à la vie aérobie des cellules. À ce titre, sa diffusion dans les
milieux et les membranes biologiques est essentielle.

1.1. Membrane plasmique et diffusion

La membrane plasmique des cellules est une structure supramoléculaire complexe qui délimite les
cellules vivantes. Sa structure a été modélisée en 1972 sous forme d'une mosaïque fluide par
Singer et Nicholson.

1.1.1. Représenter par un schéma légendé la structure de la membrane plasmique eucaryote.

1.1.2. Justifier le terme de « mosaïque fluide ».

1.1.3. Le dioxygène sous forme dissoute traverse la membrane par diffusion simple. De nombreux
autres solutés utilisent un mécanisme de diffusion facilitée par un transporteur.

1.1.3.1. Exposer les caractéristiques de la diffusion simple et de la diffusion facilitée.

1.1.3.2. Tracer sur un graphe l’évolution de la vitesse de transport en fonction de la
concentration en soluté :

- dans le cas d'une diffusion simple
- dans le cas d'une diffusion facilitée par un transporteur.

1.1.4. Présenter les autres types de transports membranaires possibles. Illustrer chacun d'eux par
un exemple.

1.2. Diffusion du dioxygène en bioréacteur

Le dioxygène est un facteur limitant de la croissance des organismes aérobies en culture.

1.2.1. Quels sont les problèmes posés par le dioxygène en génie fermentaire ?

1.2.2. Schématiser le parcours d'une molécule de dioxygène du milieu de culture vers son site
d'utilisation cellulaire en précisant les étapes limitantes de la diffusion.

1.2.3. Définir le KL.a d'un bioréacteur et proposer une méthode permettant sa détermination.

1.2.4. Indiquer trois paramètres permettant d'améliorer l'oxygénation d'un milieu en bioréacteur.
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2. Métabolismes oxydatifs (41 points)

2.1. Diversités des métabolismes

2.1.1. Présenter les différents types énergétiques rencontrés chez les microorganismes en
distinguant la source d'énergie et la source d'électrons.

2.1.2. Citer et définir les différents comportements vis-à-vis du dioxygène qui peuvent être
rencontrés chez les microorganismes.

2.2. Fonctionnement de la chaîne respiratoire

2.2.1. Dans les cellules eucaryotes l'énergie chimique issue de l'oxydation des nutriments est
convertie en ATP grâce à la chaîne respiratoire.

- Présenter un schéma de cette chaîne respiratoire.
- Préciser sa localisation dans la cellule.

2.2.2. Expliquer le couplage entre le transfert des électrons le long de la chaîne respiratoire et la
synthèse d'ATP.

2.2.3. L'antimycine A et l'oligomycine sont deux antibiotiques agissant par inhibition de la
phosphorylation oxydative.

Pour préciser la cible d'action de ces deux antibiotiques (chaîne respiratoire ou ATPase),
l'expérience suivante est réalisée :

Une suspension de mitochondries est réalisée en eau physiologique. La consommation du
dioxygène et la formation d'ATP sont suivies après l'ajout de divers additifs.

2.2.3.1. Commenter les courbes obtenues et préciser la cible des deux antibiotiques en
justifiant la réponse.

2.2.3.2. Citer quatre autres cibles potentielles des antibiotiques.
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2.3. Métabolisme associé à la respiration

La succinate déshydrogénase catalyse la réaction suivante :

- OOC - CH2 - CH2 – COO - + FAD Ÿ - OOC – CH = CH – COO - + FADH2

succinate fumarate

Le malonate (- OOC - CH2 – COO -) exerce un effet inhibiteur sur cette enzyme.

2.3.1. Expliquer l'effet inhibiteur du malonate sur la succinate déshydrogénase.

2.3.2. Nommer ce type d'inhibition.

2.3.3. Représenter sur le même graphique Vi = f([succinate]) en absence et en présence de
malonate.

2.3.4. Indiquer sur ce graphique les constantes michaeliennes dans les deux cas.

2.3.5. Proposer une solution simple pour obtenir une activité succinate déshydrogénase
satisfaisante en présence de malonate.

3. Les organismes producteurs de dioxygène (41 points)

3.1. Les organismes procaryotes producteurs de dioxygène

3.1.1. Il existe deux types de photosynthèse chez les bactéries : la photosynthèse en milieu
aérobie et la photosynthèse en milieu anaérobie.
Donner un exemple de groupe bactérien représentant chacun de ces cas.

3.1.2. Certaines bactéries sont des procaryotes phototrophes et fixateurs d'azote.

3.1.2.1. Nommer l'enzyme permettant la fixation du diazote atmosphérique.
3.1.2.2. Préciser la condition physicochimique permettant l'activité de cette enzyme.

3.2. Les organismes eucaryotes producteurs de dioxygène

Les organismes eucaryotes producteurs de dioxygène sont les végétaux et les algues.

3.2.1. Représenter par un schéma légendé l'ultrastructure d'une cellule végétale type.

3.2.2. La production de dioxygène chez les eucaryotes a lieu au niveau d'organites spécialisés.
- Nommer les trois organites représentés dans l'annexe 1.
- Indiquer celui qui est responsable de la production de dioxygène.
- Présenter le rôle des deux autres organites.

3.2.3. Deux de ces trois organites sont dits « semi-autonomes ». Ils seraient issus d'une symbiose
ancestrale avec des cellules procaryotes (théorie endo-symbiotique de Margulis).

- Justifier l'appellation « organites semi-autonomes ».
- Présenter un autre argument en faveur de cette théorie.

3.2.4. Les photosystèmes sont responsables de la photosynthèse :
- Préciser la localisation de ces photosystèmes au sein des chloroplastes.
- Exposer l'intérêt métabolique des photosystèmes I et II.

3.3. Le cycle du dioxygène

Présenter sous forme de schéma le cycle du dioxygène, en mettant en évidence les organismes
vivants qui y participent.
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3.4. Modification génétique des plantes d'intérêt agro-alimentaire

Pour permettre aux végétaux des pays tempérés de s'adapter au stress oxydatif lié au
réchauffement climatique, on envisage le transfert d'un gène responsable d'un métabolisme adapté
aux climats tropicaux.

La transgénèse végétale peut être réalisée grâce au système suivant : une bactérie Agrobacterium
tumefaciens possédant deux plasmides, un plasmide pTi (tumor inducing plasmid) d'Agrobacterium
tumefaciens et un plasmide (pN) d'Escherichia coli modifié.

3.4.1. Comment s'appelle un tel système ?

3.4.2. Indiquer la fonction de chacune des séquences plasmidiques présentées sur l'annexe 2.

3.4.3. Schématiser la structure du gène d'intérêt et préciser les éléments qui permettent son
expression dans la plante transfectée.

3.4.4. Citer deux autres méthodes de transfection utilisables chez les végétaux.

Annexe 1

Annexe 2
Agrobacterium tumefaciens
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Proposition de corrigé de l’épreuve de SCIENCES BIOLOGIQUES
FONDAMENTALES ET GÉNIE BIOLOGIQUE

Avertissement important : l’UPBM signale au lecteur qu’il s’agit d’éléments de corrigé, ayant pour but
d’aider au mieux les étudiant(e)s dans leur préparation à l’examen, et non d’un corrigé-type.

1.1.1. Schéma propre, orienté et légendé montrant sur une coupe de la membrane plasmique : les
phospholipides en double couche, le cholestérol, les protéines extrinsèques et intrinsèques,
les chaînes glycosylées.

1.1.2. Mosaïque : association des différents éléments.
Fluide : l’organisation permet le déplacement des molécules (phopholipides et protéines)
notamment latéralement, et occasionnellement d’un feuillet à l’autre.

1.1.3.1. Diffusion simple : elle a lieu dans le sens du
gradient de concentration, sans intervention d’un
transporteur et sans dépense d’énergie.
Diffusion facilitée : le soluté traverse la membrane
grâce à une protéine transmembranaire (une
perméase) qui est saturable, spécifique et dont la
synthèse est inductible.

1.1.3.2. Diffusion simple : segment de droite (trait
plein)
Diffusion facilitée : branche d’hyperbole (tirets)

1.1.4. Transports actifs : un transporteur protéique intervient, le déplacement a lieu contre le
gradient de concentration et avec consommation d’énergie.
Transport actif primaire : l’énergie chimique est libérée par l’hydrolyse de l’ATP, par
exemple dans le cas de la pompe Na+/K+.
Transport actif secondaire : il utilise l’énergie d’un autre gradient (par cotransport ou
antiport) pour transporter le soluté concerné. Exemple d’antiport : expulsion d’un ion Ca2+ et
entrée d’un ion Na+. Exemple de cotransport : absorption conjointe du glucose et de l’ion
Na+ dans l’entérocyte, ou entrée du lactose avec H+ dans Escherichia coli grâce au gradient
d’ions H+.

1.2.1. Le dioxygène est faiblement soluble dans l’eau, donc dans les milieux de culture, dont les
constituants peuvent également modifier sa solubilité (c’est-à-dire la concentration maximale qu’il
peut atteindre). Celle-ci (notée souvent C*) diminue lorsque la température augmente, ce qui pose
problème pour les cultures en bioréacteur, qui sont en général menées à des températures
supérieures à la température ambiante.

1.2.2. Schéma montrant : la sortie du dioxygène de la bulle d’air, sa solubilisation et sa diffusion
dans le milieu de culture, puis le franchissement des enveloppes de la cellule.

1.2.3. Le KLa est le coefficient de transfert volumétrique du dioxygène, il est exprimé en inverse
d’unité de temps (par exemple en min-1 ou h-1).
Sa détermination a lieu par le suivi de la concentration instantanée CL ou du pourcentage de
saturation % O2 = CL / C* indiqué par le module de contrôle du bioréacteur :
o En méthode statique (en absence de culture) : après avoir saturé le milieu étudié en dioxygène

par aération, on provoque la disparition du dioxygène (par exemple par une « chasse au
diazote ») puis on réoxygène en suivant l’évolution de la relation ln (C*/(C*-CL) = f(t) ou ln(100-
%O2) = f(t) (on peut aussi utiliser les log). On obtient alors un segment de droite de pente – KLa.

ou
o En méthode dynamique, on procède au suivi d’une culture consommant du dioxygène, puis on

coupe l’aération et on détermine alors – QO2.X, vitesse de consommation OUR (oxygen uptake
rate), puis on réoxygène, l’évolution de dCL/dt est alors écrite : dCL/dt = KLa.(C*-CL) – QO2.X, où
KLa.(C*-CL) représente l’oxygénation OTR (oxygen transfer rate). On peut alors déterminer KLa.

V

Différence de
concentration
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1.2.4. Augmentation de la vitesse d’agitation et/ou du débit d’air, augmentation du %O2 dans l’air
entrant par enrichissement en dioxygène, diminution de la température (si c’est possible …) …

2.1.1. Les appellations dues au type de source d’énergie (chimio ou photo) et au type de nutriment
énergétique (litho ou organo) qui fournit les électrons, ce qui donne :

Source d’énergie
Nutriment énergétique lumineuse chimique
minéral photolithotrophes chimiolithotrophes
organique photoorganotrophes chimioorganotrophes

2.1.2. Aérobies stricts : le dioxygène, accepteur final de la chaîne respiratoire, leur est
indispensable.
Aéro-anaérobies facultatifs : l’utilisation du dioxygène est possible, ils sont aussi capables
d’effectuer des processus fermentaires.
Anaérobies aéro-tolérants : ils utilisent un autre accepteur final d’électrons mais le
dioxygène n’est pas toxique.
Anaérobies stricts : le dioxygène est toxique, ils utilisent d’autres accepteurs finaux
d’électrons.
Microaérophiles : une concentration limitée en dioxygène leur est indispensable (O2 est
l’accepteur final mais il est toxique à la concentration atmosphérique).

2.2.1. Schéma propre, orienté et légendé montrant sur une coupe de la membrane mitochondriale
interne : le NADH comme donneur initial, la présence de différents complexes protéiques, les flux
d’électrons, les flux d’ions H+ orientés (sortie de protons dans l’espace intermembranaire, puis
entrée avec synthèse d’ATP)

2.2.2. Libération d’énergie par le transfert d’ions H+ : la membrane de la mitochondrie est
imperméable aux protons, donc entrée passive de ceux-ci vers la matrice mitochondriale via le
canal de l’ATP-synthétase, la synthèse d’ATP est liée à l’utilisation du gradient.

2.2.3.1. Le succinate, donneur d’ions H+ et d’électrons, déclenche la consommation de dioxygène.
La consommation de dioxygène et la production d’ATP sont stoppées par l’addition des
antibiotiques, car les deux phénomènes sont couplés :
o Cas de l’oligomycine : la consommation d’O2 a encore lieu après le découplage, donc l’étape

bloquée était la production d’ATP, qui ne reprend pas
o Cas de l’antimycine : la consommation d’O2 ne reprend pas après le découplage, donc l’étape

qui est bloquée est la consommation de l’ATP

2.2.3.2. Cibles moléculaires ou structurales :
membrane plasmique, ribosomes, ADN gyrase …

Phénomènes inhibés ou perturbés :
synthèse de peptidoglycane,
réplication, transcription, traduction,
métabolisme …

2.3.1. Le malonate est un analogue structural qui se
fixe sur le site actif de l’enzyme.

2.3.2. C’est une inhibition compétitive.

2.3.3. et 2.3.4.
Courbe en traits pleins : en absence de malonate, la courbe est une branche d’hyperbole, montrant
une asymptote qui correspond à la vitesse maximale Vmax et l’abscisse du point d’ordonnée Vmax/2
correspond à la constante de Michaelis KM. En présence de malonate (courbe en tirets), on
constate que Vmax est inchangée mais que KM est augmentée.

Vi

S
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2.3.5. Il faudrait opérer en présence d’une concentration plus élevée en succinate, donc en ajouter
dans le milieu réactionnel.

3.1.1. Les bactéries « vertes » et « bleues » effectuent une photosynthèse oxygénique et les
bactéries pourpres une photosynthèse anoxygénique.

3.1.2.1. La nitrogénase.
3.1.2.2. Fonctionnement en présence d’une concentration limitée en dioxygène.

3.2.1. Schéma propre, orienté et légendé montrant : la paroi pectocellulosique, la membrane
plasmique, le cytoplasme, un chloroplaste, une mitochondrie, une vacuole, un noyau.

3.2.2. L’appareil de Golgi (photo A de l’annexe 1) assure la maturation et l’adressage des
protéines.

Le chloroplaste (photo B) assure la photosynthèse et donc la production de dioxygène.
La mitochondrie (photo C) assure la production d’énergie par le cycle de Krebs et la chaîne
respiratoire.

3.2.3. Ils possèdent une réplication de l’ADN et une synthèse protéique propres.
La théorie endo-symbiotique repose, en plus des deux caractéristiques précédentes, sur des
arguments phylogénétiques, sur la taille des organites ou la présence d’une double membrane.

3.2.4. Les photosystèmes sont localisés dans la membrane des thylacoïdes des chloroplastes.
Le photosystème II permet l’utilisation de l’énergie lumineuse, photolyse de l’eau et la production
de dioxygène, la création d’un gradient de protons, puis la formation d’ATP.
Le photosystème I assure la formation de pouvoir réducteur sous forme de NADPH + H+.

3.3.

3.4.1. C’est un système binaire, puisque la cellule héberge en même temps deux vecteurs.

3.4.2. ORI : origine de réplication
AmpR et KanR : gènes de résistance à des antibiotiques (ampicilline et kanamycine
respectivement) permettant de maintenir la pression de sélection et donc d’éviter la perte
des plasmides.
VIR : gènes de virulence, impliqués notamment dans le transfert du vecteur
ADN-T : région génétique, contenant le gène d’intérêt, qui sera intégrée dans le génome
végétal.

3.4.3.

3.4.4. Biolistique, transfection sur un protoplaste (par électroporation, lipofection, …)

Promoteur de plante Gène d’intérêt Sites de terminaison
et polyadénylation

Êtres vivants aérobies
uni- et pluricellulaires

Plantes et
microorganismes
photosynthétiques

O2

H2O

PHOTOSYNTHESE

RESPIRATION

Composés organiques

Composés
organiques

CO2

CO2
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ETUDE DE PROJET

Durée : 4 heures Coefficient : 4
L’usage d’un dictionnaire anglais-français et d’une calculatrice est autorisé.

Avertissement important : comme le lecteur s’en apercevra, la forme de ce type d’épreuve (des
sessions 1986 à 2008) était un sujet qui comportait des questions de technologie (portant
notamment sur des principes de manipulations) et des questions d’exploitation de documents.

Production et caractérisation de deux variants
de la protéine prion du mouton

Les prions sont des agents pathogènes transmissibles non conventionnels responsables
d'encéphalopathies spongiformes (maladie de Creutzfeldt-Jakob, tremblante du mouton) ayant
toutes des caractéristiques communes. Ces agents provoquent des désordres neurovégétatifs
affectant diverses espèces de mammifères.

Une glycoprotéine, la PrPc, abondante à la surface des neurones et qui interviendrait dans
le fonctionnement synaptique et la transduction des signaux, serait à l’origine de ces pathologies.
Cette molécule pourrait changer de conformation, de la forme PrPc physiologique à celle
pathologique, dite ñscrapieò ayant un taux de feuillets ɓ augment® et celui dôh®lices Ŭ diminu®. 

Chez le mouton, une étude génétique menée sur le gène PRNP qui code la protéine PrPc a fait
ressortir deux allèles particuliers :

o Les animaux homozygotes portant l’allèle V136-Q171 (valine en position 136 et glutamine
en position 171) sont particulièrement prédisposés à la maladie. La protéine synthétisée est
nommée PrPc (VQ).

o Les animaux homozygotes pour l’allèle A136-R171 (alanine en position 136 et arginine en
position 171) sont très peu sujets à la maladie. La protéine synthétisée est nommée PrPc
(AR).

Les clonages des deux variants du gène PRNP codant la protéine PrPc du mouton ont été
réalisés dans E.coli. Il est alors possible de produire et purifier en grande quantité ces deux
protéines afin d’en étudier les propriétés.

1. Clonage médié par PCR des variants du gène PRNP du mouton (23 pts)

La stratégie de clonage des deux variants est similaire.
Le document n°1 présente la structure du gène PRNP du mouton (Ovis aries). Seul l’exon n°2 code la
protéine prion et son clonage a été décidé pour les deux variants du gène PRNP.

1.1. Choix des amorces

1.1.1 À partir du document n° 1a, préciser pourquoi ce clonage est réalisable par PCR.

1.1.2 À l’aide du document n° 1b, déterminer les séquences des deux amorces utilisables
pour cette PCR et s’hybridant avec les régions soulignées. Justifier.
Elles sont nommées respectivement « amorce 161 » et « amorce 931 » selon leur site
d'hybridation.

1.1.3 Calculer la Tm (°C) de chacune de ces deux amorces en utilisant la règle de
Wallace :

Tm (°C) = (4 x nombre de bases GC) + (2 x nombre de base AT)

1.1.4 Déterminer une valeur de température d’hybridation pour ce couple d’amorces.

Le clonage est réalisé en utilisant ces amorces modifiées au niveau de leur extrémité 5' par l’ajout, lors
de leur synthèse, d’une petite séquence possédant un site de restriction unique :
Séquence ajoutée à l'amorce 161 : 5'-ATGCGAATTC-3' où GAATTC correspond à un site Eco RI
Séquence ajoutée à l'amorce 931 : 5'-AGTCCATATG-3' où CATATG correspond à un site Nde I.
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1.1.5 Quel est le rôle des nucléotides indiqués en caractères gras dans les séquences
ajoutées aux amorces ?

1.1.6 À l’aide des documents 1a et 1b, calculer la taille de l’amplicon attendu. Expliquer.

1.2. Optimisation de la PCR

Cette PCR est réalisée avec différentes concentrations en magnésium. Les résultats sont
présentés dans le document n° 2.

1.2.1 Quelle est la composition du tube “témoin négatif” ? Quel est son rôle ?
Quel autre témoin peut être réalisé ? Donner sa composition et son rôle.

1.2.2 Présenter l'analyse de cet électrophorégramme sous la forme d’un tableau (nombre
de bandes, taille estimée, intensité).

Commenter les résultats des pistes 3 à 8.

1.2.3 Conclure quant aux conditions optimales en magnésium de cette PCR.

2. Production des variants de la protéine PrPc par fermentation (18 pts)

La production de la protéine recombinée est réalisée dans une unité de fermentation de 3 L utiles,
selon le mode opératoire présenté dans le document n° 3.

2.1. Étude des étapes de la production

2.1.1 Expliquer le rôle des différentes étapes de la production.

Préciser le rôle de l’ampicilline.

2.1.2 Préciser l’intérêt d’une absorbance proche de 1 à l’étape n° 2 du mode opératoire.

2.1.3 À partir du document n° 3, calculer la quantité d’IPTG nécessaire à la réalisation
d’une production. En déduire le conditionnement le plus approprié à l’aide du
document n° 4.

2.1.4 Justifier l’intérêt de réaliser les deux prélèvements aux étapes 2 et 3.

2.1.5 Comment peut-on procéder en fin de production pour l'évaluation de la biomasse ?
Quel en est l'intérêt ?

2.2. Étude de l’unité de fermentation

2.2.1 Légender le document n° 5 a, en reportant les numéros sur la copie.

2.2.2 À partir du schéma de l’échantillonneur (document n° 5 b), présenter le mode
opératoire à suivre pour effectuer un prélèvement.

3. Production d’anticorps monoclonaux spécifiques des variants de la protéine PrPc (17 pts)

Les études envisagées nécessitent de disposer d’anticorps monoclonaux murins spécifiques de la
protéine prion PrPc reconnaissant indifféremment les protéines PrPc (VQ) et PrPc (AR).

3.1. Obtention des hybridomes et contrôle de la préparation obtenue.

3.1.1 À partir du document n° 6, justifier le choix des souris PrP.0/0 pour l’immunisation.

Afin de s’assurer que les hybridomes obtenus sont producteurs d’anticorps monoclonaux, un
test ELISA est pratiqué sur les surnageants de culture des hybridomes.

3.1.2 À partir du document n° 7, schématiser les différentes étapes du test ELISA.
Indiquer leurs rôles et préciser les conditions opératoires.
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3.1.3 Quelles sont les caractéristiques de l’anticorps appelé « second antibody » utilisé
dans ce protocole ?

3.2. Production d’ascite

Une inflammation est déclenchée par injection d’une molécule, le pristane dans la cavité

intra-péritonéale d’une souris PrP
0/0

. Après 48 h, 8,0.10
5

cellules d’hybridomes sont
injectées dans le péritoine de la souris. Celle-ci est surveillée quotidiennement pour
apprécier le gonflement abdominal jusqu’au prélèvement de l’ascite après environ 10 jours.
3.2.1 Quel volume d’hybridome faut-il injecter à la souris sachant qu’après trypsination

d’une culture d’hybridomes, la concentration cellulaire est de 3,4.10
6

cellules

totales.mL-1 et la viabilité de 94 % ?

3.2.2 Quels sont les avantages et inconvénients de la production d’anticorps monoclonaux
en ascite de souris et en cytoculteur ?

4. Purification et analyse des variants de la protéine PrPc (22 pts)

4.1 Purification des deux variants

Les deux protéines, PrPc (VQ) et PrPc (AR), contiennent naturellement des régions riches
en histidines, présentant une haute affinité pour le nickel. Cette propriété est utilisée pour les
purifier. Le document n° 8 présente les différentes étapes à suivre pour les extraire et les
purifier, à partir de E.coli BL21 recombinées.

4.1.1 Expliciter le mode opératoire de l’étape d’extraction.

4.1.2 Expliquer le principe de l’élution des protéines retenues en présence d'imidazole 1 M.

4.1.3 Indiquer le rôle de l’étape soulignée dans le protocole utilisé.

4.2. Analyse des caractéristiques structurales des variants PrPc (VQ) et PrPc (AR).

La masse moléculaire de ces protéines est connue (23 kDa). Afin de préciser leurs
caractéristiques structurales, elles sont analysées par électrophorèse en gel de
polyacrylamide selon deux conditions expérimentales :

A : SDS
B : SDS + ɓ-mercapto®thanol 

4.2.1 Pr®ciser lôaction du ɓ-mercapto®thanol sur les prot®ines. 

4.2.2 Analyser l'électrophorégramme obtenu (document n° 9).
Conclure quant à la structure monomérique ou multimérique des variants protéiques.

4.3. Protéolyse ménagée du variant PrPc (VQ)

On cherche à démontrer l’influence de la conformation tridimensionnelle d’une protéine sur l’action de
la chymotrypsine. La chymotrypsine est une protéase, qui hydrolyse les liaisons peptidiques du côté
carboxyl des résidus tryptophanyl, tyrosyl et phénylalanyl.
Les sites de coupure de la chymotrypsine sont positionnés aux mêmes endroits sur les deux protéines
étudiées, car la présence des 2 résidus différents aux positions 136 et 171 ne rajoute pas de site de
coupure supplémentaire (document n° 10).
La protéine PrPc (VQ) est soumise à une hydrolyse ménagée par la chymotrypsine, après action
préalable ou non de l'urée. Les produits d’hydrolyse sont déposés sur SDS PAGE et révélés au bleu de
Coomassie. Cette expérience a été uniquement réalisée sur le variant PrPc (VQ).

PrPc (VQ) avec urée (1 mol/L) PrPc (VQ) sans urée

Nombre de fragments obtenus
après hydrolyse ménagée par la

chymotrypsine
environ 20 fragments peptidiques 5 fragments peptidiques
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4.3.1 Rappeler l’effet de l’urée sur une protéine.

4.3.2 Expliquer pourquoi l’hydrolyse ménagée de la protéine PrPc (VQ), avec ou sans urée,
ne conduit pas au même résultat.

4.4. Protéolyse ménagée des variants PrPc (VQ) et PrPc (AR) en conditions non
dénaturantes

Les deux protéines PrPc (VQ) et PrPc (AR) sont soumises à une hydrolyse ménagée par la
chymotrypsine, sans urée.
Les produits de la digestion sont déposés sur un gel SDS-PAGE, suivi d'un western blot
utilisant un anticorps monoclonal spécifique, l’anticorps 2D6 (document n° 10).
Les résultats obtenus sont présentés dans le document n° 11.

4.4.1 Analyser et comparer les résultats obtenus.

4.4.2 Formuler une hypothèse relative à la structure des protéines analysées.

4.4.3 Conclure sur le lien entre la prédisposition à la maladie de la tremblante du mouton et
la conformation de la protéine exprimée chez les variants VQ et AR.

Document n° 1 a

Principales caractéristiques du gène PRNP du mouton (ovis aries)

Document n° 1 b

Séquence de l'exon n° 2 du gène PRNP du mouton

771
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Document n° 2
Électrophorégramme. Optimisation de la concentration en magnésium

Document n° 3

Mode opératoire de la production de la protéine PrPc

Le vecteur utilisé est porteur des gènes AmpR et LacI. L’insert est placé sous contrôle d’un promoteur
régulé par la protéine codée par le gène LacI.

Étape 1

o Introduire 750 mL de milieu LB dans un fermenteur de 3 L de volume utile.
o Ajouter 750 µL d’ampicilline (100 mg.mL-1).
o Ajouter 30 µL de bactéries E.coli BL21 recombinées (souche productrice) glycérolées.

Incubation une nuit à 37 °C 180 rpm, pH régulé à 6,8.

Étape 2

o Ajouter 750 mL de milieu LB.
o Vérifier que l’absorbance à 600 nm est proche de 1.
o Prélever 10 mL de culture dans un tube conique.
o Ajouter 750 µL d'IPTG (240 mg.mL-1).

Incubation une nuit à 37 °C 180 rpm, pH régulé à 6,8.

Étape 3

o Prélever 10 mL de culture dans un tube conique.
o Récolter la culture dans des pots à centrifuger de 500 mL.
o Centrifuger 15 min à 4°C et à 1800 rpm.

Gel d’agarose à 1 % (m/v)
100 V

coloration au BET
(image inversée)

puits 1 : marqueur : 1 kpb ladder (biolabs)
puits 8 : témoin négatif
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Document n° 4
Fiche fournisseur de l'IPTG (prix hors taxes en euros)
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Document n° 5

Quelques aspects du bioréacteur utilisé
Document n°5 a : Document n°5 b :

Schéma du bioréacteur Échantillonneur

Document n° 6

Protocole d’immunisation des souris.

Les animaux choisis pour l’immunisation sont des souris non tolérantes PrP
0/0

, immunologiquement
compétentes mais déficientes dans l’expression de la protéine prion endogène.
Le protocole d’immunisation est basé sur l’injection d’acide nucléique (ADN ou ARN) codant pour une
partie de la protéine prion de mouton dans le tissu musculaire de la souris.
Après un délai convenable, l’immunsérum des souris est prélevé et testé par méthode ELISA afin de
détecter la présence d’anticorps spécifiques de la protéine prion du mouton. Les souris présentant un
taux élevé d’anticorps sont sacrifiées et leur rate est prélevée.

Document n° 7

ELISA on hybridoma supernatants

Protocol : ELISA plates were coated overnight at room temperature with 100 ng per well of prion
protein-specific peptide in coating buffer (10 mM Na2 CO3, 35mM NaHCO3, pH9.6). ELISA plates were
blocked for 30 minutes at 37°C (PBS supplemented with 0.1% Tween and 5% milk powder) and
subsequently washed with washing buffer (PBS with 0.1% Tween and 200 mM NaCl). Hybridoma
supernatants were diluted 1:10 in PBS containing 3% FCS and incubated for 2h at 37°C. Plates were
washed four times with washing buffer. Binding antibodies were detected with a second antibody
coupled with horseradish peroxidase and detected with oPD.

FCS: foetal calf serum oPD: ortho-Phenylene diamine dihydrochloride

2

3

4

5

6

1

Tube C
relié à une seringue

Tube A
muni d'une pince

Tube B
relié au fermenteur
et muni d’une pince
(non représentée)
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Document n° 8

Protein extraction and purification

After lysis for 30 min of E.coli BL21 (in Tris 10 mM EDTA 10 mM pH 7.5 containing 50 mg.mL-1 of
lysozyme), sonication and centrifugation, the supernatant is applied to a Ni-Sepharose column. The
wash step with Tris/imidazole buffer led simultaneously to elimination of urea and renaturation of Ni

2+

bound-proteins. PrP variants were eluted in one-step by a 1 M imidazole solution in 20 mM Mops, pH
7.5. Imidazole was removed by an exclusion G 25 column and protein recovered in the desired buffer.
Final protein concentration was measured by the optical density at 280 nm using for the extinction
coefficient a value of 58718.0 M-1 cm-1 deduced from the composition of the protein.

Document n° 9

Électrophorégramme des variants protéiques PrPc (VQ) et PrPc (AR)
sur gel de polyacrylamide

Document n° 10

Localisation de sites d’intérêt sur les variants protéiques PrPc (VQ) et PrPc (AR)

condition A
condition B
condition A
condition B
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Document n°11

Analyse par western blot des résultats d'hydrolyse ménagée.
Révélation avec l’anticorps 2D6

23 KDa

SENS DE MIGRATION
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Proposition de corrigé de l’étude de projet
Avertissement important : l’UPBM signale au lecteur qu’il s’agit d’éléments de corrigé, ayant pour but
d’aider au mieux les étudiant(e)s dans leur préparation à l’examen, et non d’un corrigé-type.

1.1.1. Ce clonage est possible car le fragment à amplifier est de petite taille (< 1 kpb) donc amplifiable
par PCR et la séquence est connue, ce qui permet de dessiner les amorces.

1.1.2. Les séquences et les orientations correctes des oligonucléotides étaient attendues
Amorce 161 (= séquence identique à celle fournie) :
5'-ATGGTGAAAAGCCACATAGG-3'

Amorce 931 (= séquence complémentaire à celle fournie puis inversion d’orientation) :
5'-TATCCTACTATGAGAAAAATGAG-3'

L’amorce 161 correspond à la séquence du début de l’exon 2 et doit s’hybrider avec le brin
complémentaire.
L’amorce 931 doit hybrider avec la séquence en 3’ de l’exon 2 et doit donc être le complément
réverse de cette séquence.

1.1.3. Amorce 161 : 11 bases A ou T et 9 bases G ou C Tm = (11 x 2) + (9 x 4) = 22 + 36 = 58°C
Amorce 931 : 16 bases A ou T et 7 bases G ou C Tm = (16 x 2) + (7 x 4) = 32 + 28 = 60°C

1.1.4. Température d’hybridation : 53°C (Tm le plus bas –5°C)

1.1.5. Ces quelques bases sont ajoutées afin de permettre à l’enzyme de restriction de se positionner
correctement sur L’ADN, ces enzymes n’agissant pas toujours parfaitement lorsque les sites de
restriction sont aux extrémités d’une molécule d’ADN.

1.1.6. 771-(1) + 2 x 10 = 790 ou 791
Taille de la cible (exon 2 sans la base G en 3’) + les séquences ajoutées en 5’ des amorces

1.2.1. T1 : ce tube témoin est constitué de tous les réactifs sauf l’ADN matrice et permet ainsi de
valider l’absence d’ADN contaminant.
T2 : on aurait pu faire un témoin positif (tous les réactifs et un ADN dont on connaît l’origine et
hybridant les amorces), Il permet de vérifier la qualité des réactifs et les conditions de la PCR.
T3 : un autre témoin négatif peut être envisagé avec un ADN en principe non amplifiable par ce
couple d’amorces. Il permet de vérifier la spécificité de ces amorces.
Le témoin négatif est T1 ou T3.

1.2.2.

Puits 2 3 4 5 6 7 8
Nombre de

bandes
0 2 2 2 1 1 0

Taille
approximative

et intensité

 Í 1,7 kpb 
peu

intense

Í 1,7 kpb 
peu

intense

Í 1,7 kpb 
peu

intense
Taille

approximative
et intensité

0,7 kpb
très

intense

0,7 kpb
très

intense

0,7 kpb
très

intense

0,7 kpb
très

intense

0,7 kpb
très

intense

Puits 8 : absence de bande donc le témoin négatif est validé.
Puits 6 et 7 : une seule bande à la taille attendue donc l’amplification est réussie et spécifique.
Puits 3 à 5 : deux bandes (une à la taille attendue et l’autre de taille supérieure). L’amplication est
réussie mais avec une amplication parasite non spécifique. Celle-ci apparaît quand la concentration en
magnésium augmente et devient supérieure à 4 mM.

1.2.3. Les conditions optimales en magnésium sont celles correspondant à 2 et 3 mM.
2.1.1.
Étape 1 : Culture d’E.coli permettant l’obtention d’une biomasse suffisante avant induction.
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Étape 2 : Induction par l’IPTG pour permettre la production de la protéine d’intérêt, grâce au gène lac I.

Étape 3 : Récolte de la biomasse, contenant la protéine d’intérêt, et élimination du milieu de culture.
L’ampicilline est un antibiotique permettant l’obtention d’une pression de sélection afin d’éviter la perte
du plasmide.

2.1.2. Pour réaliser l’induction sur une biomasse suffisante et donc disposer d’une quantité finale de
protéine suffisante. L’induction détourne la machinerie cellulaire vers la traduction protéique plutôt que
vers la croissance cellulaire.

2.1.3. Il faut 0,75 mL d’IPTG à 240 mg/mL donc : 0,75 x 240 = 180 mg ou 0,18 g.
Le conditionnement 59740-250MG suffit (sauf s’il y a plusieurs manipulations).

2.1.4. Ces prélèvements avant et après induction permettront de contrôler la production de protéine
et/ou la pureté de la culture.

2.1.5. Par pesée de la biomasse humide ou sèche (X) ramenée au volume de culture, ou mesure de
la DO si on connaît la relation entre X et DO.

Pour calculer après extraction protéique sur la biomasse un rendement de production
(protéine/biomasse).

2.2.1. 1 : moteur 2 : sonde 3 : contre pale 4 : pale d’agitation 5 : cuve 6 :
double enveloppe

2.2.2. Pincer le tuyau A, ouvrir le tuyau B et aspirer le milieu par le tuyau B via la seringue dans
l’échantillonneur. Pincer le tuyau B, ouvrir le tuyau A et purger en refoulant la culture dans un tube de
prélèvement par le tuyau A par poussée sur la seringue.

3.1.1.

o Pas de protéine prion produite naturellement donc la protéine prion introduite sera immunogène

o Souris immunologiquement actives donc production possible d’anticorps

o Souris non tolérantes vis à vis de la protéine prion de mouton donc capable de produire des
anticorps anti mouton

3.1.2. Schéma soigné présentant les étapes, sachant que l’antigène (peptide- fragment de la protéine
prion) doit apparaître en excès :

o Fixation du peptide- fragment de la protéine prion
100 ng de peptide par puits en tampon carbonate
Incuber une nuit à T laboratoire

o Saturation du support en présence de lait en poudre à 5%
Incubation 30 minutes à 37°C

o Lavages en PBS tween pour éliminer l’excès de protéines saturantes

o Dilution 1/10 des surnageants d’hybridomes en PBS
Incubation 2 h à 37°C ; délai de fixation des anticorps spécifiques du peptide - prion

o Lavages pour éliminer les molécules non spécifiques non fixées

o Incubation + Ac couplé à la peroxydase, spécifiques des anticorps à doser

o Lavages pour éliminer les anticorps en excès

o Incubation en présence d’OPD, substrat de la peroxydase

o Apparition du chromophore

3.1.3. C’est un anticorps spécifique de l’anticorps de souris et qui est couplé à l’enzyme peroxydase.

3.2.1. V = q / c = 8.105 / (3,4 106*0,94) = 0,25 mL
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3.2.2. Production en ascite :

o La manipulation puis le sacrifice des souris pose des problèmes techniques et éthiques.

o La production est seulement possible à petite échelle, de l’ordre du gramme d’anticorps

o On obtient cependant 1000 fois plus d’anticorps que dans un surnageant de culture

o Le liquide biologique ne contient pas que des anticorps

Production en cytoculteur :

o production de plus grandes quantités

o purification des anticorps facilitée

4.1.1. L’extraction des protéines PrPc est réalisée par :

o l’EDTA, qui chélate les cations retenus par les lipides chargés de la membrane externe, ce qui
fragilise donc les membranes

o le lysozyme, qui assure l’hydrolyse du peptidoglycane de la paroi

o la sonication, procédé de lyse des cellules par les ultrasons

o la centrifugation, qui permet la séparation des débris cellulaires et des protéines recombinantes
du surnageant

4.1.2. L’histidine possède un noyau imidazole dans sa chaîne latérale. Le noyau imidazole présente
une forte affinité électrostatique pour les ions nickel de la colonne. Les noyaux imidazoles libres ajoutés
(concentration 1 mol.L-1), entrent en compétition avec les noyaux imidazoles des histidines, ce qui
interrompt l’interaction électrostatique et provoque l’élution des protéines retenues sur la colonne.

4.1.3. Cette étape permet d’éliminer l’imidazole petite molécule présente dans l’éluat, par gel-filtration.

4.2.1. Le ɓ-mercapto®thanol r®duit les ponts disulfures des prot®ines, ce qui entra´ne la s®paration de 
résidus cystéines, parfois éloignés dans la structure primaire. Ces liaisons covalentes jouent une part
importante dans la consolidation des structures tertiaire et quaternaire des protéines.

4.2.2. Chacune des 4 pistes correspondant à l’analyse des protéines PrPc (AR) et PrPc (VQ) avec ou
sans ɓ-mercapto®thanol, montre une bande dont la masse mol®culaire est comprise entre 27,2 et 14,3 
kDa.
On peut considérer qu’elles correspondent à la masse moléculaire de la protéine (23 kDa).
On obtient la m°me bande, avec ou sans traitement au ɓ-mercapto®thanol.  
Le SDS dissociant les ®ventuelles liaisons faibles entre sous unit®s et le ɓ-mercapto®thanol r®duisant 
les ponts disulfures, on en déduit que les protéines PrPc sont :

o monomériques
ou

o multimériques avec des sous-unités de même taille et non reliées par des ponts disulfures
(dans le cas contraire, il y aurait apparition d’une bande de taille différente dans les pistes A en
absence de ɓ-mercapto®thanol) 

4.3.1. L’urée perturbe les liaisons hydrogène stabilisatrices de la structure protéique. En présence
d’urée, les protéines perdent leur conformation initiale, c’est donc un agent dénaturant.

4.3.2. Le document 10 montre qu’il existe plus de vingt sites de coupure par la chymotrypsine.
En présence d’urée, l’hydrolyse ménagée par la chymotrypsine donne environ 20 fragments :
quasiment tous les sites de coupure sont utilisés.
En absence d’urée, seulement quelques sites de coupure sont utilisés (5 fragments) : on peut supposer
que seulement les sites les plus accessibles (externes) sont utilisés par la chymotrypsine.
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4.4.1. Les pistes montrent le résultat de l’hydrolyse des variants protéiques VQ et AR, avec révélation
avec l’anticorps, 2D6 :

o PRPc(VQ) : 3 bandes (dont une correspond à la protéine non hydrolysée à 23 Kda)

o PRPc (AR) : au moins 4 bandes (dont une correspond à la protéine non hydrolysée à 23 Kda)
La protéine AR est plus sensible à l’hydrolyse, donc plus accessible à la chymotrypsine, bien que le
nombre de sites de coupure soient identiques.

4.4.2. Les mutations génèrent une différence de conformation, entre les deux variants protéiques, qui
modifie l’accessibilité des sites de coupure par la chymotrypsine.

4.4.3. Le variant VQ est beaucoup plus prédisposé à la maladie que le variant AR. Les études
précédentes ont montré que seulement 2 résidus modifiés, 136 et 171, sont suffisants pour donner une
conformation générale différente.
Ces observations sont cohérentes avec les connaissances sur la protéine du prion, dont la
conformation est modifiée (forme scrapie) chez les sujets malades. Certaines conformations sont
davantage susceptibles d’évoluer vers la forme pathologique.
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1° Déterminer le volume de dioxyde de carbone, en m3, présent dans le local au moment de la
mise en marche de la hotte aspirante.

2° L'atmosphère « ordinaire » contient 0,035 % de dioxyde de carbone, ce qui correspond pour le
local où a été réalisé l'expérience à un volume de 0,175 m3 de dioxyde de carbone.

À l'aide d'une lecture graphique sur la figure réalisée à la question 2.2.2., déterminer au bout de
combien de temps de fonctionnement de la hotte aspirante l'atmosphère dans le local clos contenait un
volume de dioxyde de carbone inférieur ou égal à 0,175 m3.

3° Calculer le volume moyen Vm de dioxyde de carbone présent dans le local pendant les
11 premières minutes de fonctionnement de la hotte aspirante. Donner la valeur exacte de Vm,
puis la valeur approchée de Vm arrondie à 10-1.
La formule donnant la valeur moyenne d'une fonction est dans le formulaire ci-joint.
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SCIENCES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

DURÉE DE L'ÉPREUVE : 2h — COEFFICIENT: 1

L'usage des calculatrices est autorisé

L'utilisation des calculatrices pendant l'épreuve est définie par la circulaire N' 86-228 du 28 juillet 1986
(BO N' 34 du 2 octobre 1986).
L'emploi de toutes les calculatrices programmables, alphanumériques ou à écran graphique est
autorisée à condition que leur fonctionnement soit autonome et qu'il ne soit pas fait usage d'imprimante
(circulaire n'99- 0 18 du 1-02-1999).
Dès que ce sujet vous est remis, assurez-vous qu'il est complet.
Ce sujet comporte 5 pages numérotées de 1 à 5, y compris celle-ci. Les données sont en italique.
Les données numériques sont indiquées dans chaque exercice.

La correction de l'épreuve tiendra le plus grand compte de la clarté dans la conduite de la résolution et
dans la rédaction de l'énoncé des lois, de la compatibilité de la précision des résultats numériques avec
celle des données de l'énoncé (nombre de chiffres significatifs), du soin apporté aux représentations
graphiques éventuelles et de la qualité de la langue française dans son emploi scientifique.

1. CHIMIE ORGANIQUE (15 points)

Données :

Numéros atomiques: Cl : Z = 17 O : Z = 8 H : Z = 1 C . Z = 6

1. On s'intéresse à l'isomère de configuration absolue R du 2-chloropentane, que l'on appelle A.

1.1. Donner la formule semi-développée de A.

1.2. Qu'appelle-t-on activité optique ?

1.3. A possède-t-il une activité optique ? Pourquoi ?

1.4. Donner une représentation de CRAM en perspective de A en justifiant la réponse.

2. Traité par la soude diluée en solution aqueuse, A donne un seul stéréoisomère B d'un alcool
possédant une activité optique.

2.1. Écrire l'équation de la réaction.

2.2. De quel type de réaction s'agit-il ?

2.3. Détailler le mécanisme de cette réaction.

2.4. Quelle est la configuration absolue du carbone asymétrique de B ? Justifier la réponse.

2.5. Quel est le nom complet de B?

3. On fait réagir de l'acide acétique (acide éthanoïque) sur l'alcool B, on obtient le produit C. (Dans
cette partie on ne tiendra pas compte de la stéréochimie de B).

3.1. Écrire l'équation de la réaction.

3.2. Donner deux caractéristiques de cette réaction ainsi que le nom du catalyseur.
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4. On réalise cette réaction en remplaçant l'acide acétique (acide éthanoïque) par du chlorure d'acétyle
(chlorure d'éthanoyle).

4.1. Écrire l'équation de la réaction.

4.2. Quel est l'intérêt de ce changement de réactif ?

2. ÉQUILIBRES ACIDO-BASIQUES (20 points)

Données :
pKA1 (H2S / HS-) = 7 pKA2 (HS- / S2-) = 13 Numéro atomique du soufre : 16
Bleu de bromothymol :

Teinte acide Zone de virage Teinte basique
Jaune 6,0 à 7,6 Bleu

1. Schéma de Lewis et géométrie.

1.1. Donner la configuration électronique du soufre.

1.2. En déduire le schéma de Lewis de la molécule H2S ainsi que celui de l'ion HS-.

1.3. En utilisant la méthode V.S.E.P.R., donner la géométrie de la molécule H2S.

2. On dispose d'une solution aqueuse S0 de sulfure d'hydrogène H2S de concentration molaire C0.
Lorsqu'on y verse quelques gouttes de bleu de bromothymol, la solution devient jaune.

2.1. Que peut-on en déduire quant au pH de la solution S0 ?

2.2. Donner le diagramme de prédominance des espèces H2S, HS- et S2- en fonction du pH.

2.3. De ces trois espèces, laquelle est prédominante dans la solution aqueuse S0 ?

3. On procède au titrage pH métrique d'un volume V0 = 200,0 mL de S0 pr une solution aqueuse de
soude de concentration molaire C1 = 1,0 mol.L-1.
On obtient la courbe ci-dessous :
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3.1. En s'appuyant sur les valeurs de pKA1 et pKA2, justifier le fait que les deux acidités soient dosées
séparément.

3.2. Pourquoi ne voit-on pas de deuxième saut de pH ?

3.3. Écrire l'équation de la réaction du dosage de la première acidité du sulfure d'hydrogène.

3.4. Montrer que la concentration molaire C0 de la solution S0 est égale à 0,050 mol.L-1.

3.5. Justifier par des calculs rapides la valeur du pH aux points A (demi-équivalence) et B.

4. On mélange un volume V0 = 200,0 mL de la solution aqueuse S0 de sulfure d'hydrogène et un
volume V’0 = 200,0 mL d'une solution aqueuse de concentration C’0 = 0,050 mol.L-1 en ions cadmium
Cd2+.
Il se produit alors de façon rapide et totale la réaction de précipitation d'équation :

H2S + Cd2+(aq) + 2 H20 Ÿ CdS(s) + 2 H3O
+

4.1. En considérant la quantité de matière en ions H3O
+ négligeable à l'état initial dans le mélange,

effectuer un bilan de matière pour déterminer la composition finale du mélange.

On verse alors progressivement dans ce mélange, la solution aqueuse de soude de concentration
molaire C1= 1,0 mol.L-1.

4.2. Écrire l'équation de la réaction de cette nouvelle méthode de dosage.

4.3. Parmi les deux courbes (courbe 1 et courbe 2) représentées page suivante, choisir celle obtenue
en justifiant clairement la réponse.

4.4. Justifier l'intérêt de cette méthode pour faire un dosage du sulfure d'hydrogène.
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3. PRISME ET SPECTROSCOPIE (15 points)

Les parties 1 et 2 sont totalement indépendantes.
Données :
h = 6,63x10-34 J.s 1eV= 1,60 x 10-19 J c = 3,00 x 108m.s-1

1. Indice d'un prisme.
On considère un prisme d'angle au sommet A. Il est constitué d'un verre transparent d'indice n et est
situé dans l'air, dont l'indice sera pris égal à 1.
On considère le schéma suivant décrivant le trajet d'un rayon lumineux dans le prisme :

1.1. Quel phénomène physique se produit aux points I et I'?

1.2. En déduire les deux relations liant l'angle i à l'angle r et l'angle i' à l'angle r'.

1.3. On éclaire ce prisme avec la lumière provenant d'une lampe à vapeur d'hydrogène.
On obtient quatre raies visibles de la série de Balmer, émergeant dans des directions
différentes.
Justifier succinctement cette observation.
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Proposition de corrigé de l’épreuve
de Sciences Physiques et Chimiques

Avertissement important : l’UPBM signale au lecteur qu’il s’agit d’éléments de corrigé, ayant pour but
d’aider au mieux les étudiant(e)s dans leur préparation à l’examen, et non d’un corrigé-type.

1. CHIMIE ORGANIQUE (15 points)

1.1. CH3 – CHCl – CH2 – CH2 – CH3.

1.2. Une substance possède une activité optique lorsqu’elle fait tourner (dévie) le plan de
polarisation d’une lumière polarisée qui la traverse.

1.3. A présente une activité optique car elle possède un atome de carbone asymétrique.

1.4. Le classement des substituants était exigé :

2.1. CH3 – CHCl – CH2 – CH2 – CH3 + HO- Ÿ CH3 – CHOH – CH2 – CH2 – CH3 + Cl-

2.2. Il s’agit d’une réaction de type SN2.

2.3.

2.4. Le C asymétrique a pour configuration absolue S. HO- > C3H7
- > CH3

- > H. Il y a inversion de
Walden lors de la réaction.

2.5. (S)-Pentan-2-ol.

3.1. CH3 – CHOH – CH2 – CH2 – CH3 + CH3-COOH
Ÿ CH3 – COOCH(CH3) – CH2 – CH2 – CH3 + H2O

3.2. Lente, limitée, athermique, catalysée par les ions H+ (exemple : acide sulfurique).

4.1. CH-COCl + CH3 – CHOH – CH2 – CH2 – CH3

Ÿ CH3 – COOCH(CH3) – CH2 – CH2 – CH3 + HCl

4.2. Rendre la réaction totale pour en améliorer le rendement. Réaction rapide, à froid.

2. ÉQUILIBRES ACIDO-BASIQUES (20 points)

1.1. 1s22s22p63s23p4.
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1.2.

1.3. Type AX2E2.

3. Le pH est inférieur à 6.

4. 7 13 pH
H2S HS- S2-

5. H2S prédomine à pH < 6.

3.1. KA2 – pKA1 > 4.

3.2. Deuxième acidité trop faible. Constante de la réaction du 2ème dosage inférieure à 104.

3.3. H2S + HO-
(aq) Ÿ HS-

(aq) + H2O(l) NB : les notations (aq) et (l) n’étaient pas exigées.

3.4. On lit Veq = 10,0 mL. A l’équivalence, on aura versé autant d’ions HO- qu’il y avait
d’acide au départ, d’où : C1Veq = C0V0 et C0 = (1,0 x 10,0) / 200 = 0,050 mol.L-1.

3.5. En A, on a pH = PKA1 = 7 car il y a autant de H2S que de HS-.
En B, on a le pH d’un ampholyte pH = (pKA1 + pKA2) / 2 = 10.

4.1. On pouvait construire le tableau ci-dessous :

H2S + Cd2+ + 2H2O          Ÿ     CdS(s)             +        2H3O
+

C0V0 C’0V’0 Solvant 0 0
C0V0 - xmax = 0 C’0V’0 - xmax = 0 Solvant C0V0 2 C0V0

La solution contient donc 1,0.10-2 mol de CdS(s) et 2,0.10-2 mol de H3O
+.

4.2. H3O
+ + HO-

(aq) Ÿ 2 H2O.

4.3. Pour faire réagir 2,0.10-2 mol de H3O
+, il faudra verser autant d’ions HO- donc un volume

de 20 mL de solution de soude à 1 mol.L-1. On obtient la courbe 1.

4.4. On obtient une courbe avec un saut de pH plus important, donc plus facile à repérer.

3. PRISME ET SPECTROSCOPIE (15 points)

1.1. Réfraction.

1.2. sin i = n.sin r et sin i’ = n.sin r’.

1.3. L’indice du prisme varie avec la longueur d’onde.

1.4. Un réseau.

2.1. On trouve - 13,6 eV ; - 3,40 eV ; - 1,51 eV ; - 0,85 eV et – 0,544 eV
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2.4 A partir du graphique du document 3, établir la correspondance entre les phases du cycle et
les trois zones a, b, c du graphe.

2.5 Calculer la durée de chaque phase du cycle cellulaire.

Données : - 100 % des cellules sont dans le cycle cellulaire,
- 57 % des cellules correspondent au pic a,
- 25 % des cellules correspondent au pic c,
- la durée de la mitose est de deux heures.

Représenter l’enchaînement des différentes phases du cycle cellulaire des cellules CHO sur
un schéma en indiquant la durée de chaque phase.

3. Production d’anticorps monoclonaux (8 points)

La production d’anticorps monoclonaux par la lignée CHO, nécessite plusieurs étapes
préliminaires.

- production et sélection d’hybridomes sécréteurs d’anticorps monoclonaux contre l’antigène
d’intérêt (documents 4 et 5),

- extraction des ARN totaux des hybridomes, purification des ARNm,

- RT PCR : synthèse des ADNc des chaînes lourdes et légères des anticorps,

- construction de vecteurs d’expression recombinants contenant les ADNc d’intérêt
document 6,

- transfection stable des cellules CHO,

- sélection des clones transformés.

3.1 En utilisant les informations du document 4, préciser la chronologie des grandes étapes
de la production d’hybridomes secréteurs d’anticorps monoclonaux chez la souris.

3.2 À partir du document 5, expliquer le principe de la sélection des hybridomes en milieu
supplémenté par du HAT.
(H = hypoxanthine, A = aminoptérine, T = thymidine).

3.3 Citer et comparer deux méthodes de transfection adaptées aux cellules eucaryotes.

3.4 À partir du document 6, expliquer le principe de la sélection des clones de cellules CHO
ayant intégré l’ADN des chaînes H et L de façon stable dans leur génome.

Les cellules de mammifères sont particulièrement adaptées à la production des protéines
eucaryotes : elles synthétisent et sécrètent les protéines recombinées de façon constitutive dans le
surnageant de culture.
Une protéine sécrétée par la cellule CHO va subir différentes étapes de maturation, depuis sa
synthèse jusqu’à sa sécrétion dans le surnageant de culture.

3.5 Légender le document 7 après avoir reporté les numéros sur la copie.

3.6 Indiquer les organites où s’effectue cette maturation, préciser pour chacun les signaux
moléculaires permettant l’adressage correct de cette protéine jusqu’à sa sécrétion.
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Document 1 : Composition d’un milieu de culture

Composants en mg/L HAMF12

NaCI 7599
KCI 223,6
NaH2PO4, 7 H2O 268
NaHCO3 1176
MgCI2, 6 H2O 122
CaCI2 44

Cu SO4, 5 H2O 0,00249
Fe SO4, 7 H2O 0,834
Zn SO4, 7 H2O 0,863

L-Arginine chlorhydrate 211
L-Cystine chl. H2O 35,12
L-Glutamine 145
L-Histidine chl. H2O 20,96
L-lsoleucine 3,94
L-Leucine 13,1
L-Lysine chlorhydrate 36,5
L-Méthionine 4,48
L-Phénylalanine 4,96
L-Thréonine 11,9
L-Tryptophane 2,04
L-Tyrosine (Na) 5,4
L-Valine 11,7

L-Alanine 8,9
L-Asparagine H2O 15,01
L-Acide Aspartique 13,3

L-Acide Glutamlque 14,7
L-Glycocolle 7,5
L-Proline 34,5
L-Sérine 10,5

Biotine 0,0073
D-Panthoténate de Ça 0,48
Choline chlorhydrate 13,96
Acide folique 1,3
Inositol 18
Nicotinamide 0,04
Pyridoxal chlorhydrate 0,062
Riboflavine 0,038
Thiamine chlorhydrate 0,34
Cobalamine 1,36
Pyridoxine chlorhydrate 0,062

D-Glucose 1802
Acide lipoïque 0,21
Pyruvate de Na 110
Hypoxanthine 4,1
Thymidine 0,084
Putrescine chlorhydrate 0,161

IONS
MINÉRAUX

ACIDES
AMINÉS
ESSENTIELS

ACIDES
AMINÉS NON
ESSENTIELS

VITAMINES

AUTRES
MOLECULES

Acide linoléique 0,73
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Document 2 : Évolution de la densité surfacique des cellules CHO en fonction du temps

T : Temps en heures
DS : Densité Surfacique en nombre de cellules/cm2.

Document 3 : Variation du nombre de cellules en fonction de l’intensité de la fluorescence

Document 4 :Procedure for producing monoclonal antibodies specific for a given antigen
developed byG. Kohler and C. Milstein.

Spleen cells from an antigen-primed mouse are fused with mouse myeloma cells (HGPRT- and Ig-)
The spleen cells provides the necessary enzymes for growth on HAT medium, while the myeloma
provides immortal-growth properties. Unfused myeloma cells or myeloma-myeloma fusions fail to grow
due of lack of HGPRT. Unfused spleen cells have limited growth in vitro and therefore do not need an
enzyme deficiency for elimination with the HAT selection procedure.
After 7-10 days of culture in the HAT medium, most of the wells contain dead cells, but a few wells
contain small clusters of viable cells, which could be visualized by using an inverted phase contrast
microscope. Each cluster representes clonal expansion of a hybridoma.
Once pure clones of antibody secreting hybridomas are obtained, they must be screened for the
desired antibody specificity.

T 0 24 48 72 96 120 144

DS 10000 14300 34000 78000 164000 347000 348000
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Document 5 : Sélection des hybridomes

Document 6 : vecteur d’expression recombiné
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Document 7 : représentation d’une cellule animale observée en microscopie électronique
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3.3. Électroporation (forte mortalité)
Lipofection: utilisation de lipides cationiques (méthode plus douce mais efficacité de transfection
moindre)
Biolistique
Vecteur viral (100% de transfection mais construction plus difficile)

3.4. Les plasmides utilisés pour la transfection des cellules CHO contiennent le gène de sélection néor

qui code la résistance à la néomycine. Les cellules transfectées qui ont intégré de façon stable l’ADN
recombinant sont résistantes à l’antibiotique introduit dans le milieu de culture et se multiplient. Les
autres cellules meurent car elles sont sensibles à la néomycine.

3.5. 1 = membrane (cyto)plasmique 2 = réticulum endoplasmique rugueux 3 = mitochondrie
4 = noyau (chromatine, nucléoplasme, ribosome accepté) 5 = enveloppe nucléaire
6 = nucléole 7 = vésicule golgienne (appareil de Golgi, dictyosome)
8 = cytoplasme (cytosol, hyaloplasme) 9 = microtubule
10 = centriole (centrosome, centre organisateur de microtubules)

3.6. Réticulum endoplasmique rugueux : synthèse de la chaîne polypeptidique par les ribosomes
liés au réticulum grâce à un peptide signal localisé en position N-terminale, puis passage à
l’intérieur de la lumière du réticulum puis excision du peptide signal, maturation (formation des
ponts disulfure, glycosylations)
Appareil de Golgi : maturation (O-glycosylation, phosphorylation, …), absence de signal
moléculaire particulier donc formation de vésicules trans-golgiennes, afin d’assurer le transport
vésiculaire (protéines SNARE)
Vésicules de transport : exocytose et sécrétion de la protéine dans le surnageant de culture
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Document 4

Extraction de BES-1

Deux litres de bouillon sont centrifugés pendant 15 minutes à 7000 rpm à une température de +4°C.
Trois lavages successifs du culot sont effectués : le premier en eau ultra-pure, les deux suivants en
tampon MES (petite molécule ionique) à 20 mmol.L-1. Le culot est pesé, puis soumis à des cycles
congélations-décongélations. Lors de la dernière décongélation à température ambiante, le culot est
repris avec du tampon MES à 20 mmol.L-1 ajusté à pH 6,5 (20 mL de tampon pour 5 g de culot), puis
subit 5 cycles de sonication de 30 secondes après 30 secondes de pause. La suspension est ensuite
centrifugée 10 minutes à 10 000 rpm et à +4°C. De la DNase est ajoutée au surnageant, et une
centrifugation de 1 heure à 10 000 rpm à +4°C est effectuée. À l’issue de la centrifugation, le
surnageant contenant la protéine est prélevé. Son volume est de 90 mL.

Document 5

Électrophorégramme obtenu par SDS-PAGE

Piste 1 : Marqueur de masse
moléculaire

Piste 2 : Fraction protéique avant
purification

Piste 3 : Fraction protéique après
purification sur colonne
échangeuse d’ions

Piste 4 : Fraction protéique après

purification sur colonne de gel-filtration.

kDa

97,4
66,2

45

31

21,5

14,4









66

2.1.2. Réaliser un organigramme présentant les principales étapes du protocole décrit dans
le document 2.

2.2. Extraction des transcrits totaux :

Les ARN totaux sont extraits à l’aide d’un kit commercial (RNAgents total RNA isolation system)
mentionné dans le document 2 et dont la composition est décrite dans le document 3.

2.2.1. Expliciter le rôle des réactifs indiqués en gras dans le document 3.

2.2.2. Expliquer l’importance de l’utilisation de phénol acide dans le cadre de cette
extraction.

2.3. Réaction de transcription inverse :

2.3.1. Préciser la nature des amorces utilisées pour cette transcription inverse dont le
protocole est présenté dans le document 2.
Citer un autre type d’amorces susceptibles d’être utilisées pour cette étape.

2.3.2. La transcriptase inverse utilisée présente une activité RNAse H – (négative).
Rappeler l’activité enzymatique de la RNAse H.

2.4. Réaction d’amplification par PCR :

2.4.1. Présenter, sous forme de schéma(s), le principe de la technique PCR.

2.4.2. Justifier la nécessité d’éliminer toute trace d’ADN lors de l’extraction des ARN dans le
cadre d’une RT-PCR.

2.4.3. Rappeler les qualités des amorces nécessaires au bon fonctionnement d’une PCR.

3. Résultats de l’étude de la régulation de l’expression du gène bdnf (5,5 points)

Le document 4 présente les résultats d’une des études par RT-PCR de l’expression du gène bdnf.

3.1. Intérêt de l’utilisation d’un gène contrôle.

3.1.1. Donner la propriété essentielle d’un gène de ménage.

Le gène hprt est un gène de ménage codant une enzyme intervenant dans le métabolisme
des nucléotides.

3.1.2. Préciser les intérêts de l’utilisation du gène hprt dans cette expérience.

3.2. Analyse de l’expression du gène bdnf. (document 4)

3.2.1. Analyser les résultats obtenus pour les produits de RT-PCR de hprt.

3.2.2. Analyser les résultats obtenus pour les produits de RT-PCR de BDNF I et analyser de
même les produits de RT-PCR de BDNF V et BDNF VIII.

3.2.3. Conclure quant à l’expression du gène bdnf dans l’organisme.
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Document 1 : Mouse bdnf gene structure.

Document 2 : Protocole d’analyse de l’expression du gène bdnf.

RNA isolation, cDNA synthesis, RT-PCR
Total RNA from developing and adult mouse total brain regions and nonneuronal tissues was purified
by RNAgents total RNA isolation system (Promega, USA) as recommended by the manufacturer.
DNAse treatment of total RNA was performed, followed by DNase inactivation.
Five micrograms of total RNA from different tissues was used for-first strand synthesis using oligo(dT)
and SuperScript III First-Strand synthesis system (Invitrogen, Carlsbad, CA). To analyse expression of
BDNF transcripts, reverse primer specific for 3’ BDNF coding exon and forward primers specific for 5’
noncoding exons were used. cDNA was amplified in a total volume of 25 µL. Because of relatively low
expression levels of these mRNA, a robust HotstarTaq Master Mix kit (Qiagen, Chatsworth, CA) was
used for cDNA amplification for 40-45 PCR cycles.
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Proposition de corrigé de l’épreuve
de Biologie moléculaire et Génie génétique

Avertissement important : l’UPBM signale au lecteur qu’il s’agit d’éléments de corrigé, ayant pour but
d’aider au mieux les étudiant(e)s dans leur préparation à l’examen, et non d’un corrigé-type.

1.1.1. Séquence permettant la synthèse d’un ARN fonctionnel ou d’une protéine fonctionnelle

1.1.2. Faire figurer les éléments ci-dessous sur un schéma :
Promoteur Introns et exons Séquences ATG et stop Site de début de transcription
Site de polyadénylation Site de terminaison
D’où un schéma du type :

1.2.1. L’épissage consiste à exciser les introns du transcrit primaire chez les eucaryotes et à
relier les exons qui vont former l’ ARNm mature.

1.2.2. Voici, à titre d’exemple, le schéma accessible sur le site de l’Université de Jussieu :
Source : http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/transcription/transcription.htm

Étape de
ligation

Le « lasso »
sera détruit
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1.2.3. Les différents transcrits matures sont produits par épissage alternatif (ou différentiel). Un
exon (alternativement I à VIII) est associé par élimination des autres exons et des introns,
avec l’exon IX.

1.2.4. Toute réponse cohérente était acceptée : recombinaison interne à l’ADN, editing, contrôle
des initiations de la transcription, modifications post-traductionnelles, transépissage …

1.2.5. 11 transcrits matures différents sont possibles.

1.2.6. BDNF I : (exon I + exon IX) soit (0,6 + 4,1) = 4,7 kb
BDNF III : (exon III + exon IX) soit (0,2 + 4,1 ) = 4,3 kb
BDNF VII : (exon VII + exon IX) soit (0,3 + 4,1) = 4,4 kb.
Calcul pour le transcrit BDNF III : seul l’exon III, d’une taille de 0,2 kb et l’exon IX, d’une
taille de 4,1 kb) sont conservés lors de l’épissage. Tous les exons intermédiaires sont
éliminés ainsi que les introns sur l’ARNm mature.

1.2.7. Une seule protéine est synthétisée car il n’y a qu’un seul codon d’initiation de la traduction
(ATG) disponible sur les exons et il est localisé sur le début de l’exon IX (séquence en noire
sur le schéma)

2.1.1. La RT-PCR (Reverse transcription / Polymerase Chain Reaction) consiste en une
transcription inverse des ARN qui produit un ADN complémentaire (ADNc) simple brin à
partir d’un ARN, suivie d’une amplification spécifique par méthode PCR.

2.1.2. La démarche est la suivante :

2.2.1. ɓ-mercapto®thanol : agent r®ducteur des ponts disulfure, contribue ¨ la d®naturation des 
protéines
Chloroforme : élimination des molécules présentes dans la phase organique (protéines,
lipides) ainsi que des ultimes traces de phénol de la phase aqueuse contenant les ARN

2.2.2. Les ARN demeurent solubles dans la phase aqueuse alors que l’ADN non.

2.3.1. On peut utiliser des amorces hexamériques aléatoires (oligodT).

2.3.2. La RNAse H est une ribonucléase active sur des molécules hybrides ADN/ARN.

2.4.1. Le schéma devait présenter les 3 étapes majeures (dénaturation, hybridation, polymérisation)
en rappelant leurs températures respectives (95°C, environ 50 °C, 72°C) et indiquer qu’il y a
succession d’une trentaine de cycles constitués chacun de ces 3 étapes. Le schéma permettait
de préciser l’orientation des brins, d’indiquer l’hybridation des amorces, de montrer
l’amplification débordante au 1er cycle et l’apparition de la 1ère copie cible au 3ème cycle.

L’exemple ci-dessous est un schéma complet, qui n’était évidemment pas exigé mais permet
aux futurs candidats de parfaire leur préparation, disponible sur le site de la société
PROMEGA :
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2.4.2. Pour permettre la seule amplification des ADNc, il faut éliminer l‘ADN génomique car il peut
aussi servir de matrice.

2.4.3. Longueur d’au moins 20 désoxyribonucléotides ; spécifiques du fragment d’ADN à amplifier ;
absence de structures secondaires ; absence de complémentarité entre les amorces ; Tm
proches ; richesse des extrémités 3’ en G et C.

3.2.1. Un gène de ménage est un gène dont l’expression demeure (quasi) constante quel que soit
le type cellulaire ou/et les conditions de l’environnement cellulaire.
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Le taux de d®faillance du r®fractom¯tre dans l'intervalle de temps [0; +Ð[ peut °tre mod®lis® par la 
fonction g d®finie sur l'intervalle [0; +Ð [ par: g (t) = 1 - f (t) = 1 - (1+2t)e-2t, où t est exprimé en heures
et f est la fonction étudiée dans la partie B.

1. Dans cette question, on donnera les valeurs exactes puis les valeurs arrondies à 10-2.

a. Quel est le taux de défaillance du réfractomètre au bout d'une heure ?

b. Quel est le taux de défaillance du réfractomètre au bout de deux heures ?

2. Pour des raisons de fiabilité, on doit changer le réfractomètre lorsque le taux de défaillance est
supérieur ou égal à 0,75.

a. Montrer que le taux de défaillance est supérieur ou égal à 0,75 lorsque f(t) Ò 0,25. 

b. En utilisant la courbe représentative de la fonction f tracée en annexe (page 6), déterminer
graphiquement, à 10-1 près, la durée d'utilisation du réfractomètre. On laissera les traits de
construction apparents.

EXERCICE 2 (10 points)

Les quatre parties de cet exercice peuvent être traitées de façon indépendante.

Une usine fabrique en grande quantité des récipients cylindriques pour le laboratoire.

A. Loi normale

Le couvercle d'un récipient est conçu pour avoir un diamètre de 60 millimètres.
Il est non défectueux lorsque son diamètre, exprimé en millimètres, appartient à l'intervalle [59,93 ;
60,07].

On note X la variable aléatoire qui, à chaque récipient prélevé au hasard dans la production d'une
journée, associe le diamètre, en millimètres, de son couvercle.
On suppose que la variable aléatoire X suit la loi normale de moyenne 60 et d'écart type 0,03.

Calculer la probabilité qu'un récipient prélevé au hasard dans la production ait un couvercle non
défectueux. On arrondira à 10-2.

B. Événements indépendants

Les récipients fabriqués sont susceptibles de présenter deux défauts : un défaut au niveau de leur
couvercle ou un défaut de contenance.

On prélève un récipient au hasard dans la production d'une journée. On considère les événements
suivants:

E1 : « le couvercle du récipient prélevé est défectueux » ;
E2 : « le récipient prélevé présente un défaut de contenance ».

On suppose que les événements E1 et E2 sont indépendants. On admet que: P(E1) = 0,02 et P(E2) =
0,01.

Dans cette partie, on donnera les valeurs exactes des probabilités demandées.

1. Calculer la probabilité qu'un récipient prélevé au hasard dans la production d'une journée
présente les deux défauts.

2. a. Calculer la probabilité qu'un récipient prélevé au hasard dans la production d'une journée
présente au moins un des deux défauts.
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ANNEXE (à rendre avec la copie)

EXERCICE 1, Partie B, question 3.

a. Tableau de valeurs (arrondies à 10-2) de la fonction f

x 0 0.5 1 1.5 2 3
f(x)

b. Tracé de la courbe C
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1.2. Représenter les formules semi-développées possibles pour A.

1.3. A est l’acide 2-aminopentanoïque. Représenter la formule semi-développée de A.

1.4. A existe sous forme de deux énantiomères.
1.4.1. Définir un couple d’énantiomères.

1.4.2. Représenter ces énantiomères en projection de Fischer et préciser leur configuration
relative D ou L.

1.4.3. Représenter ces énantiomères en représentation de Cram et préciser leur configuration

absolue (R ou S). Justifier la méthode.

2. Détermination de la structure de B.

Pour établir la structure de B de formule brute C4H9OH on réalise les tests suivants :
a) La déshydratation intramoléculaire de B en milieu acide donne un seul composé possible C.
b) L’ozonolyse réductrice de C donne deux composés D et E.
c) Les deux composés D et E forment un précipité avec la 2,4-DNPH.
d) D réduit la liqueur de Fehling.
e) E ne réduit pas la liqueur de Fehling.

2.1. Sachant que B est un alcool primaire représenter les deux formules semi-développées
possibles pour B.

2.2. Indiquer le type de réactions (addition, substitution, élimination, oxydation,…) correspondant au
test a) ?

2.3. Indiquer les renseignements apportés par les tests c), d) et e) ?

2.4. En déduire les formules semi-développées des composés C, D et E.

2.5. Écrire la formule semi-développée de B et donner son nom.

3. Détermination de la structure de X.

3.1. Écrire l’équation de la réaction d’hydrolyse de X en utilisant les formules semi-développées pour
les produits de la réaction, et en gardant la notation X pour la formule de X.

3.2. En déduire la formule semi-développée de X.

3.3. Préciser deux caractéristiques de cette réaction.

ANNEXE (À RENDRE AVEC LA COPIE)
I. POLARIMÉTRIE

Question 3.2.2.

Équation de la réaction C12H22O11 + H2O = C6H12O6 + C6H12O6

Avancement Quantités de matière (en mol)

État initial 0

État final xmax
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1.4.3. Classement des substituants : NH2 > CO2H > R > H

Règle de Cahn-Ingold-Prelog pour la configuration R ou S

2.1. CH3 – CH2 – CH2 – CH2OH CH3 – C – CH2OH

2.2. Déshydratation : élimination.

2.3. c) D et E sont des dérivés carbonylés d) D est un aldéhyde e) E est une cétone.

2.4. E : CH3 – CO – CH3 car au moins 3 C. D : H – CHO car au moins 1 C.
C : CH3 – C = CH

2.5. B : CH3 – C – CH2OH
méthylpropan-1-ol
(alcool primaire pouvant subir une oxydation ménagée)

3.1. X + H2O = A + B

3.2. X :

3.3. Réaction lente et limitée, athermique.

H

CH3

CH3
H

CH3
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BIOLOGIE DES PROCARYOTES ET DES EUCARYOTES

SOUS-ÉPREUVE DE MICROBIOLOGIE ET GÉNIE FERMENTAIRE

Durée de l'épreuve : 2 heures Coefficient : 1

Le sujet comporte 7 pages numérotées de 1/7 à 7/7.

L’utilisation d’un dictionnaire Anglais/Français et d’une calculatrice est autorisée.

Remarque importante : il sera tenu compte de « la clarté et la rigueur de l’expression écrite et de la
composition » par la prise en compte d’une valeur d’un point sur vingt dans le barème.

Antibiotiques : les bactéries font de la résistance

Les antibiotiques, dont les premières molécules ont été découvertes au début du XX° siècle, sont
des composés antimicrobiens, le plus souvent d'origine naturelle, qui inhibent la croissance ou
détruisent des bactéries. Leur toxicité est sélective. Ils sont produits industriellement pour faire face aux
besoins importants liés à leur utilisation en santé humaine et animale.

Leur administration abusive durant des décennies a occasionné l'apparition de nombreuses
souches résistantes. La recherche actuelle essaie donc de contrer ces mécanismes de résistance ou
de mettre au point de nouvelles molécules qui auraient les mêmes effets antimicrobiens sans ces
inconvénients.

1. Les antibiotiques (5 points)

1.1. Expliquer l'expression « toxicité sélective ».

1.2. Le principal intérêt des antibiotiques est thérapeutique, mais ces molécules sont aussi utilisées
en génie génétique.
Préciser quel est alors leur intérêt.

Le genre Streptomyces est à l’origine de plus de 70 % des antibiotiques et Penicillium chrysogenum est
la source de pénicilline G. Ces micro-organismes sont tous deux de classe 1.

1.3. Indiquer à quels groupes microbiens appartiennent ces deux micro-organismes.

1.4. Décrire l’aspect microscopique de Streptomyces.

1.5. Expliquer l’expression : « organisme de classe 1 ».

1.6. Pénicillines et céphalosporines appartiennent à la même famille d’antibiotiques.

1.6.1. À partir des molécules présentées dans le document 1, reproduire sur la copie :

- le noyau caractéristique des pénicillines ;

- le noyau caractéristique des céphalosporines.

1.6.2. Indiquer et nommer la structure commune à ces deux sous-familles d’antibiotiques.

1.7. Le document 2 montre la cible de la pénicilline G. Le noyau de l’antibiotique est un analogue
structural du dipeptide DAla-DAla. La flèche indique une réaction de transpeptidation.

1.7.1. Nommer et situer dans la bactérie, la molécule représentée dans ce document.
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2.5.4. Expliquer ce que signifient, dans le document 5, les expressions : « Glucose feeding »
et « Nitrogen feeding ».

Exposer les raisons de cette façon de procéder.

2.5.5. Calculer le rendement spécifique de la pénicilline produite par rapport à la biomasse
formée à la fin du procédé, exprimé en g de pénicilline par g de biomasse.

2.6. La pénicilline naturelle produite par Penicillium chrysogenum est principalement de la pénicilline
G. Cette dernière peut être modifiée.

2.6.1. Citer un moyen permettant cette modification.

2.6.2. Qualifier les antibiotiques ainsi modifiés.

3. Résistance bactérienne aux antibiotiques (4 points)

En milieu hospitalier, l’émergence de nouveaux micro-organismes pathogènes résistant aux
antibiotiques crée une situation alarmante. 10 % des patients, et plus dans certains services,
contractent une infection lors de leur séjour à l’hôpital. Le document 6 liste différents facteurs à
l’origine de l’augmentation du nombre de souches résistantes.

3.1. Donner la signification de l’expression « antimicrobial selective pressure ».

3.2. Illustrer cette notion par un exemple emprunté au laboratoire de génie génétique.

3.3. Rappeler un mécanisme de résistance aux pénicillines, fréquemment rencontré chez les
bactéries.

3.4. L’acquisition de résistances aux antibiotiques se fait le plus souvent par transfert de plasmide
de résistance de bactérie à bactérie par conjugaison.

3.4.1. Décrire le transfert d’un plasmide par ce mécanisme à l’aide d’un ou plusieurs schémas
commentés.

3.4.2. Citer et définir brièvement deux autres mécanismes de transfert de matériel génétique
entre bactéries.
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Document 1

Structure de quelques antibiotiques de la famille de la pénicilline G

Document 2

Cible de la pénicilline G
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Document 3

Amélioration de la production de la pénicilline G
En 1928, le bactériologiste écossais Alexander FLEMING découvre un agent antibactérien : la

pénicilline. En 1939, Howard FLOREY, Ernest CHAIN et Norman HEATLEY la purifient à partir d’une
culture de Penicillium notatum et testent son effet in vitro. En 1941, les premiers essais in vivo sur des
soldats au cours de la guerre sont couronnés de succès. Les besoins en pénicilline sont alors très
importants. La production débute à partir de cultures de la moisissure sur milieux gélosés.

Elle évolue ensuite par étapes avec en 1951 une modification majeure, celle de la souche
productrice. On choisit alors une moisissure isolée d'un melon contaminé apporté par une ménagère à
la suite d'un appel au public : une souche de Penicillium chrysogenum hautement productive, la souche
NRRL 1951 (NRRL = Northern Regional Research Laboratory). Cette espèce est toujours utilisée
actuellement mais la production de pénicilline a considérablement évolué depuis. Elle est représentée
dans le schéma ci-dessous :

Document 4

Procédé de fabrication de la Pénicilline G

P. notatum P. chrysogenum
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2.4.1. Réhydratation du contenu d’un tube conservé par lyophilisation : ceci permet le réveil
de la souche (ou revivification). La propagation de la souche en fiole d’Erlenmeyer
puis en bioréacteurs permet d’augmenter progressivement la quantité de biomasse
nécessaire à l’inoculation d’un bioréacteur de production.

2.4.2. Des solutions d’alimentation sont apportées en cours de fermentation, donc le
volume augmente : c’est une culture en « fed-batch » (ou batch alimenté).

Plusieurs arguments peuvent être évoqués :

- l’apport des substrats au fur et à mesure des besoins permet éviter l’inhibition de
la croissance par un excès de substrat comme dans les procédés en batch

- la toxicité de l’acide phényl-acétique est limitée par son ajout en fin de phase
exponentielle (il est toxique pendant la croissance)

- la durée de la culture est allongée, ce qui permet d’augmenter la production

2.4.3. Filtration du moût : elle permet l’élimination du mycélium

Refroidissement du filtrat : la pénicilline qu’il contient est une molécule thermolabile

Purification : récupération de l’antibiotique par élimination des constituants du milieu

2.5.1. Phase exponentielle de 0 à 14 heures : consommation du lactose (source de C et
nutriment énergétique) et des ions ammonium (source d’azote minéral facilement
assimilable par tous les microorganismes) : il y a croissance rapide de la biomasse.

14 à 40 h : phase de ralentissement de la croissance : on observe l’épuisement du
lactose et une forte consommation de l’ammonium.

A partir de la 45ème heure environ : démarrage de l’alimentation en glucose (puis l’azote
est apporté à partir de la 70ème heure environ), la croissance en concentration de
biomasse est moins rapide (mais le volume augmente), les ions ammonium sont épuisés
vers la 60ème heure environ.

2.5.2. La pénicilline est produite en fin de phase exponentielle de croissance et surtout en
phase de ralentissement, c’est donc un métabolite secondaire.

2.5.3. La phase exponentielle étant parfaitement identifiable entre t = 0 et t = 14 h, on peut
exploiter les valeurs : µXexpo = QXexpo = Ln(14,8) – Ln(2,5) / (14 – 0) = 0,127 h-1

D’où G = Ln(2)/µXexpo = 5,5 h (5h30)

Remarque : l’exploitation d’autres couples de points expérimentaux pendant la phase exponentielle
permettait d’obtenir des valeurs numériques parfois nettement différentes de celles qui figurent ci-
dessus. Ces calculs ont été validés à partir du moment où ils montraient une démarche cohérente.

2.5.4. Glucose feeding : cette alimentation en glucose permet d’éviter la limitation de la
production (le glucose est inhibiteur de la synthèse de pénicilline car il oriente le
métabolisme vers la production de biomasse et empêche d’atteindre la phase
stationnaire). Cet apport permet de compenser l’épuisement du lactose (non
inhibiteur de la synthèse de pénicilline) en fournissant une autre source de C et
surtout un nutriment énergétique.

Nitrogen feeding : alimentation en azote pour compenser l’épuisement en ions
ammonium.

Remarque : il faut, de même que pour l’apport en glucides, éviter d’orienter le métabolisme de la
culture vers la production de biomasse : le fed-batch, apportant les nutriments énergétiques et sources
de C et N au fur et à mesure des besoins, est la solution technologique permettant de n’apporter que
ce qui est nécessaire à l’entretien de la biomasse et à la synthèse de pénicilline, très coûteuse en
énergie.

2.5.5. Exprimé RP/X en g pénicilline (P) / g biomasse (X), le rendement spécifique est le
rapport des variations de la quantité de pénicilline produite à la quantité de biomasse
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ÉPREUVE DE
BIOCHIMIE STRUCTURALE ET FONTIONNELLE DES PROTÉINES

Durée de l'épreuve : 2 heures Coefficient : 1

L’utilisation d’un dictionnaire Anglais/Français est autorisée.
L’utilisation d’une calculatrice est interdite.

Remarque importante : il sera tenu compte de « la clarté et la rigueur de l’expression écrite et de la
composition » par la prise en compte d’une valeur d’un point sur vingt dans le barème.

Étude de phosphatases alcalines mutées,
responsables de maladies des os et des dents (hypophosphatasies) chez l’Homme

Chez l’Homme, la phosphatase alcaline humaine « tissu non spécifique » (notée TNSALP) est une
protéine ancrée dans la membrane plasmique, côté milieu extracellulaire, par l’intermédiaire d’un bras
GPI (glycosyl phosphatidyl inositol). Elle catalyse la réaction d’hydrolyse d’une molécule de
pyrophosphate, qui, à forte concentration, bloque le processus de minéralisation du milieu
extracellulaire. Ainsi, certaines mutations du gène codant pour la TNSALP sont responsables de
maladies affectant la minéralisation des os et des dents (hypophosphatasies).

1. Étude de la structure et de la synthèse de la TNSALP sauvage (10 points)

L’enzyme TNSALP est un homodimère non covalent. Chaque sous-unité (66 kDa) porte 3 chaînes
glucidiques ce qui lui donne une masse moléculaire globale de 80 kDa. Les formes glycosylée et
non glycosylée peuvent coexister dans le cadre d’une surexpression.

1.1 Définir les termes « homodimère » et « non covalent ».

Des cellules COS-1 sont transfectées par un plasmide portant le gène codant pour la protéine
TNSALP sauvage. Après 24 heures de culture, elles sont lysées par sonication à 4°C, puis le lysat
est centrifugé à basse vitesse. Le surnageant obtenu, appelé homogénat cellulaire, est analysé par
SDS-PAGE, suivi d’un western blot utilisant un anticorps anti-TNSALP.

1.2 Présenter les étapes principales d’analyse de l’homogénat cellulaire.

1.3 Expliquer pourquoi dans la plupart des cas une seule bande ou un nombre faible de bandes
est observé après l’ajout d’anticorps.

L’électrophorèse SDS-PAGE est effectuée en conditions réductrices et en conditions non
réductrices.

1.4 Donner le nom et le rôle d’un agent réducteur utilisé pour pré traiter les échantillons en
conditions réductrices.

Les résultats obtenus pour l’analyse de l’homogénat cellulaire contenant la protéine sauvage sont
visualisés sur les pistes 1 et 5 du document 1.

1.5 Expliquer pourquoi ces résultats sont en accord avec les données sur la structure de la
protéine TNSALP sauvage.

Les trois résidus de la protéine TNSALP sauvage, correspondant à des sites de glycosylation, sont
surlignés en gris sur le document 2. Le document 3 donne la correspondance entre le code à une
lettre et le code à trois lettres des acides aminés.

1.6 Donner le nom et la formule du résidu surligné N dans le document 2.
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1.7 Nommer la liaison reliant l’ose et le résidu N de la protéine glycosylée.

1.8 Préciser le(s) compartiment(s) cellulaire(s) où se déroule cette glycosylation.

1.9 Citer deux rôles joués par les chaînes glucidiques sur une glycoprotéine.

Le schéma du document 4 représente le phénomène de translocation de la protéine dans le
réticulum endoplasmique rugueux.

1.10 Annoter ce schéma (légendes 1 à 6 à recopier sur la copie).

Les 17 premiers résidus de la séquence de la TNSALP sauvage délimitent le peptide signal.

1.11 À l’aide des documents 2 et 3, relever les caractéristiques de cet élément.

1.12 Citer les étapes successives du phénomène représenté sur le document 4.

2. Étude des mutants de la protéine TNSALP (7 points)

Chez certains patients atteints d’hypophosphatasie plus ou moins sévère, des protéines
mutantes ont été isolées :

- TNSALP (R 433 H) : substitution de l’arginine 433 par une histidine
- TNSALP (R 433 C) : substitution de l’arginine 433 par une cystéine

Des cellules COS-1 sont utilisées pour produire les protéines TNSALP mutantes, selon les mêmes
étapes que pour la protéine sauvage.
Pour les protéines sauvage et mutantes (R 433 H et R 433 C), la mesure de l’activité spécifique
dans les homogénats cellulaires est effectuée selon le mode opératoire du document 5.

2.1 En utilisant le mode opératoire fourni, donner la formule littérale permettant de calculer la
concentration d’activité catalytique, CAC, en U.mL-1 d’homogénat cellulaire.
Justifier les unités et préciser les valeurs numériques des volumes intervenant dans cette
formule.

2.2 Calculer les activités spécifiques, AS, en U.mg-1, pour chaque forme protéique, à l’aide des
résultats du document 6.

2.3 Commenter les activités spécifiques obtenues, en tenant compte des substitutions
distinguant les formes sauvages et mutées.

Les TNSALP humaines sauvages contiennent 5 résidus cystéines (C 102, C 122, C 184, C 472 et
C 480) dont la position est très conservée entre les différentes isoenzymes connues. Chaque sous-
unité de la protéine sauvage contient 5 cystéines ; seule la cystéine 102 n’est pas impliquée dans
un pont disulfure.
Les protéines mutantes (R 433 H et R 433 C) sont analysées de la même façon que la protéine
sauvage, par western blot. Les résultats sont présentés dans le document 1 (pistes 2, 3, 6 et 7).

2.4 Définir la notion d’isoenzyme.

2.5 Comparer les résultats obtenus pour ces mutants à ceux de la protéine sauvage.

2.6 Proposer une hypothèse permettant d’expliquer les modifications structurales observées pour
les mutants R 433 C.

2.7 Schématiser (formule semi-développée) un pont disulfure formé entre deux cystéines.

Un double mutant est créé à partir du mutant TNSALP (R 433 C) pour lequel le résidu cystéine C
102 est substitué par une sérine : TNSALP (R 433 C ; C 102 S). La protéine correspondante est



104

analysée par western blot, selon les mêmes conditions que les autres protéines : les résultats sont
donnés dans le document 1 (pistes 4 et 8).

2.8 La cystéine 102 participe-t-elle à la modification structurale observée pour les mutants (R 433
C) et (R 433 C ; C 102 S) ? Justifier.

2.9 Représenter schématiquement la structure quaternaire des protéines des deux mutants
TNSALP (R 433 C), TNSALP (R 433 C ; C 102 S) et de la protéine sauvage, en précisant la
position des ponts disulfures intra et/ou intercaténaire(s) (intra et inter chaînes).
Représenter les liaisons reliant les sous-unités.

Données : résidus cystéines reliés par des ponts disulfures C 122-C 184 et C 472-C 480

3. Utilisation de l’enzyme TNSALP (R 433 H) en dosage immuno-enzymatique (2 points)

L’enzyme TNSALP (R 433 H) est intéressante pour sa forte activité. On envisage de l’utiliser
comme marqueur dans une technique ELISA.
Les premières étapes du dosage d’un antigène par compétition en microplaques sont les
suivantes :

- Etape 1 : fixation de l’anticorps spécifique (en quantité limitante)

- Etape 2 : saturation de la microplaque avec de la gélatine

3.1 Représenter l’étape 3 de compétition.

3.2 L’activité enzymatique mesurée diminue en fonction de la concentration en antigène à doser.
Justifier cette observation.

3.3 Préciser le rôle de la gélatine.

3.4 Les étapes 1, 2 et 3 se terminent par un lavage. Donner le rôle du lavage dans l’étape 3.
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Document 1

Analyse de la protéine sauvage et des protéines mutées par SDS-PAGE
en conditions réductrices et non réductrices couplée à un western blot

Document 2

Séquence de la protéine TNSALP sauvage

10 20 30 40
MISPFLVLAIGTCLTNS LVPEKEKDPK YWRDQAQETL KYALELQKLN TNVAKNVIMF

50 60 70 80 90 100
LGDGMGVSTV TAARILKGQL HHNPGEETRL EMDKFPFVAL SKTYNTNAQV PDSAGTATAY

110 120 130 140 150 160
LCGVKANEGT VGVSAATERS RCNTTQGNEV TSILRWAKDA GKSVGIVTTT RVNHATPSAA

170 180 190 200 210 220
YAHSADRDWY SDNEMPPEAL SQGCKDIAYQ LMHNIRDIDV IMGGGRKYMY PKNKTDVEYE

230 240 250 260 270 280
SDEKARGTRLDGL DLVDTWKSFK PRYKHSHFIW NRTELLTLDP HNVDYLLGLF EPGDMQY

290 300 310 320 330 340
ELNRNNVTDP SLSEMVVVAI QILRKNPKGF FLLVEGGRID HGHHEGKAKQ ALHEAVEMDR

350 360 370 380 390 400
AIGQAGSLTS SEDTLTVVTA DHSHVFTFGG YTPRGNSIFG LAPMLSDTDK KPFTAILYGN

410 420 430 440 450 460
GPGYKVVGGE RENVSMVDYA HNNYQAQSAV PLRHETHGGE DVAVFSKGPM AHLLHGVHEQ

470 480 490 500
NYVPHVMAYA ACIGANLGHC APASSAGSLA AGPLLLALAL YPLSVLF

Le peptide signal est représenté en gras.

Pistes 1 et 5 : TNSALP sauvage
Pistes 2 et 6 : TNSALP (R 433 H)
Pistes 3 et 7 : TNSALP (R 433 C)
Pistes 4 et 8 : TNSALP (R 433 C ; C 102 S)
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Document 3

Correspondance entre le code à une lettre et le code à 3 lettres de certains acides aminés

M I S P F L V A G T C N
Met Ile Ser Pro Phe Leu Val Ala Gly Thr Cys Asn

Document 4

Représentation de la synthèse et de la translocation
de la protéine TNSALP dans le réticulum endoplasmique rugueux
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2.8 Les bandes obtenues pour le double mutant (R 433 C - C 102 S) sont les mêmes que pour le
mutant (R 433 C), en conditions réductrices et non réductrices. La mutation de la cystéine
102 n’a donc aucun effet sur les ponts disulfures reliant les deux sous-unités.

2.9 Remarque importante : les schémas ci-dessous sont beaucoup plus complexes que ceux
qui ont été admis par les correcteurs. Ils ont pour but d’aider les candidat(e)s à perfectionner
leur préparation par un corriger plus approfondi.

TNSALP sauvage : les sous-unités sont reliées
par des liaisons faibles (figurées en pointillé).

TNSALP mutant (R 433 C) : les sous-unités sont
reliées par des liaisons faibles (en pointillés) et un

pont disulfure (en trait plein) entre les Cys 433.

Dans le mutant (R 433 C - C 102 S), la cystéine 102 est remplacée par une sérine, mais la structure est
la même que pour le mutant (R 433 C).

3.1. L’antigène à doser et l’antigène marqué sont placés simultanément, ce qui induit la
compétition entre eux pour leur rétention par l’anticorps avec lequel la microplaque est
sensibilisée.

3.2. Plus la concentration en antigène à doser (ajouté en quantité variable) augmente, plus la
quantité d’antigènes marqués (ajoutés en quantité limitante) retenus diminue, car l’anticorps
fixé au support est en quantité limitante. Après les lavages pour éliminer les molécules
d’antigène non retenues, la mesure de l’activité de l’enzyme (TSNALP) sera d’autant plus
forte que la concentration de l’antigène à doser est faible.

3.3. La gélatine permet de saturer les sites de la phase solide non occupés par l’anticorps.

3.4. Il assure l’élimination des antigènes (marqués ou non) non retenus par les anticorps.
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ÉPREUVE DE
BIOLOGIE MOLÉCULAIRE ET GÉNIE GÉNÉTIQUE

Durée de l'épreuve : 2 heures Coefficient : 1

L’utilisation d’un dictionnaire Anglais/Français est autorisée.
L’utilisation d’une calculatrice est interdite.

Les méganucléases : outils de recherche et de thérapie génique

Une société française de biotechnologie est spécialisée dans la production d’enzymes de restriction « à
façon » : les méganucléases. Elles sont dérivées d’une endonucléase appelée I-Cre I et hautement
spécifiques de très grands sites.

1. Propriétés de la nucléase I-Cre I (8 points).

La nucléase I-Cre I a été découverte en étudiant le gène codant l’ARNr du chloroplaste de
Chlamydomonas eugameto. Dans la séquence de l’unique intron de ce gène, a été détecté un ORF
qui code l’endonucléase I-Cre I ; ce gène a été cloné et exprimé dans E. coli.

1.1 Donner la signification des termes suivants :

- ORF ;
- ARNr ;
- Intron.

1.2 Représenter à l’aide d’un schéma légendé les éléments nécessaires à l’expression d’un gène
eucaryote. Préciser le rôle de chacun d’eux.

1.3 Le document n° 1 présente un extrait de la fiche technique des enzymes AsiS I et I-Cre I.

1.3.1 L’endonucléase AsiS I reconnaît une séquence palindromique de huit paires de bases
commençant par 5’GCGAT, le site de clivage est situé après T.
Donner :

- la séquence complète de ce site ;
- les deux fragments obtenus après hydrolyse.

1.3.2 À l’aide du document n°1, proposer une définition générale de l’unité d’activité pour
une enzyme de restriction.

1.3.3 D’après le document n°1, indiquer si l’enzyme I-Cre I est à coupure rare ou fréquente.
En déduire l’intérêt de fournir le plasmide pGPS2 avec l’enzyme I-Cre I.

1.3.4 Calculer la concentration massique de la BSA 100X fournie.

1.3.5 Proposer un mode opératoire précis de double digestion par AsiS I et I-Cre I de
pGPS2 dans un volume de réaction de 50 µL en une heure à 37°C.
Justifier ces choix.

1.4 La carte de restriction du plasmide pGPS2 linéarisé par Not I est donnée dans le document
n° 2.
Schématiser le résultat de la séparation par électrophorèse des fragments obtenus après
digestion totale de pGPS2 (linéarisé par Not I) par :

AsiS I seule I-Cre I seule AsiS I et I-Cre I
Indiquer la taille des fragments obtenus et nommer les électrodes.
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2. Criblage de mutants de la nucléase I-Cre I (5 points)

Sur la nucléase I-Cre I, quatre motifs protéiques responsables de la reconnaissance de séquences
spécifiques de l’ADN ont été identifiés. La séquence nucléique codant pour l’un d’entre eux,
composé de huit acides aminés (SKTRKTTS), a été mutée pour obtenir des protéines variantes
dans leur spécificité de reconnaissance.

2.1 Le gène de I-Cre I a été synthétisé en incluant les mutations à tester puis a été cloné dans un
vecteur d’expression de levure.

Le document n° 3 présente un échantillon des différentes modifications testées.

2.1.1 Traduire la séquence de l’oligonucléotide n° 4 en séquence protéique avec le code à
une lettre, en utilisant le code génétique (document n° 4) ; préciser l’orientation de
l’oligonucléotide n° 4 et du peptide codé.

2.1.2 Préciser l’utilité de l’« accession number » donné dans le document n° 3.

2.1.3 Le codon UUA code la leucine. Proposer un exemple de codon dérivé de UUA
différent par une seule base dans chacun des cas suivants :

- mutation non sens ;
- mutation faux sens ;
- mutation silencieuse.

Justifier le choix de chacun de ces exemples.

2.2 Criblage des variants.

Pour ce criblage, le test d’activité des enzymes modifiées est présenté dans le document n°
5.
Des levures sont cotransfectées avec d’une part un vecteur d’expression de l’enzyme
mutante, et d’autre part par un vecteur dont la construction simplifiée est représentée dans le
document n° 5. L’activité de I-Cre I peut induire une recombinaison homologue dans les
cellules de levures.

2.2.1 Expliquer à l’aide d’un schéma légendé le processus de recombinaison homologue.

2.2.2 Expliquer le principe du test présenté dans le document n° 5.

2.2.3 Indiquer comment sont visualisées les colonies positives.

3. Production de la nucléase I-Cre I modifiée (6 points)

Pour tester les variants efficaces, le gène codant I-Cre I modifiée a été amplifié par PCR en
ajoutant un linker pour Eco RI juste avant le codon d’initiation et un linker Sal I en aval du codon
stop (document n° 6). Le produit d’amplification, digéré par ces deux enzymes, a été cloné dans
un vecteur d’expression de la série pGex-4T présenté dans le document n° 7.

3.1 Résumer en une ou deux phrases, sans schéma, le principe de la PCR.

3.2 Donner précisément la composition qualitative d’un milieu réactionnel (aucune justification
n’est demandée).

3.3 Préciser les trois températures usuellement utilisées dans un cycle de PCR.
Justifier ces valeurs de température.

3.4 Les enzymes Eco RI et Sal I sont incompatibles :

- définir le terme « incompatibles » ;
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Document n° 3

Séquences nucléotidiques des motifs variants de I-Cre I

N° Access number Séquence nucléotidique
wild type CAA26008 tcgaagacgcgtaaaacaacttct
1 DM199304 tcaaaacgtcgtgagacagtttgg

2 DM199305 ccaaactgtctcgagacagtttgg

3 DM199306 tcaaaacgtcgtacgacgttttga

4 DM199307 tcgggacgtcgtacgacgtcccga

5 DM199308 tcggaacgtcgtacgacgttccga

6 DM199309 tcggtacgtcgtacgacgtaccga

Document n° 4

Code génétique

Codes à une lettre et à trois lettres pour les acides aminés :

Document n° 5

Functional test of I-Cre I

In yeast, and mammalian cells, DNA cleavage
between two direct repeats is known to induce a very
high level of homologous recombination between the
repeats. The recombination pathway, often referred to
as single-strand annealing (SSA), removes one
repeat unit and all intervening sequences.

We thus constructed a SSA reporter vector, with two
truncated, non-functional copies of the bacterial LacZ
gene and an I-Cre I cut site (cs) within the intervening
sequence, in a yeast plasmid. Cleavage of the cut site
should result in a unique, functional LacZ copy that
can be detected by X-gal staining.
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Document n° 6

Schéma de la stratégie d’amplification de l’insert à cloner

Document n° 7

Vecteurs d’expression de la série pGex-4T

Ptac : promoteur hybride entre Plac et Ptrp

3’

3’

5’

5’

gène I-Cre I

Amorce
sens

Linker
EcoRI

Amorce
Antisens Linker

Sal I
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1.3.5. Le tableau de digestion sous un volume final de 50 µL est donc le suivant :

Réactif Volume Justification
1 µg of pGPS2 Not I-
Iinearized

10 µL Le document 1 indique 1 µg de pGPS2, sa concentration
est de 100 ng/µL, il faut donc VpGPS2 = 1 / 0,100 = 10 µL

BSA 100 X 0,5 µL Il faut diluer la solution fournie au 1/100ème,
donc VBSA = 50/100 = 0,5 µL

Buffer (2, 3 ou 4) 10X 5 µL Il faut choisir un des tampons pour lesquels les activités
sont maximales pour les 2 enzymes à la fois : 2, 3 ou 4
donnent 100 % d’activité de AsiS I et 50 % seulement pour
I CreI, mais les autres sont de performances inférieures.
Tampon 10 x, donc VBuffer = 50 / 10 = 5 µL

AsiS I 1 U pour 100 % 1 µL Cette enzyme aura une excellente activité
I-Cre I 2 U pour avoir 100 % 2 µL Cette enzyme aura une bonne activité en plaçant 2 fois

plus d’enzyme (elle n’est active qu’à 50 % dans le tampon
choisi)

Eau de qualité « Biologie
Moléculaire » (bidistillée)

31,5 µL Ce volume permet de compléter à 50 µL.

Conditions de la digestion : durant 1 heure à T = 37°C.

Ordre d’introduction des réactifs :
1 = eau « BM » en premier, car elle représente le volume le plus élevé, pour assurer la dilution de tous
les réactifs et la possibilité de déposer les faibles volumes par aspiration/refoulement
2 = tampon 3 = ADN à digérer ou BSA 4 = BSA ou ADN à digérer
5 et 6 = les enzymes sont toujours ajoutées en dernier, afin d’être placées dans leurs conditions
optimales de fonctionnement (tampon dilué 1X). Cette addition correspond au début de la digestion.

1.4. On devait trouver sur ce schéma les informations suivantes :

2.1.1. 5’ tcg gga cgt cgt acg acg tcc cga 3’
NH2 S G R R T T S R COOH

2.1.2. C’est le numéro d’accession dans les bases de données, il permet un accès rapide et précis
aux séquences dans les banques génomiques et protéomiques.

2.1.3. Mutation « non sens » par la transformation de UUA en codon stop UAA ou UGA
Mutation « faux sens » : elle transforme UUA en un codon pour un autre acide aminé, par
exemple UUU (Phe)






