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BTS Biotechnologies : Définition de la nature des
épreuves

TABLEAU DES EPREUVES

- , . Nature de .
Désignation Coefficients l'épreuve Duree
Epreuves écrites
Mathématiques 1 écrite 2h
E1l : mathématiques et
sciences physico-chimiques Sciences physiques et 1 écrite oh
chimiques
E 2 : biologie moléculaire et génie génétique 1 écrite 2h
E 3 : biochimie structurale et fonctionnelle des protéines 1 écrite 2h
. , Microbiologie et génie L
E4 : Biologie des e ST 1 ecrite 2h
procaryotes et des
eucaryotes . . . . .
ucary Biologie cellulaire 1 écrite 2h
Epreuves pratiques
B[olpgle, mp!eculalre et 1 CCF/ 2% 3h
génie génétique ponctuelle
Biochimie des protéines 1 CCF/ 2x3h
. , ponctuelle
E5 : travaux pratiques de
iotechnologies : . . . -
ROEE R ogiES Microbiologie et génie CCF/
. 1 2x3h
fermentaire ponctuelle
Biologie cellulaire 1 CCF/ 2x3h
ponctuelle
Epreuves orales
Rapport de stage et soutenance 4 Orale 50 min
TOTAL 14
Epreuve facultative
Langue vivante étrangére (épreuve orale, seuls les points 1 Orale 20 min

au-dessus de la moyenne sont pris en compte)
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2018 - U1l : Mathématiques

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : L 6usage de tout mod |l e de <calculatrice

autorisé.
EXERCICE 1 : (9 points)

La scanographie est un procédé radiologique, réalisé a l'aide d'un scanner, qui permet
de reconstruire informatiquement I'image d'une coupe du corps humain a partir d'une série
d'analyses. Elle permet notamment de détecter des tumeurs. Dans cet exercice, on
s'intéresse aux scanographies réalisées dans un hopital.

Partie A

Une étude effectuée dans cet hopital montre que :
A 60 % des scanographies effectuées concernent le cerveau et, parmi celles-ci, 20 %
détectent une tumeur ;
A 90 % des autres scanographies effectuées ne détectent pas de tumeur au patient.

Parmi les patients de I'h6pital qui ont besoin d'une scanographie, on en choisit un au
hasard. On note C I'événement « le patient fait une scanographie du cerveau » et T
| 6®v®nement ¢ | e patient a une tumeur é.

1. Recopieret compl ®t er |-Coatrebr e

T
Montrer que la probabilité que le patient a une tumeur est égale a 0,16.

La scanographie permet de détecter une tumeur au patient. Quelle est la probabilité
gue cette tumeur ait été détectée au cerveau ?

4. Sur un échantillon de 40 patients atteints d'une tumeur au cerveau, un médecin
constate que 25 patients ont été guéris apres un traitement approprié.

a) Donner une estimation ponctuelle ¥ de la proportion inconnue p de patients
guéris d'une tumeur au cerveau apres un traitement approprié.

b)  Estimer maintenant cette proportion p par un intervalle de confiance au seuil de
95 % (on prendra des valeurs approchées a 102 prés pour les bornes de
l'intervalle).

Partie B

On admet que le délai d'attente en jours pour réaliser une scanographie a cet hdpital suit
une loi exponentielle de paramétre | et que le délai d'attente moyen est égal a 10 jours.

1. Déterminer la valeur de | .

6 BTS Biotechnologies
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2. Parmi les trois représentations graphiques ci-dessous, une seule représentation
correspond a la densité de probabilité de cette loi exponentielle. Sans justifier la

réponse, indiquer la représentation correspondante.

Représentation B

Représentation C

Représentation A
0.1 ,\
0.08
0.06
0.04
0.02
0 10 20 30

0.1
o.uj
0

0.04

0.02

-40

-20 0 20

04

03

02

01

rd

A

15

3. On rappelle que, si T est une variable aléatoire qui suit la loi exponentielle de

paramétre | , alors pour tout réel t de [0;+ B[,on a: P(T¢t) = 1- el T,
Déterminer alors la probabilité, arrondie au milliéme, que le délai d'attente d'un

patient pour une scanographie ne dépasse pas 8 jours.

Partie C

Cette partie est un questionnaire a choix multiples. Pour chacune des questions, trois
réponses sont proposées, dont une seule est exacte. Le candidat portera sur la copie le
numéro de la question suivi de la réponse choisie. On ne demande pas de justification.
Aucun point n'est enlevé en l'absence de réponse ou en cas de réponse fausse.

On admet que la probabilité, arrondie au centieme, que le délai d'attente d'un patient

pour une scanographie ne dépasse pas 8 jours est égale a 0,55.

On construit aléatoirement un échantillon de 200 patients de I'hdpital, qui se voient prescrire
une scanographie. On appelle X la variable aléatoire égale au nombre de ces patients dont
le délai d'attente ne dépasse pas 8 jours.

Question 1 :

La variable aléatoire X suit :
A) la loi binomiale de paramétres 200 et 0,55 ;

B) la loi normale de paramétres 200 et 0,55 ;

C) la loi exponentielle de paramétres 200 et 0,55.

Question 2 :

La probabilité que le quart de ces 200 patients ait un délai d'attente qui ne dépasse pas 8

jours est égale a :
A) P(X 08) ;

Question 3 :

2L SH

C) P(X=50).

La probabilité que moins de la moitié des 200 patients ait un délai d'attente qui ne
dépasse pas 8 jours est égale a 103 pres a:

A) 0,021 ;

B) 0,068 ;

BTS Biotechnologies
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Question 4 :

On admet que la loi suivie par la variable aléatoire X peut-étre approchée par une loi
normale. La représentation graphique de cette loi normale est alors :

Réponse (A) : Réponse (B) : Réponse (C) :
0.4
0.06
/\
0.04 03 /1
074
0.2 / \
0.02
02 \
N \\
80 90 100 110 120 130 ° £ J \ 30 -20-10 0 10 20 30
80 90 100 110 120 130

EXERCICE 2 : (11 points)

Lors du processus de fabrication de plats cuisinés en restauration collective, le
refroidissement est une phase cruciale pour éviter la croissance de germes. La
réglementation impose que le refroidissement rapide des barquettes de plats cuisinés
soit opéré de telle maniére que leur température ne demeure pas a des valeurs
comprises entre + 10 °C et + 63 °C pendant plus de 2 heures (arrété du 8 octobre
2013, dispositions particulieres applicables aux établissements de restauration
collective).

Une entreprise de restauration collective fabrique des barquettes de plats cuisinés,
soumises a une attention particuliere : lorsqu'elles ont atteint une température de
+63 °C, elles sont placées dans une cellule de refroidissement rapide, et cela afin de

respecter la réglementation précédente.

8 BTS Biotechnologies
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Partie A

On proceéde a deux réglages différents de la cellule de refroidissement rapide (réglage
n° 1 et réglage n° 2). Sur le graphique ci-dessous, sont représentées les courbes C1 et
C2, qui correspondent respectivement a la température d'une barquette placée dans la
cellule en fonction du temps pour le réglage n° 1 et pour le réglage n° 2.

Tempérhture en crr
60 X\ ' 1 - " > , ’ 2 v v + 1 - > ,—y ey ..vf. b PR ‘
o NN e :
1 \ . I O T
40\\ i i
» jjc;‘g""ff{j'?'i'i"‘,li.il '
30 ' ' I R
\\
20 — : :
40 i {4 : b4 $-t \ . 4
| ! EE R ERE DY AR ER DR Temps{enheues
0 025 05 0.75 1 1.25 15 1.75 2 2.25 25 275 3 3.25

1. Indiquer la température de la barquette au bout de 90 minutes dans la cellule de
refroidissement rapide avec le réglage n° 1.

2. a) Leréglage n° 1 satisfait-il a la reglementation définie ci-dessus ? Justifier.
b) Le réglage n° 2 satisfait-il a la reglementation définie ci-dessus ? On estimera,
avec ce réglage, combien de temps la barquette doit rester dans la cellule de
refroidissement rapide pour atteindre une température de + 10 °C.

3. Un employé en charge du réglage de la cellule de refroidissement rapide affirme que
la température de la barquette baisse de 5 % toutes les minutes avec le réglage
n° 2. Expliquer pourquoi cette affirmation est en contradiction avec la courbe C2.

4. Dans cette question, on admet que la température de la barquette baisse de 2 % toutes
les minutes avec un réglage n° 3. Recopier et compléter les lignes 3, 4 et 5 de
l'algorithme ci-dessous afin que ce dernier permette de déterminer au bout de
combien de temps la température de la barquette sera inférieure a + 10 °C :

N« O

T« 63

Tant queéééeeée. .

Af fecter ° N | a val
Af fecter T | a val
Fin Tant que

o 01k WN PR
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Partie B

Dans toute cette partie, la température de la cellule de refroidissement rapide est
réglée a + 3 °C (afin que la température de la barquette ne soit jamais inférieure a + 3 °C).
Pour le réglage n° 2, la température de la barquette est modélisée par une fonction ¥ qui,
a tout temps t en heures, associe la température ¥(t) de la barquette en °C.

1.

On admet que la fonction ¥ est solution de I'équation différentielle y' = -1,2(y - 3) sur
[0; + =,

a) Deémontrer que cette équation différentielle s'écrit encore sous la forme

(E):y'+1,2y =3,6.

b) Déterminer les solutions de I'équation différentielle y' + 1,2 y=0sur [0 ; + a[.
c) Vérifier que la fonction constante t - 3 est une solution particuliere de I'équation

différentielle (E). En déduire I'ensemble des solutions de I'équation différentielle (E).

d) Expliquer pourquoi ¥(0)= 63. Déduire de ce qui précede une expression de ¥(t) pour

tout réeltde [0 ; + .

Dans ce qui suit, on admet que, pour tout réel t de [0; + & [, ¥(t) = 60e L2t + 3.

2. Donner la valeur arrondie a 102 de ¥(2). Interpréter dans le contexte de I'exercice.

3. Déterminer la limite de la fonction ¥ en +a. Interpréter dans le contexte de I'exercice.

4. Avec un logiciel de calcul formel, on obtient T "0 o fp (& 10T prés).
Interpréter ce résultat dans le contexte de I'exercice.

5. Pour le réglage n° 1, la température de la barquette est modélisée par une fonction g,
qui, a tout temps t en heures, associe la température g(t) de la barquette en °C. On
admet que la courbe C1 est la représentation graphique de cette fonction g.

En s'inspirant de la forme de I'expression de la fonction ¥ proposer une expression de
g(t) pour tout réel t de [0; + & [. Expliquer la démarche.
10 BTS Biotechnologies
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Formulaire
I ntervall e de confiance dbéune p
On mesure une fréquence ¥ ddun <caract re doum et®ao boahaitei
estimer la proportonpi nconnue de | a popul ation toute
95% de la proportionpi nconnue est | 0i¥ntervalle centr
v ol Qp QL Qp "Q
Q Ph*)(Pé—nQ PhOCPé—
Lois de probabilités suivies par la variable aléatoire X
Nom de la loi Parametre(s) Espérance E(X) Ecart type s (X)
Binomiale netp np ENP N
Normale pets V1 S
Poisson I I m
Exponentielle I 18 18
Equation différentielle : a y+by=0
Les solutions sont les fonctions de la forme ¥(t) = KQ ol K est une constante réelle.
11
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Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : L'usage de tout modéle de calculatrice, avec ou sans mode examen, est
autorisé
Documents a rendre avec la copie  : annexe 1 et annexe 4

Les différentes parties des exercices sont indépendantes.
Les données numériques sont indiquées dans chaque exercice.

La correction de | 6®preuve tiendra | e plus gr
r®sol ution et dans | a r®daction de | 6®nonc® d
r®sultats num®riques avec celle des donn®es d

du soin apporté aux représentations graphiques éventuelles et de la qualité de la langue
francaise dans son emploi scientifique.

|. HYDROLYSE DU SACCHAROSE (19 points)

Dans certaines raffineries de sucre, le saccharose Ci12H22011 est extrait de la betterave.
Une partie du saccharose extrait sert a produire par hydrolyse du sucre dit « inverti ».

En solution agueuse, le saccharose subit une hydrolyse conduisant a deux isoméres de
formule brute CeH1206 : le glucose et le fructose. Cette réaction, lente, est catalysée en
milieu acide par les ions H3O%@ag ou en milieu biochimique par une enzyme, l'invertase,
sécrétée par la levure Saccharomyces cerevisiae.

Les deux molécules produites lors de la réaction d'hydrolyse du saccharose sont
représentées sous forme linéaire (chaine ouverte) dans l'annexe 1 page 10 a rendre
avec la copie .

1. Aspect stéréochimique du glucose

1.1. Sur l'annexe 1 page 10 a rendre avec la copie , repérer par des astérisques (*) les
atomes de carbone asymeétriques de la molécule de glucose.

1.2. Indiquer le nombre de stéréo-isomeéres du glucose. Justifier la réponse.
1.3. Indiquer si la molécule de glucose est chirale.

1.4. Sur l'annexe 1 page 10 a rendre avec la copie , représenter en projection de
Fischer I'énantiomére du D-glucose. Nommer cet énantiomere.

1.5. Surl'annexe 1 page 10 a rendre avec la copie , dessiner la représentation de Cram
de la molécule de glucose dans laquelle I'atome de carbone n°5 est de configuration
absolue R. Justifier brievement.

Données :

Elément chimique HI C| O
Numéro atomique Z

=
(o)}
(o]

2. Suivi de la réaction d'hydrolyse par polarimétrie

2.1. Le polarimetre

Un polarimetre permet de mesurer le pouvoir rotatoire d'une solution optiquement active. Il
est constitué d'une lampe a vapeur de sodium produisant une lumiére monochromatique,
de deux polariseurs, d'un tube a échantillon, d'un analyseur d'intensité lumineuse, d'un
dispositif de mesure d'angle et de divers éléments d'optique.

12 BTS Biotechnologies
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2.1.1. Exploiter le diagramme des niveaux d'énergie du sodium (page 3) pour calculer la
|l ongueur d'onde & de | a radiation ®mise pa
sodium).

On rappelle gu'une transition radiative d'un niveau d'énergie E2 vers un niveau d'énergie
E1 inférieur se traduit par un rayonnement électromagnétique de fréquence n tel que :
Ez>-Ei1=h.n

Di agramme des niveaux doé®nergie du sodium

EeneV
4 Données :

0 1 constante de Planck : h = 6,63 x 103 J5%
-0.86 1 célérité de la lumiére : ¢ = 3,00 x 108 mA?
-1.38 T électron-volt : 1 eV = 1,60 x 1019
-1,51
-1,93
-3,03 . . .

Radiation émise (raie D du sodium)
2 VaVaVaV
-5,14 Y

Niveau fondamental

2.1.2. Le schéma suivant représente deux polariseurs rectilignes identiques et leurs axes
de transmission respectifs. Le polariseur n°2 peut tourner par rapport au polariseur
n°l.

Axe de transmission

du polariseur n°1

N d Axe de transmission

du polariseur n°2

Sens de propagation
______________________________________________________ 2.._ 5 delalumiere

Lumiére polarisée
Intensité lumineuse |

Lumiére polarisée
Intensité lumineuse I'

Lumiére naturelle
non polarisée

|l ndi guer | a valeur de | '"angle d en degr ® d

2.2. Exploitation des mesures polarimétriques

L'hydrolyse du saccharose est une transformation chimique quantitative qui est traduite
par I'équation de réaction :

saccharose(q) + H20( sA glucose(ag) + fructose(aq)

Du fait de | a r®action d'hydrolyse, |l e pouvec
évolue au cours du temps.

Une solution de saccharose de concentration massique initiale C = 6,00 x 102 ghkm= est
hydrolysée, en milieu tamponné a pH = 3,5 et a la température de 20 °C.

L'évolution du pouvoir rotatoire de la solution est suivie a l'aide d'un polarimétre dont le

tube a échantillon est de longueur L = 1,00 dm.

La courbe correspondante est donnée dans I'annexe 2 page 11 .

La quantit® d'eau, qui est aussi l e solvant,
négligeable : le volume du mélange sera considéré comme constant.

BTS Biotechnologies 13
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Données: | oi de Biot pour un seul solut® : U = |
avec : ]
[ U] : pouvoir rotdmthp'mie sp®ci fique en A

L : longueur du trajet optique en dm
C : concentration massique en gkm-3

Dans |l e cas doéun m®l ange de plusieurs solut ®s
Espéces chimiques Pouvoir rotatoi r| Massemolaire
optiquement actives a 20 °C pour la raie D du sodium (en gAnol 1)
(en °Am1A1Akm?3)
Saccharose + 66,5 342
Glucose + 52,7 180
Fructose -92,2 180
221. Retrouver, par un calcul, | a \w)alé lasolutiomae sur ®
|l 6instant t = 0 h (Il ancement des mesures).

2.2.2. Déterminer la concentration molaire initiale de saccharose en mol.cm=. En déduire
les concentrations massiques en glucose et fructose présents dans le milieu a la fin

de | 6hydrolyse, que | d6don consid rera comme
223.Cal cul er | a v alde pauvoirarotatoiren deula solltion a la fin de
| 6hydr ol yse. Comparer au r®snmhéemae 2 E&EMaGeE

déduire que la réaction étudiée est bien totale.

2.2.4. Justifier I'appellation « inversion » du saccharose donnée habituellement a cette
réaction.

2.2.5. Dans lindustrie sucriéere, I'hydrolyse enzymatique du saccharose en présence de
I'enzyme invertase nécessite moins d'une heure dans les mémes conditions de
concentration, de pH et de température. Commenter brievement cette information.

14 BTS Biotechnologies
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ll. SYNTHESES DE LA VANILLINE (15 points)
1. Synthese de la vanilline par bioconversion de la pulpe de betterave

De plus en plus, l'industrie sucriere essaie de valoriser les résidus de pulpe de betterave,
par bioconversion, afin d'obtenir des produits & haute valeur ajoutée tels que la vanilline.

Les parois cellulaires des végétaux comme la betterave contiennent des biopolymeres :
des celluloses, des hémicelluloses et beaucoup de lignines. Les hémicelluloses et les
lignines sont raccordées entre elles par l'intermédiaire de I'acide férulique. Un traitement

des r®sidus de pulpe de betterave consiste e

I'enzyme acide férulique estérase (AFE), qui par action synergique avec d'autres enzymes,
libere l'acide férulique. Par voie biotechnologique, I'acide férulique ainsi extrait est ensuite
transformé en vanilline.

Le schéma global et simplifié du processus est le suivant :

Groupe caractéristique (1)

0
lignine-CH3~

(1 )] AFE + autres enzymes

______________________

Groupe caractéristique (2)

| | Ox_ M
! ! Xy
1 ! O% OH
aspergillus niger pycnoporus cinnabarinus
> > CHj
(2) _CHy, © o~
O
CHg OH
OH
acide vanillique vanilline
acide férulique
11. Dans | 6®t ape (1), on observe une modi f

groupement caractéristique (2).
Nommer ces deux groupements caractéristiques.

1.2. Caractériser la réaction chimique de I'étape (3) en utilisant I'un des termes suivants :
addition, élimination, oxydation, réduction.

1.3. Un contréle qualité par spectrométrie de masse donne le spectre du produit obtenu
dans le bioréacteur (annexe 3 page 11). Montrer, en identifiant le pic de l'ion
moléculaire (pic parent), que le produit peut bien étre de la vanilline CgHsOs.

BTS Biotechnologies 15
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Données :

Elément chimique H C O
Masse molaire en gAnol! 1,00 | 12,0 | 16,0

2. Synthese de la vanilline par voie chimique

La vanilline peut étre obtenue a partir du benzene par la séquence réactionnelle suivante :

OH OH
CH,=CH-CH, 0, OH
. E— —_ =
H" (cat) Etape 2 Etape 3
Etape 1 \
benzéne cuméne phénol pyrocatéchol
) 1) Attaque d'une base
Etape 4 2) CHyl
OH OH OH
OH
le} O\ O\
~ O\
[ S - -
Etape 7 Etape 6 Etape 5
le) "
\O OH A OH gaiacol
vanilline OH
21. La r®action se produisant dans | 6®t ape 1 S
. . + s .
dans un premier temps un carbocation CH,-CH-CH, selon la premiere étape du
O
mécanisme réactionnel ci-dessous :
/\ . +
Ecrire la fin du mécanisme réactionnel conduisant au cuméne en utilisant le
formalisme des fleches courbes.
2.2. L'étape 2 consomme du dioxygéne et produit également de la propanone. Ecrire une
éguation de réaction ajustée en utilisant une représentation topologique pour les
molécules organiques.
23. Lors de | 6®t ape 3, un i som re du pyrocat ®ct
Donner sa représentation topologique.
24. 1l denti fier |l a fonction chimigue modifi ®e C
a été utilisé en défaut.
Donner ce qui aurait ®t® obtenu si | 6oxydan
Citer un oxydant possible.
16 BTS Biotechnologies
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[ll. DOSAGES DU GLUCOSE (16 points)

Il existe différentes techniques de dosage du glucose en solution aqueuse. La méthode de
Bertrand est une technique de dosage de certains sucres, dont le glucose. Elle nécessite
I'emploi de la liqueur de Fehling, solution trés basique (pH > 13) contenant des ions Cu?*
complexés par des ions tartrate.

1. Rdéle des ions tartrate dans la liqueur de Fehling

La composition de la liqueur de Fehling est donnée dans le tableau suivant :

Pour un litre de solution aqueuse :
Espece chimique Formule Masse en g
Sulfate de cuivre pentahydraté CuSO4, 5H20 | 20
Hydroxyde de sodium NaOH 75
Tartrate mixte de sodium et de| CsH40sNaK 100
potassium
Eau H20 Quantité suffisante pour 1 L
Données : Masse molaire M(CuS04,5H20) = 249,6 gAnol!
a25°C: pKs(Cu(OH)2) = 19,7

produit ionique de I'eau Ke = 1,0 x 1014

On considere une solution aqueuse (S) de méme concentration massique en sulfate de
cuivre pentahydraté que la liqueur de Fehling, ce qui correspond a une concentration
molaire en ions cuivre (Il) [Cu?*(ag)] = 8,0x102 molA_1

11. Donner | 6expression litt®edal eddydmpoxydetdaea
Cu(OH)2 (s).

12. Montrer que | e pH de d ®doxytle dd euivre RCu(OW)ist, at i 0
dans la solution (S) précédente, vaut pH = 4,7.

1.3. En déduire, sans calcul supplémentaire, le rble des ions tartrate dans la liqueur de
Fehling.

2. Dosage chimique du glucose par la méthode de Bertrand

Le mode opératoire est le suivant :

f Etape 1 : dans un erlenmeyer, faire réagirunepris e d' essai ¢@u0OmLvol un
de solution aqueuse de glucose CsHi1206 (Sérum sanguin par exemple) avec un
volume de 40 mL de liqueur de Fehling, a ébullition pendant une durée de 3 min.
Une partie des ions Cu?* (complexés par les ions tartrate) se transforme en oxyde de
cuivre (I) Cu20¢s) de couleur rouge, stable en milieu fortement basique.

f Etape 2 : refroidir le mélange réactionnel en le placant dans un bain-marie d'eau
froide.

f Etape 3 : récupérer l'oxyde de cuivre () Cu20() par filtration sur un entonnoir en
verre fritté (poreux), en évitant de laisser le solide au contact de l'air. Laver le
précipité a l'eau.

f Etape 4 : dissoudre l'oxyde de cuivre (I) Cu20(s) récupéré dans une solution aqueuse
d'ions Fe3*(ag) en exces : une partie des ions Fe3*(aq se transforme en ions Fe?*(ag).

{ Etape 5 : acidifier le milieu p a r addi ti on doémLndacide sulfungee d e 1
concentré et doser les ions Fe**ag)f or m®s dpe @ par lesdoBst parmanganate
MnO4' (ag).

BTS Biotechnologies 17
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Cette technique permet, par exemple, de doser le glucose dissous dans le sang.
La réaction d'oxydation du glucose par les ions Cu?*aq) apportés par la ligueur de Fehling
se traduit, en milieu basique, par I'équation :

CeH1206 (aq) + 2 Cu?* aq) + 5 HO' (aq) K CsH1107" (ag) + Cu20 (5) + 3 H20( 5 (étape 1)

Du fait d'une réaction chimique concurrente, la quantité de matiere de glucose
consommeée et la quantité d'oxyde de cuivre (I) formée ne sont pas égales .

C'est pourquoi il faut utiliser une courbe de correspondance (courbe de Bertrand) donnée
en annexe 4 arendre avec la copie pour exploiter cette étape du mode opératoire.

La réaction d'oxydoréduction entre l'oxyde de cuivre () et les ions Fe3*aq) se traduit, en
milieu acide, par I'équation de réaction :

Cu20s) + 2 Fe3*ag) + 2 H*ag) K 2 CU?*(aq) + 2 Fe?*(aq) + H20( 1) (étape 4)

Le dosage des ions Fe?*(aq) ainsi formés a nécessité un volume Ve = 8,55 mL de solution
aqueuse d'ions permanganate MnO4' (ag) de concentration C = 0,0205 molA_1,

2.1. Cette réaction implique les couples MNO4' (ag) / MN?*(aq) et Fe¥* @) / Fe?*(aq).
Ecrire les deux demi-®qu at i ons associ ®s ~ chacun de ¢
de | a r®action dooxydo r?®g etdes iionsnpermamgamae | e s
MnO4' (aq) €n milieu acide.

2.2. Calculer la quantité de matiére n(Fe?*(aq)) dosée. Justifier la réponse.

23. La mas s e 4d@qg) quimstagCavec le glucose vaut 55,6 mg.
Al 6aide de | a cour be baenexBé pagerla mdendeavenl®e dan
copie, d®t er mi ner l a masse de glucose cont et
déterminer la concentration massique de la solution de glucose dosée. Commenter
la valeur trouvée s achant gudune &jeuwn ce® momprisenemtrema | e
0,70 gAtet 1,10 gA .

3. Dosage spectrophotométrique du glucose par voie enzymatique

Cette technique de dosage, spécifique au glucose, se fait en deux étapes. Le glucose
aqueux CsH1206 est d'abord oxydé par le dioxygene de l'air, a température ambiante, en
présence de I'enzyme glucose-oxydase (GOD) pour former de I'acide gluconique CsH1207
et de I'eau oxygénée H20:2. Puis, I'eau oxygénée H202 formée réagit avec le phénol et la
4-aminoantipyrine, a température ambiante, en présence de I'enzyme peroxydase (POD)
pour former une quinonéimine (espece chimique colorée dont le maximum d'absorption se
situe entre 500 nm et 510 nm).

Le mode opératoire consiste a prélever10e L de | ' ®c hant i lajowen sous an al
hotte ventilée, 1 mL des réactifs en kit (contenant phénol, 4-aminoantipyrine, tampon
phosphate et les enzymes GOD, POD, dans les proportions optimales), a laisser agir
15 min a température ambiante et enfin a mesurer I'absorbance du mélange avec un
spectrophotometre pour en déduire la concentration molaire en glucose.

Question :

En | aboratoire dbéanal yse, cette m®t hode est
Bertrand. Justifier cette affirmation en analysant les facteurs suivants : durée, sécurité et
sélectivité du dosage.

18 BTS Biotechnologies



U12 - Sciences physiques et chimiques 2018 - Sujets

ANNEXE 1 A RENDRE AVEC LA COPIE

O H
ol CH20OH
[ I
CHOH (|3:O
I
CHOH CHOH
[ I
CHOH CHOH
| |
CHOH CHOH
[ I
CH2OH CH20H
Glucose Fructose
o /H | Miroir
o /
I
H ———OH 1
|
HO —+— H :
1
H——F——OH |
1
H———OH 1
1
|
CH20OH |
Représentation de Fischer du : Enantiomére du D-glucose :
D-glucose

(a représenter et a nommer)

Molécule de glucose avec lI'atome de carbone n°5
de configuration absolue R (a dessiner en
représentation de Cram dans ce cadre) :

C4H704

Atome de carbone n°5

H— C—OH

CH20H
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ANNEXE 2

5,00 %

4,00

°)
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2,00

1,00 N

0,00 \\\\~ R

Pouvoir rotatoire de la solution (en

(] 10 20 30\4%0 60 70 80 90 100
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-1,00 T
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ANNEXE 3

Spectre de masse (d'apres Spectral Database for Organic Compounds SDBS / Japan)
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ANNEXE 4 A RENDRE AVEC LA COPIE

Courbe de Bertrand
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2018 - U2: Biologie moléculaire et génie génétique
Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

CRI SPR/ Cas9, un outil de modi fica
Le syst me CRI SPR/ Caw Systeane tbactérienldé protectiph noetre

l 6infectiogquiphd®t quet | 6ADN exog ne viral
intéressant comme outil du génie génétique notamment pour réaliser la modification ciblée

de s®quences choisies de | 6ADN g®nomique door
1. Fonctionnement de | 6outil CRI SPR/ Cas ¢
Léout il CRI SPRIICAasOt ircerpockde deux ¢ omp olséaARNe sg um
et | 6enzyme Cas?9.

Le document 1 présente le mode de fonctionnement de cet outil.
1.1 Expliquerl e r*l e de | 6ARN sp®cifique dans | 6 ARN

121 ndi quer l e type dbébenzyme auquel appartien
covalente cliv® par ce type dbébenzyme.
1.3D®signer | e processus par | equel |l a coupur e

réparée dans la cellule héte.

2. Production des composantes de | 6outil
de génie génétique (9,5 points)
Le document 2 pr ®sent e des extraits du manuel

«GeneArt® CRISPR Nuclease Vector Kit» commercialisé par le fournisseur Invitrogen™,

Ce coffret contient un vecteur plasmidique qui permet la production des deux
composantes de | 6outil CRI SPR/ Cas 9, | 6 ARN gu
eucaryotes cibles.

La premi re ®tape consiste " construire | e ve
sp®cifique de | a s®quence dO6ADN g®nomique <cib
a

Un oligonucl ®oti de double brin est i ns®r ® d
présentée dans le document 2.

2.1 Expliquer le rdle du promoteur U6 et du terminateur Pol Ill. Schématiser et orienter
| 6 ARN produi t.

2.2 Expliquer, a partir de la carte du vecteur « GeneArt® CRISPR Nuclease OFP
Reportere, | 6i nt ®r °t des extr®mit®s utilis®es d

Le vecteur recombinant est ensuite introduit dans des cellules bactériennes par
transformation par choc thermique.

2.3 Rappeler les étapes clés a réaliser pour la transformation des bactéries E. coli et
indiquer un milieu gélosé permettant de sélectionner les colonies de transformants.

Apres la vérification de la qualité des clones obtenus par séquencage, une minipréparation
d6ADN pl asmi di que ededclores recembin@e®e L6 ARBMLEtpPIrasmid
ensuite transfecté dans les cellules eucaryotes cibles.

22 BTS Biotechnologies
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2.4 Citer deux méthodes de transfection des cellules eucaryotes animales puis présenter
succinctement leur principe.

2.5 A partir de la carte du vecteur, identifier less ®quences qui per mettent
Cas9 dans une cellule eucaryote et rappeler leur role.

hY

2.6 Schématiser la protéine de fusion orientée, produite a partir du vecteur dans les
cellules eucaryotes. E x geduengeuNelr S I ppaunmpolr ® @ o T i
Cas9.

2.7 Préciser comment repérer les cellules transfectées exprimant cette protéine de fusion.

3. Mi se au poi nt de | out il CRI SPR/ C¢
génomique du ver Caenorhabditis elegans (C. elegans) (6,5 points)
Loéutilisation de | 6outil CRI SPR/ Cas9 pour | a

du nématode C. elegans nécessite plusieurs étapes de mise au point.
Les chercheurs ont notamment test ® -ih)dwegerfei caci
codant la protéine fluorescente verte (« green fluorescent protein » ou GFP) dans le gene

doune prot®i ne musxulaire du ver, NMY

Ledocument3pr ®sente | a strat®gie de modi ficati on

B31Expliquer |l es ®t apes de gfp dansnles genetnmp-decCi bl ®e
elegans.

La v®rification de | 0 igfptassge gane nnoys2 decQ elegansdste d u
réalisée sur trois lignées de cellules de vers par génotypage.

La premi re ®tape du g®notypage consiste en |
selon le protocole fourni dans le document 4.

32Expliquer | e rtle des r®actifs indiqu®s en
génomique.

La deuxieme étape du génotypage consiste en une PCR.
Les résultats obtenus pour le génotypage réalisé sur les vers A, B et C, avec les amorces
de PCR 1, 2, 3 ou 4, sont présentés dans le document 5.

3.3 Estimer la taille de chaque amplicon produit par PCR a partir des ADN extraits des
vers A, B et C. Interpréter les résultats et identifier le ou les vers possédant la
construction finale attendue nmy-2 :: gfp.

Lo6ef f idela teéhho®gie CRISPR/Cas9 est comparée a une simple transfection de
| & A 8fN:: nmy-2 par biolistique. La protéine de fusion NMY-2 - GFP est observée en
microscopie optique au méme stade du développement embryonnaire de C. elegans. Les
clichés sont présentés dans le document 6.

34Apartir de | d6analyse des images, conclure ¢
dans cette expérience.

Clart® et r i gu e uécritedeladompssitipnr(Z spsimt ®) n
Justesse et rigueur de | 6expression ®crite (orthogr
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
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Document 2 : Extraits du manuel doéutil i sat
CRI SPR Nuclease Vector Kitdvdu f

Cassette doexpression de | 6ARN gui de

Target specific
crRNA promoter  tracrRNA Pollll terminator

Carte du vecteur AGeneArtE CRI SPR Nucl ease OF

tracrRNA Pol Il
| - CAAAA LA |

F1 origin UC origin
oA\ | /" ’
OFP - \
% _— Ampicillin
CRISPR Nuclease OFP l
Reporter 9,219 bp
i — P
& Y
Cas9 (with NLS1 and NLS2)

Légende :

Pcmv = promoteur provenant du cytomégalo virus

2A : séquence codant le peptide 2A. Site de clivage par une protease.
OFP = gene codant une protéine fluorescente orange

TK pA = séquence de polyadénylation du gene de la thymidine kinase
U6 promoter = promoteur provenant du gene de type 11l U6
Pollliterm=t er mi nat eur sp®ci fique de |
NLS = séquence de localisation nucléaire

LIFE TECHNOLOGIES. GeneArt® CRISPR Nuclease Vector Kit. Manuel technique .
2014, pages 2, 3 et 13.
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Document3 : Modi fi cati on de | 6 AO.Neleggn® nparmi q u ¢
| 6out i | CRI SPR/ Cas?9

La stratégie de modification consiste a insérer le géne gfp dans le gene nmy-2 de C.

elegans pour obtenir le locus nmy-2 :: gfp.

s ADN génomique
il smgl-1 double brin
Site de coupure
par Cas9
Outil
Crispr/Cas9
nmy-2 smgl-1
loxP loxP

loxP

nmy-2

CRE recombinase

loxP

sélection

sélection
ADN de
synthése

loxP

smgl-1

Locus nmy-2 :: gfp
intermédiaire:

e -

smgl-1

Locus final
nmy-2 :: gfp

Légende :
ofp : gene codant la GFP

sélection : gene de sélection des vers hébergeant la construction génétique
lox P : site de coupure par une enzyme, la Cre recombinase

26
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Document 4 : Protocole dbéextraction de |
C. elegans

1 Collect worms from a recently starved plate into a glass conical tube by rinsing off with
3 mL of H20. Use glass since worms will stick to plastic.

2 Wash worms twice with H20 to get rid of bacteria, then transfer to an Eppendorf tube
using a 1 mL glass pipette.

3 Spin, remove as much liquid as possible and freeze.

4 Thaw worm pellet and add 200 eL TENSKB (50 mmolA.* Tris pH 7,5 ; 10 mmolA.!
EDTA ; 100 mmolA.-? NaCl ; 0,5% SDS; 0,05 mgAnL! proteinase K ; 0,5% 2-
mercapto-ethanol).

5 Resuspend by inverting and place at 60 °C until carcasses dissolve (1-2 hours), mixing
by inverting tube every 30 minutes.

6 Dilute to 400 uL with H20. Extract with equal volume phenol/chloroform . Mix by
vigorous shaking by hand rather than vortexing to reduce the shearing of DNA. Spin 5
minutes and remove supernatant gently with a cut off 1000 €L Eppendorf pipette tip.

7 CHCI3 extract once.

8 Ethanol precipitate by adding 40 €L of 3 molA."* sodium acetate (pH 5,2-6,0) and 1 mL
of ethanol 100 % (v/v) . Spin 10 minutes at 4 °C at full speed in microfuge.

9 Wash pellet with 70 % ethanol to remove salts.

10 Re-suspend in 100 L TE. Add 0,5 £L 10 mgAnL! RNAse. Incubate 30 minutes at
37 °C.

Déapr s LI SSEMORIslatibriof @ elegans gehomic DNA and detection of
deletions in the unc-93 gene using PCR. Biochem Mol Biol Educ. 2005, May;33(3):219-26.
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Document5 : PCRlors du génotypage des vers A,BetC

Positionnement des amorces de PCR pour le génotypage des vers

Locus sauvage:

— 2] smgh1 —
—
1

Lacus nmy-2 :: gfip final: laxP

— i R oo —
> — -—
1 2 4

Locus nmy-2 = gfip intermédiaire:

— e > B

— e
1 2 |
3,0 kb !

- o
*

24 kb

BOKD

Phot ographies des gels doé®l ectrophor se
PCR du génotypage

Ver A Ver B Ver C
N T < N T
+ + + + + +
L IR Ll v B

Puits
10 kb
6 kb

3 kb
2kb

10 kb
6 kb

3kb
2kb

1kb
1 kb

+

Taille des bandes du marqueur (en pb) : 1000 ; 1500 ; 2000 ; 2500 ; 3000 ; 3500 ;
4000 ; 5000 ; 6000 ; 8000 ; 10000
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Document6 : Mi crophotographies opt i gdeexs d o
souches de C. elegans au méme stade de
développement.

NMY-2GFP
Knock-in  zuls45

1 zuls45 : Souche de C. elegans exprimant la protéine de fusion NMY-2 i GFP apres
transfection doun vecteur doOoexpression par

1 Knock-in: Souchede C.elegansmo di f i ®e par | 6outil CRI SPR

DICKINSON DJ, WARD JD, REINER DJ, GOLDSTEIN B. Engineering the Caenorhabditis
elegans genome using Cas9-triggered homologous recombination. Nat Methods. 2013
Oct ; 10(10):1028-34.
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2018 - U3 : Biochimie structurale et fonctionnelle des
protéines

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé _: calculatrice, dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

La L-asparaginase : biomolécule thérapeutique

Léef fet ant i tasparagnasé (L-ASNNasd) a étd mis en évidence dans les
ann®es 1950. Depui s, | 6 e nzy nkscheachigRdol®ou Erwihia ai t e
carotovora et commercialisée. Une troisieme forme commerciale a été développée par

l i ai son de | &é#cBeNcaia mli adessnoléculas de polyéthylene glycol.
R®cemment , une soci ® ® biopharmaceutique fr a
développementdeL-as par agi nase encapsul ®e dans des gl c
de présenter une toxicité moins importante.

On se propose do6®tudier quelques caract®rist.i

1. Etude de L-asparaginase encapsulée (3 points)

Le document 1 présentel e principe dbéaction du m®di cament
L-asparaginase, de certains cancers du sang.

Lébéasparaginase (E.C.3.5.1.1) encapsul ®e -~ | O
traitement anti-cancéreux original et efficace. L 6 eutatton peduit significativement les
effets secondaires( r ®acti ons all ergiques, toxicit® sur

1.1 Ecrire la réaction catalysée par la L-asparaginase. Préciser | a c|l asse do6en:
laquelle appartient la L-asparaginase.

12 Expliguer | 6i nt ®r-dspgaragindse tand ce tsakement. a L
Loencapsulation est une technique doi mmobil i s
Elle di minue | 6apparition des ph®nom nes de r

1.3 Expliquer | 6i nt ®r °t d 6-asparagipaseu Présenterl sammairement une
m®t hode doéi mmobilisation autre que par r ®te
Rappelerl es princi paux avantages et 1 nconv®ni el

2. Extraction et purificatondelaL -aspar aginase dOEr wini
(8 points)

Lal-aspar agi na &mwinia caretovera strablerait étre mieux tolérée que cellle
d Bscherichia coli. Cette protéine, de masse moléculaire de 150 kDa, présente une
structure et un comportement électrophorétique différents de ceux de la L-asparaginase
d Bscherichia coli.

Le document 2 présente les étapes de la purification de cette enzyme. Le pourcentage de
saturation en sul fsdrea la@éipitationde (ar-aspagagimase est
de 70%.

2.1 Expliquer le principe de | a pr ®ci pitation des prot®ine
(NH4)2SOa.

22 Calculerlamassede sul fate doéoammoninbm doexjtauwtigr b'r
atteindre ce pourcentage de saturation.
(La quantité de sels présents dans le milieu avant précipitation est négligeable.)
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Le document 2 pr ®s ent e des i nformations techniques
stationnaire adaptée pour la conduite de la gel filtration.

23 Argument er | a éapede getfitrati®n cdndéoutive a la précipitation au
sul fate doéammoni um.
Al 6ai de des valeurs des domaines de fracti
L-ASNase dans chacune des deux phases stationnaires.
Montrer que | es volumes do®l ution obtenus o
comportement. Discuter du choix de la phase stationnaire.

24 Calculer | 6activit &p (snpUblmg’¥ i poar l 6extrait brut
purifiée finale aprés chromatographie sur DEAE Sephadex (équations aux grandeurs
et aux valeurs numériques exigéees).
Calculer le taux de purification (ou enrichissement) global et le rendement global
obtenus (équations aux grandeurs et aux valeurs numériques exigées).

Une électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate
(SDS PAGE) et en conditions réductrices a été réalisée lors du suivi de la purification. Les
résultats sont présentés dans le document 3.

2.5 Estimer la masse moléculaire correspondant a la bande obtenue apres purification.
Montrer que la L-asparaginase est un homotétramére. Comparer les résultats
obtenus pour | dextrait bConclure.et pour | a frac

2.6 Expliquer | es i nformations compl ®ment ai r euse appoc
électrophorése SDS PAGE en conditions non réductrices.

3. Etude de 1 d6influence de quelques compo
cinétiques de la L -asparaginase (4 points)

Une am®lioration de | 6ef f paasket ® pdde ceftaina | b & in
composeés a la L-asparaginase encapsulée.

Dans cette perspective, 16 i nf | uence cchd i punes!| euesddun atounpos ®
déoabord ®t® ®tudi ®e. Les conditions de mesur
obtenus sont rassemblés dans le document 4.

3.1 Analyser les résultats obtenus en présence des ions Mg?* et K* pour en déduire| 6 ef f et
de chacun de ces i ons sur | 6enzyme.
Sachant gue | 6 EDTA ew, sptoposemuneaegpdication deshr@sultats
obtenus en présence de ce réactif.

Une attention plus particuli re sbdéest ensuite
Les groupements thiols caractérisent une famille de composés organiques comportant un
groupement SH lié a un atome de carbone.

Dans cette famille on trouve des molécules telles que la L-cystéine ou le glutathion réduit.

La constante de Michaélis (Kwu) et la vitesse initiale maximale de la réaction (Vimax), ont été
déterminées en présence ou en absence de ces composés (document 5).

3.2 Analyser les résultats présentés et conclure quant aux actions des deux effecteurs
test®s sur |l es param t Kgefvie) N®t i ques de | 6el

Le document 6 présente un mod | e de m®cani sme dbéaction
comportant des groupements thiol (T) sur la L-asparaginase.

33Montrer gue |l a modification de | d6affinit® I
adéquation avec le modéle proposé.
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4. Dosage des anticorps anti -L-asparaginase dans le plasma des

patients trait@®poiniglar | 6enzyme
Dans certains ¢c a s , | 6i nefficacit® du traitement au
doanti cofappaanginase par | 6organi s me. Un t es:

déterminer la concentration en anticorps plasmatiques.
Le document 7 présente le protocole utilisé.

4.1 Reéaliserunschémaannott montrant | e contenu npositvcul ai r
Présenterl es caract®ristiques de | 6anticorps co
fixation.

4.2 Expliquerl 6 ®v ol uti on attendue du signal en fonc
anti L-asparaginase du plasma.

Clart® et rigueur de | 6expression ®crite de
Justesse et rigueur de | 6expression ®crite (o
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
Documentl : Principe doéacti onL-adparagn&di cament
encapsulée
1. Injection dans le sang de L-asparaginase
encapsulée dans des globules rouges
2. Transport actif de L-asparagine dans le
globule rouge et action de la L-asparaginase
LEGENDES Y Z Y D
Y anticorps anti L- ¢ ¢
asparaginase | $ - Y
L-asparaginase ¢ D B
2 asparag Yol Y
§ asparagine ] D B
=== transport actif Y

Le principe du traitemen t est do®l i mi ner | Buaimgnta impogiantn des aellulesc ul an't

cancéreuses, en utilisant une enzyme spécifique : la L-asparaginase. Cette enzymec at al yse | 6hydro

la L-asparagine en acide L-aspartique et ammoniac (NH3).
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Document 2 :

Les differentes étapes de la purification

Purification de la L -asparaginase de Erwinia carotovora

) Activité Masse de
Etapes de purification catalytique protéines
totale z (Ul) | totales (mgQ)
Extrait brut 10000 5000
Pr®ci pitation au 5000 1400
Gel filtration sur Sephadex G-75 4100 249
Chromatographie CM cellulose 3172 10
Chromatographie DEAE Sephadex 3000 3
Masse (g) de sulfate doéammoni um ajout
pour atteindre le pourcentage de saturation désiré.
Le tableau indique | es masses de sul fate déarm
solution pour obtenir le pourcentage de saturation désiré en fonction du pourcentage de
saturation de la solution initiale.
% de saturation final
55 % 60 % 65 % 70 % 75 % 80 % | 100 %
- 0% 351g | 3909 | 430g | 472g | 5169 | 5619 | 767¢g
o
'g 10% | 2889 | 326g | 3659 | 4069 | 4499 | 4949 | 694¢
S ©
"56) 2 | 15% | 2569 | 2949 | 3339 | 3739 | 4159 | 4599 | 657¢g
3 20% | 2259 | 262g | 300g | 340g | 382g | 4249 | 619¢
L
25% | 193g | 230g | 2679 | 307g | 348g | 390g | 583¢
2.c : Informationst echni ques rel atives |l a condu
Phases V mort V total V élution Débit Dimensions | Domaines de
stationnaires (mL) (mL) Asparaginase | (ML Anin 1) | colonne fractionnement
testées (mL) (kDa)
Sephadex G-75 100 265 101 2 2,6 cm 3480
Superdex 200 112 250 158 2 x 60 cm 10 & 1300

Composition de la phase mobile : tampon TrisHCI a 50 mM + KCI 100 mM, a pH 8,5
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Document 3 Analyse des fractions de purification sur SDS PAGE en
conditions réductrices
kDa

98

1 2 3

Piste 1 : Marqueurs de masse moléculaire.
Piste 2 : Extrait brut.
Piste 3 : Fraction protéique aprés purification sur

62 DEAE Sephadex.
49
- -
28
17
-
Document4 : Influencedediffé r ent s compos®s ur
L-asparaginase
Concentration Activité
Réactif du réactif L-asparaginase
(mmol A %) relative (%)
aucun 0 100
Mg?* 1,0 24
K* 1,0 133
EDTA 0,5 117
Une pr® ncubation de | 0 &Mhen présencede corppdse tasténestt e s
réalisée.
Léactivit® r®si duel | e est ensuite d®t er mi n
concentration en L-asparagine.
Les r®sul tats sont expri m®s en pourcentage

doef fecteur.

Document5 : Effet des composés a groupements thiols sur les
param tres cin®tiques de | denzy
z Kwm Vimax
Effecteur testé (mmol A ) (umol Ang+Anin 1)
Témoin* 0,098 1700
Cystéine 0,086 2000
Glutathion
(forme réduite) 0,055 2500

* Témoin réalisé sans effecteur
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Document6 : Mod | e de m®cani sme doéacti on

organiques comportant des groupements thiols sur la
L-asparaginase.

e - B SH.

Asparagine Aspartate

(rﬁ @

Asparagine
Etatll
U: compris entre 0 et 1
T : composé contenant des groupements Thiols
Document 7 : Protocole de dosage des anticorps antiL  -asparaginase

par technique ELISA

Ninety-six-well plates were coated with 50 ¢L/well L-asparaginase diluted in carbonate-
bicarbonate buffer, pH 9.6, overnight at 4 °C.

Plates were washed three times with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.05%
Tween-20 (PBS/Tween), and then blocked with 100 €L/well of 4% bovine serum albumin
(BSA) in PBS for 1 h at room temperature.

After washing, 50 eL of patient plasma diluted as indicated in PBS/Tween/1% BSA were
pipetted into wells and incubated overnight at 4 °C. Plasma samples were subsequently
removed, and plates were washed three times prior to the addition of 100 €L/well of sheep
anti- IgG conjugated to horseradish peroxidase diluted in PBS/Tween/1% BSA.

After 2 h incubation at room temperature, the plates were washed three times again and
all wells were then reacted with 100 eL of ABTS Single Solution chromogen/substrate for
20 min in the dark.

The reaction was halted by the addition of 100 eL/well of stop solution (0.01% sodium
azide, 1% SDS). The absorbance of each well was measured at 415 nm.

Sources :

Document 1 :
ERYTECH PHARMA

Documents 2a6 :
Suchita C. et al. (2010), Purification, characterisation, and effect of thiol compounds on
activity of the Erwinia carotovora L-asparaginase, Enzyme Research, vol. 2010.

Document 7 :

Kidd J.A et al (2014), Development of an ELISA to detect circulating anti-asparaginase
antibodies in dogs with lymphoid neoplasia treated with E. coli. L-asparaginase, Vet.
Comp. Oncaol.
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2018 - U41 : Microbiologie et génie fermentaire

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout modéle de calculatrice, avec ou sans mode
examen, est autorisé.

Komagataella pastoris

Production | 6ant HBsndu virus de | 6h®
Mal gr® | 6existence dbéue Vadeaoaingehéi daecesuif bha:
Bh®patite B est une mal adi edeux milliaode degpersonngsu i af

dans le monde. Les vaccins actuels sont trop colteux a produire pour des pays en voie de
développement. Cependant, il serait possible de produire un vaccin a moindre colt en
améliorant les techniques actuelles de production utilisant la levure Komagataella pastoris
génétiguement modifiée.

l.Le virus de (MHBH3®panis) t e B

Coest un virus envelopp® particuli r esordent r®
document 1.

La classification virale selon Baltimore est présentée sous forme schématique par le
document 2.

1.1 Identifier la place du VHB dans la classification de Baltimore et indiquer la principale
différence avec la famille des rétrovirus.

Les différentes étapes du cycle de la réplication virale sont présentées sur le document 3.

l2Proposer deux ®tapes dWB opywlveanti rfali recde | 16@M(
thérapeutique pour inhiber la prolifération du virus.

Le processus de réplication virale conduit a la formation de particules virales et de
particules appelées « Virus-Like Particles » présentées dans le document 1. Ce sont ces
dernieres, purifiées a partir de prélevements de porteurs sains, qui ont servi comme vaccin

avant | apparition du G®ni e G®N®ti que. En [
(HBsAg), wune glycoprot®i ne de 226 acides aming
neutralisants.

1.3Argument er | e c h¥VirusiikelRaides » consne vacahe s ¢
l4Montrer | a n®cessit® doutiliser H elipogilaur e g

production des protéines sécrétées.

2. Lalevure Komagataella pastoris (6,5 points)

La levure Komagataella pastoris aussi appelée Pichia pastoris appartient a

| 6embranchement des as c o nBachatorayses ceevisime [Cad elseé v
une levure homothallique, mésophile, aérobie stricte.

Son cycle de vie est présenté document 4.

21Reporter | es num®r os sur |l a copie et prop
Argumenter que cette levure est une levure homothallique.

La ploidie de Ko. pastoris est stable, mais la mitose et la méiose peuvent étre induites par
des conditions environnementales.

22Pr ®ci ser l a condition environnementale per
haploides et la méiose pour cette levure.
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Cette Il evure est m®t hyl otr ophe, coest dir
substrats monocarbon®s (m®t hanol, formal d®hyd
do®nergi e. Le m®tabolisme du m®t hanol a | iet

cellulaire dont la quantité de vésicules est induite par ces substrats. Ce métabolisme est
présenté dans le document 5.

Le méthanol (CH3OH) est oxydé en formaldéhyde qui est a un carrefour métabolique entre
deux voies A et B. Ce m®t abolisme est ®troite

2.3 Identifier les molécules produites par ces deux voies métaboliques et dégager le rble
de chacune des voies.

241 denti fier |1 0enzyme X et pr®ciser son | mpor
Ces voies métaboligues sont réprimées en présence de glucides comme le glucose.

25Repr ®senter et commenter | a courbe de crois
dans un milieu contenant a la fois du glucose et du méthanol. Nommer le phénomene
observe.

3.Production de | 6Antig ne HBs (8 point s

Dans | e but doéobtenir | a pAgpuhesicheaeaKodpastonst i g n
a été construite par génie génétique. Le géne codant pour HBs Ag a été placé sous la
dépendance du promoteur inductible au méthanol AOX1.

La production est réalisée en culture discontinue alimentée (fed-batch) selon le protocole
présenté dans le document 6. La culture est conduite en deux phases.

3.1D®t er mi ner |l a source de carbone et doé®ner
Expliquer le rble de ces deux phases. Relever la durée de la premiére phase.

Les données de suivi sont présentées dans le document 7.

3.2 A partir de la figure B, déterminer la vitesse spécifique maximale de croissance ainsi
gue le temps de génération lors de la premiére phase.

3.3 A partir de la figure A, repérer la valeur de la concentration en biomasse au début de
|l a phase dobdéali mentation et calcul er l e rer
rapport au substrat glycérol (Rxss).

Des r®sultats de r®gul ation du pH et du suivi
dans la figure C du document 7.

34D®gager |l e rtle de | a solution déammoniaque

Ko. pastoris e s t une | evure a®robie stricte. Léoxydg
critique régulé.

35Justifier | 6i mportance de cette reoegul ati o
classiques utilisables pour réguler le dioxygéne dissous des bioréacteurs.

3.6 Sur la figure D, montrer que la concentration en dioxygene dans le milieu est régulée
par le procédé etindiquer| 6 ef f ect eur de r ®gul ati oakculamt i | i ¢
|l e d®bit dbéa®ration par volume de milieu en

La figure B pr®sente | es r®sultat Ko phsdtorislen pr o «
fonction de la croissance de la levure.

Apres la lyse des levures les concentrations en antigene HBs totaux et solubles sont
déterminées. Les antigénes solubles sous la forme de « Virus-like particles » sont purifiés

pour faire les vaccins.
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3.7 En considérant que la concentration initiale en antigene HBs est nulle, déterminer la
productivit® volumique horaire en antig nes
production aprés 200 h. Choisirl e t emps ddbéarr°t de productio
ce parametre et déterminer le gain de productivité volumique horaire.

Clart® et rigueur de | 6expression ®crit
Justesse et rigueur de | 6expression ®crite
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture

@D
/\Q_
o @

Document 1 : Hepatitis B virus and virus -like particle

HBV particle Virus-like particle (VLP)

-

Viral |HBSAg £
®

enveloge'] Lipid bilayer

e

HEc Ag

Incomplete double —
strand DNA genome

. T
Reverse Transcriptase

- > -y -
42 nm 22 nm

Document 2 : Représentation schématique de la classification des

virus selon Baltimore
Genetic material present in the virion

Group| Group Il Group Il Group IV Group V Group VI Group Vi
DOGOOBOOBC NN\ BOGOGGOAGC NSNS NSNS NSNS DOOGCDU\
DNA(+/-) DNA (+) RNA (+/-) RNA(+) RNA(-) RNA(+) DNA(+/-)
l l Reverse lRNA
transcription copy
BOBOOONBC NN VAWAN () YAV AV AN 4
RNA(-)
DNA(+/-) Reverse
trans¢ription
200~ 02020 0" QU AN a N ¥ (¥, |
DNA(+/-)
OGO
VAV AV A Y 4
mRNA

A N\ . ‘\\\&
proteins

Adapté de http://viralzone.expasy.org. Juin 2017
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Document 3 : étapes du cycle de réplication du VHB

T Le virus de | 6h®patite B se fixe aux r®cept
surface et pénetre dans la cellule.

1 L'ADN génomique sous forme circulaire relachée (ADN-CR) et la capside sont
transport®s jusqu'au noyau dans | equel- | " AD
CR est réparé pour former de I'ADN circulaire fermé par liaison covalente (ADN-CC).

1 L 6 AIZA est transcrit par 'ARN polymérase Il cellulaire en ARNm viral et en ARN

pré-génomique (ARNpQ).

L'ARN pré-génomique quitte le noyau par exportation a travers les pores nucléaires.

Dans le cytoplasme, 'ARN pré-génomique est encapsulé et rétro-transcrit a l'intérieur

de la nucléocapside pour former un nouvel ADN génomique relaché (ADN-CR).

1 Les nucléocapsides contenant I'ADN-CR sont enveloppées a partir du réticulum
endoplasmique et les nouveaux virions enveloppés sont libérés par exocytose.

= =

Document 4 : Cycle de reproduction de Komagataella pastoris

Yeast cells can exist in both a haploid (a) and diploid (b) state. Haploid cells have either
mating type a or mating type a, making them capable of mating with a cell of the opposite
mating type only in starvation condition (nitrogen starvation for example). In nutrient-rich
conditions, both haploid and diploid cells can proliferate asexually by budding. Diploid cells
are heterozygous for the mating type locus (mating type a/a), which makes diploids
incapable of mating. When exposed to some nutrient-poor conditions, diploids undergo
sporulation (meiosis followed by spore formation), resulting in the conversion of a diploid
cell into four haploid spores, two possessing mating type a and two having mating type a,
which can germinate into haploid cells when conditions improve. In homothallic strains, the
haploid derivatives can undergo a mating type switch together with the mother cell.

@ spores
A

Mating type Nitrogen starvation |
SWItCh Ascus

X / T 5

Haploid cells (a or a)

‘ No nutritional stress

Diploid cells
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Document 5 : Voie métabolique du méthanol chez  Ko. pastoris

Enzymes : 1, Alcool oxydase ; 2, Formaldéhyde déshydrogénase ; 3, Formate
déshydrogénase ; 4, Dihydroxyacétone synthase ; 5, Dihydroxyacétone kinase ;
6, Fructose 1,6 biphosphate aldolase ; 7, Fructose 1,6 biphosphatase

Métabolites : GSH, glutathion ; GAP, Glycéraldéhyde 3-phosphate ; DHA,
Dihydroxyacétone ; DHAP, Dihydroxyacétone phosphate ; FBP, Fructose 1,6
biphosphate ; Xu5P, Xylulose 5-monophosphate

Voie A
PEROXYSOME T STy et OIS NSSG SRS .
/ GSH ;
CH.,OH ———® CH,OH ; :
0, ! |
H,0, | 2 3 ;
HCHO ——» HCHO GS-CH,OH HCOOH co, !
Enzyme|X ! / } |
; NAD* NAD* :
. |
% 0, + H,0 3 NADH,H" NADH,H" i
y 4 Xu,P - b .
i ’/\ Réactions d’interconversions ; L2
I GAP  DHA :
1 | | / : 1, GAP Composants
! Y Hat > cellulaires

5 :
! DHA DHAP i
@ Y ; f
i ATP ADP Fapﬁ: F&p

Document 6 : High-cell density fed -batch cultivation, culture conditions

and control
Cultivation was carried out in a 15 L bioreactor. A 1 L inoculum was transferred to the
bioreactor containing 9 L growth medium. Initial biomass is 0.2 gA_"* (cell dry biomass).
The growth medium contained per liter: glycerol, 95.2 g; potassium di-hydrogen
phosphate, 9.4 g; yeast trace metal (YTM) solution, 1.14 g; ammonium sulfate, 15.7 g;
magnesium sulfate hepta-hydrate, 1.83 g; calcium chloride dihydrate, 0.28 g; and biotin,
0.4 mg.
Temperature was maintained at 30 °C and pH at 5.5 with 12.5 % (v/v) NHs solution.
Aeration rate of 5 L min** was constant throughout the process.
After consumption of glycerol (26 h), indicated by an increase of the dioxygen (DO)
concentration, production of recombinant HBs Ag was initiated by the addition of a
methanol solution [98.6% (w/w) methanol and 1.4 % (w/w) YTM] to a final methanol
concentration of 6 gA.1. For the remainder of the cultivation, the methanol concentration
was kept at 6 gA_1 in the culture.

Documents 6 et 7 adaptés de Gurramkonda C. et al. ; Simple high-cell density fed-batch
technique for high-level recombinant protein production with Pichia pastoris: Application to
intracellular production of Hepatitis B surface antigen. Microbial Cell Factories. 2009,
8:13. Disponible sur : https://microbialcellfactories.biomedcentral.com
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Document 7 : Culture discontinue alimentée de

: fed-batch
: beginning

6 1

o

80 ~

5

44

methanol (g/L)
g
glycerol (g/L) =

4750
700

=
=] 3
1= b

S
methanol added (g) ——

CDM (g/L)

Ln(OD) e

I
160

I
BO 100

5.8

:5.6-
o
53

5.2

]
120

80

100+

stirrer speed (rpm) = = = = = =
L

A A—"T00 R

~——

DO (disolved dioxygen, %)

U 1 1 1
40 60 80 100

1
120

T IO"

I
160 200

Cultivation time (h)
Les lignes pointillées verticales indiquent la fin de la croissance sur glycérol et le début de

6al i mentati on

en

m®t hanol

total HBsAg (g/L) ®

)
<

NH; added (g) ----

Ko. pastoris

(A) Concentration en
glycérol (carrés pleins)
et biomasse
(biomasse séche,
CDM, triangles pleins).
Concentration en
méthanol (ligne
continue) et quantité
de méthanol ajoutée
dans le bioréacteur
(ligne discontinue).

(B) Croissance
cellulaire (OD pour

« optical density »,
cercles pleins) et
accumulation de

| 6antig ne
(HBs Ag), (HBs Ag
total ; carrés pleins et
HBs Ag soluble :
carrés vides).

soluble HBsAg (g/L) O

(C) pH du milieu (ligne
continue) et quantité

d 6 anoniaque ajoutée
dans le bioréacteur
(ligne discontinue).

(D) Concentration en
dioxygene dissous
(DO, « dissolved
oxygen », ligne
continue), débit
doa®r at i
points) et vitesse
déagitation
discontinue).

wm

aeration rate (L/min) *

on
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Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

Une nouvelle technologie en  culture cellulaire

Loessor des cultures cellul aires desmiliemg ess i mj
contenants et des supports de culture. La culture de cellules adhérentes a généralement

pour objectif de mimer les conditions physiologiques de vie des cellules. Le support doit
reproduire les structures moléculaires avec lesquelles les cellules interagissent dans
l'organisme, mais ces structures different selon les tissus et les types cellulaires. La

plupart des cellules adhérentes sont capables de se fixer sur de nombreux supports, mais

certaines lignées cellulaires nécessitent des conditions particulieres pour adhérer aux

supports.

1. Culture des cellules adhérentes (10 points)

Les cellules adhérentes, lorsqu'elles sont jointives, forment entre elles des jonctions

me mbr anaires. Lébune doéoentre el |l esdoeusnéntlpr ®s e n't
1.1R®al i ser un sch®ma de | Gul trastructur e de

principaux constituants. ldentifier sur ce schéma les molécules membranaires
responsables de l'adhérence.

1.2 Exposer le principe de fonctionnement du microscope électronique a transmission.

1.3 Identifier la jonction observée sur le document 1. Annoter ce document, en reportant
les lettres A, B, C et D sur la copie. Nommer la protéine transmembranaire impliquée
dans cette jonction.

Le document 2 présente un protocole de culture de cellules nerveuses de souris.

1.4 Identifier les numéros des étapes correspondant a la dissection, a la dissociation et a
la mise en culture des neurones.

1.5 La culture cellulaire préparée est une culture primaire. Justifier cette affirmation.

Préciserles r*l es respectifs de | a coll ag®nase,
16 Anal yser | 6peotoeole eopérbtoired pour identifier la méthode de culture
cellul aire mi s e en Tuvre.” PRraopmo®@eessuine® ax

D,L-poly ornithine et la laminine sur le support.

Léincubation des <cell ul es °Cnseus\béoude eCO2 pendant r ®a |
guelques jours. Apres une phase active de multiplication cellulaire, lorsque le tapis
cellulaire est arriv® ° confluence, l a croi s:¢
cycle cellulaire.

l1l7R®al i ser un sch®ma du <cycle <cellul aire pr@G
phases. Nommer chacune des phases. Localiser sur le schéma effectué les points de
contréle du cycle cellulaire.

Le document 3 présenteunec el | ul e hybride r®sultant de | a
avec une cellule en phase G1.

18Analyser et proposer une intéerpr ®t ation ° |
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2. Etude doéun nouveau support de culture

La culture de cellules peut se faire directement sur du verre ou du polystyrene. Elle peut
nécessiter un traitement préalable des supports. Ces traitements peuvent utiliser des
molécules de synthése ou des extraits de matrices extracellulaires physiologiques. lls
visent généralement a améliorer I'adhérence des cellules.

(@)
<
5

Le document4 pr ®sente un extrait du catalogue d
cellulaire.

2.1 Argumenter le choix des supports adaptés pour chacune des cultures cellulaires
suivantes :
- des cellules normalement adhérentes ;
- des cellules peu adhérentes, utilisant un support de synthése ;
- des cellules peu adhérentes, utilisant un support physiologique.

Le poly-N-isopropylacrylamide ou PNIPAM est un polymeére thermosensible qui, en milieu
aqueux, subit un changement de conformation autour d'une température critique de 32 °C.
En dessous de cette température, il est hydrophile et se déploie en solution. Au dessus, |l
est modérément hydrophobe et posséde une structure compacte qui permet aux cellules
d'adhérer au support. A 37 °C, le PNIPAM est donc un revétement possible pour la culture
des cellules de mammifere et son changement de conformation lui confére des propriétés
intéressantes pour la récolte des cellules.

Le document 5 présente trois protocoles de récolte des cellules adhérentes et les résultats
obtenus.

2.2 Dégager le principe de chacun des protocoles de décollement des cellules.

23é partir d es résubtatsnpeesentés econdlure sur l'intérét de la culture sur
PNIPAM.

Les cellules r®colt®es sont anal ys®es par cyt
par un fluorochrome.

Le document 6 présente les protocoles et les résultats obtenus de cette analyse.
241 ndiquer | es propri ® ®s spectrales doéun f 1l u
2.5 Présenter le principe du cytometre en flux analyseur.

2.6 Préciser le réle du contréle négatif. Analyser les résultats de la cytométrie de flux et en
déduire l'intérét du PNIPAM par rapport a la trypsine.

Clart® et rigueur de | dexpressisn ®cr|i
Justesse et rigueur de | 6expression ®crni
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture

'_'_I—F
o @
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Documentl :El ect ronographie doéune jonction

Disponible sur : http://www.snv.jussieu.fr (consulté le 18 novembre 2016).
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Document2 :Pr ot ocol e de pr ®paration doéoune ¢

1. Adult female Swiss mice were sacrificed by cervical dislocation. Lumbar dorsal root
ganglia were collected in sterile conditions.

2. Ganglia were successively treated by two incubations with collagenase A (1 mg/ml,
Roche Diagnostic) for 45 minutes each (37 °C) and then with trypsin-EDTA (0.25 %,
Sigma) for 30 minutes.

3. They were mechanically dissociated by passing 8 to 10 times through the tip of a fire-
polished Pasteur pipette in neurobasal (Life Technologies) culture medium supplemented
with 10% foetal bovine serum (FBS).

4. Isolated cells were collected by centrifugation and suspended in neurobasal culture
medium not supplemented with FBS.

5. Dissociated neurons were counted with a Malassez cell and plated on D,L-polyornithine
(0.5 mg/ml)-laminin (5 pg/ml)-coated glass coverslips at a density of 2500 neurons per
coverslip, in 4-wells culture-treated polystyrene plates with neurobasal culture medium not
supplemented with FBS, 2 mM glutamine, penicillin/streptomycin (20 U/ml, 0.2 mg/ml).

6. Plates were incubated in an incubator with a humidified 95 % air/ 5 % CO2 atmosphere.
J Neurophysiol . 2003 Dec ; 90(6):3764-73.

Document 3 : Etude expérimentale de la régulation du cycle cellulaire

Fibre chromatinienne
€n cours ou
—.| en fin de réplication

Noyau S

Cellule hybride (hétérocaryon)

Cellule en phase S

Noyau S

Cellule en phase G1

Noyau G1

Synth se d
entrée en mitose

Fibre chromatinienne
non répliquée

Disponible sur : http://xarquon.jcu.cz (consulté le 18 novembre 2016).

Document 4 : Différents supports de culture
6-well Flat -bottom culture plates

SURFACE QTY./CASE CAT. NO.
Standard 50 143
Poly-D-Lysine 30 470
Collagen 10 500
Fibronectin 10 501
Laminin 10 502

Extrait du catalogue BDbiosciences culture tools.
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Document 5 : Méthodes de récolte des cellules adhérentes

5a : Protocoles

Mouse peritoneal macrophages in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS) were seeded in one dish with PNIPAM Surface and two traditional
cultureware dishes at 2.4 x 10° cells/cm?.

The cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere of 5 % COz in air.

Cells were then cultured for 2 days in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % FBS
and harvested using one of the following procedures :

Protocol 1 :
temperature reduction
on PNIPAM surface

Protocol 2 :
trypsinization

Protocol 3 :
scraping*

1. Cells were washed with
Ca?*1 and Mg?*i free
PBS

2. 4.0 mL RPMI 1640
medium supplemented
with 10 % FBS was
added and the dish was
incubated at 20 °C for
30 min.

3. Detached cells were
harvested

1. Cells were washed with
Ca?*i and Mg?*T free
PBS

2. 1.0 mL of 0.25%

trypsin/EDTA was added,
and the dish was
incubated at 37 °C for

5 min.

3. 3.0 mL RPMI 1640

medium supplemented
with 10 % FBS was
added

4. Detached cells were

harvested

1. Cells were washed with
Ca?*i and Mg?*i free
PBS

2. 4.0 mL of 2.5 mM
EDTA/PBS was added
and the dish was
incubated on ice for
20 min

3. The cells were detached
by scraping and
harvested

The harvested cells were counted and the recovery ratio
((detached cells / total cells) x 100) was calculated.

* to scrap : gratter
5b : Résultats

(o)}
o

40

Recovery ratio (%)

20

Temperature reduction

PNIPAM Surface

Scraping

Trypsinization

Traditional cultureware

D'aprés la brochure

« Cell Harvesting by Temperature Reduction », THERMOscientific.
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Document 6 : Analyse des protéines membranaires par cytométrie en flux

6a : Protocoles

Des cellules de moelle osseuse humaines sont distribuées a une densité de
6,8 x 103 cellules/cm? dans une boite de Pétri de 6 cm traitée au PNIPAM ainsi que dans
une boite de Pétri de 6 cm standard.

Les cellules sont incubées 24 heures a 37 °C sous 5 % COz, puis récoltées suivant un des
protocoles indiqués :

Protocole 1 :réduction de température Protocole 2 : trypsination
sur la surface traitée au PNIPAM

Les cellules récoltées sont lavées, centrifugées et des aliquots de 5,0 x 10° cellules sont
incubés avec :

-soit des anticorps monocl onaux murins mar que@G
surface CD140a, présent a la surface des cellules de moelle osseuse humaines

- soit des anticorps murins de contréle négatif marqués a la PE.

Apres 60 mi n d & i nc u°f,alesicellnles sont 4avées au PBS et analysées par
cytométrie en flux. Les résultats de ces deux incubations sont superposés dans le
document 6b.

* . PE : phycoérythrine, un fluorochrome

6b : Résultats

Protocole 1 Protocole 2
Cells harvested from Cells harvested from
PNIPAM Surface by traditional cultureware
temperature reduction by trypsinization
Human bone - [
marrow cells é g
3 3
z z
3 3
2 £
s ®
& E
10° 10" 107 10° 10° 10" 107 10°
Log Fluorescence Log Fluorescence
Intensity Intensity

Grey : anti-CD140a
White : isotype control for non-specific binding (background)

D'aprés la brochure
« Cell Harvesting by Temperature Reduction », THERMOscientific.
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, Session 2018
Elements de corrigé

Ces corrigés sont proposés pour vous aider dans la résolution des épreuves proposées au
BTS.

Il 1l s ne seront déaucune utilit® si VOuUSsS VvVous
| 6ef fort personnel de | a r ®f | exi on et de
proposées.

lls sont parfois succincts, en particulier sur des parties de cours, parfois certaines
remarques et compléments de cours sont ajoutés pour faciliter la compréhension et
peuvent aller au del”™ de ce qui exigible 7 |

Ce ne sont pas des mod | es i mpos®s, doautres
possible s. Des imprécisions, des erreurs ont pu se glisser dans les textes, veuillez nous
en excuser.

Pour certaines questions, des liens internet peuvent étre proposés en complément.
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2018 - U1l : Mathématiques

Partie A

1. Arbre pondéré complété (les valeurs du texte sont écrites en gras souligné) :

2. P(M=P(C
3. Calculons

4. a)

EXERCICE 1

2

02 T
C <_
0.8 T
0.1 T
C
0.9 T

7 PTOIZ +T)

RC 7)) 06x0,2

0,6 1

A(g =

RT) ~

0,16

=0,75

| 6®c hantil I¥9%g:50,62'5t

Partie B

b) AN TP ¢ L pho @ ——T— ;T ¢ U Pl P

0,

Comme estimation ponctuelle de p on prend la fréqguence observée dans

i x;ox X 8

1.  Pour une loi exponentielle, comme rappelé dans le formulaire distribué, E(X) =

Dans le texte le délai moyen est de 10 jours donc } =0,1.

1

2. Lareprésentation A correspond a la densité de probabilité de cette loi exponentielle.

3. P(T O=8B-¢01x83 0,551
Partie C

Question 1 : réponse A

Question 2 : réponse C

Question 3 : réponse B

Question 4 : réponse A

EXERCICE 2

Partie A
1. 90 minutes correspondent™ 1, 5 heur e.

on obtient une température de 22 °C.

2. a)

Déapr

S

Non car au bout de 2 h la température est toujours au-dessus de 10 °C
b)  Oui. Pour atteindre 10 °C, il faut environ 1,75 h soit 1 h et 45 minutes.

e

graphi
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3. Par exemple avec une baisse de 5 % sur 15 minutes on aurait une température de
63 x 0,953 29 AC, en wutilisant |l a formule explic
avec la courbe C2, on a environ 47 °C.

4,
1 N « 0
2 T« 63
3| TantqueT > 10
4 | Affectera Nlavaleur N+ 1
5 | Affectera T lavaleur T x 0,98
6 | Fin Tant que
Partie B
1. a vy o122y 1 3) s6®adtayt+36ussaity oy 3 + 1,2 vy

b) L' ®quation diff ®rOeestduneotiéleg' +ay ©0avecd=s12. vy =
Donc d'aprés le cours les solutions sont les fonctions de la forme tm kel 1.2t
avec k une constante réelle.

c) La fonction constante tm 3 est solution particuliere de (E) donc elle doit vérifier
cette équation.
Or 0+ 1,2 x 3 = 3,6. Les solutions de I'équation différentielle (E) sont donc de la

forme:tm kel 1.2t + 3,
d Dobéapr s | e texte, on [alkeluteede ref@idissemant apu et t e

temps t = 0, lorsque la température du plat cuisiné atteint + 63 °C. D6oY
¥ (0) = 63.
La fonction ¥ solution de (E) vérifie donc la condition ¥(0)=6 3, doo

kel 1,2tx0 +3 =63, soit k = 60.
En conclusion : ¥ (t) =60 e?2! + 3,

2. Alacalculatrice, on obtient ¥ (2) & 8,44. Au bout de 2 h la température de la barquette
est dbéenvdron 8, 44

3. Si t Wosiphg DOHhdee?s'Y 0 M¢ng Y 3. Si on | ais
dans la cellule de refroidissement sa température se stabilisera a 3 °C.

4. Ce résultat correspond a la valeur moyenne de la fonction entre 0 et 1,5. La
température moyenne de la barquette au cours de la premiére heure et demie sera
de 30,8 °C.

5.  Graphiquement la fonction g posséde les mémes propriétés que la fonction ¥, c-6est
a-dire g(0) = 63 et sa limite en Herait 3.
Donc on peut admettre que g (t) est de la forme 60 e @1 + 3, avec a une constante.
Déapr s | a cou(rlbe5)o n= 6@e?k2Xidto30g2 2. DO60% on o
aai 0,77. )
On peut donc proposer g (t) = ¢ ®@ " .
Avec la calculatrice on constate que la représentation graphique de la fonction ainsi
définie « correspond » bien a la courbe C2.
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2018 - U12 : Sciences physique s et chimique s

I. HYDROLYSE DU SACCHAROSE

1. Aspect stéréochimique du glucose

1.1. Carbones asymétriques de la molécule de glucose o\‘?’
*?HOH
*QHOH
*?HOH
*?HOH

CH,OH
1.2. La molécule de glucose possede 4 carbones asymeétriques donc on a
24 = 16 stéréoisomeres

1.3. La molécule de glucose est chirale car elle possede des carbones asymétriques et
ne posséde pas de centre ou de plan de symétrie.

1.4. Représentation en projection de Fischerd e | 6 ®n a n t 4dglacase * legludose D
o, H I Miroir H 0O
C / 3
o L B : HO—}—H
HO ——H : H —+— OH
H —+— OH : HO—+—H
I
H et OH | HO ———H
I
CH:OH - CHz0H
Représentation de Fischer ! Enantiomére du D-glucose :

du D-glucose

1.5. Représentation de Cram de la molécule de glucose avec I'atome Cs de configuration
absolue R.

C

1T\ TCaHi0y
CH,OH
3
Déapr s |l es r ¢giHeOs > CHBH > HD(dlassHication par numéro
atomique d®croissant) . On passe de 1 ° 3 d
| " atome de hydrog ne vers | '"arri re. Donc,
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2. Suivi de la réaction d'hydrolyse par polarimétrie
2.1. Le polarimetre

21.1.Déapr s |l e di agramme desodiumi:\Eg=a-us14 eMoe®bner g i
E>=- 3,03 eV.
L'énergie du photon émis est donnée par la relation de Planck :
o (¢ YD ¢ ) opo pm o pm g )
— AlITA < - - f
© 0 _ = 0 © omo vipt php p T Vb @ p Tt
212.Lor sque Ilq=06°dtd6 ladrogpueq=19&%. = 0 al or s

2.2. Exploitation des mesures polarimétriques

2.2.1. Au départ, le pouvoir rotatoire de la solution est uniqguement di a la présence de
saccharose. D'apreés la loi de Biot :

ao= [a]saccharose X L X Cm(saccharose) = 66,5 X 1 X 6,00 x 102 = 3,99°
Cette valeur correspond bi enmnnexeRPat=0h!| eur s

Déapr s | e graph4°que, ~ t = 0 h,
2.2.2. Calcul de la concentration molaire Csaccharosey” | 0i nst ant i niti al
. 6 o¢mmpm y o
o] - T v il | EAI
5 0T C px v p E
La r®action doéhydrolyse ®tant totale, en f

C(fructose) = C(glucose) =1,75x 104 mol.cm?®

2.2.3. On calcule tout d'abord les concentrations massiques Cm du fructose et du glucose
en fin de réaction :

Cm(fructose) = C(fructose) X M(fructose) =1,75x 10%4x 180 = 3,15 x 102 g,ﬁcm'?’
Cm(glucose) = C(glucose) X M(glucose) =1,75 X 104 x 180 = 3,15 x 102 gﬁcm‘3

A

A la fin de | 6hydrolyse, i ndy a plus de
est di a la présence du fructose et du glucose soit :

ar = [a]fructose X L X Cm(fructose) + [a]glucose X L X Cm(glucose)
ar=-92,2x1x3,15x 102+ 52,7 x1x 3,15x 102 =-1,24°

Cette valeur calcul ®e est i Ahegened2i(fygtrd00h, cel |
ar = -1,2°). La réaction est bien totale.

2.2.4. Cette réaction est habituellement appelée "inversion du saccharose" car on passe
déun pouvoir rotatoire positif en d®but de
fin de réaction.

225.L6utilisation dbébun catalyseur per met ddacc
en 1 heure au lieu de 100 heures.

ll. SYNTHESES DE LA VANILLINE
1. Synthése de la vanilline par bioconversion de la pulpe de betterave

1.1. Le groupe caractéristiqgue (1) est un groupement "alkoxy" de la fonction ester et le
groupe caract®ristique (2) est un groupernm
carboxylique.

12. La r®action chimique de .|l 0®t ape (3) est wune
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1.3. La masse molaire de la vanilline M (CsHsOs) est de 152 gAnol™.
Déapr s | e s pectpiceparene a powr salsseisse 162 ghnol?. |
correspond bien a la masse molaire de la vanilline. Le produit peut bien étre de la
vanilline.

ME=NUW-1522

100 — / Pic parent

20—

@
=
|

Relative Intensity
5
|

[
(=)
1 | |

O IIII}IHI|IIIIII T

pas) o0 7o 100 150

m/z

2. Synthése de la vanilline par voie chimique
21. M®cani sme r®actionnel de | 6®t ape 1

T
H +qH CH
. CH, “CH, .
+ HC—CH—CH, —» H — + H
A,C

2.2. Equation bilan de I'étape 2 :

b -

23. Lors de | 6®t ape , e groupement OH se fiXx
se fixer en position « para ».

HO OH

24. Lors de | 6®t ape 7, il sbéagit de | a fonction
oxydant en excés, on aurait obtenu une fonction acide carboxylique a la place de la
fonction aldéhyde. On peut utiliser du permanganate de potassium pour cette réaliser
cette réaction.
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lll. DOSAGES DU GLUCOSE
1. ROle des ions tartrate dans la liqueur de Fehling

1.1. Equilibre de dissolution du dioxyde de cuivre (Il) : Cu(OH)2 - Cu?* + 20H'
Produit de solubilité Ks = [Cu?*]eq X [HO]eq 2

1.2. En début de précipitation, on a ks = [Cu?*]eq X [HO]eq 2

On sait que :
00 0 O NEE QO pT
0 0 T ——
P Ov
En rempla-ant dans | 6expression du produit
v 5o = 66 o
00 00
o~ 0 00 (o3 1 A
(O]V] . Al 1T A
0
o~ 00 p Tt Yy pm pPpT
Ou tl | E,
5 o T ¢ P E
On calcule alors la valeur du pH :
N0 &é&M@o 1T pm Ty
13. Les ions tartrate permettent de complexer |

dohydroxyde de cuivre
2. Dosage chimique du glucose par la méthode de Bertrand
2.1. MnO, +8H*+5e = Mn* +4H,0 (1)

Fe** = Fe* + ¢ (2) x 5 (pour équilibrer les électrons échangés)

MnO, + 5Fe? + 8H" = Mn?* + 5Fe®*+ + 4H,0 (3)
22. Débaplra sr®action pr®c®dente (3), ~ 106®quival
n(Fe?*) =5xn(MnOs ) =5x C x Ve
AN: n(Fe®*) =5 x 0,0205 x 8,55 x 103 = 8,76 x 10* mol
23. Déaplrascourbe de Bertrand, ? gebb6 mgulaaneassendes s e d
glucose est de 28 mg.
Courbe de Bertrand

10 x
100 o
g% PZ

£

c 80 [
b

o 60
o

) A
5 90

$ 40 oo

b

@ 30

©

£ 20
10
0

>

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170180190
masse de cuivre (en mg)
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La solution de glucose a un volume de 20 mL, donc la concentration massique est :
G  cyopm e
W CTp T

Ce patient a une glycémie anormale car la valeur calculée est en dehors de

| 6i ntervalle pour une glyc®mi e nor mal e.

3. Dosage spectrophotométrique du glucose par voie enzymatique

En laboratoire, cette méthode est a privilégier par rapport a la méthode Bertrand car :
- elle est plus rapide (15 min), la méthode de Bertrand nécessite de nombreuses étapes
comme les filtrations ;

- elle pose moins de problemes de sécurité, la méthode de Bertrand nécessite de porter
| e m®|l ange ° ®bul i ti on et déutiliser
bralures) ;

- tout le glucose est dosé (technique spécifique au glucose), la méthode de Bertrand ne
permet pas de doser tout le glucose a cause d'une réaction parasite qui consomme
une partie du glucose
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2018 - U2 : Biologie moléculaire et génie génétique

CRI SPR/ Cas9, un outil de modi fica
1. Fonctionnement de | O0outil CRI SPR/ Cas ¢
11 LORN sp®ci fique dans | 6ARN guide est compl «

dans | 6ADN g®nomi que. I 1 per met de cibler s

1.2 Cas9 est une endonucléase de restriction, elle hydrolyse les liaisons phosphoester
entre nucléotides.
1.3 Lacoupure générée par Cas9 est réparée par recombinaison homologuee nt r e | 6 AD
cible et un ADN de synthese injecté dans la cellule.
2. Production des composantes de | 6outil
de génie génétique
2.1 Le promoteur U6 per met doéoinitier la transcription
(fixation de | 6 Ad&Mnaew Poylih@meats & Ja r taltranscniption
en rel ©chant | 6ARN pol ym®r ase.
ARN spécifique ARN Tracr
5 | >| > 3
2.2 Les extrémités utilisées pour la ligature sont cohésives et non complémentaires, ce
gui permet doéorienter | 'déhddlveadeardant | 6 ARN sp
2.3 Les étapes de transformation des bactéries E. coli sont les suivantes :

I la préparation des bactéries compétentes (par exemple par traitement au CacCly)

I le mélange des bactéries compétentes avec le vecteur, en glace

i un choc thermique (a 42 °C par exemple)

i une régénération des membranes a 37 °C dans un milieu non sélectif,
per mettant ®gal ement | 6expression de | a r

I un isolement des bactéries transformées sur milieu sélectif, contenant un
antibiotique

Le vecteur CRISPR Nuclease OFP Reporter portant un géne de résistance a

|l 6ampicilline, i/l est possible doéutiliser un

2.4 Deux méthodes de transfection des cellules eucaryotes animales :

I lipofection : compl exation de | 6ADN vecteur ave
interagissent avec les membranes cellulaires chargées négativement ; | 6entr @
dans | a cellule s6effectue par endocytose

I électroporation: mi se en contact de | 6ADN vecteur
pui s application doéun c hamp ®l ectrique
nanopores r®versibles et permet | 60entr ®e

I co-précipitation au phosphate de calcium : f or mat i racipitd @&ntrae c o
| 6ADN vecteur, puis mise en coj;ntlatcdan tarv@e
|l a cellule sb6effectue par endocytose

i ou biolistique, microinjection, &

25 Les s®quences per me Cds@hdans dds éebulepeucargates somt  d e

i le promoteur viral Pcuvp er met t ant | 6i ni t i @ahsilescellugdse | a
eucaryotes

i laséquence TKpA permettant | a terminaison de |
gueue polyA sur | 6ARN messager produi't
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2.6 NH, Cas9
Laséquence NLSper met | 6adressage de Cas9 dans | e
27 Léexpression de Calas@otéemes QFP,Iqui éeet uoesfludrescendee
orange. Les cellules exprimant Cas9 sont donc repérées par cette fluorescence.
3. Mi se au point de l out i | CRI SPR/ C:
genomique du ver Caenorhabditis elegans (C. elegans)
31 Léinserti on pichnmpréera trakétapgs:n e
i coupur e doubl e spbafiquemernd eiblélpeADN 6 ARMacgai de
| 6activit® Cas?9
I réparation de la coupure par recombinaison homologue avec la construction
gfp-loxP-sélection-loxP
i élimination du géne de sélection par la recombinase Cre, qui reconnait
spécifiguement les séquences LoxP.
3.2 EDTA : agent chélateur des cations divalents tels que Mg* n®c essai res = |
des DNAses => inhibition des DNAses
Phénol-chloroforme : solvant organique provoquant la dénaturation et la précipitation
des prot®i nes => d®prot®i nisation de | 06ADN
Ethanol 100% (70 % final): per met | a pr ®ci pitation de |0
3.3 Tableau récapitulatif
Amorces Ver A Ver B Ver C
1 bandke a|lpas doéoampll bandke & 3
1+2 => taille attendue si | => absence de gfp | => taille attendue si
présence de nmy-2 présence de nmy-2 et
et gfp gfp
pas doamplpas doéoampll bandeba 2,
3+4 => absence du => absence du => taille attendue si
gene de sélection gene de sélection présence du géene de
sélection
1 bande&bda|l bandeba|l bandk & 8
1+4 => taille compatible | => taille compatible | => taille attendue si
si absence du géne | avec le locus présence de gfp et du
de sélection sauvage géne de sélection
Le ver A porte la Le ver B porte le Le ver C porte la
construction finale | locus sauvage construction
Interprétation | nmy-2 ::gfp intermédiaire avant
recombinaison par la Cre
recombinase

3.4 Aprés transfection par biolistique,

blancs) est faible,

recombi
Apr s
| O

nt ensi

nai son

t ® de

du

fl

| 6 ADN

est beau

le signal fluorescent (matérialisé par les points
traduisant une faible efficacité de transfection et/ou de
vect eurC. degans.
transfect i o4Cash & mombré dewcellulds fluGrescestesket
uorescence

g®nomi q

coup

Léout i | -Ca8RdedeRlonc beaucoup plus efficace que la biolistique pour
obtenir une recombinaison permettant la production de la protéine de fusion

NMY-2 - GFP.
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La L-asparaginase : biomolécule thérapeutique

1. Etude de L-asparaginase encapsulée
11 Léaspar agi nas e clasgepdes hytrolases (classe 3). | a
L-Asparagine + H,O — > acide L-Aspartique + NH,

12 Lébasparagine est u nutri ment I mportant

n
dans |l e sang. En hydr ol ysant | 6asparagi ne
roi

tumorales sontprivéesd 6 un nut ment essentiel ° leur

d €

«
<

13 Lé6asparaginase est i mmunog ne, comme toute

permet do®viter | a formation dodéanticorps
déja présents chez le patient traité, de protéger cette enzyme de leur action
neutralisante.

d

Exemples de proc®d®s doéi mmobilisation autre

I adsorptionionique:| asparaginase est mise en co

n

| a charge est oppos ®e aupHoettatak de | 6aspar
9 immobilisation par liaisons covalentes : fi xation de | aspart

support activé par du bromure de cyanogene ou réticulation par du
glutaraldéhyde.
Avant ages de | 6 i mmiltearb i stabbilisgéa (notasnment thermique),
réutilisation possible ;

| nconv®ni ents de Ipbeirnineo bd @ a stait viotn®, di ffic

Tuvr e, toxicit® de certains r®actifsé

Extraction et purificationdelalL -as par agi nas ecaratocvdfar wi n i

21 Léaugmentati on de | a concentration en sel

permettant la solvatation des protéines ; les protéines interagissent alors entre elles,
par des liaisons hydrophobes (exposition des groupements hydrophobes a leur
surface).

2.2 |l faut ajouter 472 g de sul fate d & aden sodution unancontenarkt
initialement pas de sels. Pour 100 mL de solution, il faut donc ajouter 47,2 g de
(NH4)2SO4 (=472 gx 0,1 L).

23 LO®t ape de gel filtration permet do®l i miner
|l a pr®cipitation au sulfate dbéammoni um. Ce
| 6®t ape suivante de purification, par chr

| 6adsorption ioniqgque sur | e support nobdest
Lbasparaginase a une makbas e eshtoric ®@lanentiexclee d e
sur Sephadex G-75, dont le domaine de fractionnement est compris entre 3 et

80 k Da . Le volume doé®l ution de | 6asparagi
100 mL . Le volume doé®I ut mlpae quoéstt cehgérent avectuned e
exclusion totale de la protéine.

Dans le cas du gel Superdex 2 0 0, l a masse mol ®cul ai r e
comprise dans le domaine de fractionnement (10 kDa < 150 kDa < 1 300 kDa), ce

P
1

n e
1

d

qgui condui t ) une exclusion partielle des

compris entre le volume mort (100 mL) et le volume total (250 mL), et dépend du
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2.4

2.5

2.6

3.1

3.2

coefficient de fractionnement. L e, vomineu me d
attendu.

Pour dessaler une solution, le gel Sephadex G-75 est adaptée : obtention rapide de

|l a fraction doéint®r °t, avec GGX(Jparmetarntpluen de
do®l i mi ner une ©partie des prot® nes contan

purification supplémentaire.

(1,) _ 'F‘Yuo
» _— Y& Q —
a i aQ
TUTUTT L., " OmMTTm s o
P ¢ Y& Q W — p TMTYE& Q
UTITTTT o
(0] ® pPTH TTu e Qi n Y& 0
) C Y& Q
) CTTT . YO
Y - o o 1P n =
w pPpTTT YO

La bande aprés purification (piste 3) est située entre les bandes 28 et 38 kDa, sa
masse mol ®cul ai r kDaest dobdébenviron 35

La masse mol ®cul aire de | 6 akba aateanyiiomafsi® nat
35 kDa (4 x 35 = 140), ce qui est cohérent avec une structure quaternaire
tétrameérique.

Sur la piste 2, correspondant au dépbt de | 6 e x t r, ani obsenke rdel iombreuses

bandes correspondant & de nombreuses protéines. Ce résultat est cohérent avec la
présence de nombreuses protéines apres extraction. La bande autour de 35 kDa est
nettement plus intense que les autres bandes, et parait donc surexprimée.

Sur la piste 3, correspondant a la fraction purifiée, une seule bande est visible.
Léactivit® asparagi nase d ad@0sUl, cfetdbleag defsuva c t i 0 |
de purification du document 2), la protéine présente sur le gel est donc bien

| 6aspar apgremmase ¢

Lébasparagi nase e sune sduterbandetprotéigue goservée sur SDS

PAGE, et fort enrichissement (500 fois).

L6®l ectrophor se en conditions non r®ductr
ponts disulfures présents dans la protéine. Elle permet donc de déterminer si des
ponts disulfures stabilisent les structuresqu at er nai re ou tertiaire:

Etude de | 6influence de quelques <compo
cinétiques de la L -asparaginase
Lesions Mg>*di mi nuent | 6-aspdraginasetd® 75d4 aloksajue lles ions

K* augmentent son activité de 33 %. Les ions Mg?* sont des inhibiteurs et les ions

K* sont des activateurs de cette enzyme.

LOEDTA ch®l ate |l es catiMgi's doEBTANnEsyedbatn
a la présence de Mg?* dans le milieu réactionnel.

La cyst®ine et |l e glutathion r®duit mprovo
tradui sant une plus grande affinit® de | d6e
Vimax €n présence de ces deux composés est augmentée, traduisant une
augmentation de la vitesse de catalyse.
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Léefficacit® catalytique de | 6enzyme en
augmentée, avec un effet plus marqué pour le glutathion : plus forte diminution du Kwm
et plus forte augmentation de Vimax.

33 Selon I e mod | e propos®, | es g-aspanagigaseesurt s
un site sp®cifique distinct du site acti
surlalL-asparaginase provogque un changement
passe dbébun ®t at I (tendu) " un ®t at I
(L-asparagine) sur le site actif est facilitée. Le Kmde | denzyme dans
inferieurau Kmde | 6enzyme akunskv),lcé @ui teatluit une roeilleure
affinit® de | 6enzyme pour son substrat I
thiols, comme observé précédemment.

Les groupements thiols agissent donc comme des effecteurs allostériques de la
L-asparaginase, avec un effet hétérotrope positif sur cette enzyme.

4. Dosage des anticorps anti -L-asparaginase dans le plasma des
patients trait@®ponggar | 6enzyme

4.1 Schémaannotéd 6 un e positvel | e

‘K ﬂ anticorps anti IgG humaine
n}%@% ABTS * conjugué a la péroxydase

W composé jaune

anticorps anti L-asparaginase
Q a doser

' L-asparaginase

o OO0 O
7 O SAB
Lébanticorps conjugu® est produit chez | e

des IgG humaines et couplé avec la péroxydase.

42 Loabsor banceaem augmehtd Slorsque la concentration en anticorps
plasmatiques anti L-asparaginase augmente.
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Komagataella pastoris
Production | 6 ant HBsneéu virus de | 6h®

l.Le virus de | 6h®patite B (VHB)

1.1 Le virion présenté dans le document 1 est un virus a ADN double brin hébergeant
dans sa capside une réverse transcriptase, son cycle de multiplication fait donc
I ntervenir une ®tape de transcription inve
classification de Baltimore, ce virus fait partie de la classe VII.
Il differe des rétrovirus (classe VI) de par la nature de son information génétique : ADN
pour VHB vs. ARN pour les rétrovirus.

1.2 Les étapes du cycle viral de VHB pouv ant faire |1 0obj et doun
doivent empécher la multiplication du virus sans porter atteinte au fonctionnement
nor mal des cell ul es. Déapr s | e document 3,

fixation sur ses cellules cibles) et 5 (transcription réverse du génome viral avant
encapsidation) répondent a ces critéres.

1.3 Les « virus-like particles » portent les antigénes HBs a leur surface et permettent donc
au systeme immunitaire de produire des anticorps neutralisants dirigés contre le VHB.

Cependant , comme elles ne comportent pas |
sont pas infectieuses. Ces deux -caractéristigues (immunogénicité et innocuité)
permettent dbéenvisager | eur wutilisation c¢om

l4L6antig ne HBs est WEneoli yd ypopesotd®i mpea,s drd a
enzymatique nécessaire a la glycosylation des protéines, contrairement aux cellules

eucaryotes. 1 est donc pl us pertinent do
production de HBs, tel que la levure (méme si les profils de glycosylation sont souvent
di ff® rents de ceux doébune cellule de mammif

2. La levure Komagataella pastoris

2.1 Légendes du document 4 :
1 : cycle de reproduction asexué haploide ; 2 : conjugaison de deux cellules haploides
de type sexuel compatible ; 3 : méiose et sporulation ; 4 : germination.
Le document 4 montre que les cellules haploides sont capables de changer de type
sexuel pour mettre en place une conjugai son
clone, ce qui prouve que cette levure est homothallique.

2.2 Une carence nutritionnelle, par exemple un appauvrissement du milieu en source
ddazot e, provoque | a fusion des <cellules ha
diploides (méiose suivie de la formation des spores).

2.3 La voie A conduit a la formation de coenzymes réduits (NADH,H*), une monnaie

énergétique cellulaire (et de COg, d®chet m®t abol i que) . 1 s
catabolique, | 6oxydation du m®t hanol per met
La voie B conduit a la formation un triose (glycéraldéhyde-3-phosphate) en

consommant de | 6®nergi e sdhoarsc fdduree dWAITEL . a

permettant la synthése des composants cellulaires.

24L6enzyme X catalyse | a d®gradati on du pe.t
métabolisme en Oz + H20. Cette enzyme est donc une peroxydase (catalase
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probablement dans le cas présent). Elle permet a la cellule de se protéger de cette

esp ce chimiqgue r®active de | doxyg ne et do:
2.5 La culture de cette levure en présence de glucose et de méthanol présentera une

courbedecrois sance ayant I:6allure suivante

N

F}

4

£

9

=}

5

B 1. Consommation du glucose
—— {12070 & mehane]

Temps (h,)

La courbe présentera deux phases de croissance : une premiére phase correspondant

a la croissance liée a la consommation de glucose (répression catabolique de la
production des enzymes nécessaires a la consommation du méthanol), suivie d 6 u n e
phase stationnaire transitoire (levée de la répression catabolique et induction des
enzymes appropri ®es) , et ddéune deuxi me
consommation du méthanol.

Il sbéagit du ph®nom ne de diauxi e.

3.Production de | 6Anti g ne HBs

3.1 Au cours de la premiere phase, doéune duhewss, ledgécéral st utilisé
commesource de carbone et Ha®peodueti om dbéun

suffisante.
La deuxieme phase débute avec| 6 aj out de m®t h aapreslépudemans | e
du glycérol. Elle permetle maintende | a cul ture (source de car
gue | 6induction de |l a production de prot ®i |
inductible AOX1.
3.2 Calcul de QX expo et de G lors de la premiére phase :
. QO& 0&d 0&d ulf f -
5 L ¢ Ip plg e Q
Qo com COo
D& U & .
0 —= > hwQ
0 TiT T G
33La valeur de | a concentration en bmeotatensse s

est d 6 e nv it.rLa oourle A dg dotument 7 montre que tout le glycérol est
consommeé pendant cette premiére phase de la culture. On peut donc calculer Rxss :

YO @ ® T Tl

Y'Y Y Y w i

34La soluti on dbase)restoun régutptewe de pH : son ajout permet de
maintenir le pH au point de consigne a 5,5 (le métabolisme est acidifiant).

Y1 Tip SOQ'D QE & EHA QM thcEdmE ¢ | § & d

35La r®gul ation de | 6oxyg®nation du milieu es
dessous doune concentration critique en dio
de la souche.
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Différents actionneurs classiques de régulation peuvent étre mis en place : vitesse

débagitation du milieu, d®bit doéa®rati on, ri
3.6 La concentration en dioxygeéne est régulée car sa valeur diminue lors de la premiére

phase et se stabilise a 20 %, parall |l ement ~ | 6augmentat:i
(I e d®bit doéair reste constant) . Léagitat

concentration en Oz.
En début de procédé le volume de milieu estde 10 Lautotal (=9L+1L doéi nocul u
et le d®bit doéa®rat LAnim! est fi x® au d®part
OiOo@dQ v .
W) —— — TMuiQOEO Q@ Qa RNVE
W p T
3.7 Calcul de la productivité volumique horaire totale (PVHT) en antigenes HBs solubles :
v ,,O,,YYD 00 i 00 i ¢ T i GORD O
U W T T T L o e L o~ L S T U
YO Q01IQ0 £ 0 O@MD € Q6 woCQETE P
Pour optimiser la production il faut arréter le procédé lorsque la concentration en
produit est maxi male et no®volue plus. Cett
productivité volumique horaire maximale (PVHM).
Ici on constate sur la courbe B du document 7 que le pic de production correspond au
temps 120 h. Si on arrétait le procédé apres 120 h, on obtiendrait :
00 i 006 i ¢lo - .
QOolE NOo QA WwEPQT pOE ¥
Léarr°t du pr deeénxdeiraitaequasimentiddubler la productivité totale
en antigéne HBs.

0 ®00
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Une nouvelle technologie en  culture cellulaire

1. Culture des cellules adhérentes (10 points)

1.1 Schéma de la membrane plasmique
protéine intrinséque

protéine extrinséque
chaine glucidique
glycolipide

bicouche phospholipidique

cholestérol

glycoprotéine
Les protéines intrinsequesou t r ansmembranaires sont respol

12 Le principe doun mi croscope ®|l ectroni que
do®l ectrons afionpa®tect domsm €oeufavsdeaddbdd®l e
concentré sur la préparation via le condenseur (lentille électromagnétique). Aprés
travers®e de | 6®chantiaheomisl|les ®becldseaossdas
nature électromagnétique pour obtenir une image agrandie sur un écran
phosphorescent. Les structures opaques aux électrons apparaissent sombres sur
| 6 ® c (diffraction des électrons), les structures non opaques aux électrons
apparai ssent c (transmissien). sur | 6 ®cr an

1.3 La jonction du document 1 est un desmosome, assurant la jonction entre cellules par
| 6i nter m®di ai re de cadh®rines, prot ®  nes tr
A : membrane plasmique ; B : espace intercellulaire (ou intermembranaire) ;
C : filaments intermédiaires ; D : plaque cytoplasmique.
Les filaments interm®di aires sobdéattachent

1.4 Dissection : étape 1 ; dissociation : étapes 2 (dissociation enzymatique) et 3
(dissociation mécanique) ; mise en culture : étapes 5 (comptage et ajout du milieu de
culture) et 6 (incubation).

1.5 Une culture primaire correspond a la mise en culture de cellules directement a partir

déun organe pr®l ev® sur | 6organisme dont el
en culture a partir de ganglions nerveux dorso-lombaires de souris).
La coll ag®nase per met déohydrol yser |l e col | &

extracellulaire, elle permet la dissociation du tissu conjonctif. La trypsine hydrolyse les

protéines d'adhérence permettant aux cellules de se détacher de la matrice
extracellulaire et des cellules voisines. LOEDTA est un agent c h
divalents, en particulier le calcium, dont la présence est nécessaire pour certaines

protéines intervenant dans les jonctions cellulaires.

Ces trois molécules permettent de dissocier les liaisons associant les cellules au tissu

conjonctif et entre elles.
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1l6L6®t ape 5 du document 2 indigue que l a s U
déposée sur une lamelle sensibilisée par de la D,L-polyornithine et de la laminine,
elle-méme plac ®e dans un puiléssellued nerveusep dorat domaedes
cellules adhérentes qui se développent en monocouche sur un support solide.

Le milieu de culture ne contenant cppassde de s
facteurs do@aodm®rnteanmne, elt la | aminine per met
support.

1.7 Schéma du cycle cellulaire
entrée en phase S

O

mitose interphase

entrée en mitose w

1 existe deux points de contr!le du cycl e
doinitier l e d®but de | a r®plication de | 6
per mettant dbéentrer en mitose (transition G.

18Lor squdune cellule en phase S (dont | 6ADN e
une cellule en phase G1, | 6ADN contenu dan
commence a se répliquer (entrée en phase S). La transition G1 / S a donc été
déclenchée par un facteur soluble présent dans la cellule en phase S et transmis a la
cellule en phase G1.

2. Etude doéun nouveau support de culture

21lLes cellul es nor mal ement adh®rentes ne n®c
particulier, il est donc possible doutiliseil
La poly-D-Lysine est un polypeptide artificiel chargé positivement, et permet donc la
culture de cellules peu adhérentes utilisant un support de synthese.
Les supports adaptés a la culture de cellules peu adhérentes utilisant un support
physiologique comportent des protéines naturellement présentes dans la matrice
extracellulaire, telles que le collagene, la fibronectine ou la laminine.

2.2 Le protocole 1 utilise les propriétés du polymére PNIPAM : & 37 °C, les cellules
adherent sur le PNIPAM qui est sous une forme compacte et modérément
hydrophobe. Les cellules sont alors incubées a 20 °C, température qui permet le
d®pl oi ement du polym re, sur | equel l es cel
qui provoque leur dissociation du support.
Le protocole 2 est un protocole de dissociation enzymatique par la trypsine, qui
hydrolyse | es prot® nes membranaires respo
support. LOEDTA permet de |l ier | e calcium i
Le protocole 3 consiste en une dissociation mécanique des cellules par grattage, en
pr ®sence dOEDTA qui per et de ch®l ater | es |

2.3 Les protocoles classiques de dissociation des cellules ne permettent pas de récupérer
plus de 60% des cellules (environ20 % dans | e cas dobébun traiter
envion 60 % dans | e cas doéun grattage simple).
PNIPAM permet de récupérer 90 % des cellules, ce qui est bien meilleur.
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La culture des cellules sur le polymére PNIPAM permet donc de récupérer plus
efficacement les cellules lors des repiquages.

2.4 Un fluorochrome, | or squoéi | est excit® 7 (dme gluemug u auwre
d 6 e x c i:tl aexcitation) est capable de réémettre de la lumiére a une longueur
déonde sup®rieure (| onlgémiesion). ddonde doé®mi ssi
(I émission > | excitation).

2.5 Dans un cytometre en flux analyseur, les cellules passent une a une dans une gaine
liquide. Au cours de ce passage, les cellules sont éclairées par un laser : les
déviations aux petits et grands angles permettent de déterminer la taille et la
granulosité de la cellule, les cellules marquées par un fluorochrome sont excitées par
le laser et la fluorescence émise est amplifiée et détectée par des capteurs. Les
signaux obtenus sont ensuite traités informatiquement.

2.6 Le contrble négatif consiste en un marquage des cellules par des anticorps non
spécifiques conjugués a la phycoérythrine, de fagcon a vérifier la spécificité de la
détection par les anticorps antil40a conjugués a la phycoérythrine, et la qualité des
protocoles de lavages. Le résultat attendu pour le marquage par ces anticorps est une
absence (ou trés faible) fluorescence.
Les graphes montrent effectivement une faible fluorescence pour les témoins négatifs,
guelle que soit la méthode utilisée pour récolter les cellules, ce témoin est donc
conforme.
Les cellules récoltées par trypsination présentent une faible fluorescence : la courbe
est quasiment superposée a celle du témoin négatif, ce qui traduit une altération de
| 6antig ne de surface CDl104a, de nature pro
la trypsine. Les cellules cultivées sur PNIPAM et récoltées par réduction de la
température présentent une forte fluorescence, environ 10 fois plus importante que
dans | e cas du t®moin n®gatif. Lbéantig ne d:
En conclusion, la culture sur PNIPAM permet a la fois une meilleure récupération des
cellules, et une meilleure intégrité des cellules récoltées.
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Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : L 6usage de tout mod |l e de calculatrice de p
autorisé.

Document_a rendre avec la copie _: Annexe 1 exercice 1 Question B.1

EXERCICE 1 (10 points)

Staphylococcus Aureus (SA), plus communément appelé staphylocoque doré, est une
bactérie responsable de nombreuses intoxications alimentaires. Elle est naturellement
présente chez I'nomme. Déposée sur un aliment et sous certaines conditions (comme
notamment la présence suffisante de nutriments), elle se développe trés fortement et
produit des toxines. Ces toxines, une fois ingérées, sont responsables de troubles
alimentaires, qui peuvent aller, dans certains cas extrémes, jusqu'a la mort de la personne
touchée.

Partie A : Equation différentielle

1. Déterminer les solutions sur lintervalle [ O ; +© [ de ['équation différentielle
20y' 0 20,8y =0 ouy est une fonction de la variable réelle ¢, définie et dérivable sur
l'intervalle [0 ; + @ [.

2. En déduire la fonction f solution de cette équation différentielle qui vérifie f (0) = 10.

Partie B : Modele exponentiel

On souhaite étudier la croissance de bactéries SA a température ambiante sur un échantillon
de mix (le mix est un mélange contenant en grande partie du lait permettant la fabrication de
gl aces © | 6italienne).

On suppose que 10 bactéries sont déposées en méme temps sur 1 g de mix. Voici les relevés
du nombre de bactéries SA heure par heure, mesuré a partir du moment ou les bactéries sont
déposées sur le mix.

Heure (#) 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Nombre de

bactéries SA (A) 10 27 78 232 650 | 1800 | 5100 | 14100 | 39000

1. On effectue un changement de variable de type logarithmique z= /n (N;). Compléter le
tableau donné en annexe 1 a rendre avec la copie. On arrondira les valeurs au
centiéme.

2. Alaide de la calculatrice, déterminer une équation de la droite d'ajustement D du nuage
de points (¢, 2) par la méthode des moindres carrés sous la forme z= at+b.
On arrondira les valeurs de aet 6 au milliéme.

3. En utilisant la question précédente, déterminer une expression de la fonction A qui
modélise le nombre de bactéries SA a l'instant zexprimé en heures.

Dans la suite, on prendra M/ = 10 el94 pour tout réel ¢ de l'intervalle [ 0 ; + @ [. On admet
gue la fonction N modélise le nombre de bactéries SA relevées sur le mix en fonction du
temps.

4. Une population donnée de bactéries voit son effectif doubler au bout d'un temps
appelé «temps de génération bactérienne » et noté G. Estimer cette durée G en
minutes.

5. Calculer la limite de Nen +a.
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PARTIE C : Modele logistique

Dans cette partie, on étudie et on utilise un deuxieme modele, appelé modele logistique et
défini par une fonction A, qui, a tout instant ¢ exprimé en heures, associe le nombre M) de
bactéries de SA a l'instant ¢ donné par :

P@TT
poumQ n )

1. Ladérivée de Mest fournie par un logiciel de calcul formel :
paomnmnpouTm pmt QN

0 ad — ;
poumQh po

Etudier les variations de la fonction M sur lintervalle [0 ; + @ [.

2. a. Déterminer la limite de Men + .
b. L'un des modéles de croissance de bactéries SA (exponentiel ou logistique) est
plus vraisemblable. Lequel ?

La courbe représentative de la fonction M est présentée ci-dessous.

14000
12000 B
10000
8000
6000
4000

2000

0 i R -

[} T T ) 5 6 S 9 10 11 12 13 14 15 16 17

3. Déterminer le temps nécessaire pour que le nombre de bactéries SA dépasse 10 000.
Arrondir a I'heure.

Pour tout instant ¢ exprimé en heures, le réel U a@ est appelé vitesse de prolifération
bactérienne.

4. Dans cette question, on s'intéresse a l'instant ou la vitesse de prolifération bactérienne est
maximale. Parmi les quatre propositions suivantes, une seule d'entre elles correspond a
une valeur approchée de cet instant. Laquelle ? Pourquoi ?

a.t=4h b.t=7h c.t=9h d.t=16h
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EXERCICE 2 (10 points)

Dans cet exercice, les probabilités seront données en valeurs décimales a 10 prés.

Les parties A, B et C peuvent se traiter de fa  ¢on indépendante.

On s'intéresse a la production industrielle de bouteilles d'eau minérale naturelle ou d'eau de
source. On s'intéresse a la qualité de I'eau contenue dans les bouteilles produites : plusieurs
parameétres sont pris en compte, notamment microbiologiques (présence de bactéries, de
coliformes, de germes...) et physico-chimiques (présence d'arsenic, de nickel...).

PARTIE A : Eau de source et eau minérale naturelle

En 2017, des analyses identiques ont été menées sur la qualité de l'eau de 126 000
bouteilles produites. Ainsi 37 000 bouteilles d'eau minérale naturelle et 89 000 bouteilles
d'eau de source ont été analysées.

Parmi les analyses portant sur les bouteilles d'eau minérale naturelle, on constate que 0,12 %
des analyses révelent une eau non conforme. Parmi celles portant sur les bouteilles d'eau de
source, on constate que 0,08 % des analyses révelent une eau non conforme.

On choisit le résultat d'une analyse d'une bouteille d'eau au hasard parmi toutes celles qui ont
été réalisées.
Dans la suite, on notera les événements suivants :

M : « L'analyse porte sur une bouteille d'eau minérale naturelle » ;

S: « L'analyse porte sur une bouteille d'eau de source » ;

N : « L'analyse révéle une eau non conforme ».

1. Calculer les probabilités M) et R S.
Pour les deux questions suivantes, on pourra s'aider d'un arbre pondéré.

2. Calculer la probabilité de choisir une analyse qui révéle une eau non conforme.

3. Calculer la probabilité gu'une analyse porte sur une bouteille d'eau minérale naturelle,
sachant qu'elle révele une eau non conforme.

PARTIEB: £tude du nitrate pr®sent dans

Une entreprise produisant des bouteilles d'eau minérale naturelle affirme que la moyenne
du taux de nitrate de sa production est égale a 4,5 mg/L. L'objectif de cette partie est de
juger de la véracité de cette affirmation.

On note U la moyenne, mesurée en mg/L, du taux de nitrate de la production, et s son
écart type.

On réalise 600 prélevements dans la production. Les résultats sont les suivants :

Taux de nitrate
(en mg/L)
Nombre de
préléevements

[42;43[ | 43;44[ | [44:;45[ | [45:;46[ | [46:;47[ | [47;48]

5 57 181 233 110 14

1. En faisant I'hypothése que les valeurs observées sont respectivement celles du
centre de chaque classe, déterminer, a l'aide de la calculatrice, la moyenne e et

I'écart type Ode cet échantillon. On donnera les résultats & 10™ pres.
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2. \Veérifier que s= 0,0976 est un estimateur de |'écart type s.
3. On souhaite réaliser le test bilatéral suivant, au seuil de 5 % :

Ho: (4= 4,5contre Hi: U 4,5.
Soit @ la variable aléatoire qui a tout échantillon de 600 prélevements associe la moyenne
du taux de nitrate de ces préléevements. On considére que @ suit la loi normale
d'espérance U et d'écart type —

Dans la suite, on remplace s par son estimateur s= 0,0976. Sous I'hypothése Hp, & suit
donc approximativement la loi normale d'espérance 4,5 et d'écart type 0,004.

a) On a présenté en annexe 2 les représentations de trois densités de probabilité.
Laquelle de ces trois représentations est associée a la variable aléatoire & ?
Justifier la réponse.

b) Donner un nombre réel a & 107 prés vérifiant :
DLt ® ® Th © T
c) Enoncer la régle de décision de ce test.

d) D'apres les résultats obtenus dans ['échantillon donné, peut-on accepter
I'hnypothése (/=4,57

PARTIE C : Distribution

L'entreprise précédente fournit une grande surface en eau minérale. Chaque semaine,
540 bouteilles contenant un litre d'eau minérale sont réceptionnées par la grande surface.

Une bouteille d'eau minérale d'un litre est de tres bonne qualité si elle contient moins de
4,7 mg de nitrate.

On préleve au hasard un lot de 540 bouteilles dans la production, jugée suffisamment
importante pour assimiler ce choix a un tirage avec remise. On note alors Yla variable
aléatoire qui, a chaque lot de 540 bouteilles, associe le nombre de bouteilles de tres bonne
gualité du lot.

On admet que Y suit une loi binomiale dont une représentation graphique est fournie
ci-dessous :
;

0.11 ‘ — —

0.1

0.091

0.08 1

0.07

0.06

0.05 |

0.04
0.03 1 |
0.02

0.01

al .

512 514 516 518 520 522 524 526 528 530 532 534 536 538 540
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1. Au vu de ce graphigue, un biologiste estime que la probabilit¢ qu'un lot de

540 bouteilles prélevé au hasard dans

la production contienne moins de

520 bouteilles de trés bonne qualité est environ égale a 0,005. A-t-il raison ? Justifier la

réponse.

2. On admet que le nombre moyen de bouteilles de trés bonne qualité sur 'ensemble des
échantillons de 540 bouteilles est égal a 528. Donner alors les parametres 77 et p de laloi

binomiale suivie par la variable aléatoire ¥ On arrondira pa 1073,

Annexe 1 : Exercice 1 - question B.1 - A rendre avec la copie

Heure () 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Q“a”t(“/vé/_)de SAl 10 | 27 | 78 | 232 | 650 | 1800 | 5100 | 14100 | 39000
Z=In (N))
Annexe 1 : Exercice 2 - question B.3.a
y
Densité n°1 E I

Densité n°2

1001

80 {

60

40

20

4.48 4.485

4.49

4.495 45

4.505

451

4.515

4.52

Densité n°3

4.46 4.465

4.475

4.48

4.485

429

4.495 4.5
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Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : L'usage de tout modéle de calculatrice, avec ou sans mode examen, est
autorisé.
Document a rendre avec la copie _ : annexe 1 et annexe 2

Les données numériques sont indiquées dans chaque exercice.

La correction de | 6®preuve tiendra | e plus gr
r®sol ution et dans | a r®daction de | 6®nonc® d
r®sultats num®riques avec celle des donn®es d

du soin apporté aux représentations graphiques éventuelles et de la qualité de la langue
francaise dans son emploi scientifique.

l. PHYSIQUE :
UTILISATION DE SONDES RADIOACTIVES ET FLUORESCENTES (17 points)

Le southern blot est un protocole permettant de détecter une séquence spécifique de

| 6ADN g®nomi que afin, par exempl e, de mettre
dé®cartoearh Is@hy@une muhnedbnnn dans un g
Au <cour s de ce protocol e, on utilise un mil

radioactives ou fluorescentes dO6ADN simple br
Donneées :
Tableau n°1 : extrait de la classification périodique des éléments

13 AI 14Si lSP 16S 17C| 18 Ar

Tableau n°2 : masses atomiques

Symbole du noyau 35 A 0
. S
ou de la particule 16 2 X 1€
Masse en unité de
310-4
masse atomique (u) 34,96027 34,95954 5,48560% 10
{1 unité de masse atomique 1u=1,6605432 10" 2%"kg
1 célérité de la lumiére dans le vide c=3,0023 108m.s"?
9 constante de Planck h=6,63310734].s
9 électron-volt lev=16023 10719
1. ftude doébune sonde radioacti ve

La sonde radioactivee st r ®al i s®e en marquant un fragmeni
radioactif. Le nucléotide radioactif utilisé est le soufre 35 (3;S). Le noyau fils obtenu lors

de la désintégration du soufre 35 est noté 4 X . Lé6®quation de d®85 nt ®g
SO®crit
6S- X+ fe
1.1. Donner la composition du noyau de soufre 35.
1.2. Donner le nom de la particule émise lors de la désintégration du soufre 35.
1.3. Indiquer le type de radioactivité du soufre 35.

1.4. Donner les valeurs de A et de Z du noyau fils 4 X en précisant pour chaque valeur
la loi utilisée.
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1.5.
1.6

1.7.

1.8.

2 .

L a
fluorescéine dont la formule semi-développée est la suivante :

|l dentifier | 6® ®ment X et donner son symbc
La fiche du soufre 35 donn®e par | 61 NRS
S®curit®) indique que | 6®nergi e l i b®r ®e

radionucléide est de 169 keV.

1.6.1. Calculer en unité de masse atomique la variation de masse Dm
accompagnant la réaction de désintégration du soufre 35, en utilisant les
valeurs des masses atomiques du tableau n°2 figurant dans les données
ci-dessus.

1.6.2. D®t er mi n e rE libéeé®aueours ideela désintégration du soufre 35.
Dire si la valeur obtenue est en accord avec la donnée de la fiche de
| 61 NRS.

Les déchets a vie trés courte (VTC), dont la demi-vie ti2 (ou la période
radioactive) est inférieure a 100 jours, sont entreposés un temps suffisant pour
que leur radioactivité diminue avant élimination dans les filieres conventionnelles.
Montrer, en utilisant] e document dpagel 76aaemdrecaxee la copie
gue le soufre 35 est un déchet a vie tres courte (VTC).

L 6 a c tnitialeidd SBufre 35 est de 259 MBg.
1.8.1. Donnerl a d®f i nition de | 6activit® dbébune s

1.8.2. Au bout dbune dur ®e c or r e s yiesn(dixa pétiodes), led i x (
radioélément concerné peut étre éliminé par le circuit habituel des déchets.
Calcul er | a v aA @uwoufred3b aulbéut detcette duté® de
10 demi-vies. Commenter cette valeur.

ftude doune sonde fluorescente
sonde fluorescente est un fragment doADN

Le document en annexe 2 page 7 a_rendre avec la copie , représente le spectre

dé®mi ssion et dobéexcitation de |l a fluoresc®ine
2.1. La molécule de fluorescéine peut étre fluorescente.
Calculer EHd®nephgoton ®mis ~ |l a |l ongueur d¢
22. Le d®pl acement de Stokes correspond ~ | a
|l es deux maxima du spectre dé®mi ssion et
Si ce d®pl acement est faibl e, i est di f
déexcitation et déo®mi ssion au moyen de fi
étre supérieur a 20 nm pour pouvoir s®parer l es | on

lumiere incidente et de la faible fluorescence émise.
Estimer la valeur du déplacement de Stokes. Commenter cette valeur.
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II. CHIMIE ORGANIQUE :
ETUDE DE LA CYSTEINE (16 points)

Le soufre 35 peut étre également utilisé pour marquer des acides aminés soufrés comme
la cystéine. La formule semi-développée de la cystéine est la suivante :

HS—CH, O
\ /
CH—C
/ \
H,N OH

1. Structure de la cystéine
Données : numéros atomiques: H:Z=1 C:Z=6 N:Z=7 0:Z=8 S:Z=16
1.1. Donner les noms des trois fonctions organiques présentes dans la molécule de

cystéine.

1.2. Expliquer pourquoi la molécule de cystéine est chirale.

1.3. Repr ®senter | 6®nantiom re R (en repr ®sent
cystéine.
Justifier succinctement.

l4. Le spectre infrarouge de | a cyst®i ne pr®
1580 cm et une autre bande | arge etmldebi nt e
3200 cm L.

Indiquer, en utilisant le document de | 6 a n n3 page 8, les groupements
fonctionnels dont ces deux bandes réveélent la présence.

2. Oxydation de la cystéine

Dans cette partie, on simplifSHera | 6®criture
On fait réagir la cystéine avec une solution aqueuse de diiode. Il se forme de la cystine.

Données :
couples oxydant / réducteur : 12 @q) / |~ (aq) Cys-S-S-Cys (aq) / Cys-SH (aq)
(cystine / cystéine)

2.1. Ecrire les demi-®qu at i on s-rédacion xagsdc@es aux deux couples
oxydant / réducteur ci-dessus.

22. £crire | 6®quation de | a r®action entre | e

2.3. Donner le nom de la liaison formée au cours de cette réaction.

3. Etude du groupe fonctionnel 7 NH2 de la cystéine
On faitréagir| a cyst ® ne avec | e chl or sCOEl O @®uU han o)
préalable, procédé a la protection du groupementiSH pour | 6emp°cher de |
Lé6®quation de | a r®action entre | a cyst®i ne e
HS NH, 0 0
+ H3C—/\/ — H3C—/\/ COOH 4+ HCl
COOH Cl /N

H
HS

Donner le nom de la fonction organique formée au cours de cette réaction.
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4. Etude du groupe fonctionnel i COOH de la cystéine

4.1. On realise la réaction entre deux molécules de cystéine. On a, au préalable,
procédé a la protection des groupements i SH pour les empécher de réagir.

Lé6®quation de | a r®action entre | es: deux n
SH
HS NH, HS NH, 0
+ \—< — COOH + H,0
COOH COOH H,N N

HS
Donner le nom de la liaison formée au cours de cette réaction.

4.2. Lors de la réaction précédente vue a la question 3, il peut étre nécessaire de
bloguer le groupe fonctionnel -COOH d&éune mol ®cul e de cyst
fait réagir la cystéine avec le 2-méthylpropan-2-ol. Le spectre de RMN du proton
de cette molécule est donné en annexe 4 page 9 (spectre simulé).

4.2.1. Ecrire la formule semi-développée de la molécule de 2-méthylpropan-2-ol.

4.2.2. Dire si le 2-méthylpropan-2-o | est sensible " | 6oxydat
4.2.3. Le signal RMN du proton situé a 1,26 ppm, correspondant a neuf noyaux
déhydrog ne, est un singul et. Explique

ces neuf noyaux doéohydrog ne et pourquoi

4.2.4. Donner le nom de la fonction organique formée au cours de la réaction
entre la cystéine et le 2-méthylpropan-2-ol.

4.2.5. Donner deux caractéristiques de cette réaction.

I1l. CHIMIE GENERALE :
LE SOUFRE ET SES COMPOSES (17 points)

Le soufre dans | es conditions standard est u
| 6®t at natur32d. eé&tl A&t astounfateur el i peut °tre
compos®s soufr ®s c¢comme, par exempl e, l e sul f
gisements méthaniers. Le soufre solide peut étre également oxydé en dioxyde de soufre,
puis en trioxyde de soufre. Le trioxyde de s
sulfurique.
1. Structure du soufre et de ses composés
Données : numéros atomiques: 0:Z=8 S:Z=16
11. £crir e | a configuration ®l ectronique de
fondamental.
1.2. La configuration ® ectroni que de | 6atome dbéoxyg ne
est :
1s? 2s2 2p*
Expliquer pourquoi |l e soufre et |1 6o0oxyg ne
classification périodique.
1.3. Le schéma de Lewis de la molécule de dioxyde de soufre SO: est :
/0=S=0
N 7
Le soufre ne respecte pas la r gle de | 6oc

VSEPR restent valables.
Déterminer la géométrie de la molécule de dioxyde de soufre en la justifiant
succinctement.
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2. Oxydation du dioxyde de soufre

En phase gazeuse | 6oxydation du dioxyde de sc
soufre selon I6®quati?n de | a r®action
2802 + 02 &= 2503 ()
2
Données :
f Constante des gaz parfaits a 298 K R = 8,31 JA"1Anol !
Espece | Enthalpie standard de formation a 298 K
chimique cpH° (kJAnol - 1)
SOz2 (g - 296,8
O2 (g) 0
SO3 (g) - 395,7

2.1. Calculer I'enthalpie standard de réaction, notée qH®, de la réaction de synthese
du trioxyde soufre gazeux a 298 K.

2.2. En déduire si la réaction dans le sens 1 est endothermique ou exothermique.

Justifier.
23. Lavaleurde | " enthal pie | ibre si%9dedaaréadtiondde r ®a «
synthése du trioxyde de soufre gazeux a 298 K est de - 141,7 kJAnol ' L.
Calculer la valeur dEalatempatorede?238Ke do®qui |
2.4. Lesconditonsi ndustrielles de | 6amor -Bgétbadee cet
T = 703 K. La température atteint rapidement 873 K. Justifier le choix de la
temp®r ature dbéamor-age et expliquer son ®\

3. Dissolution du trioxyde de soufre

Donnée: Formul e de | 6aHk$0de sul furi que

On di ssout du trioxyde de soufre dans | 6eau,

sulfurique dont la concentration molaire est C =1,03 10" 2 molA_1.

31. On consid re que | d6acide sulfuriqgue est wur
311. £crire | 6®quation de | a r®action entre
312.Cal culer |l e pH de cette solution aqueus

313.0n r ®alise | e dos=alge mLddé vette suluidnwagueuseV
doacide sulfurique par une solution a
concentration molaire Co = 1,03 10" 2 molA_.
Déterminer la valeur du volume Vp de solution agueuse de soude versé a
| 6®qui val ence.

Donner | a valeur du pH de I a solution

Repr®senter | 6allure du graphe de | 6®v

de | a solution aqueuse dohydroxyde de s
32. En f ait, | 6acide sul furique est un diaci d

couple H2SOa4 (aq) / HSO, aq) €t dont la seconde acidité est caractérisée par un
pKa = 2 pour le couple HSO; (aq) / SO (ag). La valeur calculée du pH a la question

3.1.2. nbdbest pas celle que | 6on mesur e.
Dire si la valeur mesurée est plus faible ou plus élevée que celle calculée. Justifier
brievement.
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ANNEXE 1 (a rendre avec la copie)

Evolution du nombre N de noyaux radioactifs de
soufre 35 au cours du temps t

- —_—
0 100 200 300 400 500 600 700
t (jours)

SPECTRE DOGEMI SSI ON ET DOEXCI TBRNH ON DE

Intensité de
fluorescence
(Intensité
relative)

ANNEXE 2 (a rendre avec la copie)

Spectre A
déexcitat
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i I
/
_ 7o
/)
y \
i /
] \
e 7/ \
/I \\
__-‘-_// \

~

7 N\
350 400 450 500 550 600 650

Longueur dbéonde

78

BTS Biotechnologies



U12 - Sciences physiques et chimiques 2019 - Sujets
ANNEXE 3
| SPECTROSCOPIE INFRAROUGE I
Table des nombres dbéonde des vibrations de
Liaison Espéce Nature des Nombre do Intensité
vibrations cm? F:fort; m: moyen;f:
faible
O-H Alcool ou phénol libre Valence 3590-3650 F (fine)
O-H Alcool ou phénol lié Valence 3200-3600 F (large)
N-H Amlne pnmawg Valence 3300-3500 m (2 bandes)
N-H Amine secondaire Valence m (1 bande)
N-H Amide Valence 3100-3500 F
Cai-H Alcyne Valence ° 3300 m ou f
Cui-H Alcéne Valence 3030-3100 m
Cui-H Aromatique Valence 3000-3100 m
CrerH Alcane Valence 2850-3000 F
Cui-H Aldéhyde Valence 2700-2900 m (2 bandes)
OH Acide carboxylique Valence 2500-3200 F am (large)
cic Alcyne Valence 2100-2260 f
Cuvi=O Aldéhyde et cétone Valence 1650-1730 F
abaissement de 20a 30 cm?
Sl conjugaison
Cvi=O Acide carboxylique Valence 1700-1725 F
Cui=O Ester Valence 1735-1750 F
Cwvi=O Amide Valence 1630-1700 F
Cui=Cri Alcéne Valence 1620-1690 m
Cti=Cri Aromatique Valence 1450-1600 Variable (3 ou 4 bandes)
N-H amine Amine Déformation 1560-1640 Foum
-NO2 Groupe nitro Valence 1540-1570 et 1340-1390 F (2 bandes)
Crer-H Alcane Déformation 1430-1480 F
Cret-H (CH?3) Alcane Déformation 1370-1390 F (2 bandes)
Ctet-O Alcool Valence 1010-1200 F
Cter-N Amine Valence 1020-1250 m
Cti-H de -HC=CH- (E) Alcéne Déformation 960-970 F
(2 Déformation 670-730 m
Cui-H Aromatique monosubstitué | Déformation | 730-770 et 680-720 F (2 bandes)
Cui-H Aromatique 1,2-disubstitué | Déformation 735-770 F
Aromatique 1,3-disubstitué | Déformation | 750-800 et 680-720 F et m (2 bandes)
Aromatique 1,4-disubstitué | pgformation 800-860 =
C-Cl Chlorure d'alkyle ou d'aryle Valence 600-800 F
C-Br Bromure d'alkyle ou d'aryle Valence 500-750 F
C-l lodure d'alkyle ou d'aryle Valence ° 500 F
Cias tét -\ -~ Cyi trigonal ':C/ Cgqi digonal :=Cc—
tet tétragonal /C\ tri U9 : ~ di aig =C
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ANNEXE 4
SPECTRE RMN DU 2-METHYLPROPAN-2-OL

10 3 8 7 & > 4 3 z 1 0

HPH-00-190 ppr
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2019 - U2: Biologie moléculaire et génie génétique
Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

Etude invitto de | dacti vit® transcriptio
mut ®e du r®cepteur de | 6hor mone
LO®mergence du s®quen-age ~ haut d®bit a perrm
humain doéun nouveau type de r ®si sctestrattribuée'a | 6ho
des mutations du facteur de transcription TRU
thyroidienne, dont il est le récepteur nucléaire.
Les patients atteints de cette pathologie présentent un phénotype similaire a ceux atteints
dd hyp ot hpetiteotaille due a un retard de croissance osseuse, constipation, visage
rond et plat, macrocéphalie et défauts du développement neurologique
(A. Tylki-Szymanska, JMG Online First 2015).
Di ff®rentes |ign®es de souris incorporant de
construites. La Iign®e murine TRU1CR1 porte u
prot ® ne TRU1. Cette |ign®e est ut i | iinsvire dan
|l 6activit® transcriptionnelle du r®cepteur TR
1. Extraction des ARN totaux de ciurs de
Les ARN totaux de |l a |ign®e mut ®e (TRUL1CR1) s

dans lesquels les récepteurs aux hormones thyroidiennes sont fortement exprimés. Le
coffret NucleoSpin® est utilisé selon le protocole présenté dans le document 1 .

1.1. Expliquer le role des réactifs utilisés lors de la lyse (étape 2 du protocole).

La purification qui suit | 6®t ape de | yse soef
colonne.

1.2. ldentifier le type de chromatographie mise en jeu.

Une purificatondes ARN pol yA+ est ensuite r®alis®e
obtenues.

1.3. Expliquerl 6i nt ®r °t de cette ®tape.
1.4. Proposer une méthode adaptée pour la purification des ARN polyA+.

2. Transcription inverse et amplification par PCR (3,5 points)

Une étape de transcription inverse est réalisée a partir des ARN purifiés précédemment,
en pr®sence déamorces al ®atoires, de dNTPs et

2.1. Expliquer en quoi la transcriptase inverse est une ADN polymérase particuliere.

A | 6issue de | 6® ape de transcription inver s:e
amplifier par PCR |l a partie 306 du cadre ouver
Le document 2 pr ®sente | a s®quence de | 60RF du r ®c

séquences cibles des amorces sens et anti-sens encadrant la séquence codant pour
|l 6h®l i ce Ul2.

2.2. ldentifier le format de séquence utilisé et rappeler les caractéristiques de ce type de
format.

2.3. Ecrire sur la copie la séquence des amorces sens et anti-sens, en les orientant,
selon |l a convention doé®criture.
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La PCR est réalisée en mode « Touch Down ». Le programme du thermocycleur est
présenté dans le document 2.

24. Expliquer | 6int®r°t des ®tapesioZhDown»3, car a

3. Clonage du produit de PCR dans le vecteur pGEM  -T (5,5 points)

Le produit de PCR est directement cloné dans le vecteur pGEM-T, présenté dans le
document 3 en pr ®sence dO6ADN |l igase T4. Apr s 1 |
ambiante, le produit de ligature est mis en présence de bactéries JM109 compétentes

pour une transformation.

3.1. Expliquer pourquoi le vecteur pGEM-T est particuliérement adapté au clonage de
produits de PCR amplifiés par la Taq polymérase.

Le vecteur pGEM-T permet un criblage « Blanc / Bleu » des clones recombinés basé sur
| e pr i nlddompéEmantation. lGe génotype de la souche JM109 est présenté dans le
document 3.

3.2. Deégager la caractéristique génétique de cette souche, indispensable a la réalisation
d e -dordplémentation.

3.3. Proposer une composition pour le milieu de culture utilisé lors du criblage des clones
recombinés dans le cadre de cette manipulation. Argumenter ce choix.

34. Expliquer ou sch®matiser | e principe do®tail

4. Obt ent i owme cdtéeuunr d 6 edy pécepteusmutén TRU1 CR 1
(2 points)

Le vecteur doex prmwéeté dans lepddaBrieht® R contient une version

sauvage du géne TRUL. Il est digéré par les enzymes EcoR | et Bgl |l afin de remplacer la
séquence sauvage par la séquence mutée. Cette séquence portant la mutation CR1
affectant | 6h®l ice U112 est obtenue par doubl
ddéampl i fi c-atecombiné, s&detidnné et vérifié. Aprés ligature, on obtient le
vecteur dodéexpression pSG5/ TRU1CR1.

41. Rep®rer |l es ® ®ments indispensablUkshezun | 6 e x
organisme eucaryote. Expliquer leur réle.
42. 1 denti fier l es ®| ®ments per met Wdangqualitél deat t r i

vecteur navette. Argumenter.

5. Etude de | 6activit® transcriptionnel
mutants (4 points)

Lohor mone t hyersapdciaepnanbel eT3de modul er | 0express

cibles via sa fixation sur son récepteur TRUL. Le document 5 pr ®s ent e | 6ac

transcriptionnelle de TRUL. Celleci n®cessite | a for daltRE.con doun

Afin de tester |l es cons®quences de | a mutat.

récepteur TRUL, des cellules épithéliales humaines HEK 293 sont co-transfectées par
deux plasmides :
f pSG5/TRUIIe xpri mant |l a ver
1 PTRE-l uc expri mant | e g
régulateur TRE enhancer.

n sauvage ou, mut @
de | a |l uci f ®r as
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Apresco-t ransfecti on, l es cellules sont incub®es
puis | e niveau dobéexpression de |l a lucif®rase
principes et résultats sont présentés dans le document 5 .

51. Pr®senter |l es caract®ristiques dbébun g ne ra
52. Expliquer comment | 6hormone T3 permet de mo

5.3. Analyser les résultats obtenus en lien avec la structure des plasmides utilisés.
54, Proposer deux fonctidi2s possibles de | 6h®I i

Clart® et rigueur de | 0expression ®crite
Justesse et rigueur de | dexpression ®crite
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
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Document 1

Extrait de

(Macherey -Nagel).

The basic principle

la fiche technique du kit NucleoSpin®

One of the most important aspects in the isolation of RNA is to prevent degradation during
the isolation procedure. With the NucleoSpin® RNA methods, cells are lysed by
incubation in a solution containing large amounts of chaotropic ions. The RA1 lysis buffer
immediately inactivates RNases i which are present in virtually all biological materials T
and creates appropriate binding conditions which favor adsorption of RNA to the silica
membrane. Contaminating DNA, which is also bound to the silica membrane, is removed
by an rDNase solution which is directly applied onto the silica membrane during the
preparation (RNase-free rDNase is supplied with the kit). Simple washing steps with two
different buffers remove salts, metabolites and macromolecular cellular components. Pure
RNA is finally eluted under low ionic strength conditions with RNase free H20 (supplied).

Component Hazard contents GHS Hazard — Precaution
P symbol phrases  phrases
Inhalt Gefahrstoff GHS-Symbol H-Sitze P-Sitze
rDNase, rDNase, lyophilized 317,334 261, 280,
RNase-free rDNase, lyophilisiert 302+352,
304+340,
CAS 9003-98-9 DANGER 3334313,
GEFAHR 342+311, 363
RA1 guanidinium thiocyanate 302, 412, 260, 273,
30-60% EUHO031 301+312, 330
Guanidinthiocyanat 30-60 %
CAS 593-84-0 EJ&F}T}:\I;JGG
Homogenize ﬁ
sample - 30 mg
Lyse cells N
350 pL RA1

3.5 pL B-mercaptoethanol

Mix 7  Digest DNA
95 puL DNase
Filtrate lysate reaction mixture
E 11,000 x g. RT, 15 min
@j 1 min
8 gﬁf_: ;’:fni?;ne S  {=wash 200 uL RAW2
Adjust RNA 350 pl 70 % ethanol 2% wash 600 pl RA3
binding o
conditions Mix 3¢wash 250 L RA3
Bind RNA ) 11.000
Load sample 1=and2® €5 an o &
_ 30s
N—r 11,000 x g . = 11,000 x g,
30s 3 f—:i} 2 min
o 9 Elute highly
Desalt silica pure RNA — 60 pL RNase-
membrane 350 uL MDB = (*"3 free H,0
- -
2 11,000 x g, \=1 11,000 x g,
1 min Vi 1 min
84
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Document 2 : Ampl i fi cati on par PCR de | a p
récepteur TRal.

S®quence de | 60ORF du ra®desquiseur sauvage

>(i|928589392:519 - 1997 Mus musculus thyroid hormone receptor alpha

(TRal), transcript variant 1
ATGGAACAGAAGCCAAGCAAGGTGGAGTGTGGGTCAGACCCAGAGGAGAACAGTGCCAGGTCA
GATGGAAAGCGAAAAAGAAAGAACGGCCAATGTCCCCTGAAAAGCAGCATGTCAGGGTATATCC
AGTTACCTGGACAAAGACGAGCAGTGTGTCGTGTGTGGGGACAAGGCCACCGGTTATCACTACC
TGTATCACTTGTGAGGGCTGCAAGGGCTTCTTTCGCCGCACAATCCAGAAGAATCTCCATCCCAC
TATTCCTGCAAGTATGACAGCTGCTGTGTCATCGACAAGATCACCCGGAATCAGTGCCAGCTGTC
CGCTTCAAGAAGTGCATTGCTGTGGGCATGGCCATGGACTTGGTTCTAGATGATTCGAAGCGGG
GCCAAACGCAAGCTGATTGAGCAGAACCGGGAGAGGAGGCGAAAGGAGGAGATGATTCGCTCA
CAGCAGCGACCAGAGCCCACTCCTGAAGAGTGGGACCTGATACATGTTGCTACAGAGGCCCATC
AGCACTAACGCCCAGGGCAGCCATTGGAAACAGAGGCGAAAATTCCTGCCGGATGACATTGGCC
TCACCTATTGTCTCCATGCCGGACGGAGACAAGGTAGACCTAGAGGCCTTCAGCGAGTTTACCA,
ATCATCACCCCGGCCATCACGCGCGTGGTGGACTTTGCCAAAAAACTGCCCARGOICCG

GTCCGCTACGACCCTGAGAGTGACACCCTGACCCTGAGTGGGGAGATGGCGGTTAAGCGGGAA
CTCAAGAATGGTGGCTTGGGTGTGGTCTCTGACGCCATCTTTGAACTGGGCAAGTCACTCTCTGC(
TTTAACCTGGATGACACGGAAGTGGCTCTGCTGCAGGCTGTGCTGCTAATGTCAACAGACCGCT!
GGCCTGCTGTGCGTGGACAAGATCGAGAAGAGTCAGGAGGCCTACCTGCTGGCGTTTGAGCAC
GTCAACCACCGCAAACACAACATTCCGCACTTCTGGCCCAAGCTGCTGATGAAGGAGAGAGAAG
CAGAGTTCGATTCTGTACAAGGGGGCAGCGGCAGAAGGCCGGCCGGGCGGGTCACTGGGCGTH
CCGGAAGGACAGCAGCTTCTCGGATCATGTTGTTCAGGGTCCGCAGGTCCGGCAGCTTGAGCA(
GCTTAAGGTGAAGCGGGAAGTCTCCGAGGGCCGGTTCTTCAGCACCAGAGCCCGAAGAGCCCG
CAGCGTCTCCTGGAGCTGCTCCACCGAAGCGGAGTTCTCCATTCCCGAGREE3AIAIT
CTCGACAGCABEGAGCTCCCTGAGCTCCTCCTCTGACACGGAGGACACGGAGGTCTGCGAGGA
CAGGCAGGCAAGGCAGCCTCTCCCTGA

Donneées :
Les sites EcoRI (GAATTC) et Bglll (AGATCT) apparaissent en gras.
La position de | 6amorce sens (FWD) est soulig

La positi on dsens(REBE\Y esbsoutignée aan unidouble trait.

L 6 o uTmi chlculator » fournit les données suivantes :

Amorce sens Tm =64,6 °C  Amorce anti-sens Tm = 62,2 °C
Temp®rature doéhybri:®da2°Con recommand®e

Programme du thermocycleur

Etape 1 95°C: 3 min

Etape 2 95°C: 30s
68°C: 30s 9 cycles
72°C: 30s

Etape 3 95°C: 30s
58°C: 30s 24 cycles
72°C: 30s

Etape 4 72°C: 5min
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Document3 : Extrait de la fiche techn ique du systeme pGEM -T
(Promega E ).

pGEM®-T Vector Systems

The pGEM®-T Vector Systems are convenient systems to clone PCR products. The

pPGEM®-T Vector is prepared by cutting the pPGEM®-5Zf(+) Vector with EcoRV and adding

a 3’ terminal thymidine to both ends. These single 3"-T overhangs at the insertion site

greatly improve the efficiency of ligation of a PCR product into the plasmid by preventing

recircularization of the vector and providing a compatible overhang for ligation of PCR

products generated by thermostable polymerases that add a single deoxyadenosine, in a

template-independent fashion, to the 3"-ends of amplified fragments.

Features - Benefits

1 Rapid Ligation: The provided 2X Rapid Ligation Buffer allows reactions to be
completed in 1 hour at room temperature.

1 Blue/White Screening: T7 and SP6 RNA polymerase promoters flank a multiple
cloning region within the U-peptide coding region for b-galactosidase. Insertional
inactivation of the U-peptide allows recombinant clones to be directly identified by color
screening on indicator plates.

pGEM-T Vector Circle Map and Sequence Reference Points

pGEM®-T Vector Sequence reference points:

o ‘):n;:; e Nae| T7 RNA Polymerase transcription initiation site
\ 1 multiple cloning region 101
forl — Wl < SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 1241
é\gzn 20  SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 1
Amp' B | & pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 1611
Plector  1ac20 S | 36 laczUstart 1

T 1 ac 46 ac. Star

(30030p) ol | 55 lacoperator 1852
N, | & p-lactamase coding region 1322-21
o 73 phage f1 region 2365-2¢
ael | &2 lac operon sequences 2821-2981, 1513
orl Eéﬁ(l 103 pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 294129
T oo | 126 T7 RNA Polymerase promoter (<17 to +3) 2984

f1 Origin of Replication:  Allows preparation of
single-stranded DNA.

Table 1. Genotypes of E. coli Competent Cells Offered by Promega.

Strain Genotype

BL21(DE3)pLysS F-, ompT, hsdS, (r,—, m,~), dem, gal, A(DE3), pLysS, Cm*

HB101 F-, thi-1, hsdS20 (r,—, m,~), supE44, recAl3, ara-14, leuB6, proA2, lacY1, galK2, rpsL20
(str?), xyl-5, mil-1

JM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,—, m +), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F’, traD36,
proAB, lacl®, lacZAM15]

Pro 5-alpha JhuA2, A(argF-lacZ), U169, phoA, ginV44, 080, A(lacZ)M15, gyrA96, recAl, relAl, endAl,
thi-1, hsdR17
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Document4 : Vecteur doexpr ealgdidoanp rp SGHHYTARy e n €

flo

ri
P SV40/5V40 ori
beta-globin intron

PT7

pSG5/TRa1

EcoR |

Bgl Il

Feature Mucleotide Position
SW40 promoter and S¥40 origin of replication ZE-366
[-globin intron 395-0&7
T7 promoter 1022-1040
EcoR | 1043

BamH | 1049

Bal Il 1054

SV40 palya, signal 1069-1202
pUC origin of replication 1342-2009
ampicillin resistance (bla) ORF 21460-3017
1 origin of ss-DMNA replication J587-3893
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Document5 : Modul ati on de | 6activit® transc
T3/TRal, in vivo et in vitro.

5A : Molecular model of T3 target genes activation

PEFEEBVEBIERISBIIBEEHRERETLEFICHEDHEIIEE PEEDEEFITEVESELILIIIBOEPIEFTIERBERD
I
0008080000008 0080800808686000000000008. IL 1900008080060 0800000000008000060006800
Cytoplasm Transmembrane
transporter

Nucleus

Gene regulation by Tz hormone is achieved through activation of the Thyroid Hormone
receptor (TRU1). Heterodimeric RXR/TRUL complex can bind to thyroid hormone response
elements (TRE) in DNA. In the presence of Ts hormone, a conformational change in TRUL
occurs permitting activation of target genes.
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5B : Mesure de lactivité luciférase dans les cellules HEK 293
transfectées, en présence d'hormone T3.

Les cellules ont été systématiquement co-transfectées par :
1 le vecteur pTRE-l uc expri mant l e g ne de | a |l uci
élément régulateur TRE enhancer,

f etunvect eur dbébexpression pSGb5,
0 soit le vecteur pSG5 vide (pSGb5),

o soit |l e vecteur pSG5 exprimant | e r ®cep
o soit |Ile vecteur pSG5 exprimant | e r ®cep
70000 -
60000 -
o = 50000
o
@ S 40000 -
Ef:
%@ 30000 -
=5 E
<= 20000
10000 -
0 I | — I I
Sans T3 T3 Sans T3 T3 Sans T3 T3
107" mal. L 107 mal. L 107 mal. L
| )\ ) | J
Y Y Y
pSGS pPSGS5/TRa pPSGS/TRu1CR1
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2019 - U3 : Biochimie structurale et fonctionnelle des
protéines

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé _: calculatrice, dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

| mplication de | dactivit® | ys:
dans le développement des métastases cancéreuses

La lysine oxydase (LOX) est une enzyme extracellulaire, synthétisée notamment par les
fibroblastes des tissus conjonctifs. Elle est impliguée dans une étape de maturation des

fibres de collag ne. Cette ®tape est essentie
La lysyl oxydase est surexprimée dans les tissus cancéreux. La LOX, en intervenant sur le
remodel age de | a matri ce extracellul aire,

métastasiques.

Une strat®gi e de traitement pour ces cancer
inhibiteur, le BAPN (beta-amino propionitrile) est testé chez la souris.

1. Le collagéne, un substrat naturel de la lysyl oxydase (5 points)

Constituant majoritaire de la matrice extracellulaire, le collagene est une protéine fibreuse,
insoluble et particuli rement r®sistante ~ 1260
par | 6assembl age extracellulaire doéun grand i
résistance mécanique des fibres est due, entre autres, a la présence dans la molécule de
tropocollagéne de régions en triple hélice constituées de répétitions de séquences
Gly-Pro-X ou X désigne un acide aminé quelconque.

Le document 1 donne les formules des acides aminés glycine et proline, particulierement
abondants dans le collagéne.

1.1 Ecrire la formule générale semi-d ®vel opp®e doéun acide amin®
particularité structurale de chaque acide aminé présenté (glycine, proline) et son
incidence sur la structure secondaire du collagéne.

Ledocument 2pr ®sente | es structures dbébune h®Ilice &
déune mol ®cul e de tropocoll ag ne.

1.2 Sur le document 2b , a rendre avec la copie, entourer et Iégender un résidu proline
et un résidu glycine, une liaison peptidique et une liaison hydrogene.

13 Construire et compl ®t er un tableau compar a
la triple hélice du tropocollagéne, portant sur les critéres suivants :
- nombre de chaines peptidiques,
- positionnement des interactions hydrogenes stabilisatrices.

1.4 Proposer au moins un argument pour expliquer que la structure en triple hélice du
tropocollagéne permet une plus grande résistance a la traction.

2. Etude du niveau doexpression de | a
dohypoxie (6 points)

llaété montré quel 6 hypoxie observ®e | ors du d®veloppe

au développement de métastases.

Le document 3 pr ®sente | es travaux de | 60®qui pe de L

bl ot, | 6effet de | dhypoxie sur | e niveau dobex
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21 Expliquer | e rt'|-BAGRHe | 60 ®t ape de SDS

2.2 Construire les deux schémas légendés des édifices moléculaires impliqués dans
| 6 1 mrdétecteon sur la membrane de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) :
- de la LOX,
- de la 3-actine.

2.3 Expliquerl e r ' 1 e d eduWésterh lasopet le dlA des étapes de lavage.

24 labactine ®tant une prot®i ne ° expression
détection dans le cadre de cette étude.

25 Argumenter] a n®cessit® do6incuber | a membrane av
ant-l g G de | apin (®tape nA5), avant | 60incub

anti-lgG de souris (étape n°7).
26 Analyserl es r ®sultats pr®sent ®s et conclure qu

déoexpression de | a LOX.
3.D®t ermi nation de | dactivit® de | a | ysy
Un kit de dosage de | 6activit® LOX dans des
mesurer | 0efficacit® doébun traitement par | e B

Le document 4 présente les deux réactions mises en jeu dans le kit de dosage de
| 6acltOXvi t ®

Le document 5 donne des i nformations techniqgues su
dosage.
31 Pr®ci ser |l es composants pr®sents dans un p

surnageant de culture cellulaire.
Dans le kit de dosage de | 6 a ¢ LOXy la sofition « HRP substrate » est préparée a
250X. Elle sera finalement utilisée a 1X lors du dosage.
3.2 Donner la signification du « X ».
33 Justifier |1 6utilisation de cette solution

34 Exposer | e principe de | a fluorescence et p
| 6appareil de mesur e.

3.5 Expliquer comment la réaction indicatrice catalysée par la HRP est couplée a la
réaction catalysée par la LOX.

L6®qui pe de Janine T. Erl er a ®t udi ® chez des
la LOX (le BAPN). Des expériences ont montré que le BAPN est un inhibiteur compétitif de
la LOX.

3.6 Proposer une représentation graphique annotée mettant en évidence les paramétres
cinétiques de la LOX en présence et en absence de BAPN.

Le document 6 présente le protocole de traitement des souris et les résultats obtenus.

3.7 Précisers i |l a diff®rence dbéactivit® enzymati que
lot 1 est significative.

3.8 Analyserl 6ensembl e des r®sultats et conclure s

3.9 Argumenter | 6i nt ®r °t doéoutiliser |l e BAPN dans | a
cancers.
Clart® et rigueur de | 6expression @®cr
Justesse et rigueur de | dexpression ®crite ort
Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
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' Annexe A : document 2b & compléter et page 5 a rendre avec la copie |

Document 1 : Formules de la glycine et de la proline

coo e
| —Cc—
*HgN—C —H oNT§H
|!| Hzc\ CHp
o
Glycine Proline

Document2 :Structures dobéune h®lice al
r®gi on en triple h®lice do

2a.Struct ur e 3D adh@leendmiteh ®1 i c e

2b.Pr oj ecti on ( A) et mod | e 3D (B) doéun
tropocollagéne de type |

A. B.

Chaine 1 Chaine 2 Chaine 3

NH3* o Oxygéne
NHs* ® Azote
NHs*

Triple hélice droite

o Hydrogéne
lieaN

Chaque chaine est
en hélice gauche
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Document3 :Effetde | 6hypoxi e

sur | e ni veau

protéine LOX par des cellules cancéreuses de lignée

pulmonaire en culture

0 Conditions exp®ri mentales et mise en

A Cellules cultivées pendant 24 h dans deux conditions :

- 02 a 19 % (normoxie).
- 02a0,5 % (hypoxie).

A Extraction des protéines et quantification par méthode de Bradford.

A Electrophorése SDS PAGE (dép6t de 50 pg de protéines par puits)

A Western blot (étapes) :

1. Electrotransfert sur membrane de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride).
2. Incubation de la membrane dans un tampon PBS (s) a 5 % de lait pendant

2 h a température ambiante.
3. l ncubation de | a

humai ne et doant ibcaotingghemaithes toldeaunemuite 4 &n t i

4. 3 lavages en PBS Tween 0,1 %.

membr ane avec

T

d O €
uvr e
un m® |

5. Incubation de la membrane avec un anticorps de chévre anti IgG de lapin
conj ugu® Horséd RadishPPerdxydase) pendant 2 h a température

ambiante.
. 3 lavages en PBS Tween 0,1 %.

~N O

conj ugu® ‘hatendpEr&ure ami@ante.

8. 3 lavages en PBS Tween 0,1 %.
9. Révélation par chimioluminescence.

U Reésultats

Film photographique
apres réeveélation

LOX | — -

0O, 0O,
19 % 0,5 %

Expression relative de la protéine LOX

14

0_

O 0,:19%
B 0,:05%

Ling Wei, Xian -Rang Song, Ju-Jie Sun, Xing -Wu Wang, LiXie, andLi -YanLy . Lysyl
Oxidase May Play a Critical Role in Hypoxia -Induced NSCLC Cells Invasion and

Migration. Cancer biotherapy and radiopharmaceuticals
677.

, 2012 Dec; 27(10): 672

. Incubation de la membrane avec un anticorps de lapin anti IgG de souris
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Document4 :R®actions mises en jeu dans | e Kk
de la LOX

1) Action de la lysyl oxydase (LOX) sur son substrat naturel, le tropocollagene

faisceaux

de tropocollagene j\

Dans le kit de
dosage, le substrat
naturel de la LOX
(faisceaux de
tropocollagéne) est
remplacé par un
peptide contenant
de la lysine

0, + H,0
2=
lysyl oxydase H,0, + NHE

o groupements carbonyl
(allysine)

pontage spontané
H (aldolisation)

2) Reéaction catalysée par la peroxydase de raifort (HRP)

HRP
Substrat fluorogéne + H20: > Composé fluorescent + 2 H20
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Document 5 : Données de la fiche technique du kit de dosage de
LOX par fluorimétrie
(Lysyl Ox ydase Activity Assay kit Fluorometric)

A Prepare 2X LOX Reaction Mix as described below and equilibrate at room
temperature. (The volumes given are enough for 1 x 96-well plate)

Component Vol
250X HRP substrate 40 pL
50 U/mL HRP stock solution 20 pL
Assay Buffer adjust volume
containing peptidic substrate of the LOX enzyme to 5 mL

A Set up reaction wells
Blank control : 50 uL PBS + 0.1 % BSA
Standard wells : 50 pL LOX standard dilutions with PBS + 0.1 % BSA
Sample wells : 1-50 pyL samples (adjust volume to 50 uL / well with PBS
+ 0.1 % BSA)

A Add 50 pL of LOX Reaction Mix into each well to make the total assay volume of
100 pL. Mix and incubate at 37 °C for 10-40 min protected from light.

A Monitor fluorescence on a microplate reader at Ex / Em = 540 / 590 nm.

A Substract the blank control from all other wells.
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Document 6 : Mesure fluorimétrigue de | 6activit® LO

desouri s canc®reuses et trai
U Pr®sentation du protocole de | 6®tude

X da
t ®e s

Des souris subissent une injection intradermale de cellules cancéreuses induisant le
développement de tumeurs sous-cutanées en quelques semaines, puis elles sont divisées
en trois lots.

Ces souris sont ensuite traitées selon le protocole suivant :

Injection de
cellules
cancéreuses

Semaine 1

Semaine2 Semaine3 Semained4 Semaine5 Semaine 6

temps

Lot de souris < * DOSAGE
cilqcereuses Injection quotidienne de | DE
: 100 mg/kg de BAPN L’ACTIVITE
Lot de souris T * | LOX
ﬁilrécereuses Injection quotidienne de 100 mg/kg de | DANS LE

BAPN PLASMA
Lot de souris
Témoin

0 R®sultats deDddS®gadeke | 6act i hysytGRydds®OACtiviyar | e
Assay »

3,
—
()
[ |
——
= 6
1K}
[
T
e 49
0
[}
3
- 2 4
0

1

Témoin

Lot1l Lot 2

D 6 a pErler9T 1, Bennewith KL , Nicolau M , Dornhéfer N , Kong C, Le QT, Chi JT,
Jeffrey SS, Giaccia AJ . Lysyl oxidase is essential for hypoxia-induced metastasis.

Nature, 2006 Apr 27;440(7088):1222-6.
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2019 - U41 : Microbiologie et génie fermentaire

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

Le microbiote intestinal

L6°tre humain est une symbiose intime qui ass
au moins, autant de bactéries. Ces microorganismes constituent une partie du microbiote
compos® ®gal ement déarch®es, champignons, I
communaut ® est h®berg®e dans | 6intestin.
Comme | e microbiote se met en place d s |l a nc¢
de | 6ali mentation de |1 0htte, | 6i d®e a al ors ¢

probiotiques pouvaient moduler le microbiote intestinal pour prévenir les dysbioses
(déséquilibres du microbiote).

1. Effet de | 6antibioth®rapie sur | 6®qui

De nombreux patients entrant : |l 6htpital ave
subissent des traitements antibiotiques qui appauvrissent celle-ci. Le document 1
présente quatre structures chimiques de molécules de la famille des béta-lactamines.

1.1. Identifier et reproduire sur la copie la structure chimique commune aux béta-
lactamines.

Il existe différentes modalités de résistance aux antibiotiques. Le document 2 en présente
guelgues exemples.

1.2. Dégager et expliquer les principes des trois modalités de résistance illustrées dans le
document. Proposer un quatriéme mécanisme de résistance.

Certaines bactéries possedent dans leur génome le gene bla codant une béta-lactamase.

1.3. En sb6appuyant sur |l es r®ponses pr®c®dent es
mis en jeu dans ce cas.

La bactérie Clostridium difficile, r®si stante ° de nombreux anti
provoquant des colites avec diarrhées, vomissement et fievre. Clostridium difficile est un
bacille Gram positif capable de sporuler. Le document 3 présente une analyse comparée

des caract®ristiques de | a cellule v®g®t ati ve
14. Rep®r er | es argument s montrant gque | 6endo
cellulaire.

Le document 4 rappelle les cibles moléculaires principales des antibiotiques.

15 . Expliquer en quoi | 6 endos p oClostridipma difficilecauxp e
antibiotiques.

16. R®di ger une synth se expliquant comment un
conduire a un déséquilibre du microbiote par Clostridium difficile.

2. Effet protecteur de  Bifidobacterium longum sur les cellules
intestinales (4 points)

Afin de pallier le déséquilibre du microbiote causé par une antibiothérapie, des
probi otiqgues peuvent °tre admi ni str ®s. Des
Bifidobacterium longum pour limiter les effets cytopathogénes engendrés par les toxines
produites par Clostridium difficile.
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La technique xCELLigence® utilisée pour mesurer la viabilité des cellules est décrite dans
le document 5.

2.1. Expliquer la notion de « cell index ». Repérer la relation existant entre une diminution
du « cell index » et la viabilité des cellules.

Des surnageants de culture de C. difficile contenant des toxines sont mis en présence ou
non de Bifidobacterium longum pendant 48 h. Aprés centrifugation, le surnageant résultant
de ce traitement est ajouté a une culture de cellules épithéliales intestinales humaines.
Les résultats obtenus par la techniqgue XxCELLigence® sont présentés dans le
document 6.

22. Analyser | 0exp®rience de fa-on global e
index a 22h . Conclur e sBifidobacteibuen f Idngutn sud ées cellules
intestinales.

3. Production de Bifidobacterium (8 points)

Compte tenu des effets protecteurs de la présence de Bifidobacterium longum dans le
microbiote intestinal, la production a grande échelle de ces bactéries intéresse certaines
industries.

Le document 7 présente des expériences de fermentation en batch avec ou sans
maintien de pH, réalisées avec une culture de Bifidobacterium longum ATCC 15707, en
milieu MRS classique (document 8 ) ou MRS i WP supplémenté en lactosérum.

3.1. Caractériser le milieu MRS. En déduire le type trophique de Bifidobacterium longum.

3.2. Réaliser un schéma légendé du bioréacteur sur lequel figure les éléments permettant
le maintien du pH.

3.3. Calculer les productivités volumiques horaires totales (PVHT) en acide lactique et en
acide acétique dans le milieu MRS ajusté a pH 5,5. Préciser le type de fermentation
mise en jeu au cours de ce batch.

3.4. Calculer le rendement de croissance total Rx;s dans le milieu MRS ajusté a pH 5,5.

3.5. Synthétiser les données pertinentes sous forme de tableau. Argumenter le choix des
conditions de culture pour une production optimale de Bifidobacterium longum.

Clart® et rigueur de | 6expression ®crit
Justesse et rigueur de | 0expression ®cri

Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
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Document 1 : Structure chimique de quatr e molécules de la famille des
béta-lactamines

o}
0
H OH H NH OH NMe; Ha
Ny s me J. Y N~ ¥ J H T €
OE LN e W wimy JLw e
€O, €0, o %o
Pénicilline G Imipénéme Méropénéme Sulbactame

Document 2 : Three bacterial antibiotic resistances

Antibiotic-resistance

3 Antibiotic-
genes

efflux pump

2.4 }/r ,
Antibiotic- ’ .
a|te|'ing Antibiotic
)

Antibiotic

v

Bacterial cell
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Document 3 : Comparative composition analysis of vegetative cell vs.

endospore
Characteristic Vegetative cell Endospore
Typical gram-positive Thick spore cortex
Structure CZIFI) 9 b Spore coat
Exosporium
Microcospic appearance Nonrefractile Refractile
Calcium content Low High
Dipicolinic acid Absent Present
Water content High Low
Cytoplasmic pH About pH 7 About pH 5,57 6,0 in core
Enzyme activity High Low
Macromolecular synthesis Present Absent
MRNA Present Low or absent
Heat resistance
Radiation resistance
Resistance to chemicals and Low High
acids
Resistance to lysosyme
Document 4 : Antibiotics mechanisms of action
Cell Wall Synthesis . Nucleic Acid Synthesis
Folate synthesis
Sulfonamides
Beta Lactams Trimethoprim DNA Gyrase
Penicillins Quinolones
Cephalosporins
Carbapenems '~ RNA Polymerase
Monobactams ( Rifampin
Vancomycin
Bacitracin
50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol
Cell Membrane 30S subunit Streptogramins
Polymyxins

Tetracyclines
Aminoglycosides Protein Synthesis

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Antibiotics_Mechanisms_of_action.png

©2011 TheMedSchool.com
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Document 5 : Principe de la technologie xCELLigence®

Adherent Confluence
Target Cells Microelectrodes \l

3
v

Proliferation

Cell Index

Time (h)

+ Toxin

toxin
concentration (uM)

+ Toxin

0 (Negative Control)

Cell Index

! toxin only

Dead Target Cells Time (h)

ACEAOGSs x C E®@ IReafyTermec @ell Analysis (RTCA) instruments utilize gold
microelectrodes embedded in the bottom of microtiter wells to non-invasively monitor cell
status including cell number, shape/size and attachment. The major distinguishing features
of this technology include enhanced sensitivity, the preclusion of labels and, importantly,
kinetic measurement of cell health/behavior.

Step 1 : Adherent cells (i.e. intestinal cell line) are first seeded in the wells of an electronic
microtiter plate (E-Plate®). Adhesion of cells to the gold microelectrodes impedes the flow
of electric current between electrodes. This impedance value, plotted as a unitless
par ameter call ed ncCell |l ndexo, i ncreases
approach 100 % confluence.

Step 2 : When added subsequently, non-adherent effector cells (i.e. immune cells) or toxic
molecules (i.e. C. difficile toxine) in suspension do not cause impedance changes in and of
themselves (due to lack of adherence to the gold microelectrodes).

Step 3 : If toxines induce the destruction of the target adherent intestinal cells, the
corresponding cytolytic activity can be sensitively and precisely detected by a decrease in
cell index.
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Document 6: Ef f et s de | 6aj out de di ff®rent
physiologigue de cellules épithéliales intestinales
humaines

Time after supernatant addition (h)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

—&— MM
Tox.S
—@— |IPLA20001-Tox.S

~—_, —*— IPLA20002-Tox.S

Nomalized cell index
o
N

0,6 <3¢+ IPLA20001-MM
- + —IPLA20002-MM
-0,8
-1
-1,2

Normalized Cell Index : Impédance de la condition testée T impédance de la condition
contréle (MM : milieu de culture des cellules épithéliales).

Surnageant d o QlosEdium diffidileuconéenadt ées

Tox.S toxines produites par la souche.

IPLAXXXXX Référence des souches de Bifidobacterium longum étudiées.

Surnageant d o6 Bifd@actenuin tongurreprédlablement

IPLAXXXXX-TOX.S . , )
incubée avec les surnageants toxigues.

Surnageant d o Bifd@actenun tonguneprédlablement

IPLAXXXXX-MM . , - L
incubée avec le milieu témoin.

102 BTS Biotechnologies



U41 - Microbiologie et génie fermentaire

2019 - Sujets

Document 7 : Etude de la production d e B. longum ATCC 15707 aprés
12 heures de fermentation en batch avec ou sans
controle du pH en milieu MRS ou en milieu MRS
supplémenté en lactosérum (MRS 1 WP)

pH 5,5 5,5 Non régulé

Milieu MRS MRS - WP MRS - WP

Biomasse initiale (cellules*107AnL1) 8,0 8,0 8,0

Biomasse finale (cellules*10%AnL 1) 8,7 17,3 3,3

Glucose initial (gA_) 19,5 19,5 19,5

Glucose final (gA.1) 0 7,5 11,7

Lactose initial (gA_%) - 20,9 20,9

Lactose final (gA. 1) - 0,4 14,5

Galactose initial (gA.) - 1,4 1,4

Galactose final (gA. 1) - 2,0 1,1

Acide lactique produit (gA."%) 7,2 11,8 5,6

Acide acétique produit (A1) 8,6 11,3 4,9

PVHT acide lactique (gA-1A?) a déterminer 0,98 0,47

PVHT acide acétique (gA.A?) a déterminer 0,94 0,41

Rendement biomasse Rx/s 3 déterminer 57 26

(cellules*1054y! de glucides consommés)

Document 8 : Composition du milieu MRS (Man Rogosa Sharpe)

Pour 1 litre de milieu :

I Polypeptone.........ccooo i 10,00 g
I Extraitde viande .........ccccoooeviiiiiiiiiecie e 10,00 g
I Extrait autolytique de levure............cccccceeieiieenns 5009
I GIUCOSE ..ovveiceeeee e 20,00 g
I TWEEN 80 . e 1,08 ¢
T Phosphate dipotassique.........cccccoeeevveviieeeenennnnn. 2,009
T Acétate de sodium .........coeevvviiiiiiiiieiieeeeeeeeeee, 5,009
I Citrate daéammo.n.i.um...... 2,00 ¢
I Sulfate de magnésium ............ccccuvvvviiiiiiiiieeninne. 0,20 g
I Sulfate de manganese.........ccccceeeveeeviiiiiieeeeennnnn, 0,05¢
|

pH du mil i eu

pr°€t6,4+x0,2 6empl oI
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2019 - U42 : Biologie cellulaire

Durée 2 hi coefficient 1
Matériel autorisé : dictionnaire anglais/francais, tout autre matériel est interdit.

Extraits végétaux et multirésistance a la chimiothérapie des
cancers

La résistance a la chimiothérapie est un obstacle majeur pour le traitement de
nombreuses pathologies malignes, dont les leucémies, les sarcomes (tumeurs malignes
des tissus conjonctifs) et la plupart des carcinomes (tumeurs malignes des tissus
épithéliaux).

Par conséquent, la recherche de nouveaux médicaments anticancéreux est essentielle
pour améliorer le pronostic vital des patients. A ce titre, les produits naturels extraits des
plantes médicinales traditionnelles sont de bons candidats.

Connue pour sa production de fruits comestibles, la plante Annona glabra a attiré

| 6attention des chercheurs du fait de son L
traitement de certains cancers.

Des extraits de cette plante ont été testés sur des lymphocytes circulants et sur différentes

lignées leucémiques, af i n dobée®wvral petendtielle cytotoxicitoc
mécanisme.

1. Mi cr opr op aAneohaiglabra (6,56 points)

La culture naturelle d Annona glabra a partir des graines est di f f i ci | eung cau
germination | ente et non wuniforme abouti ssan
pouvant présenter des caractéristiques agronomiques indésirables. La micropropagation

permet de remédier a ces difficultés de multiplication. L&i ni t i at i orinvilke | a

d A. glabra est réalisée a partir de bourgeons axillaires.
11. Rappeler | e nom du tissu indiff®renci® pr ®s

Le document 1 présente les recherches menées pour établir un systeme complet de
mi cr opr o pA glabtaieroutilisadtdes explants de jeunes plantules.

1.2. Identifier les phytohormones utilisées dans le protocole et préciser celle qui induit la
rhizogénese.

1.3. D®gager | e nom de chaque ®tape chrAoghlord ogi g
et indiquer sa durée respective.

1.4. En déduire une définition de la technique de micropropagation des végétaux.

1.5. Rappeler la nature biochimique du saccharose et de la glycine. Repérer un exemple
de molécule appartenant a chacune des catégories suivantes : macroéléments,
microéléments et vitamines.

A

1.6. Analyser | 6 i mpe AP et GA3 sur la croissance. Conclure quant aux
concentrations optimales de BAP et de GAS.

2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits (6 points)

Des extraits des plantes obtenues sont ensuite testés sur différents types de cellules.
Les tests sont menés sur :
- une lignée cellulaire leucémique lymphoblastique humaine sensible appelée CEM ;
- une lignée dérivée de CEM exprimant le phénotype MDR (pour « multidrug
resistance ») appelée CEM/VLB en raison de sa résistance a la vinblastine ;
- des lymphocytes normaux issus de prélevements sanguins humains.
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Le document 2 présente la purification des lymphocytes a partir de sang.

2.1 Expliquer le principe de la séparation des cellules sanguines sur milieu
Histopaque 1077N.

La culture in vitro des lymphocytes normaux est délicate contrairement aux lignées
cellulaires continues.

22. Exposer | es avantages que pr®sente | outili:
culture in vitro.

23. Expliquer |1 dutilit® du c detempératuee, plession padielleaem t r e s
CO: et hygrométrie, lors de la culture des lignées cellulaires.

Léestimation de |l a cytotoxicit® repose sur | &
test colorimétrique utilisant le MTT (bromure de diméthylthiazol-diphényltétrazolium). Les
déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes réduisent le MTT en formazan.
L6intensit® de | a col oration vi ol ette daesur G
nombre de cellules vivantes.

La méthode et les résultats des tests de cytotoxicité utilisant des extraits de diverses

parti es deAnhoaa glpdraafeuille putbédu fruit et graine) sont présentés dans

le document 3.

24. Proposer une do®f idemntnero| €& 01 o0k «€b0 adrnonde f e
glabra sur la lignée CEM/VLB a partir du graphe.

25. Montrer que | 6extrait nbébest pas cytotoxique
Identifier lebx t r Arindna glabra le plus cytotoxique sur la lignée CEM/VLB.
Argumenter la réponse.

3. £tude de | 0induct(Bmpointsge | 6apoptose

Léinduction de | 6apoptose pourrait °tre 7 | 6
étude est menée pour explorer cette hypothese.

Léanalyse du cycle celluul aipresemacguam®t i & o
montre que la répartition des cellules de la lignée CEM/VLB dans les différentes phases

du cycle cellulaire est aff e cAtdkbra(datcumpnt @s enc e

31. Repr ®senter sur un graphe, | 6®vol ution de
cellulaire. En déduire la (ou les) phase(s) du cycle cellulaire dans lesquelles se
trouvent les populations cellulaires 1, 2 et 3.

32. Comparer |l es processus cellulaires dbéapopto

33. Comparer |l es deux cytogrammes et conclure s

Léinduction de | 6apoptose dans |l es cellul es ¢

extrait dA glaoraast éuwlige ed dtométrie de flux aprés marquage préalable

des cellules avec deux réactifs fluorescents : | 6i odure de prEGHKP) um e

souvent nommeée « Annexine V » (documents 5 et 6).

34. Montrer | 6i nt ®r °t de [ 6utilisation de | 06i «
i denti fier | 6apoptose pr®coce et | dapopt ose
populations cellulaires des quadrants A, C et D.

35. Concl ure sur | 61 nt ®r Anhonapgtalirae dansilaeldtte abrdre lesa p | a
cancers multirésistants.

Clart® et rigueur de | 6expression ®crite de
Justesse et rigueur de | 6expression ®crijte

Clarté de la présentation générale de la copie et fluidité de la lecture
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Effet de |
d Annona glabra

Document 1 Oaddi tion de BAP

Protocol of micropropagation of ~ Annona glabra

For the phase of axillary bud proliferation (duration 30 days), cuttings of nodal segments
removed from juvenile plants were cultured in a basic medium MS supplemented with
various concentrations of Benzylaminopurin (BAP), used isolated or in combination with
various concentrations of Indol acetic acid (IAA), and with or without 1.0 mg.L'! of
Gibberellic acid (GA3). At the end of this phase, the average number of shoots obtained
by explants and their average size were measured for each treatment. For the rooting of
shoots obtained at the end of this proliferation phase, various concentrations of IAA and
different pH were tested in the medium (duration 15 days). At the end of this phase, the
average number of roots obtained by shoots and their average size were evaluated. The
acclimatization of the microplants was then followed in controlled conditions for 21 days.

MS : Murashige and Skoog

et

Acide borique (HsBos)
Acidenicot i ni que
Agar

Milieu de Murashige et Skoog (MS)

666666 62mglL?

Phosphate de potassium (KH2PO.) é .
Pyridoxine / HCI

,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,

Nitrate de potassium (KNO3) é & .é é 1900 mg.L?
.170 mg.L?

1 <

Chlorure de calcium (CaCl;,2H,0) €& . 440 mg.L?
Chlorure de cobalt (CoCl,,6H.0) é é0,025.mg.L*

Saccharose

Sulfate de cuivre (CuSO4,5H,0) €.4..0,025 mg.L?

Glycine (recri st al230mg®%e) Sulfatedefer(FeS04,7H.0) ¢é & ..é 27,8 mg.L?
Il nositol ¢éééééééé.elotngd? Sulfate de magnésium (MgSOa4,7H20) .... 370 mg.L™
lodure de pot assiéu®dmB3MmilU?!) Sulfatede manganése (MNnSQO4,4H,0) ....22,3 mg.L?

Molybdate de sodium (NazMoQO4,2H,0). 0,25 mg.L*
Na;EDTA (Na;EDTA2H,0) é é . é3%7,2mg.L?
Nitrate d'ammonium (NH4sNO3) é & é 1650 mg.L*

Sulfate de zinc (ZnS04,7H,0) é é é . é 8,6 mg.L?
Thiamine |/ HCI éééééééé

Résultats

Les plantules sont issues de la micropropagation de bourgeons axillaires. La taille des
tigelles est mesurée apres 45 jours de culture in vitro (moyenne calculée a partir de 10
répétitions par traitement).

- . =
Regulaéi\uF: de cr0|ssanceG(;nsgA_ ) Longueur moyenne des tigelles (cm)

0,00 0,0 1,12+0,3

0,05 0,0 1,45+0,3

0,05 1,0 0,79+0,2

0,50 0,0 2,12+0,8

0,50 1,0 0,68+0,1

1,00 0,0 0,80+0,2

1,00 1,0 0,68 +0,2

1,50 0,0 1,19+0,6

1,50 1,0 044 +04
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Document 2: Pur i fication de | ymphocytes
sanguin

Le sang dilué au demi en tampon phosphate salin est déposé sur milieu Histopaque

1077N (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). Le milieu Histopaque 1077N présente

une densité de 1,077 gA.! et contient un agent agrégeant des globules rouges. Aprés
centrifugation, | e tube pr®sente | 6daspect

plasma dilué

%
¢<— anneau lympho-plaquettaire

«— milieu Histopaque

¢«— (globules rouges

Document 3 : Analysis of cytotoxicity

Cytotoxicity assays of A. glabra extracts against different leukocyte cell lines
Cytotoxicity assays of A. glabra extracts against drug-sensitive leukemia cell line (CEM),
multidrug-resistant leukemia cell line (CEM/VLB) and normal human lymphocytes were
performed using the cell proliferation kit I (MTT) from Roche Biochemicals (Indianapolis,
IN, USA).

The cells were plated in 96-well plates at 10* cells/100 ¢l/well for CEM and CEM/VLB, and
8x10* cells/100 el/well for the normal lymphocytes.

The leaf, pulp and seed extracts (0.01 to 5.00 102 pug/ml) were added in triplicates.

The plates were incubated at 37 °C for 48 hours and the MTT assay was performed
according to the manufacturerds protocol
The percentage of surviving cells based on control treatment (untreated) was calculated
and plotted against extract concentrations. The values from three separate experiments
were averaged and the mean IC50 as well as standard deviation values were calculated
for each extract.

120

100 -
80 -

® Normal lymphocytes
o CEM
A CEM/VLB

60 -
40 -

20 -

Surviving cells (% of control)

'D T T
0.0001 0.01 1 100 10000
Annona glabra leaf extract (pg/ml)
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Cytotoxicity of normal lymphocytes and human leukemia cell lines using alcoholic

extracts of leaf, pulp and seed from

Annona glabra

IC50 values of A. glabra extract (ug/mL)

Cells

Leaf

Pulp

Seed

Human lymphocytes

>5.00 10° +0.09 10°

>5.00 10° +0.06 10°

>5.00 10°® +0.09 102

CEM

0.30+0.02

0.35+0.02

0.07+0.00

CEM/VLB

1.00+0.07

0.65+0.06

0.10+0.01

Document 4 : Analyse du cycle cellulaire

-

209 43

Nombre de cellules
(lignée CEM/VLB)
Nombre de cellules

(lignée CEM/VLB)

I T I I [ I I I T I
Intensité de fluorescence (unité arbitraire) Intensité de fluorescence (unité arbitraire)

extrait de graine: 0 pg.mL"" extrait de graine: 10 pg.mL""
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Document 5: Marquage différentiel a |abnexine-V et © iddwe de
propidium

Annexine -V
Fluorophore Healthy Cell Apoptotic Cell

-

hh

Flasma
Mermbrane

™~ AnnexinV

Intracellular

Phosphatidylserine

lodure de propidium (IP) :cé6est wun colorant cationique| et U
nucl ® ques sans sp®cificit® de base (r®aglit a
(488 nm), il ®met wune fluorescence rouge [(617
en cytométrie en flux est liée a sa lipophobie (ou hydrophilie) relativement élevée, qui
| 6emp°che de traverser facilement | es membran
Ceci fait de lui un puissant marqueur de la viabilité cellulare. Dans | e cas ddune
viable, I'lP ne peut pénétrer et se lier a 'ADN de la cellule, contrairement a une cellule
morte qui présente une membrane perméabilisée/fragilisée.

Document 6: Anal yse de | 6induction de | daporg
q 3
IS £
2% 3 3% 3 ©
3F 3 3T
o5 A S5 -
o 3 o ® 3
T 3 T =
eE 3 eE R
3.3 - 353 - .
8- E 8~ E <
| UL IIIIIII| LI III.I;"I 11 IIIIIII| UL IIIII|T| LI III’IIIII I .I IIII|T||_I I'I IIIIII| LI IIIII‘|T|
annexine —V-EGFP annexine —V-EGFP
(unité arbitraire) (unité arbitraire)
extrait de graine: 0 pg.mL-" extrait de graine: 10 pg.mL""
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, Session 2019
Elements de corrigé

Ces corrigés sont proposés pour vous aider dans la résolution des épreuves proposées au
BTS.

Il 1l s ne seront déaucune utilit® si VOuUSsS VvVous
| 6ef fort personnel de | a r ®f | exi on et de I
proposées.

lls sont parfois succincts, en particulier sur des parties de cours, parfois certaines
remarques et compléments de cours sont ajoutés pour faciliter la compréhension et
peuvent aller au del”™ de ce qui exigible © 1606

Ce ne sont pas des mod | es i mpos®s, doautres
possible s. Des imprécisions, des erreurs ont pu se glisser dans les textes, veuillez nous
en excuser.

Pour certaines questions, des liens internet peuvent étre proposés en complément.
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2019 - U1l : Mathématiques
EXERCICE 1

Partie A : Equation différentielle

1. Soit t un réel positif. Cette équation différentielle équivaut a : @ " ¢ TUsoit
® ptt m )
Les solutions de cette équation sont donc les fonctions du type 0 O mh
ou k est une constante réelle.

2. Avec la condition f (0) = 10, en la remplacant dans I'équation précédente, on obtient :

m”n p Tsoit Q p Tdonc™ Q0  p 1

Partie B : Modele exponentiel
1. Tableau des valeurs

Heure () 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Quantité de SA

(N) 10 27 78 232 650 | 1800 | 5100 | 14100 | 39000
!

Z=In (N)) 230 | 3,30 | 436 | 545 | 648 | 7,50 | 854 | 9,55 | 10,57

2. A l'aide de la calculatrice, ontrouve : @ 6 phto§ chtop

3.Commed a& ,alorsO Q ,doncO 6 QP h
4. Onrésout I'équation 0 © ¢ tdonc p T q T
soit Q" ¢ Yopmw aé Y O — Tip @ @

On obtient environ G 60 x 0,666 °© 40 minutes
5.Comme 60 H alorspm©® H Q" AP M" o W
donc la limite de Nen Hest Hb

PARTIE C : Modele logistique

1. Afin de trouver le sens de variation de la fonction M sur 1] H, on étudie le signe de
sa dérivée Md. le dénominateur est strictement positif du fait que ce soit un carré, et le
numérateur est également strictement positif puisque c'est le produit de constantes
positives et e1%4 > 0.

Ainsi M{(f) > 0 donc la fonction Mest strictement croissante sur 11] H.
2. a Quand ttend vers H, alors pmt©® H,Q " 0 mtdoncp o Q" pO p.
Ainsi la limite de M en Hbest 13500.

b. Dans la réalité, le nombre de bactéries ne peut pas augmenter de maniere
illimitée. C'est le modéle logistique de la fonction M qui semble le plus
vraisemblable comparé au modele exponentiel ou la fonction a pour limite H
quand t tend vers Hb.

3. Par lecture graphique, on voit que cela correspond a 8 heures.

4. La réponse b. est la réponse correcte. En effet, c'est a 7 heures que la courbe de la
fonction M admet la tangente la plus pentue, c'est a dire avec le coefficient directeur le
plus élevé.
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EXERCICE 2

PARTIE A : Eau de source et eau minérale naturelle

.00 —— mit woyx et 0Y —— TmixTmMooOo
_N
0,0012
M
L, 0,2937 -~ 0,9988 ﬁ
Arbre pondéré / =~
Q
™~
0,7063 o000 = N
\ )
s <
0,9992
\ N

2. Al 6 ai d éormdleded peobabilités totales, on obtient :
006 00 O 0 07 00 it woxtmp iy e ot T Y T8 w

o ¢ Bp

w
C
C

3

3

PARTIEB: £tude du nitrate pr®sent dans | 0
1. La moyenne pour cette série donne af® 4, 52 1 3 etype OWO®L7A r t

2. La valeur estimée de s est égale a s= s2—° 0,0976.

3. a) Le graphique choisi est celui qui a son pic dont I'abscisse est située a 4,5, ce qui
correspond ~ | a moyenne (typddantae 0,004Ach)sait De [
que 99% des valeurs se‘sdRNuent THhaRE PP oI nt
Onend®duit quéil sdagit de |l a courbe nA2.

b) Pour que cette probabilité soit environ égale a 0,95, ce nombre « a » doit étre égal
a 23s, donc a 0,008.

c) Si e taux moyen de nitrate de ltW®c hant
rim miylv 1 U Ysoit [4,492 ; 4, 508] alors on Hesomept e |
accepte Hi.

d) of th ¢ pdonc I'hypothése que le taux moyen de nitrate de la production soit égal
a 4,5 est rejetée au risque de se tromper de 5%.

PARTIE C : Distribution

1. Le biologiste semble avoir tort car pour considérer la probabilité qu'un lot de 540
bouteilles prélevées au hasard contienne moins de 520 bouteilles de tres bonne qualité,
il faut additionner les probabilités liées a 0, 1, ... 518, 519 bouteilles de trés bonne
qualite. Gr aphi quement, on constate qubden addit:]i

2. n=540 car on peut obtenir au maximum 540 bouteilles de trés bonne qualité.
De pl us, on sait Ygarespohdbas somi@e rmoyen ele boweilles de
tres bonne qualité car on considére que la production est jugée suffisamment
importante.
E(Y)= n p = 528 donc p= 528/540 soit environ 0,978. Ainsi Y suit la loi binomiale
B(540, 0,978).
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2019 - U12 : Sciences physiques et chimiques

l. PHYSIQUE :
UTILISATION DE SONDES RADIOACTIVES ET FLUORESCENTES

1.1. Un noyau de soufre est composé de 35 nucléons dont 16 protons et 19 neutrons.
1.2. Lors de la désintégration du soufre 35 il y a émission d'un électron ( 'Q).
1.3. Il s'agit d'une radioactivité de type b'.
14. ¥s- X + e
D'aprés l'expression de la désintégration radioactive du soufre 35 et selon les lois
de Soddy :

A = 35 (conservation du nombre de masse)
Z = 17 (conservation du nombre de charge)

1.5. Le noyau fils (indiqué par la lettre X) sera donc du chlore de symbole : :CI.
1.6.1. DM = Miinale - Minitale =M(5X) + m( &) i m(%s)
AN : Dm =34,95954 + 5,485603 10' 41 34,96027
=-1,814403 10" % u
(On attend une valeur de Dm négative suite a la perte de masse reliée a la
désintégration).
Autre possibilité de calcul : Dm = Minitate - Miinale = M(3S) - m(5X) - m(%e)
d 6 ®¥e=+1,814403 10" 4 u
1.6.2. D'apres la relation d'Einstein : DE = Dm.c?
AN: DE =-1,814403 10743 (3,003 108)° x (1,66054 3 10" ?7)
=-2,713 1074
271310

A 10_192—‘ 1,891 10° eV = 169 keV.

L6®nergie | i b ®ra,esoit

La valeur trouvée est en accord avec la valeur donnée dans le texte.

1.7. La demi-vie est égale a la durée au bout de laquelle la moitié des noyaux
radioactifs initialement présents se sont désintégres.

Déapr s | e Anoexeilnom htpoureNzﬁ la valeur ti2 = 88 .
Donc le soufre 35 est bien un déchet a vie tres courte car ty2 < 100 j.
181 Loéactivit® dbébune source radioactive est

temps.
1.8.2. Dapréslaloi de d®croi ssAc@en dech dmtcitli von ®
f et w110
6 6 Qwnlo dQwn — AOAA—
o7 Or

Pour t =10 tu2, A=259 3 exp(i In23 10) = 0,253 MBq

On peut utiliser également I'expression A(n) = Ao/2" avec n = nombre de
demi-vies.

Lédact i vi t ®iegraprédenta domcégt2i® = Ao/1024 = 0,253 MBQ.
L'activité du Soufre 35 est fortement réduite au bout de 10 demi-vies.
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2. £tude dobune sonde fluorescente
2.1. D'apres le document en Annexe 2 (spectre d'émission), 'intensité de fluorescence
sera maximale pour | =5213 10"°m (5203 10" m <1 <5303 107° m).
L'énergie du photon émis est donnée par la relation de Planck : O "Q  —

6,633 10" 3,003 10°

AN E = =
521310

=3,823 10719

2.2. D'apres le document en Annexe 2, le déplacement de Stokes vaut :
DI =52171 490 =31 nm
1 est possible de s®parer | es |l ongueur s
& >20 nm

ll. CHIMIE ORGANIQUE : ETUDE DE LA CYSTEINE

1. Structure de la cystéine

1.1. - SH: groupe caractéristique de la fonction thiol ;
- NH2 : groupe caractéristique de la fonction amine ;
- COOH : groupe caractéristigue de la fonction acide carboxylique

l12. La mol ®cul e de cyst®i ne est chirale car e
posséde un atome de carbone asymétrique).

1.3. Déapr s | esNH:>@hSHs CQAHP H (ordre de priorité)
(1)
H,N \R Représentation de Cram de la R-cystéine

H\\“¥CHZSH @

COOH

€)
Le classement se fait par numéro atomique Z décroissant des atomes directement
reliés au C* étudie.
Quand deux substituants sont liés au C* par des atomes identiques (par exemple,
un carbone pour - CH2SH et - COOH), on considere les atomes du second ordre
c 0 eaglite les atomes directement reliés aux atomes sur lesquels porte
|l 6i nd®t er mi nat i &€rdans deeas. La C aungrauperdeat -CH>SH
étant relié un atome de S (Z=16) est donc prioritaire par rapport au
groupement -COOH ou le C est relié des O (Z=8).

En pla-ant | e substituant (4) vers | 6arri
dans | e sens des aiguilles dbébune montre al
cystéine

14. Forte bande doab §olaipon N-H du gioupdntes Gmine NH-.
Bande large de forte intensité entre 2500 et 3200 cm ! : liaison O-H du
groupement acide carboxyligue COOH.

2. Oxydation de la cystéine

2.1. 12 @)+ 2€e" =21"@g (demi-équation d'oxydation)
2 Cys-SH (ag) = Cys-S-S-Cys (ag) + 2H*(aq) + 27 (demi-équation de réduction)
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2.2. Equation d'oxydoréduction entre le diiode et la cystéine :
[2 (aq) + 2CyS-SH (ag) - Cys-S-S-CyS (ag) + 2H" (ag) + 217 (ag)

2.3. La liaison formée au cours de la réaction est un pont disulfure 7 S-Si (liaison
disulfure).
3. Etude du groupe fonctionnel 7 NH2 de la cystéine

Une fonction amide se forme au cours de cette réaction.

4. Etude du groupe fonctionnel 7 COOH de la cystéine
4.1. ll'y aformation d'une liaison peptidique entre deux acides aminés.
4.2.1. Formule semi-développée du 2-méthylpropan-2-ol :

CHs
|
H3C — C —CHs

|
OH

4.2.2. Le 2-méthylpropan-2-o | nodest pas sensible ~ | 6oxy
tertiaire.

423. Le singulet correspond aux 9 no@Ha.ux dOohy«
Ces9noyaux dohy déquivalents ear ils anhlée méme environnement
chimique.l | s ne sont pas c o (pasld&@&emesade Bl goisids) a ut r
déo%¥% | e. singul et

4.2.4. Une fonction ester se forme au cours de cette réaction.

4.2.5. La réaction d'estérification entre un acide carboxylique et un alcool est une
réaction lente, limitée et athermique.

I1l. CHIMIE GENERALE : LE SOUFRE ET SES COMPOSES

1. Structure du soufre et de ses composeés
1.1. S (Z=16): 1s? 2s? 2p®3s? 3p*

12. Lé6oxyg ne a | a m°me st r ynrsinp’ qe l®doddre favreo ni g u
n=2 pour l'oxygene et n=3 pour le soufre), donc ils se trouvent dans la méme
colonne de la classification périodique.

1.3. La molécule de dioxyde de soufre SO2 est de type AX2E, ou A=atome centrale de
S, X2= 2 atomes d'O reliés au soufre, E = le doublet non-liant porté par S.
D'"apr s les r gles VSEPR, il sbéagit donc ¢
géomeétrie coudée en V.

2. Oxydation du dioxyde de soufre

2.1. Y ( Y ( ¢Y( ¢Y(
Y ( ¢ owp T ¢ ¢ olip
Y ( P WhyE & T 1

2.2. DH° < 0, donc la réaction est exothermique dans le sens 1 (sens direct).
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v !

23. + Qon B-

~ .2 h
+ Qo

+ xmwpmn

24. On choi sit une temp®rature dbébamor-age ®l e
cin®tique. Plus | a temp®rature est ®| ev®e,
mol ®cul es sbébentrechoquent et r ®agissent.
Au cours de | a r®action, |l a temp®ratur e
exothermique, elle |Iib re de | 6®nergie.

3. Dissolution du trioxyde de soufre

3.1.1. H2S04 + 2H20 - S04%(ag) + 2H30%(aq)
Le texte précise que I'on considere l'acide sulfurigue comme un acide fort, les
deux H acides de la molécule H2SO4 sont perdus simultanément pour former la
base conjuguée SO4%.

312. Déapr s | 6®quation pr®c®dente, on a

& Cé don®o O] ¢ plt pm
cm pmi T E,
no &é&Mo aeam pm phx

3.1.3. Equation de réaction du dosage acide fort/base forte :
H30+(aq) + HO- (aqg) - 2H20

é | 6 ®q ui lesa réactifx eont été introduits dans les proportions
stichi om@brci ques

n .=n

H30 HO

2nHQSO4 =nHO>

C,V,=2C.V

Vb:M =20mL

C,
Le pH ° | 6®quivalence sera de 7 car on o

sodium Na2SOs4 neutre (ou bien H20, sans prise en compte des ions
spectateurs Na* et SO4%).
Trac® de | 6al lture de | a courbe
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pHA

10 4

) A

volume de solution
d'hydroxyde de sodium
st BRI ST RS>

{
|
1
]
1
]
1
i
|
]
|
1
i
|
I
I
'
|

0 10 20 30
Vae Iz(mL)

3.2. En fait, l'acide sulfurique est un diacide dont la premiére acidité (1) est forte et la
seconde acidité (2) est faible (pKa = 2)

(1)  H2S04 + H20 - HSO4 (ag) + H3O(ag)

(2) HSO4 (ag) + H20 = S04%*(aq) + 2H30"aq)

Ladeuxiemeaci dit® de | 6acide sulfurique nobest
nbest pas compl tement | i b®r®. Le pH mesur
acide).

En fait, | 6acide sulfurique est un diaci d

couple H2S04 ag) / HSO, ag) €t dont la seconde acidité est caractérisee par un

pKa = 2 pour le couple HSO; (ag) / SO? (aq).-
La valeur calculéedupHalaqueston3. 1. 2 pasoes®ti |l e qgue | 6on
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Ftude in vitro de | 6activit® trans
mut ®e du r®cepteur de | 6hor mone
1. Extraction des ARN totaux de ciurs de
1.1. Réactifs utilisés : b-mercaptoéthanol (agent réducteur des ponts disulfure des
protéines) et guanidium isothyocyanate (agent chaotropique). Ces agents la
désorganisent les membranes cellulaires et dénaturent les protéines, provoquant la
|l yse cellul aire et | 6inactivation des RNase
12. 1 | s 0 aghromatah@phieeé 6 adsor ption .sur gel de silic
1.3. Les ARN polyA+ sont des ARN messagers. Cette étape permet d 6 ® | i mi ner t o
ARN non polyadénylés (dont les ARN ribosomiques majoritaires), pour ne conserver
gue les ARN messagers polyadénylés.
14. Chromatographie déaffinit® sur un support g
Transcription inverse et amplification par PCR
2.1. La transcriptase inverse est une ADN polymérase ARN dépendante, capable de
synt h®ti ser un brin dO6ADN ° part.ir dbébune ma
2.2. La séquence est présentée au format FASTA, caractérisée par une écriture sur deux
lignes : la premiére ligne débute par le signe « > » et porte le nom de la séquence, la
deuxieme contenant la séquence nucléotidique.
23. La s®quence au format FAST3AO, esett orai emad I®em
s6effectue ®galemeBdd. dans | e sens 506
La s®quence de | 6amorce sens sOhybride do
séquence fournie, sa séquence est donc identique a la séquence fournie
5 AGCTGCCTTGCGAATTCGACCA 3 6 .
La s®quence de | 0amorce antisens soOohybride
donc | 6i nver se: GEBPAAGATETCCACAGEAGG 3 6
24. La premi re s®rie de 9 cycles est r®aCi s®e
(forte stringence), sup®rieure - l a temp®tr
(annoncée a 57,2 °C) => |l a sp®cificit® est forte,
probabl ement m®diocre. €& | 06issue de cette G
La deuxi me s®rie de 24 cycles uti°Ciégae une
: la temp®rature dobébhybridation recommand®:¢
| 6efficacit® de | 6amplification est plus ®
cible est fortement amplifiée.
Clonage du produi tde PCR dans le vecteur pGEM -T
3.1. Le vecteur pPGEM-Tporte un T d®bordant en 36, et | e
A d®bordant en 306, .plar yl aa Taamppl o® nyermRdaarsi et ®
vecteur Aetdel ¢ 6&ampl i con g®n®r ® par PCR, ce
ligature.
Déautre part, |l a pr®sence des 30T d®borda
recircul arisation en absence doéinsert.
3.2. Lasouche IM109 poss de | e g®notype LaceMl1l5, g
codant la b-galactosidase, mais avec une délétion sur les codons des premiers
118 BTS Biotechnologies



U2 - Biologie moléculaire et génie génétique 2019 - Eléments de corrigé

3.3.

3.4.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

acides aminés de cette protéine. Le fragment w (oméga) produit ne possede pas
doactivit® enzymatique. Cette activit® en
peptide U (codé par le vecteur) est présent dans la cellule.

Le milieu doit contenir

fTdel 6ampicilline pour s®l ectionner | es b a
PGEM-T, et donc portantlegened e r ®si st anceAnp. | ampi ci | |

Tde |61 PTG, anal ogue structur al du | actose
du promoteur PLac contrélant la synthése du gene LaczZU codé par le vecteur.

9 du X-Gal, substrat chromogene de la b-galactosidase d o n t | 6hydr ol yse
précipité bleu.

1 tous les éléments nutritifs nécessaires a la croissance bactérienne.

En absence de recombi nai ¢eaogéne (asZU pooiés ganle e d 6
vecteur pGEM-T permet la synthése du peptide U. Ce peptide Usdassoci e
fragment w codé par la souche hoéte, reconstituant ainsi une b-galactosidase

compléete : ¢ dJeaniplénedtation. Le substrat X-Gal est hydrolysé et les colonies

appar ai ssent bl eues, tradui sant | a pr ®s e n ¢
transformeée.

Lorsque le vecteur est recombiné, le géne LacZU est interrompu puisque le site de
recombinai son est si t u®.Danstetcasnle fl@gmerewseuldu g
ne per mettant p a s -Gal, deb yaonies| apmamissedtublanghes,
tradui sant | a pr®sence doéun insert dans | e

Obtenti ovre cadéewrr d o6 eurpceptesrsnut® MRU1 CR1

Le vecteur pSG5/TRULporte | e promoteur SV40 (P SV40)
la transcription dans des cellules de mammiféeres et le signal de polyadénylation
(Sv40 pA), tous deux issus du virus simien
dans des cellules de mammiferes.

Le vecteur pSG5/TRUL porte une origine de réplication bactérienne (pUC ori) et une
origine de réplication eucaryote SV40 ori, le géne « ampicillin » permettant la

s®l ection de bact®ries, ai nsi gue des s ®q
eucaryote (P SV40 et SV40p A) . Comme i | comporte © la fo
eucaryote et procaryot e, il sbébagit dbébun vec
Etude de | 6activit® técepteurs sauvages etonn e |
mutants

Un géne rapporteur est un géene non exprimé de facon endogene, codant une
protéine dont la présence est facilement détectable.

Le complexe RXR-TR pl se fixe sur la séquence de réponse TRE. La fixation de
| hérmone T3 sur TR Ul provoque un changement de conformation du complexe
permettant dé a c tli6veexrp r dessgénesositués en aval.

Les cellules transfectées avec le vecteur vide constituent un témoin négatif, car
TRUNbGest pas pr ®sent . On observe wune tr s
1 000 ua) en présence ou absence de T3, traduisant une trés faible expression du

gene rapporteur luc.

Les cellul es transfect ®es avec | e TRIEcCct eu
constituent un témoin positif. Elles présentent une trés faible activité luciférase en

absence de T3 (environ 1 000 ua, identique a celle du témoin négatif). En présence

de T3, | 6acti vit® | uc:ierdvidn 60080 ua, sdit 60tfois pis | mp o
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quden absence de T3. TIRdppr me®i ndacod®er pan

du géne rapporteurlucs eul ement en pr ®sence de | 6hor mol
Pour les cellules transfectées a v e ¢ |l e vecteur p ® R U/GRIt | 6 a
| 6activit® |l ucif ®r as e000umtidertique & celfe adu t&érhon ( e n v
n®gatif), que ce soit en pr®sence ou en abs
muté TRU/ CR1 ne per met pas dbactiver lucdaxpr e:
mut ation a donc provoqu® |l a perte de | a fo

geéenes situés en aval.

5.4. La protéine TRUL/CR1 porte une mutation sur une hélice U, qui provoque la perte de
fonction de cette protéine. Cette mutation entraine donc soit un défaut de fixation de
TRUsur | a s®quence dO6ADN ci bl e, TsRdiCRlawen d®f ¢
|l a prot® ne RXR, soit un d®f aURUCRE softunx at i o
d®f aut dobéinteraction avec | a machinerie de
120
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2019 - U3 : Biochimie structurale et fonctionnelle des
protéines

| mpl i cation de | 6activit® | ys"
dans le développement des métastases cancéreuses

1. Le collagéne, un substrat naturel de la lysyl oxydase

|

*HagN—C —H
I Structure g®n®r ale doéoun aci de ami
R

La cha" " ne | at®rale de | a glycine est const

posséde pas de carbone asymétrique), ce qui lui confére un faible encombrement
stérique et facilite la formation de la triple hélice observée dans le collagéne.

La chaine latérale de la proline est liée au groupement amine du carbone alpha, ce
qui confére a la liaison peptidique une rigidité particuliere permettant la formation

débune h®lice engageant trois chaines prot ®i
1.2 Chaine 1 Chaine 2 Chaine 3
NHs* .Oxygéne

® Azote
NHs* o Hydrogeéne

NHz*

lié & N
Tprine - ——
i Glycine f-----==
liaison
peptidique
— T 1
| liaison —
| hydrogéne
1.3
. Triple hélice
Hélice alpha P .
du tropocollagene
Nombre de chaines
.- 1 3
peptidiques
Positionnement des | Entre groupements -C=0O | Entre groupements -C=0
interactions hydrogéne (et -NH des liaisons et -NH des liaisons
stabilisatrices peptidiques de la méme | peptidiqgues de  chaines
chaine protéique protéiques différentes
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1.4 La plus grande résistance a la traction du tropocollagene peut étre expliquée par
1 la présence de trois chaines peptidiques
1 la présence de nombreuses liaisons hydrogéne associant ces chaines peptidiques
1 la présence de nombreux résidus prolyl rigidifiant le squelette peptidique.
D 6 a upart, @aque chaine peptidique est en hélice gauche, alors que la triple hélice
est droite (orientation inverse des chaine peptidiques et de la triple hélice), ce qui
rend également la triple hélice moins étirable.

2. Etude du ni veau d 6 e x @inee l[OX ieo nondidom | a
dohypoxi e

2.1 La SDS-PAGE permet de séparer les protéines selon leur masse moléculaire.

o ®00oe © ° ocoe o

2.3 Ldape n°2 du Western blot correspond a la saturation des sites de fixation non
spécifique de la membrane par des protéines de lait (caséine).
Lesl avages permettent | 6®I i mination des r ®a
anticorps secondaires conjugués a la HRP).

2.4 La révélation de la b-actine per me't de normaliser | 60expres:
différents échantillons. En effet, la b actine étant une protéine a expression
constant e, une di f f ®r ence bdchne miodreraiti un&® des

différence de quantité de protéine déposée dans chacun des puits. Il est ainsi
possible de corriger les variations de signal de LOX en se ramenant a une quantité
fixe de protéines déposées dans les puits de SDS PAGE.

2.5 L anticorps conjugué de chévre anti IgG de lapin (anticorps secondaire permettant la
révélation de la LOX) est capable de reconnaitre la fraction constante des IgG de
lapin, donc les anticorps primaires de lapin anti-LOX, mais aussi les anticorps
secondaires de lapin anti IgG de souris (anticorps secondaire permettant la
révélation de la b actine).

Si | 6anticorps secondaire de l apin ant i
membrane (complexé aux anticorps primaires anti-b actine), il sera également révélé
par | 6ant i cderchewe aotogGjde lgpin&e qui faussera les résultats.

2.6 Le film photographiqgue montre que les bandes de b actine présentent une intensité
similaire dans les deux conditions (19 % O2 et 0,5 % 0O2), ce qui montre que les
guantités de protéines totales déposées sont égales et permet de normaliser
| 6expression de |labattiGeXdanp leasdeux eopdgians.t L6i nt ens
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