SESSION 2022
CONCOURS G2E

BIOLOGIE

Durée : 3 heures

Les calculatrices programmables et alphanumériques sont interdites. Les téléphones
portables, "smartphones" et tout autre objet connecté doivent étre éteints au cours de
I’épreuve et ne doivent en aucun cas étre utilisés méme a titre de montre.

L’usage de tout ouvrage de référence et de tout document est strictement interdit.
Si, au cours de I’épreuve, un candidat repére ce qui lui semble étre une erreur d’énoncé, il en

fait mention dans sa copie et poursuit sa composition. Dans ce cas, il indique clairement la
raison des initiatives qu’il est amené a prendre.

Les candidats doivent respecter les notations de I’énoncé et préciser, dans chaque cas, la
numérotation de la question posée.

La rédaction se fera uniguement a l'encre bleue ou noire et l'utilisation du blanc
correcteur et effaceur est interdite. Les découpages et collages sur la copie sont
interdits.

Une grande attention sera apportée a la clarté de la rédaction et a la présentation des
différents schémas si nécessaire.

Il n’est pas nécessaire de rédiger une introduction et une conclusion.

Attention : le sujet de biologie est composé de deux parties indépendantes dont la
numérotation est continue afin d'éviter toute confusion lors de vos réponses. Le jury vous
conseille de les composer en 1h30 chacune afin de répondre a toutes les questions.

Remarque importante : les questions suivent une problématique progressive, le jury vous
conseille donc de les aborder dans I'ordre du sujet.
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BIOLOGIE 1
(Durée conseillée 1h30)

LES DIATOMEES

Les Diatomées constituent un taxon d’eucaryotes unicellulaires, vivant en eaux douces ou salées.
Elles réalisent la photosynthése et constituent une part essentielle du phytoplancton a I'échelle de
la planéte : 50% de la production primaire de I'océan est assurée par les Diatomées. Le squelette
d’une Diatomée se présente sous la forme de deux valves emboitées appelées frustules, de nature
siliceuse.

Partie 1 (3 points)
Le squelette siliceux des Diatomeées

1.1. Observation microscopique de Diatomées

Document 1. Une observation microscopique de 3 genres de Diatomées : de gauche a droite, les
genres Acanthes, Chaetoceros et Paralia.

Question 1a. Préciser la technique de microscopie des trois images du Document 1. Justifier
votre réponse.

Question 1b. Donner I'ordre de grandeur du grossissement de ces images en expliquant votre
démarche.

1.2. Biogenése du squelette siliceux

La silaffine est une protéine potentiellement impliquée dans la biosynthése des frustules de
Diatomées. On cherche a caractériser son lieu d’action.

Dans un premier temps, une étude est menée sur la capacité a générer des Diatomées
génétiguement modifiées. Le géne codant la GFP (Green Fluorescent Protein) est placé entre la
région promotrice Pnr et la région terminatrice Tnr du gene codant la nitrate réductase (ce géne est
nommé fNR) comme représenté sur le Document 2. L'ensemble est intégré au génome de
Diatomées du genre Cylindrotheca fusiformis.

On utilise une technique dérivée du Blot permettant de quantifier la production de certains ARN chez
C. fusiformis, dans trois milieux de culture différents : un milieu riche en nitrates (NO3’), un milieu
riche en ions ammonium (NH4") et un milieu pauvre en azote (sans N). On quantifie la production
des ARN issus de la transcription des génes suivants :

- un géne fcp codant une protéine constitutivement exprimée chez C. fusiformis ;

- le géne fNR codant la nitrate réductase endogéne de C. fusiformis ;

- le géne codant la GFP.
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Construction génétique (ADN)

NO;~ NHa* Sans N

fcp

fNR

gfp

10 um
Document 2. La production de différents ARN chez des Diatomées génétiguement modifiées. Les

images a droite sont représentatives de Diatomées cultivées dans les trois milieux azotés (rouge :
autofluorescence de la chlorophylle, vert : fluorescence de la GFP).

Question 2a. En 5 lignes maximum, rappeler ce qu’est un promoteur (aussi appelé région
promotrice) pour un géne donné.

Question 2b. Expliquer pourguoi on étudie le gene fcp dans le Document 2.

Question 2c. Analyser et interpréter les résultats des trois conditions du Document 2.

Question 2d. Expliquer en quoi ce protocole est intéressant pour étudier la production d’une
protéine donnée.
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Dans un second temps, une autre lignée de Diatomées transgéniques est réalisée : cette fois, c’est
le géne de la silaffine fusionné a la séquence de la GFP qui est placé entre la région promotrice
et la région terminatrice du géne codant la nitrate réductase. Au temps zéro, des nitrates sont ajoutés
en abondance dans le milieu de culture. Le document 3 présente le résultat d’'observations au
microscope confocal de ces Diatomées, apres plusieurs heures de culture.

Surface Centre

Vue par
la valve

Document 3. Une observation de Diatomées transgéniques en microscopie confocale (rouge :
autofluorescence de la chlorophylle, vert : fluorescence de la GFP).

Question 3. Analyser le Document 3 et conclure sur la localisation et le r6le possible de la
silaffine.

Partie 2 (4 points)
Le métabolisme du fer chez les Diatomeées

Le fer est un élément souvent limitant en domaine océanique. Ce fer est présent :
- soit sous forme inorganique dissoute Fe®" ;
- soit sous forme liée & des molécules organigues appelées sidérophores comme par exemple
la Desferrioxamine b (notée DFOB).
Les sidérophores sont sécrétés par de nombreux organismes planctoniques et sont donc
relativement abondants dans I'eau. On s’intéresse a la capacité qu’ont les Diatomées a utiliser ces
deux sources possibles de fer.

Deux genes ont été identifiés, chez les Diatomées, comme étant impliqués dans I'approvisionnement
en fer : fbpl et fre2. On souhaite générer des Diatomées mutées Afbpl et Afre2, ou I'un de ces deux
génes n’est plus exprimé. On procede de la fagon suivante : on produit un fragment d’ADN
transgénique, présenté en Document 4, puis on bombarde une population de Diatomées avec des
microbilles recouvertes de ce fragment d’ADN.

Promoteur du géne fcp Séquence antisens d’une portion Promoteur + séquence d’un géne de
(constitutivement exprimé) du géne fbp1 (ou fre2) résistance a un antibiotique : la zéocine

Document 4. La construction de I’ADN transgénique utilisé pour réaliser des souches de Diatomées
transgéniques n’exprimant plus les génes fbpl ou fre2. La zéocine est un antibiotique au spectre
d’action trés large, qui cible aussi bien les bactéries que les cellules eucaryotes.

Question 4a. Comment IPassemblage « promoteur du géne fcp + séquence antisens d’une
portion du géne fbpl (ou fre2)» permet-il d’empécher I'expression de chacun de ces
génes impliqués dans l'approvisionnement en fer?
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Question 4b. Dans le cadre de ce protocole, quel est I'intérét d'utiliser un géne de résistance
ala zéocine ?
On cultive des Diatomées sauvages et des Diatomées Afbpl ou Afre2. Ces Diatomées sont placées
dans deux milieux de culture différents :
- un milieu A présentant 16 pmol.L* de fer inorganique dissout ;
- unmilieu B : au milieu A, on ajoute 100 nmol.L"* de DFOB. Celle-ci se lie a une grande partie
du fer disponible et la concentration de fer inorganique dissout n’est alors plus que de 0,174
pmol.L?.

Les courbes de croissance des populations sont présentées au Document 5.

A. Milieu sans DFOB B. Milieu avec DFOB

Nombre de diatomées Nombre de diatomées

(unités arbitraires) * (unités arbitraires)
100 100

10 10

] 1 .ﬁ
01 : . . . . 01 T T T T 1
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Jours de culture Jours de culture
- ~@= = -&- =

WT =sauvage Afbpl-1 Afbpl-2  Afre2-1 Afre2-2

| I
2 souches transgéniques 2 souches transgéniques

différentes pour Afbp1 différentes pour Afre2

Document 5. Etude de la croissance de populations de Diatomées sauvages et mutées dans deux
milieux présentant des disponibilités en fer différentes.

Question 5a. Décrire la courbe des Diatomées sauvages dans le milieu de culture B et
expliquer brievement a quoi correspond chaque phase de croissance observée (5 lignes
maximum).

Question 5b. Comparer les courbes des Diatomées sauvages dans les deux milieux de
culture et proposer une explication.

Question 5c¢. En analysant le Document 5, proposer un réle possible aux génes fbpl et fre2
dans le métabolisme du fer.

Des Diatomées sauvages et Afbpl sont cultivées :
- dans un milieu A et sans inhibiteur d’endocytose ;
- dans un milieu A et avec un inhibiteur d’endocytose : la dynasore ;
- dans un milieu B et sans inhibiteur d’endocytose ;
- dans un milieu B et avec un inhibiteur d’endocytose : la dynasore.
Les milieux notés A et B sont les mémes que ceux de I'expérience présentée en Document 5.
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On mesure 'importation de fer pour les Diatomées sauvages et Afbpl dans chacun des 4 milieux
de culture (Document 6).

— WT — Afbp1
Milieu A (sans DFOB) Milieu B (avec DFOB)
2 1
Import de fer Import de fer
dans la cellule WT, sans dynasore 0.8 1 dans la cellule WT sans dynasore

-
(6]
1

(amol/cellule) (amol/cellule)

Afbpl, sans dynasore
0.6 1

0.4 -

WT et Afbp1 0.2 A1 WT avec dynasore

Avec dynasore

Afbp1 avec et sans
dynasore

T T T O T T
0 40 80 120 0 30 60 90 120

Temps (minutes) Temps (minutes)

T

Document 6. Les résultats d’'une expérience de culture de Diatomées WT et Afbpl dans deux
milieux présentant des disponibilités en fer différentes en présence ou non d’un inhibiteur
d’endocytose : la dynasore (amol = attomole = 108 mol).

Question 6. Analyser et interpréter les résultats du Document 6. Conclure sur le réle de FBP1.

Par ailleurs, on réalise des observations des Diatomées sauvages (Document 7).

Document 7. Une observation de Diatomées sauvages (a gauche : deux Diatomées entiéres, a
droite : portion du cytoplasme d’'une Diatomée). Rouge : autofluorescence de la chlorophylle, bleu :
coloration de 'ADN au DAPI, vert : fluorescence de la DFOB-GFP.

Question 7. D’apreés le Document 7, vers quel compartiment le fer prélevé dans le milieu est-
il acheminé ?

On réalise (Document 8) des cultures de Diatomées sauvages (WT) et mutées Afbpl dans deux
milieux différents :

- un milieu riche en fer inorganique et ou on rajoute du DFOB lié de maniére covalente a du
diphényléther (DPE), qui est un inhibiteur de synthése de la chlorophylle (condition A notée
DFOB-DPE);

- un milieu riche en fer inorganique et ou on rajoute du DFOB lié de maniére covalente a de
l'acifluorfen (AF), un autre inhibiteur de synthése de la chlorophylle (condition B notée
DFOB-AF).
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Par ailleurs, on réalise une culture de Diatomées sauvages en présence de DFOB et de DPE ou AF
non liées au DFOB (C).

A.DFOB-DPE B. DFOB-AF C. AF, DPE
16 1
: 16 1 16 1
Crc?|§5ance WT avec AF
(millions de 12 1 12 - 12 4
cellules par mL) g -
8 1 8 1 WT avec DPE
4 1 4 - 4 -
0 0 0
® wr 0 4 812 04 812 04 812
B Afbpi Temps (jours) Temps (jours) Temps (jours)
16 16 -
16 A
Fluorescence de 12 12 -
la chlorophylle 12 !
(unités 8 1 87 WT avec AF
arbitraires) 4 4 4 - WT avec DPE
O O N B p m— — 0 b e —
0 4 812 0 4 812 0 4 812
Temps (jours) Temps (jours) Temps (jours)

Document 8. Les résultats d’'une expérience de culture de Diatomées WT et Afbp1 dans trois milieux
de culture différents.

Question 8a. Analyser et interpréter les résultats du Document 8, en faisant le lien avec les
observations du Document 7.

Question 8b. A l'aide de vos analyses des Documents 6, 7 et 8, réaliser un schéma expliquant
comment les Diatomées s’approvisionnent en fer (organique et inorganique) ainsi que le
devenir de ce fer.

Partie 3 (3 points)
Les interactions interspécifiques chez les Diatomeées

3.1 Diatomées et vers plats Baicalellia

Des vers plats du genre Baicalellia sont observés en train d’ingérer des Diatomées. Une observation
par microscopie a fluorescence permet de mettre en évidence des plastes entiers de Diatomées,
contenant encore de la chlorophylle, a l'intérieur de I'animal. Ces plastes « volés » sont appelés
kleptoplastes (du grec Kleptos = vol).
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p = plaste, py = pyrénoide, | = gouttelette lipidique, m = mitochondrie.

Document 9. A. Une observation d’un ver plat Baicalellia (autofluorescence des plastes issus de
Diatomées). B. Une électronographie de cellules de la cavité interne d’un ver Baicalellia.

Question 9. Rappeler en 5 lignes maximum la fonction du pyrénoide. Citer un autre organisme
ou il est également présent.

On fait jeGner durant une semaine des vers Baicalellia ayant auparavant ingéré des Diatomées et
on évalue l'activité photosynthétique de leurs plastes en mesurant la quantité d’O. dissoute dans le
milieu. Le témoin utilisé est une culture de Diatomées seules (cette culture contient environ le méme
nombre de plastes par unité de volume que la culture de vers).

Par ailleurs, on mesure le taux de survie des vers et la rétention des kleptoplastes au bout de 2
semaines de jeline, en absence et en présence d’un inhibiteur de la photosynthése : le monolinuron.

A. Photosynthése totale (mg 0,.L.h%) B. Cercles : taux de survie des vers (en %), colonnes : taux de
rétention des plastes (en % du nombre de plastes initial)

1,5 I 1 o ®e 0@ o)
@ Qo
10 . Milieu témoin
0,2 pg.mL?

05 monolinuron

05 . 2 pg.mL?

! monolinuron
0
0 1 2

0,0
Baicalellia  Témoin Semaines de jeline
(Diatomées seules)

Document 10. A. La photosynthése chez des vers plats Baicalellia au bout d’'une semaine de jeline
et chez une culture témoin de Diatomées seules. B. Le taux de survie des vers Baicalellia et le taux
de rétention des kleptoplastes au cours d’une période de jeline de 2 semaines (a 2 semaines, il n’y
a plus de trace de kleptoplastes dans les vers, quelle que soit la condition).

Question 10. Analyser et interpréter le Document 10. Proposez un/des réle(s) pour les
kleptoplastes présents chez Baicalellia.
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3.2 Diatomées, bactéries et résistance au froid

Les Diatomées vivent en région polaire et certaines peuvent survivre et méme se multiplier dans la
glace. Une protéine cytoplasmique IBP (Ice Binding Protein) a été identifiée et intervient dans
'adaptation au froid des Diatomées.

On réalise deux milieux que I'on congéle a -4°C :

- un milieu témoin de composition semblable a I'eau de mer ;
- un milieu présentant une concentration en IBP semblable a celle du cytosol des Diatomées.

On observe les résultats de ces deux expériences de congélation dans le Document 11.

A

g X \ : '_<' . ' N P g 3
.(\(T\";. = :-".',J i I rﬁ}-ﬁ T IR
Document 11. A. Les extrémités des tubes a essais des deux milieux placés a -4°C. B. Un zoom

sur les cristaux de glace du milieu témoin. C. Un zoom sur les cristaux de glace du milieu avec IBP.

Question 11. Observer les résultats du Document 11 et expliquer comment la protéine IBP
peut jouer un réle protecteur des Diatomées vis-a-vis de la congélation.
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On réalise deux types de phylogénies pour plusieurs espéces de Diatomées ainsi que quelques
algues unicellulaires proches :

- une phylogénie A « témoin » basée sur 'ARN ribosomique 18S ;

- une phylogénie B basée sur la séquence du gene codant la protéine IBP.
Les résultats sont présentés en Document 12.

A. 185 rRNA 56 Amphora sp. CCMP2378
78 Navicula glaciei

- Fragilariopsis cylindrus

100L  Fragilariopsis curta

' Nitzschia stellata
Attheya sp. CCMP212

100

Chaetoceros neogracile

Phaeocystis antarctica

97' Pyramimonas gelidicola

Porphyra sp. P523 Extra-groupe

0.01

Amphora CCMP2378 isoform 1
B. 18P Attheya CCMP212
2 Pyramimonas gelidicola AFP |
Amphora CCMP2378 isoform 3
— 51 Pyramimonas gelidicola AFP Il

— Fragilariopsis cylindrus ACX36851
100L— Fragilariopsis curta ACT99633
Phaeocystis antarctica |
Nitzschia stellata
Chaetoceros neogracile ACU09498

97
64 | Navicula glaciei AAZ76251
Phaeocystis antarctica Il

Flavobacterium 3519-10 YP003095014 Extra-groupe

93

A
01

Document 12. A. Une phylogénie des Diatomées et de quelques autres algues unicellulaires
proches, basée sur la séquence codant TARNr 18S. B. Une autre phylogénie des mémes especes,
basée sur la séquence codant la protéine IBP.

Question 12a. Pourquoi réalise-t-on souvent des phylogénies a partir de la séguence codant

I’ARNr 18S.

Question 12b. Qu’est-ce qu’un extra-groupe ? Expliquer son intérét dans I'établissement
d’une phylogénie.
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Une autre phylogénie est réalisée également a partir de la séquence IBP, mais cette phylogénie,
présentée en Document 13, inclut aussi diverses especes de bactéries possédant la séquence IBP.

76 ® Attheya CCMP212

S0 _|::'I Pyramimonas gelidicola AFP |

96 ® Amphora CCMP2378 |

— @ Fragilariopsis curta ACT99633

7] — Fragilariopsis cylindrus ACX36851

.Spirochaeta sp. Buddy YP 004248731

‘ Spirochaeta sp. Buddy YP 004246646 7
Cytophaga hutchinsonii ATCC 33406 YP 676864 ., Diatomeées et quelques

7‘:.. Marivirga tractuosa DSM 4126 YP 004052221 ~ autres algues

@ soirochasta sp. Buddy YP 004246647 planctoniques proches

23 ® Chaetoceros neogracile ACU09498 L.
91 Stephos longipes ACL00837 \\ . Bacteries P4
N - @ Navicula glaciei AAZ76251
I— @ Nitzschia stellata

® Phaeocystis antarctica CCMP1374 |
. Ferroplasma acidarmanus fer1 ZP 05571248

__37|—‘ Rhodoferax ferrireducens T118 YP 523138
@ Vucilaginibacter paludis DSM 18603 ZP 07746896

Document 13 Une phylogénie basée sur la séquence IBP.

Question 13a. A 'aide des Documents 12 et 13, déterminer quelle est I'origine probable de la
séquence IBP chez les Diatomées.

La séquence du géne IBP des Diatomées est dépourvue d’introns.

Question 13b. Rappeler ce qu’est un intron en 5 lignes maximum.
Question 13c. Cette information sur I'absence d’introns chez la séquence IBP de Diatomées
confirme-t-elle ’hypothése suggérée par les Documents 12 et 13 ? Justifier votre réponse.

Fin de la partie 1.
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BIOLOGIE 2
(durée conseillée 1h30)

LE RECEPTEUR CB2R AUX ENDOCANNABINOIDES

Le cannabis est une molécule psychoactive similaire a des molécules produites par diverses cellules
des Mammiferes, les endocannabinoides. Il existe deux types d’endocannabinoides notés CB1 et
CB2. On s’intéresse a leurs récepteurs. Le récepteur CB1R est trés présent dans le systéme nerveux
central et est responsable des effets psychotropes. Cette étude est centrée sur le récepteur CB2R,
moins connu que CB1R. CB2R semble avoir un réle dans les phénoménes d’addiction et la
cicatrisation.

Partie 4 (4 points)
Cannabinoides et addiction chez les rongeurs

Lors de I'étude des mécanismes de I'addiction chez les animaux, I'administration de cannabis a
donné des résultats contradictoires. On cherche a comprendre pourquoi.

4.1. Effet de I'injection d’un agoniste des récepteurs CB2R chez deux types
de rongeurs
Des rats et des souris ont été opérés pour pouvoir, en appuyant sur un levier, s’injecter eux-mémes

de la cocaine a petites doses. Certains rats ont, de plus, recu par voie intraveineuse une molécule
nommeée JHW, qui n’active que les récepteurs CB2R, alors que d’autres ont regu de I'eau salée.

A Nombre d'autoinjections B Délai entre deux autoinjections de cocaine
de cocaine par heure en minutes
40 - N cjy salée 25 BN cau salée
—= JHW 10 mg par kg l::hJHW10m
g par kg
n=6 | === JHW 20 mg par kg 20 1 === JHW 20 mg par kg *
30 -
15 n=9
20 4
10 - *
10 -
5 n=6
0 - ; 0 -
Rats Souris Rats Souris

Document 14. Nombre d’autoinjections durant une heure (A) et délai entre deux injections (B) de
cocaine chez 6 rats (n=6) et 9 souris (n=9), ayant recu une injection d’eau salée ou une certaine
concentration d’agoniste des récepteurs CB2R nommé JHW. Les concentrations sont exprimées en
milligrammes de JHW par kilogramme de masse corporelle du rongeur. Un astérisque au-dessus
d’une colonne signale une moyenne statistiquement différente de la colonne qui la précéde.

Question 14a. Pourquoi injecter de I'’eau salée a certains rats ? Quel phénomeéne veut-on
étudier en laissant les rats choisir de s’administrer ou non de la cocaine ?

Question 14b. Quel est I'effet de la molécule JHW sur le nombre d’autoinjections et le délai
entre deux injections chez les rats et les souris ? Cela est-il en accord avec I’hypothése que
les récepteurs CB2R sont impliqués dans I'addiction chez les rongeurs ?

Question 14c. Proposer au moins une hypothese pouvant expliquer cette différence.
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4.2. Expression du gene CB2R chez les rongeurs

A Souris B Rat 3
Geéne de CB2R Gene de CB2R <>

f —{ s t A—Fale—

CB2R-A[1] 3 | UTR | CB2R-A[I 3 [ UTR |

CBZR-Bl 2| 3 I UTR | CBZR-BI 2] 3 [ UTR ]

ARNm
de CB2R CB2R-C[1 zZ] 3 [UTR |
CB2R-D[ZA T 38 ]

Document 15. Le gene de CB2R (ligne du haut) et les ARNm correspondants (en dessous) ont été
analysés chez la souris (A) et le rat (B). Les ARNm et ’ADN ne sont pas dessinés a la méme échelle.
La boite 3 contient les boites 3A et 3B, ainsi gu’une boite supplémentaire dessinée en noir.

Question 15 a. En comparant les ARNm et le géne, préciser a quoi correspondent les
« boites » notées 1, 2, 3 ou 3A et 3B présentes dans les génes de CB2R des deux rongeurs.

Question 15 b. Comment obtient-on plusieurs types d’ARNm chez chaque animal et des
ARNmM supplémentaires chez le rat par rapport a la souris ? Préciser le réle de la « boite »
noire entre 3A et 3B chez le géne du rat.

Les ARNm notés CB2R-A et CB2R-B sont quantifiés par RT-PCR dans le cortex et une autre partie
du cerveau nommeée striatum. Le striatum fait partie d’'un circuit dit de la récompense, car il est activé
entre autres par la prise de drogues. Les testicules sont aussi analysés.

A CB2R-A B CB2R-B
Quantité dARNm CB2R Quantité dARNm CB2R
(en unités arbitraires) (en unités arbitraires)
3 Rat
= Souris

Document 16. Quantité des ARNm CB2R A et B, obtenues par RT-PCR dans le cerveau (cortex et
striatum) et les testicules, en unités arbitraires, chez le rat et la souris.

Question 16 a. Comparer les résultats obtenus chez les rats et les souris dans le Document
16.

Question 16 b. A 'aide de 'ensemble des documents de la partie 4, expliquer la différence de
comportement entre les rats et les souris observée dans le Document 14.
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Partie 5 (5 points)
CB2R et la cicatrisation de I'ceil

Le glaucome est une maladie fréquente chez les personnes agées, dans laquelle le cristallin
s’opacifie et I'acuité visuelle se dégrade. Il faut inciser la cornée pour remplacer le cristallin. Parfois,
cette incision cicatrise mal, avec une matrice extracellulaire trop dense. Comme 'usage du cannabis
pour soulager la douleur semble réduire les cas de mauvaise cicatrisation, on étudie ici le role des
récepteurs CB2R dans le contrble de cette cicatrisation.

5.1. Localisation des récepteurs aux endocannabinoides

Les fibroblastes produisant la matrice extracellulaire de la cornée de I'ceil sont les Fibroblastes
Humains de Tenon (les HTFs). L'expression des génes CB1R et CB2R est étudiée dans ces cellules
HTF et des cellules immunitaires humaines.

(A) (B)

Document 17. Quantification des ARNm de CB1R et CB2R dans des cellules immunitaires
(«immun.») et des Fibroblastes Humains de Tenon (HTFs) par RT-PCR (A), et Western-blot de
CB1R, CB2R et de I'actine (B).

Question 17 a. Réaliser un schéma légendé de la matrice extracellulaire animale. Préciser les
roles et la famille de chacune des biomolécules représentées.

Question 17 b. Pourquoi utilise-t-on I'actine dans les Documents 17 Aet B ?

Question 17 c. Analyser et interpréter les résultats du Document 17.
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5.2. CBZ2R et synthése de matrice extracellulaire

Lors du processus de mauvaise cicatrisation, un facteur de croissance nommé TGF-31 est sécrété
en grande quantité. Les chercheurs supposent que cette voie de signalisation pourrait étre elle-
méme sous le contrdle des endocannabinoides de type 2 (CB2). Pour tester cette hypothese, ils
analysent les protéines produites par les fibroblastes en présence de TGF-B1 et d’activateur ou
d’inhibiteur des récepteurs CB2R.

TGF-R1 - 4 + + +
AM o + - +
JHW - - - + +

CB2R - —_—

Fibronectine - e
Collageéne | — S
Collagene lll —-— - - =

Actine "D GaED GNP NP D

Document 18. Western-blot diverses protéines produites par les Fibroblastes Humains de Tenon,
en présence (+) ou non (-) de TGF-B1, d’un inhibiteur (AM) des récepteurs CB2R, ou d’un activateur
(JHW). La quantité de protéine CB2R n’a pas été étudiée dans toutes les conditions. Le Western-
blot est quantitatif.

Question 18 a. Quel est l'effet du TGF-f1 seul sur les protéines produites par les
fibroblastes ?

Question 18 b. Les résultats du Document 18 valident-ils I’hypothése émise par les
chercheurs ?
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5.3. CB2R et rétraction de la matrice extracellulaire

De la matrice extracellulaire normale est mise en présence de TGF-B1, et éventuellement de
l'activateur des récepteurs CB2R (JHW). La rétraction de la matrice a pour cause un dépoét de
protéines en forte quantité, en une zone précise. Ce dépdt local dense rigidifie le réseau protéique
de la matrice extracellulaire, qui rompt alors facilement. Comme la matrice est sous tension et
élastique, apres rupture, sa surface se réduit. Une rétraction trop importante empéche la cicatrisation
car la continuité de la matrice extracellulaire entre les cellules est rompue.

—_ g1 —— TGFR1
£ 7 —=TGFR1 ‘é“ 7. -= TGFR1+JHW [
£ s . --causalée £ ¢
S s # c
c ' 4 -
g . \I_____ if- g 5
= ==k =
S 2 _ 3 . 0 ,.
— o ol 1]
] -
. = - ] -
@ O
0 0 01 05 ? Kot
Concentration de JHW en pmole par litre Nombre de jours

Document 19. Rétraction de la matrice extracellulaire en présence de TGF-1 ou d’eau salée, en
fonction de la concentration de I'activateur des récepteurs CB2R (JHW) durant 3 jours (A), ou en
fonction du temps (B) pour une concentration de JHW de 0,5 mole.L, en nombre de millimétres
perdus. « # » désigne des valeurs significativement différentes du témoin.

Question 19 a. Quel est I'effet de TGF-B1 sur la matrice extracellulaire ?

Question 19 b. Quel est I'effet de CB2R sur la matrice extracellulaire ?

Question 19 c. A Paide de 'ensemble des documents de la partie 5, expliquer a l'aide d’un
schéma pourquoi (1) le TGF-f1 induit une mauvaise cicatrisation, et (2) les
endocannabinoides de type CB2 limitent cet effet du TGF-B1.
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Partie 6 (1 point)
Identification de ligands de CB2R

Pour améliorer la cicatrisation, on souhaite activer sélectivement les récepteurs CB2R, afin d’éviter
les effets psychotropes associés aux récepteurs CB1R. La fixation de CB2R a des ligands est
étudiée par transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET). Un fluorochrome
(fluorochrome 1) est ajouté au récepteur CB2R, et un autre agent fluorescent (fluorochrome 2) est
fixé sur les ligands. On applique une longueur d’onde qui active I'agent fluorescent de CB2R. Si un
autre agent fluorescent est au contact de celui-ci, il peut devenir fluorescent a son tour. Cet effet de
transfert d’énergie ne se produit pas a distance. Les ligands utilisés sont deux molécules
synthétiques notées CM-139 et CM-157, qui n’activent pas les récepteurs CB1R.
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Document 20. (A) Principe de méthode de transfert d’énergie entre molécules fluorescentes
(FRET). (B et C) Fluorescence par transfert d’énergie en unités arbitraires, mesurée dans une cellule
contenant le récepteur CB2R couplé a un agent fluorescent et des concentrations croissantes d’un
ligand fluorescent, qui est respectivement CM-139 en B et CM-157 en C. La fluorescence totale est
indiquée en bleu, et la fluorescence non spécifique mesurée en absence de CB2R est donnée en
rouge.

Question 20. Apres avoir expligué ce que représente la courbe en vert, analyser le Document
20 afin de déterminer si ces deux molécules sont ou non des ligands spécifiques de CB2R.

Fin de I’épreuve
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