SESSION 2015
CONCOURS G2E

BIOLOGIE

Durée : 3 heures

Les calculatrices sont interdites.
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
numeérotation de la question posée.

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

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

Les documents peuvent étre découpés et collés sur la copie a condition d’étre légendés,
commentés ou exploités.

Attention : le sujet de biologie est composé de 2 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.

BIOLOGIE 1 (durée conseillée 1h30)

Remarque _importante : les questions suivent une problématique progressive, le jury vous
conseille donc de les aborder dans I’ordre du sujet.

QUELQUES ASPECTS DU FONCTIONNEMENT DES ARTERES

Partie 1 - (3 pts)
Modifications vasculaires lors d’un effort

La circulation sanguine close permet un approvisionnement efficace des organes d’un organisme.
Grace a l'existence de différents segments vasculaires, les fonctions de conduction, échanges et
retour au cceur sont réalisées par les organes spécialisés artéres, capillaires et veines
respectivement. Notre étude portera sur les artéres musculaires.

1.1 Importance des artéres musculaires
On étudie le flux sanguin au niveau du muscle squelettique postérieur (soléaire) du membre inférieur
de Souris. Plusieurs paramétres sont mesurés dans le document 1.

Question 1.a. Analyser les différentes figures du document 1.

Question 1.b. Proposer une séquence explicative des phénomeénes observés.
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Document 1 : Paramétres vasculaires mesurés dans diverses conditions.

1.2 Loi d’écoulement d’un fluide appliquée a la circulation sanguine
La circulation du sang permet la propulsion de ce liquide en direction des organes, par I'intermédiaire
des vaisseaux sanguins.

Question 2.a. Rappeler la loi de Poiseuille qui régit le débit sanguin au niveau d’un vaisseau.
Préciser la signification et I'unité de chaque terme ainsi que celui ou ceux susceptible(s) de varier
lors d’un effort.
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Document 2 : Coupe transversale d’artére musculaire de Souris, observée au microscope
optique (Grossissement : x 120).

Question 2.b. Nommer les zones 1, 2 et 3 en précisant le(s) constituant(s) majoritaire(s) de
chaque zone.

Partie 2 - (3,5 pts)
Analyse de la vasodilatation d’une artére musculaire

On utilise le muscle rétracteur de la joue du Hamster comme muscle squelettique.

2.1 Effet de la destruction par illumination au niveau du site central d’une
artéere musculaire

Le document 3-A décrit le montage expérimental.
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|I | | artére du muscle retracteur permettant d,étu_dier Ies’ réponS?S de
| Muscle| de la joue du hamster ~ l'artére musculaire en réponse a
elracter différentes situations.

On utilise la technique de « destruction par illumination » (DPI).

Elle consiste a éclairer (longueur d’'onde = 300 ym), au niveau du site central, un fluorochrome
injecté dans la circulation sanguine qui réagit spécifiquement a cette longueur d’onde et produit des
radicaux libres d’'oxygéne au niveau du site éclairé.

Cela permet d’endommager les cellules endothéliales situées juste a proximité du site de production

de ces radicaux.
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Question 3. Analyser le document 3-B.

2.2 Effets de la destruction par illumination sur les réponses locales a

I’acétylcholine d’une artére musculaire

Afin de mesurer l'effet de la destruction par illumination au niveau du site central, on effectue des
mesures avant et apres l'utilisation de cette technique.

Cette fois, contrairement a lI'expérience précédente, l'acétylcholine n’est pas appliquée au site
central, mais soit au niveau du site proximal (document 4-A), soit au niveau du site distal
(document 4-B).
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Document 4-A : Effet de I'application proximale | Document 4-B: Effet de I'application distale
d’acétylcholine sur le site proximal avant (PRE) | d’acétylcholine sur le site distal avant (PRE) et
et aprés (POST) DPI centrale. Les différences | aprés (POST) DPI centrale. Les différences
significatives sont indiquées par une étoile. significatives sont indiquées par une étoile.

Question 4. Analyser les documents 4-A et 4-B afin de préciser ce qu’ils apportent sur les
réponses locales a I’acétylcholine par rapport au document 3-B.

2.3 Effets de la destruction par illumination sur les réponses locales et

distales a I’acétylcholine d’une artére musculaire

On utilise encore la technique « destruction par illumination » (DPI) au niveau du site central.
Mais cette fois I'acétylcholine est appliquée uniquement au site distal de I'artére musculaire.
On mesure la variation de diamétre au site distal (= site d’injection) et au site proximal.
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Document 5 : Effet de I'application d’acétylcholine au site distal, aprés DPI centrale, mesuré
au site distal et au site proximal, sur la modification de diamétre de I'artére musculaire.

Question 5. Analyser le document 5 afin de préciser les réponses a I’acétylcholine d’une artére

musculaire.

2.4 Effets de la destruction par illumination sur les réponses locales et

distales a I'effort musculaire d’une artére musculaire
On mesure, cette fois, I'effet de la destruction par illumination au niveau du site central, lors d’'un
effort musculaire. On effectue des mesures avant et aprés I'utilisation de cette technique.
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Document 6: Effet d'un effort musculaire (durée : 10
secondes ; fréquence de stimulation : 40 Hz ; puissance
produite : 70% du maximum) avant (PRE) et aprés (POST)
DPI centrale, sur le diameétre d’une artére musculaire, mesuré
au site proximal.

Question 6. Analyser le document 6 afin de préciser comment le signal biologique est modifié
au niveau de I’artére musculaire lors d’un effort.
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Partie 3 - (3,5 pts)
Mécanismes impliqués dans la vasomotricité

Dans cette derniére partie, on souhaite caractériser les mécanismes responsables des modifications
observées en réponse a l'application d’acétylcholine et en réponse a un effort musculaire, chez la
Souris.

On utilise le muscle testiculaire cremaster (muscle permettant de soulever ou d’abaisser le scrotum)
et les artérioles de ce muscle comme support d’étude.

On construit une souche de Souris déficientes au niveau du géne connexin40. Ces Souris sont
notées Cx40™.

En conséquence, les Souris n’expriment pas la protéine Connexin40, élément de constitution des
jonctions GAP, appelées aussi jonctions communicantes.

3.1 Réponses vasomotrices chez des Souris Cx40™

On applique de I'acétylcholine (JACh] = 10 pymol.L™") sur une artériole irriguant le muscle cremaster,
en un point A (document 7).

Pour chaque application au point A, on mesure la variation de diamétre de cette artériole induite a
des distances croissantes en amont du flux sanguin (B : 0,33 mm ; C: 0,66 mm ; D : 0,99 mm et

E: 1,32 mm).

La fleche indique le moment d’application au point A.

Une courbe croissante s’interpréte comme une augmentation de diamétre artériolaire.
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Question 7. Comparer les réponses obtenues aprés stimulation chez les Souris sauvages et
les Souris transgéniques.
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3.2 Etude des cellules endothéliales artériolaires
On cherche a localiser les cellules exprimant le géne connexin40.

On construit la lignée transgénique suivante : sous l'influence du promoteur du géne connexin40, on
place la portion codante du fluorochrome GFP associée a la portion codante de la Calmoduline
(CaM). Aprés transcription-traduction, la protéine GCaMP2 est exprimée.

On précise que la protéine rapporteur GCaMP2 ainsi obtenue est cytosolique et qu’elle fluoresce en
présence de calcium. Dans cette premiére étude, cette protéine n’est pas révélée par ajout de
calcium, mais par immunolocalisation.

En effet, on effectue une immunolocalisation des protéines GCaMP2 (couleur verte) et actine
(couleur rouge), cette derniére étant exprimée par les cellules musculaires lisses, sur différents
segments vasculaires (artériole, capillaire et veine) du muscle cremaster. On obtient le document 8.

Document 8: Coupes
longitudinale (CL) et
transversales (CT) de segments
vasculaires du muscle cremaster
de la souche transgénique
observées au microscope
anti-actine  optique.

anti-GFP

Barres d’échelle = 5 um
superpo-
sition des L = lumiére du vaisseau sanguin
2 images
ci-dessus La fleche blanche pointe un
globule rouge.

artériole capillaire veine
(CL) CT) (CT)

Question 8.a Expliquer le principe de la technique d’immunolocalisation.

Question 8.b Analyser le document 8 afin de caractériser les cellules exprimant la Connexin40.

3.3 Réponses calciques des artérioles

On utilise de nouveau la souche construite précédemment, mais on utilise cette fois la propriété de la
protéine GCaMP2 d’étre fluorescente en présence de Calcium. Cette fluorescence est quantifiée par
des fausses couleurs en microphotographie.

Les photos en fausses couleurs du document 9-A et les graphes des documents 9-B & 9-C
décrivent les résultats obtenus aprés l'injection d’acétylcholine.

Les point A, B et C sont distants I'un de I'autre de 65 um et sont en aval du site d’injection.

Les point 1, 2 et 3 sont distants I'un de I'autre de 65 pym et sont en amont du site d’injection.
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Document 9 : Réponses calciques au voisinage du site d’injection de I'acétylcholine
Question 9.a Analyser ’ensemble des microphotographies du document 9-A.
Question 9.b Analyser ’'ensemble des réponses des documents 9-B et 9-C.

Question 9.c A l'aide de I'’ensemble des résultats obtenus dans cette troisiéeme partie,
proposer un mécanisme d’action expliquant la propagation du signal induit par I’acétylcholine.

Question 9.d Retracer en 10 lignes maximum, a I'aide des résultats acquis lors de
cette étude, les étapes-clés de la réponse artérielle lors d’un effort musculaire.
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BIOLOGIE 2 (durée conseillée : 1h30)

DIVERSITE DES TRANSCRIPTOMES ET LACTATION

« Selon les types cellulaires, en réponse a des signaux, a des variations d’activité¢ ou a des
modifications des conditions du milieu, I'expression du génotype varie et conduit a des phénotypes
cellulaires variés. Les mécanismes permettant ces modulations portent essentiellement sur le
contréle de la transcription. La diversité des régulations de transcription explique en partie la diversité
des transcriptomes. La protéine synthétisée subit ensuite des modifications de localisation avant de
devenir fonctionnelle. Sa localisation cellulaire est déterminée par la présence d’une information de
position. »

L’objectif de ce sujet est de justifier et d’illustrer ces faits avec I'’exemple de la physiologie
moléculaire de la lactation. Il comporte 2 parties qui peuvent étre traitées de maniére
indépendante.

Partie 4 - (3,5 pts)
Des petits ARN régulateurs impliqués dans la lactation chez la vache

Les microARN (miR) sont des petits ARN intervenant dans le contréle de I'expression de I'information
génétique : 'appariement total ou partiel d’'un miR avec sa séquence complémentaire, située sur un
ARNm cible, conduit au blocage de la traduction ou a la dégradation de cet ARNm. Plusieurs
centaines de génes codant des microARN ont été identifiés dans le génome de la vache. De
nouveaux microARN impliqués dans la physiologie de la glande mammaire et la lactation chez la
vache allaitante pourraient étre utilisés comme marqueurs moléculaires de diagnostic et de pronostic
intégrés dans les schémas de sélection. L'objectif de cette partie 4 est de comparer les profils
d’expression des microARN dans les glandes mammaires de vache entre les périodes de lactation et
de non lactation (document 10), puis de rechercher les ARNm cibles de quelques microARN ainsi
identifiés (documents 11 et 12).

microARN | Rapport d’expression normalisée (REN)
miR-141 REN = 19,09

miR-181a REN = 0,85

miR-199b REN = 0,12
miR-484 REN = 1,97
miR-500 REN = 2,98

Document 10 : Quelques résultats obtenus par puces a ADN quantifiés sous la forme de rapport
d’expression normalisée (REN), qui correspond a la quantité du microARN dans les glandes
mammaires en période de lactation divisée par la quantité de ce méme microARN dans les glandes
mammaires en dehors de la période de lactation. Les REN de ces miR sont tous significativement
différents de 1.

Question 10 Commenter trés brievement les résultats présentés dans le document 10.

Le micro-ARN miR-141 mis en évidence dans le document 10 est purifi¢ et séquencé. Par
comparaison de séquences, son ARNm cible potentiel est recherché.

Séquence compléte de miR-141 : 5 UAACACUGUCUGGUAAAGUGG 3
Court extrait de la séquence codante du géne STATS

Brin non transcrit, codant : 5 CCCAGTGTGC 3

Brin transcrit, non codant : 3 GGGTCACACG %

Document 11 : Séquences de miR-141 et du géne STATS (Signal Transducer and Activator of
Transcription 5).
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Question 11a. Représenter schématiquement la structure d’'un ARN (détails des bases
azotées non attendus).

Question 11b. Montrer, a I'aide d’'un schéma, que I’on peut prévoir qu’un appariement
(hybridation) d’au moins 5 nucléotides successifs est possible entre le microARN miR-
141 et FARNm STATS.

D’autres comparaisons de séquences prévoient qu’un appariement (hybridation) est possible entre
les micro-ARN miR-484 et miR-500 et TARNm HK2 (hexokinase 2). Afin de valider ces hypothéses,
les protocoles suivants sont réalisés :

- les abondances des ARNm HK2 et STATS sont quantifiées dans glandes mammaires de vaches en
période de lactation et de non-lactation. Les résultats sont présentés dans le document 12-A.

- des cellules d’épithélium mammaire de vache sont cultivées in vitro. Des transformations sont
réalisées pour introduire dans les cellules un petit ARN : miR-141, miR-484, miR-500, ou un petit
ARN non homologue dont la séquence est aléatoire. 24 heures aprés transfection, les protéines sont
séparées par électrophorése et transférées sur membrane. La révélation est faite a I'aide d’anticorps
spécifiques de STAT5, de HK2 ou de l'actine (Western-blot). Les résultats sont présentés dans les
documents 12-B et 12-C.

ﬂ 0.08 - ﬂ non homologue miR-141
B HK?2

o 997 10STATS STATS S .

D

2 0.06 -

= .

% § 0.05 1 aACtiNe  — — =
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Document 12. A : Abondance des ARNm HK2 et STAT5 dans les glandes mammaires de vache
en période de lactation ou non normalisée par rapport au géne référence GAPDH (exprimé en unité
arbitraire; UA).

B et C : Western-blot des protéines STAT5 et HK2 dans des cellules d’épithélium
mammaire transfectées avec miR-141, miR-484, miR-500 ou un petit ARN aléatoire non homologue.

Question 12a. Interpréter ’ensemble des résultats présentés dans le document 12, en
relation avec les données des documents 10 et 11. Proposer un mécanisme d’action des miR-
141, 484 et 500.

Question 12b. Quelle est la réaction catalysée par I'hexokinase HK2 ? Dans quelle voie
métabolique est-elle impliquée ? En déduire un role a I’échelle des glandes mammaires pour
miR-484 et miR-500 en période de lactation.

Malgré une faible abondance relative de STAT5 durant la lactation (document 12-A), des
ARNmM STAT5 sont néanmoins détectés pendant cette période. L’étude de la protéine STAT5 et
de ses réles dans la lactation fait I'objet de la partie suivante.
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Partie 5 - (6,5 pts)
L’activité du facteur de transcription STAT5 pendant la lactation

La protéine STAT5 est un facteur de transcription connu pour contrdler la transcription de plusieurs
géenes. La protéine STATS est capable de se fixer sur le promoteur de ses génes cibles, au niveau
d'une séquence régulatrice spécifique et connue, de 21 paires de bases (pb). Cette séquence
régulatrice a été identifiée dans le génome de la vache, dans le promoteur du géne codant la 8-
caseéine, qui est la protéine majoritaire dans le lait.

Le protocole suivant est réalisé :

- les protéines nucléaires de cellules de glandes mammaires de vache en période de lactation sont
purifiées et incubées avec un petit ADN double brin. Marqué radioactivement pour servir de sonde,
cet ADN correspond a la séquence de 21 pb identifiée dans le promoteur du géne codant la [3-
caséine chez la vache

- des anticorps spécifiquement dirigés contre la protéine STAT5 (pistes 3 a 6 dans le document 13)
ou contre la tubuline (piste 2) sont ajoutés au mélange d’incubation

- le mélange d’incubation est ensuite soumis a une électrophorése en conditions natives

- chaque étape du protocole est realisée en conditions natives, telles que tous les mélanges
d’'incubation et tampons préservent les interactions spécifiques ADN-protéine et protéine-protéine

- a la fin de I'électrophorése, le gel est autoradiographié pour révéler la radioactivité ; les résultats
sont présentés dans le document 13.

Numeéro de piste 1 2 3 4 5 6
Anticorps anti-Stat5 (ug) 0 0 2 1 02 0,1
Anticorps anti-tubuline (ug) 0 2 0 0 0 0

sl A — I

Document 13 : Test de mobilité électrophorétique de STATS5. Les mélanges d’incubation 1 a 6
sont indiqués dans le paragraphe précédent. Les espéces moléculaires révélées par la sonde ADN
sont désignées par les signaux de radioactivité A et B. On rappelle que la sonde ADN (et non les
anticorps utilisés lors de I'incubation) est marquée radioactivement dans cette expérience.

uonesgiw ap suas

<

Les réponses pourront étre breves, mais justifiées.

Question 13a. Interpréter le profil de migration de la piste 1; a quelle association de
molécules correspond le signal radioactif A ?

Question 13b. Interpréter le profil de migration de la piste 3; a quelle association de
molécules correspond le signal radioactif B ?

Question 13c. Interpréter les autres profils de migration. En quoi les pistes 2, 3, 5 et 6
nous renseignent-elles sur la spécificité d’interaction avec STATS ?

Question 13d. Conclure sur le mode d’action de la protéine STATS5 in vivo.

La prolactine (PRL) est une hormone peptidique impliquée dans la lactation. Son influence sur
l'activité de la protéine STATS est testée a I'aide du protocole suivant :

- des explants de glande mammaire de vache sont cultivés pendant 1 heure dans un milieu
contenant ou non de la prolactine et de la cycloheximide, un inhibiteur de la traduction.

- 'expérience précédente (dont les résultats ont été montrés dans le document 13) est ensuite
reproduite en présence de prolactine.
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Document 14 : Effet de la prolactine (PRL) sur le complexe STAT5-ADN.

Question 14 : Interpréter les résultats présentés dans le document 14. Proposer alors
une hypothése explicative concernant le mode d’action de la prolactine. Qu’apportent
les résultats concernant les explants incubés en présence de cycloheximide ?

La suite du travail est réalisée sur une lignée cellulaire humaine utilisée comme modele d’étude de la
physiologie de la lactation. Ces cellules sont co-transfectées avec les constructions génétiques
suivantes :

- le géne codant STAT5 dans sa version sauvage (WT) ou conduisant a la synthése de la protéine

STAT5A142-149 tronquée, dépourvue du fragment peptidique compris entre les radicaux n°142 a
149.

- la séquence codante du géne de la luciférase placée sous le contréle du promoteur du géne
humain codant la B-caséine : quand le promoteur est actif, la luciférase est synthétisée et émet des
photons.

Ces cellules sont cultivées pendant 16 heures en présence de prolactine et/ou d’hydrocortisone,
hormone liposoluble participant au contrdle de nombreux processus physiologiques dont la lactation.
L’intensité du signal luciférase, proportionnelle a I'activité du promoteur du géne B-caséine, est
ensuite quantifiée.

100+
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>
©
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Document 15 : Activité du promoteur du géne B-caséine dans des cellules humaines incubées
dans un milieu contréle (CTR) dépourvu d’hormone, ou en présence de prolactine (PRL) et/ou
d’hydrocortisone (HC). L’activité luciférase est quantifiée sous forme normalisée en présence du
géne STATS5 dans sa version sauvage ou mutée et sous les diverses stimulations hormonales
effectuées.

Question 15 : Interpréter les résultats présentés dans le document 15.

Afin de localiser a I'échelle subcellulaire la protéine STATS et le récepteur GR a I'hydrocortisone, de
nouvelles cellules de la lignée humaine modéle sont co-transfectées par :

- le géne codant la protéine STATS5 dans sa version sauvage (WT) ou tronquée (STAT5A142-149)

- le géne codant la protéine GR, qui est le récepteur a I'hydrocortisone.

Ces cellules sont cultivées pendant 1 heure dans un milieu contréle (CTR) ou contenant 'hormone
prolactine (PRL) ou hydrocortisone (HC). A l'aide d’anticorps fluorescents, la protéine STAT5 WT ou
STAT5A142-149 est repérée par un signal vert et le récepteur GR par un signal rouge. Les résultats
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obtenus au microscope a fluorescence, de ces expériences in vitro, sont présentés dans le

document 16.
STATS

STATS  GR Merge  (A142-149) GR
CTR .

+PRL

+HC

Document 16 : Localisation subcellulaire des protéines STAT5 et GR sous diverses
stimulations hormonales. La protéine STAT5 sauvage ou tronquée (A142-149) est repérée par un
signal vert, le récepteur GR a I'hydrocortisone par un signal rouge. La superposition des deux
signaux est présentée ("Merge"). Les images sont choisies pour étre représentatives des résultats de
'expérience, dans un milieu contréle sans stimulation (CTR), ou contenant 'hormone prolactine
(PRL) ou hydrocortisone (HC). La membrane plasmique d’une cellule est repérée par un trait blanc
dessiné dans la premiére image, barre d’échelle 5um.

Question 16a. Quelle est I'influence des hormones prolactine et hydrocortisone sur la
localisation de la protéine STAT5 ? Qu’apportent les résultats obtenus avec STAT5A142-
149 ?

Question 16b. Quelle est I'influence des hormones prolactine et hydrocortisone sur la
localisation du récepteur GR a I’hydrocortisone ?

Chez les eucaryotes, une protéine synthétisée subit des modifications de localisation avant de
devenir fonctionnelle. Sa localisation cellulaire est déterminée par la présence d’une information de
position. On rappelle que I'hydrocortisone est une hormone stéroide liposoluble.

Question 16c. En quoi consiste cette information de position pour la protéine STAT5 ? Et
pour le récepteur GR a I’hydrocortisone ?

Question 16d. Mettre en relation I’ensemble des résultats obtenus in vitro du document
16 avec ceux obtenus in vivo des documents 14 et 15. Pour cela, proposer des
mécanismes de régulation post-traductionnelle de I'activité pour STAT5 et pour le
récepteur GR.
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