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BIOCHIMIE - BIOLOGIE
REMARQUES PRELIMINAIRES :
1 - Le sujet proposé a un caractère pluridisciplinaire. Le candidat devra veiller à répondre de manière concise aux questions posées afin de pouvoir traiter l'ensemble du sujet.
2 - Il est suggéré de consacrer à chaque question un temps tenant compte du nombre de points attribués.
IMPORTANCE DES GLUCIDES ET DES GLYCOCONJUGUES DANS LE MONDE VIVANT
Longtemps considérés comme n'ayant qu'un rôle énergétique et structural, les glucides libres ou associés dans des glycoconjugués possèdent en fait une importance biologique plus large.

On se propose d'évoquer certains aspects de la synthèse de ces molécules et quelques-unes de leurs activités.
1. GLUCIDES ET GLYCOCONJUGUES : LE METABOLISME (40 points)
Le glucose est à la fois un composé énergétique et un élément structural et fonctionnel. Il est mis en réserve sous forme de glycogène au niveau du foie chez l'homme et peut être synthétisé à partir de molécules diverses. Le glucose et ses dérivés sont retrouvés également dans des hétéroprotéines appelées glycoprotéines.
1.1. Le métabolisme glucidique

1.1.1. Le glycogène hépatique

Le métabolisme hépatique du glycogène est contrôlé au niveau de deux enzymes principales :
· la glycogène-synthétase (principale enzyme de la glycogénogénèse),

· la glycogène-phosphorylase (principale enzyme de la glycogénolyse). 
1.1.1.1. Ecrire les réactions catalysées par ces deux enzymes (formules chimiques non exigées).
1.1.1.2. On admet classiquement que l'adrénaline et le glucagon, en se combinant à leurs récepteurs spécifiques respectifs (récepteurs 2-adrénergiques d'une part et récepteurs GR-2 d'autre part), assurent une régulation de la glycogénolyse et de la glycogénogénèse en augmentant la concentration intracellulaire en AMP cyclique.

Décrire les effets de l'augmentation de la concentration intracellulaire en AMP cyclique sur les deux enzymes hépatiques citées.

1.1.2. La néoglucogénèse dans l'hépatocyte
1.1.2.1. Définir le terme "néoglucogénèse".
1.1.2.2. La néoglucogénèse s'effectue essentiellement dans le foie. Elle peut avoir comme point de départ l'acide lactique (document n°1).
a) En considérant de gauche à droite la réaction catalysée par la LDH :

pyruvate + NADH + H+ ( lactate + NAD+
calculer sa variation d'enthalpie libre standard biochimique G'o, à 25°C et à pH 7.

Données :
F = 96500 J.V-l.mol-1
Les potentiels standards biochimiques des couples redox, à 25°C et à pH 7, sont les suivants :
NAD+/NADH :
E'o = -0,320 V

pyruvate/lactate :
E'o = -0,190 V
b) Ecrire sous forme chimique (avec formules des substrats et produits) la séquence de réactions (A) de la néoglucogénèse allant de l'acide pyruvique au phosphoénolpyruvate.

Préciser enzymes et coenzymes. Les réactions nécessitées par le transfert intracellulaire ne seront pas évoquées.
c) Calculer 1e nombre de moles d'ATP nécessaires pour la synthèse d'une mole de glucose à partir de 2 moles d'acide lactique (équivalence ATP-GTP).
1.2. Les glycoprotéines

Une glycoprotéine est schématisée dans le document n°2.
1.2.1. La liaison des chaînes glucidiques avec la partie protéique dans une glycoprotéine se fait selon 2 modes principaux :
· mode 1 : liaison N-glycosidique entre le carbone n°l d'une N-acétylglucosamine sous forme  et la chaîne latérale d'une aspa​ragine.
· mode 2 : liaison O-glycosidique entre, par exemple, le carbone n°l d'une N-acétylgalactosamine, par exemple sous forme , et la chaîne latérale d'acides aminés hydroxylès comme la sérine.
Représenter ces 2 types de liaisons (structure des molécules exigées).
1.2.2. La glycophorine A de la membrane des hématies est une glycoprotéine. Elle est représentée dans le document n°3. Commenter la composition qualitative en acides aminés rapportée dans ce document.
1.2.3. L'UDP-N-acétylglucosamine représente, chez l'homme et les animaux, la forme active d'incorporation de la N-acétylglucosamine dans les glycoprotéines. L'UDP-N-acétylglucosamine dérive, in vivo, de la glucosamine, transformée successivement en glucosamine-6-P, N-acétylglucosamine-6-P et, enfin, en N-acétylglucosamine-1-P.

La glucosamine-6-phosphate peut provenir

· soit de la phosphorylation de glucosamine exogène,

· soit du glycérol par un processus proche de la néoglucogénèse. Le schéma de ce dernier processus est rapporté dans le document n°4.

1.2.3.1. Ecrire, sous forme chimique (avec formules des substrats et produits), les réactions 3, 4 et 5.

Donner le nom des enzymes correspondantes.
1.2.3.2. Un mélange de glucosamine marquée par 3H et de glycérol marqué par 14C est injecté à un rat non traité par la puromycine et à un rat prétraité par ce composé. L'UDP-N-acétylglucosamine est isolée ensuite du foie, dosée et les radioactivités en [3H] et [14C] sont déterminées. Les résultats sont les suivants :
	
	micromoles d'UDP-N-acétylglucosamine
	3H

cpm/µmol*
	14C

cpm/µmol*

	rat témoin non traité par la puromycine
	2,40
	820
	1100

	rat prétraité par la puromycine
	2,50
	830
	405


cpm/µmol* = coups par minute et par micromole d'UDP-N-acétylglucosamine.

Que peut-on déduire de cette expérience ?
1.2.3.3. La puromycine est un antibiotique qui bloque également la biosynthèse des protéines, par exemple chez les Procaryotes. On explique cet effet par l'analogie entre la puromycine et l'extrémité 3' des aminoacyltRNA.
Un schéma donnant la structure secondaire classique d'un aminoacyltRNA est donné dans le document n°5.

A quoi correspondent les légendes (A à H) ?
2. NUCLEOSIDES-DIPHOSPHOSUCRES ET GLYCOLIPIDES (40 points)

Les formes activées des sucres dans la synthèse de molécules complexes (glycolipides...) sont des formes dérivées de l'union des oses avec l'uridine-diphosphate (UDP) et le guanosine -diphosphate (GDP).
Ces dérivés, appelés globalement "nucléosides-diphosphosucres" ou NDP-oses, sont souvent interconvertibles. Ces interconversions sont soit des épimérisations soit des réactions de transfert de groupements nucléotidiques.

2.1. Etude cinétique d'une réaction de transfert de groupement nucléotidique.

La réaction choisie est la suivante :
galactose - 1 - phosphate

uridyltransférase

glucose-1-phosphate + UDP-galactose  ( UDP-glucose + galactose-1-phosphate

On considère cette réaction de la gauche vers la droite ; les substrats sont le glucose-1-phosphate (G-1-P) et l'UDP-galactose (UDP-Gal). L'enzyme choisie provient d'une levure.
Le mécanisme de cette cinétique est un mécanisme ping-pong. L'équation des vitesses initiales est :
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A et B sont les deux substrats  
2.1.1. Schématiser l'évolution de la réaction par la notation de Cleland (on appellera A et B les 2 substrats, P et Q les 2 produits).
2.1.2. A partir du document n°6 donnant 1/vi en fonction de 1/[G-1-P] pour différentes concentrations en UDP-Gal, déduire, par une représentation graphique secondaire (ou par l'équation de la droite de régression correspondante), la constante de Michaelis vis-à-vis de l'UDP-galactose et la vitesse maximum. 
2.1.3. On a étudié l'effet du galactose-1-phosphate sur la vitesse initiale de la réaction entre les deux substrats G-1-P et UDP-Gal (concentration variable en G-1-P, [UDP-Gal] = 90 µmol/L).
Que conclure du document n° 7 ?
Montrer en quoi ce résultat est en accord avec le mécanisme invoqué. 
2.2. Glycolipides : constituants pariétaux des Procaryotes
La paroi des bactéries Gram négatives possède une membrane externe contenant des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides(LPS).
La stucture chimique d'un LPS d'une entérobactérie (S.Typhimurium) est donnée dans le document n°8.
2.2.1. Indiquer la partie de la molécule de LPS qui est ancrée dans la bicouche phospholipidique de la membrane externe. Justifier la réponse.
2.2.2. Les molécules de LPS confèrent des propriétés particulières aux bactéries Gram négatives.

Indiquer les et préciser le rôle joué par chacune des parties de la molécule. 
2.2.3. Les chaînes latérales O des LPS sont très diverses et peuvent subir des variations liées à des modifications génétiques.

2.2.3.1. L'incorporation des sucres dans le LPS a été étudiée chez Salmonella Typhimurium à l'aide de divers mutants ayant un déficit de synthèse des LPS. Ces mutants sont cultivés en présence du seul glucose. Les oses sont incorporés sous forme activée (nucléosides-diphosphosucres). 
a) Définir les termes "mutation" et mutant".

Citer un agent chimique mutagène et présenter succinctement son mode d'action.
b) A l'aide du document n°9, indiquer, pour chaque mutant 1, 2 et 3, le ou les sucres qui ne peuvent pas être incorporés dans le polyoside du LPS.
c) La composition du polyoside du mutant 2 est donnée dans le tableau du document n°10. Justifier l'absence de certains oses chez le mutant n°2 par rapport à la souche sauvage.
A l'aide des divers documents concernant Salmonella Typhimurium, reconstituer la composition du polyoside du mutant 1.
2.2.3.2. Chez les bactéries, des modifications structurales peuvent être déterminées par des virus bactériens.
a) Donner l'ensemble des caractères qui permet de définir un virus.
b) Expliquer, à l'aide de schémas, les relations phage tempéré-bactérie. 
3. GLYCOCONJUGUES : MOLECULES DE RECONNAISSANCE (40 points)
3.1. Les glycoconjugués sont souvent des molécules antigéniques reconnues par le système immunitaire.
Ce type de composés comprend des molécules aussi diverses que les antigènes O des bactéries Gram- ou les allo-antigènes du groupe érythrocytaire ABO humain.
3.1.1. Quels sont les constituants d'un déterminant antigénique sur ces molécules ? Préciser ce qui, au niveau structural, conditionne la spécificité.
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La présence d'un phage tempéré entraîne le changement suivant dans la chaîne latérale O de S.Typhimurium:
Quelle nouvelle propriété la souche bactérienne peut-elle ainsi acquérir ?

Cette modification résulte d'une conversion lysogénique.
Comment la présence du phage peut-elle induire ce changement ?

3.1.3. Chez les bactéries Gram-, le passage de la forme S ("Smooth") à la forme R ("Rough") fait perdre la spécificité des antigènes O.
3.1.3.1. Expliquer, à l'aide du document n°8, cette perte de spécificité.
3.1.3.2. Comment se manifestent les différences entre les souches S et R ?
3.2. Les polyosides antigéniques appartiennent parfois aux antigènes 'T-indépendants" et provoquent une réponse humorale généralement restreinte aux immunoglobulines M (IgM).
3.2.1. Que signifie l'expression "antigènes T-indépendants" ?
3.2.2. A partir d'un schéma simple mettant en évidence les différents gènes codant pour une chaîne lourde d'immunoglobuline dans un lymphocyte mature, expliquer pourquoi les anticorps produits lors d'une immunisation primaire sont des IgM.
3.3. Les antigènes osidiques jouent un rôle important. dans l'immunité anti-bactérienne car l'activation du système immunitaire qu'ils provoquent entraîne la mise en jeu des constituants du complément.

Montrer, sans détailler les mécanismes, comment l'activation du complément peut favoriser l'immunité anti-bactérienne.
3.4. Des composés glycosylés peuvent aussi se comporter comme adjuvant et renforcer les réponses immunitaires vis-à-vis de nombreuses molécules.
On connaît par exemple, depuis longtemps, le rôle immunostimulant de l'adjuvant complet de Freund (ACF) à partir duquel on a isolé une petite molécule, le N-acétyl​muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (MDP), responsable, en grande partie, des effets stimulants de l'ACF.
3.4.1. Citer les mécanismes d'action essentiels généralement proposés pour expliquer les effets immunostimulants des adjuvants.
3.4.2. Indiquer la composition de l'adjuvant complet de Freund et préciser les avantages de son remplacement par le MDP ou ses dérivés.
3.4.3. Les adjuvants sont particulièrement importants pour la mise au point de nouveaux vaccins anti-bactériens dans lesquels on envisage d'utiliser des polysaccharides extraits de bactéries.
3.4.3.1. Citer les différents types de vaccins anti-bactériens classiques et donner un exemple pour chacun d'eux.

Dégager les avantages des nouveaux vaccins anti-bactériens envisagés.

3.4.3.2. Les polysaccharides utilisés sont parfois peu ou pas immunogènes. Quel moyen classique peut-on employer, en dehors de l'utilisation des adjuvants, pour obtenir une réponse immunitaire importante ?

DOCUMENT N° 1

La néoglucogénèse à partir de l'acide lactique chez l'homme
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DOCUMENT N° 2

Structure schématisée d'une glycoprotéine
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DOCUMENT N° 3

La glycophorine A
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DOCUMENT N° 4

Transformation du glycérol en glucosamine-6-phosphate
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DOCUMENT N°5

Structure d'un aminoacyltRNA
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DOCUMENT N° 6

Les vitesses initiales sont mesurées en nmol/min : nanomoles de produit formé (UDP-glucose) par minute dans l'essai.

Chaque essai a un volume réactionnel et une quantité d'enzyme identiques.
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DOCUMENT N° 7
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Effet du galactose-1-phosphate sur la vitesse initiale entre les deux substrats G-1-P (glucose-1-phosphate) et UDP-Gal

Concentration en 2ème substrat : [UDP-Gal] = 90 µmol/L

DOCUMENT N° 8

Le LPS de S. Typhimurium
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DOCUMENT N° 9
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Etapes de la biosynthèse du polysaccharide de la paroi de S. typhimurium à partir du glucose (schéma simplifié)

DOCUMENT N° 10

[image: image12.jpg]Sucre

oniarel DO | Heptose | Glucose | Galactose | “Gle-NAc | Mannose | Rhamnose | Abéquose
sauvage N N + + . + - +
mutant p i ‘ o o o o o

* Gle-NAc = N-acétylglucosamine




Tableau donnant la composition du polyoside de la souche sauvage de S. Typhimurium (groupe B) et de mutants
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