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Analyse de documents

Durée: 2 heurss

L’'usage d’abaques, de tables, de calculatrice etalé instrument électronique susceptible de pertret
au candidat d’accéder a des données et de lesargiar des moyens autres que ceux fournis par Igesu
est interdit.

Si, au cours de I'épreuve, un candidat repére ddujsemble étre une erreur d’énoncé, il le signalr la
copie et poursuit la composition en expliquantriésons des initiatives qu'’il a été amené a prendre

A partir del’ exploitationdesdocument®t devosconnaissances
étudiez I'hypertension artérielle

Vous ne rédigerez ni introduction, ni conclusion.

Les réponses sont a donner directement sur le slajes$ les cadres prévus a cet effet.

Quand cela sera explicitement demandé par uneiguest! a votre initiative, il sera possible de
Iégenderannoter ou compléter un documentdirectement sur Isujet.

Les résultats présentés sont issus d’expeériencpétéés au moins 3 fois. Les images choisies sont
représentatives de I'ensemble des expériences.etumtt les données chiffrées les moyennes obteounes
représentées sous forme de graphiques (leur vasuécrite au-dessus de chaque barre d’histogramme)
les barres d’erreur correspondent a I'écart-types @tifférentes valeurs obtenues.



L’hypertension artérielle (HTA) touche 31% de lapptation adulte frangaise. Cette pathologie est un
probléeme de santé publique majeur car elle augmfamtement l'incidence d’infarctus du myocarde,
d’insuffisance cardiaque et d’accidents vasculaifggbraux.

Théme 1 : Etude pharmacologique d’un anti-hypertensur

La débrisoquine est un médicament anti-hypertenseur dont la pgsoldoit étre adaptée a chaque patient.
L'étude de son métabolisme dans I'organisme régdeléortes disparités entre individus. On peut wiggier
quatre groupesdes métaboliseurs lents, intermédiaires, rapides oultra-rapides. La dose standard du
médicament régule la pression artérielle de mana&tendue uniquement chez les patients de type
métaboliseurs rapides, qui représentent la majdetié@ population. Elle n’a pas d’effet sur les abéliseurs
ultrarapides mais provoque une hypotension chez niétaboliseurs lents et intermédiaires. Dans
I'organisme, la débrisoquine est inactivée par C¥®2enzyme codée par un géne polymorphe. L'activité
de I'enzyme chez les quatre types de métaboligeust étre mesuréa vitro a partir de biopsies d’intestin
gréle. Pour chaque individu, on incube une mémentijgade tissu (exprimée en mg de protéines) en
présence d’un substrat de I'enzyme dont la vitdesansformation est mesurabfig(re 1).
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Figure 1 : Activité in vitro de CYP2D6 issue de biopsies d’individus appartemaanr quatre groupes de
métaboliseurs : lents (L), intermédiaires (1), dms (R) ou ultra-rapides (U). L’activité enzymatqu
correspond a la quantité de substrat transforméeupiéé de temps (pmol.min-1) et est rapportée a la
guantité de protéines tissulaires étudiée (en mg).

Question 1 :

a) Analysez et interprétez la figure 1.

b) Proposez des hypothéses permettant d’expliquees différences d’activité de CYP2D6 observées
chez les quatre types de métaboliseurs.

Les extraits protéiques réalisés a partir des mgpsont soumis a une électrophorese sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes et témasfsur une membrane. CYP2D6 est détectée grace a
deux anticorps spécifiquefigure 2A) couplés a une enzyme donnant un produit colorprésence d'un
substrat chromogeéne. L’actine est également immétectegfigure 2B et C).
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Figure 2 : A) Sites reconnus par les deux anticorps anti-CY&2A) et C) Immunodétection sur membrane
d’extraits protéiques réalisés a partir de biopgies/enant de métaboliseurs lents (L), interméegif),
rapides (R) ou ultra-rapides (U). La nature descargs utilisés pour I'immunodétection est précisée
gauche de chaque membrane. La bande A correspdmdnasse moléculaire attendue pour la protéine
CYP2D6 codée par I'allele le plus répandu. La feéeh pointillés indique le sens de migration desgimes
lors de I'électrophorese.

Question 2 :

a) Rappeler le nom de la technique utilisée dans cetexpérience. Pourquoi détecte-t-on I'actine ?
Analyser cette détection.

b) Analysez et interprétez la figure 2.

c) Confrontez ces résultats a ceux de la figure 1 etl&ffet du médicament sur les quatre types de
patients étudiés.

Trois expériences supplémentaires sont menées quouprendre la particularité des métaboliseurs -ultra
rapides.

Dans un premier temps, les ARNm sont extraits dgpdies de métaboliseurs rapides ou ultrarapides et
soumis a une transcription inverse. Une ampliftcapar PCR (polymerase chain reaction) est al@igsée
grace a un couple d'oligonucléotides spécifiguegéme CYP2D6 ou du géne de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH), dont I'expresssbrinvariable d’un individu & I'autre. Les protui
d’amplification sont séparés par électrophoréses demgel d’agarose et les fragments d’ADN bicat&sai
sont révélés grace a la fluorescence d’'un agemiciatant de '’ADN figure 3A).

Dans un deuxieme temps, 'ADN génomique est extiadt biopsies. Un fragment du géne de CYP2D6 est
amplifié spécifiquement par PCR et révélé apregatimn dans un gel d’agarosig(re 3B). Le gene de
I'albumine sert de contrdle.

Enfin, les cellules issues des biopsies sont d&sosér une lame de verre puis perméabilisées gaut’
d'un détergent. Elles sont alors incubées avec smede d’ADN émettant une fluorescence verte
complémentaire d’'une séquence invariante du chromes2 (sur lequel se trouve le géne CYP2D6) et une
sonde d’ADN émettant une fluorescence rouge comgiaire d'une séquence spécifique de CYP2D6. Les
résultats de cette hybridation situ sont visualisés par microscopie a fluorescencperétentés dans les
figures 3C et 3D
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Figure 3 : A et B) Produits d’amplification obtenus a padiARNm (A) et d’ADN génomique (B) de
biopsies de métaboliseurs rapides (R) et ultradesp{U). La cible de la PCR est indiquée sur litelr€ et

D) Hybridationin situ de sondes fluorescentes complémentaires d’'uneségunvariante du chromosome
22 (verte) ou du gene CYP2D6 (rose) sur des csllisigsues de biopsies d’'un métaboliseur rapide (C) o
ultra-rapide (D). L’ADN est marqué par un agenermalant fluorescent apparaissant en gris.

Question 3 :
a) Analysez et interprétez la figure 3.

b) Expliquez I'origine de I'absence de réponse desétaboliseurs ultra-rapides a la débrisoquine

Theme 2: Réle de l'angiotensine ii dans la pathogése de I'hypertension
artérielle

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la pattese de I'HTA sont multiples et mal connus.
Plusieurs études montrent que I'angiotensine lig/Ah et/ou son récepteur (AngR) jouent un rble addés
cette pathologie. L’Ang Il est une hormone peptigigdérivée de la transformation enzymatique d'un
précurseur, I'angiotensinogene (Angg) :

enzyme de
conversion
Angiotensinogéne —— > Angiotensine I ———» Récepteur de I’angiotensine II

(Angg) (AngID) (AagR)
exprimé par :
- les cardiomyocytes
- les myocytes lisses vasculaires
des parois des artéres et artérioles

On dispose d’'une lignée de souris développant apéntent a deux mois une HTA dont on ne connailapas
cause (souris SH). On se propose d’étudier I'ingpian de I’Ang Il dans le phénotype de ces solans
une premiere série d’expériences, on dose I'Artatls le plasma de souris sauvages (Wild Type, Wdg e
souris SH figure 4 A). On mesure également la pression artérielle desoaris apres injection par voie
intraveineuse d’'un inhibiteur pharmacologique siifieé d’AngR, le candesartafigure 4 B).
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Figure 4 : A) concentration plasmatique en Ang Il des sol$ (carré noir) et SH (Carré blanc) en
fonction de leur age. B) Evolution de la pressidgrélle de souris WT (en rouge) et SH (en blégges de
4 mois, avant et apres injection de candesartaniyaau de la fleche).

Question 4 : Analysez et interprétez la figure 4.

La fixation d’Ang Il sur AngR en surface des cedslmusculaires lisses vasculaires active la pramuct
d'un messager hydrophobe a action locale appel&iEIPE, grace a une réaction catalysée par la
12lipoxygénase (12-LOX).

On étudie I'effet de I'Ang Il sur des artériolesades de rat. Elles sont perfusées pendant 10 esimviec du
sang contenant de I'’Ang Il, du 12-HETE, un inhibitepécifique de la 12-lipoxygénase (12LOXInh),dzu
I’Ang Il supplémentée de cet inhibiteur. On mesemsuite le diameétre final de I'artériolégire 5).
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Figure 5 : Effet de I'Ang Il, du 12-HETE, de 12LOX-Inh, ou diassociation de I'Ang Il et de 12LOX-I
(Ang Il + 12L.OX-Inh) sur le diametre d'artériole®€nales de rat. Les résultats sont représentés en
pourcentage du diametre de I'artériole avant tnaétet.

Question 5 :
a) Analyser I'effet de Angll et 12-HETE sur le dianetre des artéres.

b) Pourquoi teste-t-on I'effet du 12 LOX-Inh, que puvez-vous conclure de son effet sur le diamétre
des artérioles.

c) Analyser et interpréter I'effet de 'ANgll + 12 LOX-Inh.



Par ailleurs, les effets cellulaires et molécukaicks 12-HETE sont étudiés sur une lignée de csllule
musculaires lisses vasculaires humaines dont csegesdeux variants :

1) une lignée sauvage (WT),
2) une lignée dépourvue de canaux calciques de la namlplasmique (lignée Cal -).

L’entrée de calcium dans les cellules musculaisse$ vasculaires humaines entraine leur contracbo
transfecte ces deux lignées avec un plasmide pxmbdiexpression de I'aequorine, une protéine é&muiet
un photon lorsqu’elle lie des ions calcium. Ledudes sont cultivées dans un milieu de compositimthe
de celle du liquide extracellulair®n vivo et traitées avec du 12-HETE puis avec un déterdemnik
perméabilisant la membrane, la digitonine. On nesur temps réel I'émission de photons par I'aegeori
(figure 6).
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Figure 6 : Comptage au cours du temps des photons émisngacellule WT (A) ou CalL- (B) exprimant
'aequorine, incubée en présence de 12-HETE pudigii®nine.

Question 6 :

a) Expliquer le principe expérimental de I'expérierte. Que teste-t-on en incubant les cellules aveclde
digitonine.

b) Analyser les résultats obtenus a la figure 6.

Question 7 :

En vous appuyant sur les figures 4, 5 et 6, propase@n modéle expliquant les causes de I'HTA chez les
souris SH de I'échelle moléculaire a I'échelle phigogique. Réalisez un schéma bilan du modéle.



Theme 3 :conséquences de I'hypertension artérielle sur le cue

Les cceurs de souris WT ou de souris SH agées desdsont prélevés et analysés a I'échelle macrageep

(figure 7) ou microscopiquefigure 8).
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Figure 7 : A) Photographies de cceurs isolés de souris W3Hhu'échelle est indiquée a gauche de chaque
photographie. B) Les souris WT et SH ainsi quedergeurs sont pesés et le rapport masse cardiaque su
masse corporelle (en mg/g) est calculé. C) Deseistologiques transversales réalisées au nigdesau
ventricules des coeurs de souris WT ou SH sont rdaggpar un colorant rose/mauve. Barre d’échell2 : 1
mm. D et E) Masse des ventricules gauches (D)agtsdiE) (en mg) de cceurs de souris WT et SH.

Question 8 : Expliquer pourquoi en B, les résultatsont ramenés en masse corporelle. Analysez et
interprétez la figure 7
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Figure 8 : A et C) Coupes histologiques de ventricules gasicteesouris agées de 4 mois WT, SH ou de
souris SH traitées pendant 5 semaines par du catalegSH+Can). Des coupes non représentées ser cet
figure ont également été réalisées sur des souFisr&litées au candesartan pendant 5 semainesmage$
obtenues sont identiques a celles des souris WiTghagjue type de marquage.

A) Les coupes sont incubées avec un colorant mateqrarouge le cytoplasme des cellules et en lgsu |
noyaux. Barre d’échelle : 30 um.

B) L’aire relative des cardiomyocytes est quangifitans les 3 types de souris.

C) Les coupes sont colorées a I'aide d'un colonaautquant en violet les fibres de collagéne. Bakelalle
: 100 pm.

D) Contenu en collagene d’extraits de ventriculeiche de chaque type de souris (exprimé en pg de
collagéne/ mg de protéines tissulaires).

Question 9 :
a) Analysez et interprétez la figure 8.
b) Proposez des hypothéses permettant d’expliqueeffet du candesartan sur le cceur des souris SH.

c) En considérant que le cceur de patients atteintEHTA présente des altérations analogues a celles
des souris SH, quelle(s) hypothése(s) pouvez-voumrdé pour expliquer la défaillance cardiaque
progressive observée chez ces patients.

Pour expliquer les mécanismes responsables deatialtés cardiaques observées lors d'une HTA, diseiti
un modele expérimental original. On réalise unesti@tion aortique chirurgicale (notée CA) chez des
souris WT : un fil de suture est serré autour derte de maniére a diminuer son rayfgufe 9).
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Figure 9 : Modélisation de la circulation sanguine systamigans (A) ou avec (B) constriction aortique.
L’exposant «'» se référe aux valeurs des grandsmsidérées apres constriction aortique :

Part et P'art = pression artérielle moyenne (redgoent avant et aprés constriction aortique),
Pvc et P’'vc = pression hydrostatique de la veine ca

Ra et R'a, Rs et R’s, Rvc et R'vc= résistancepeetves de I'aorte, de la circulation sanguingé&ysue
et de la veine cave.

DC= débit cardiaque.

Question 10 : Exprimez la pression artérielle moyeme Part en fonction de DC, Ra, Rs, Rvc et Pvc. En
utilisant la loi de Poiseuille, expliquez pourquoila constriction aortique est un modele permettant
d’étudier les effets de 'HTA sur le coeur.

Question 11 : Discutez les avantages et inconvénigle I'étude des effets de I'HTA sur le coeur darle
modeéle des souris SH et dans le modeéle de la cordton aortique.

Aprés cing semaines, on étudie les effets de latdotion aortique sur le cceur de souris WT traitée non
apres opération par du candesartan (Can) ou parinbibiteur de I'enzyme de conversion de
I'angiotensinogéne en Ang Il (ECA-Inhjdure 10).
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Figure 10 : Des souris WT subissent ou non une constrictiotiqa@ puis sont traitées ou non 5 semaines
par du candesartan ou par ECA-Inh (conditions tErsous I'histogramme). Les souris témoin (lére
colonne) subissent également une opération chaalgimais pas de constriction aortique. A I'isses 8
semaines, le rapport de la masse cardiaque swadaentorporelle est calculé.

Question 12 : Analysez et interprétez la figure 10Quelle(s) hypothése(s) pouvez-vous faire pour
expliquer la différence d’effet entre le candesarta et ECA-inh ?



Pour comprendre I'effet du candesartan sur le afewsouris WT apres constriction aortique on s'ggse
plus précisément aux propriétés du récepteur &l'lA(ANgR).

On étudie l'activation d’AngR en réponse a I’Angdans des cardiomyocytes de souris isolés et mis en
culture, dans des cellules COS (lignée cellulaiexprimant pas AngR) transfectées par un plasmigle n
comportant pas de séquence codante (cellules C@8lem) ou dans des cellules COS transfectéesrpar u
plasmide permettant I'expression d’AngR (cellulédSEANngR). Les cellules sont incubées 8 minutes dans
différentes conditions puis sont lysées. Les pnet®iprésentes dans les extraits cellulaires spatégs par
électrophorese sur gel de polyacrylamide en canditidénaturantes et transférées sur une membrane.
L'activation d’AngR induit une cascade de transdurctdu signal conduisant a la phosphorylation de la
protéine ERK dont on détecte la forme phosphorf#&&RK) a l'aide d’'un anticorps spécifique couplé a
une enzyme donnant des produits colorés en prégamtsubstrat chromogenfigure 11).
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Figure 11: A) Immunodétection de P-ERK (bande indiquée Ipditéche) dans des extraits protéiques de
cellules incubées dans les conditions indiquées tatableau. La quantité totale de protéine ERpodée
dans chaque puits est identique. B) Quantificadietiintensité relative des bandes.

Question 13 :

a) Quel est l'intérét de transfecter les cellules @S par un plasmide ne permettant pas I'expression
d’AngR ?
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b) Analysez et interprétez les résultats de la fige 8. Que suggere l'effet du candesartan sur les
cardiomyocytes et les cellules COS-AngR en abserdté&ng Il ?

L’HTA génére un stress mécanique sur les cardioytgsc Afin d’en étudier les effets in vitro, on tué
des cellules sur un support élastique étirablenéeiar applique un stress mécanique par étiremestigport

de 20% pendant 8 minutes. Les cellules sont égaleimeubées ou non en présence de candesartamiou d’
anticorps empéchant la liaison d’Ang Il & AngR {emrps neutralisant). Plusieurs types cellulairest s
étudiés : des cardiomyocytes isolés a partir deisOMT ou de souris dont les deux alleles du geétamat
I'angiotensinogéne ont été invalidés (souris Anggdes cellules COS-controles et des cellules GOGR
(figure 12). L'analyse de la phosphorylation de la protéifKEest conduite selon le méme protocole que
celui utilisé dans léigure 11.
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Figure 12 : A) Immunodétection de P-ERK (bande indiquée lpditéche) dans des extraits protéiques de
cellules incubées dans les conditions indiquées tatableau. La quantité totale de protéine ERpodée
dans chaque puits est identique. B) Quantificatiefiintensité relative des bandes.

Question 14 : Analysez et interprétez la figure 8Quelle(s) hypothese(s) pouvez-vous faire pour
expliquer ces résultats ?

Question 15 : Récapitulez I'ensemble des conséquesae I'HTA sur le cceur au niveau de I'organe, au
niveau cellulaire et au niveau moléculaire.
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