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Theme de IOZpreuve : PhZnotypes et gZnotypes (et rZciproquement)

CLes difficultZs dans les dZbuts de la gZnZtique s'incarnaent dans la pseudo-question de I'innZ
contre l'acquis, de nature contre culture [! ]. On supposait que le phZnotype d'un individu pouvait
otre le rZsultat soit de I'environnement, soit du gZnotype, alors que nous comprenons que le
phZnotype est le rZsultat des deux. E

Richard C. Lewontin, C The Analysis of Variance and the Analysis of Causes E in Am. J. Hum.
Genet. 26:400-411, 1974.

CAvant, nous pensions que notre destin Ztait dans les Ztoiles, nous savons maintenant que dans

une large mesure, notre destin est dans nos genes . E
James Watson, 1989.

Organisation de I0Zpreuve

Exercice DurZe conseillZe
Partie A Synthese 2h15
Partie B Analyse de documents 2h15
Partie C Analyse de documents 1h30

Les tr ois parties sont indZpendantes

Lors de IOZvaluation, lescorrectrices et les correcteurs attacheront une importance
particuliere “:

-la justification des raisonnements

-la clartZ et la concision des rZponses

-la qualitZ et la prZcision des illustrations

-I®orthographe, la grammaire et la prZsentation.
!
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Partie A (Synthese) : Le gZnotype : la clZ du phZnotype ?

Dans les annZes 1950 et 1960 la dZcouverte des genes et de leur fonction a apportZ I'idZe de Cprogramme
gZnZtique E. AujourdOhuides centaines de gZnomes ont ZtZ sZquencZs et @rtains annoncent pour demain
l'avenement d'une biologie prédictive, basée sur les informations contenues dans ces génomes. Pourtant
d’autres doutent que la masse d’information apportée par ces génomes puisse donner la clé du phénotype.

Pour éclairer ce debat, vous expliquerez comment et dans quelle mesure le gZnotype permet la
construction du phZnotype

Vous pourrez alors conclure brievement quant aux dZfis et aux questions que le séquengage massif des
génomes souléve pour la biologie et la médecine.
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Partie B : Manger sans grossir .

LOincidence de I0obZsitZ etsl maladies mZtaboliques associZes augmente dans de nombreux pays au point
de devenir un probleme majeur de santZ publique. Toutes les causes de ces pathologies ne sont pas encore
bien connues. Beaucoup de programmes de recherches ont ZtudiZ les origines gZnZtiques de 1OobZsitZ, ou
les effets de I@volution de la quantitZ et de la qualitZ de notre alimentation ou encore IQimpact de nos modes
de vies sur ces pathologies. RZcemment, des Ztudes ont montrZ le r™le du microbict (qui est IOensemble
des micro-organismes, principalement des bactZries, associZes ~ un organisme) dans I0Ztablissement dOune
obZsitZ. Une maniere dOZtudier IOimpact du microbgointestinal sur 10obZsitZ est dOutiliser des souris dites
axZniques. Les souris axZniques sont nZes et ZlevZesdans des conditions stZriles et pour cette raison, elles
ne possedent pas de flore intestinale. Toutes les souris sont coprophages* et donc peuvent stre facileme nt
recolonisZes par un microbiote exogene si on les met au contact de matiere fZcale. D es souris axZniques
recolonisZes sont dites conventionnalisZes.

Dans I0expZrience suivante, ds souris axZniques ou conventionnalisZes par de la flore intestinale de souris
non-axZniques sont nourries par un rZgime riche en graisse. Ces souris sont issues dOune meme souche de
laboratoire, cOesf -dire quelles ont ZtZ ZlevZes en laboratoire et croisZes exclusivement au sein de cette
meme lignZe depuis de nombreuses gZnZrations. La figure 1 montre les changements de poids et de masse
graisseuse de ces souris.

N.B. : Les rZsultats prZsentZsdans cet exercice sont issus dOexpZriences rZpZtZes au moins 3 fois. Dans les
graphiques, les barres dOerreur correspondent ~ |IOZcatype de la moyenne.
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Figure 1 : Des souris axZniques, ou axZniques conventionnalisZes d®environ 25gont nourries " volontZ avec un rZgime
riche en graisse. A. Evolution de leur masse au cours du temps. B. Masse graisseuse (en pourcentage de la masse
totale) des souris axZniques (Ax) ou conventionnalisZes (Conv) aprss 6 semaines. C. Consommation moyenne de
nourriture pour les souris au cours de IQexpZrience.

Question 1 :

1a : Quel est 10intZret dOutiliser des souris issues de souches de laboratoire ?

1b : Pourquoi nQa-t-on pas utilisZ des souris non axZnique s comme tZmoin de IOexpZrience ?
1c : Analysez et interprZtez la figure 1.

*coprophage : qui peut se nourrir dOexcrZments
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On prZleve de la flore intestinale sur des paires de vrais jumeaux humains dont IOun est obese (Ob) et IOautre
ne IOespas (Mince B Mi). On transfere efficacement cette flore ~ des souris axZniques ZlevZes en cages
individuelles et soumises " un rZgime alimentaire ZquilibrZ ~ volontZ (figure 2A). Les changements de masse
graisseuse sont alors mesurZs (figure 2B). Ces souris sont ensuite mises "~ cohabiter avec dOautres souris
selon le schZzma expZrimental dZcrit figure 2C. Dans cette expZrience et par la suite, on appelle :

-Mi™ : des souris Mi qui cohabitent avec des souris Mi ;

-Obo.b : des souris Ob qui cohabitent avec des souris Ob.

-Ax™ et Ax°b: des souris axZniques (Ax) qui cohabitent avec des souris respectivement Mi et Ob ;

-Mi®®, Ob™, des souris Mi et Ob qui cohabitent dans la meme cage .

Apres 4 semaines de cohabitation, les changements de masse graisseuse des souris sont mesurZs (figure
2D).
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Figure 2 : Effet de la flore intestinale humaine sur la masse graisseuse de souris. A. SchZma expZrimental de
IOeporience de transfert de flore intestinale des souris axZniques sont conventionnalisZes par de la flore intestinale
d®homme obese (Ob) ou nonobese (Mi) et ZlevZes en cages individuelles. Elles sont nourries " volontZ par un rZgime
ZquilibrZ pendant 4 semaines. Les cases grisZes reprZsentent les cages. B. Changements de masse graisseuse des
souris axZniques et axZniques conventionnalisZes. C SchZma expZrimental des expZriences de cohabitation : les souris
Mi, Ob ou Ax sont ZlevZes en cohabitation pendant 4 nouvelles semaines et nourries par un rZgime ZquilibrZ Les cadres
reprZsentent les cages. D. Changements de masse graisseuse des souris Mi, Ob ou Ax apres la pZriode de
cohabitation.

Question 2:

2a : Justifiez le choix de ces jumeaux humains comme source de flore intestinale.

2b : DZcrivez une (ou plusieurs) expZrience (s) tZmoin(s) complZmentaire (s) qui pourrai (en)t stre
utile (s) ~ IOmterpthaﬂon des donnZes.

2c : Analysez et interprZtez la figure
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On analyse les especes bactZriennes prZsentes dans les flores intestinales des diffZrentes souris.
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Figure 3 : Composition de la flore intestinale des animaux Ax, Mi, Ob et cohabitants. On analyse la prZsence de 45
especes de bactZries (numZrotZe de 1 "~ 45) de diffZrents phyla dans le caecum (une partie du colon) de diffZrentes
souris. Chaque colonne indique une souris analysZe (on analyse donc 6 souris Ax ; 8 souris Mi ; 8 souris Ob etc). Un
rectangle grisZ indique quOaucune bactZrie de cette espsce nOa ZtZ dZtectZe dans cette sourign rectangle noir indique
que la bactZrie a ZtZ dZtectZe dans cette souris.

Question 3:

3a: Par quelle (s) technique (s) peut-on dZterminer la composition de
3b : Analysez la figure 3 en Znoneant les limites de cette analyse .
3c : InterprZtez la figure 3 en relation avec les conclus ions de la question 2c

la flore intestinale ?

On analyse Zgalement IQexpression dOenzyraepar le microbiote des souris Mi et Ob. On constate alors
quOue forte proportion des enzymes exprimZes diffZrentiellement par IOun ou IQautre de casicrobiotes est
impliquZe dans le catabolisme des glucides, comme IQindique la figure 4A0n dose alors le propionate et le
butyrate qui comme |QacZtatesont des acides gras ~ cha’nes courtes produits du catabolisme du glucose
dans le caecum des souris (figure 4B).
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Figure 4 : Microbiote et acides gras ~ cha’nes courtes. A. SchZma de voies du catabolisme des sucres. Les nombres
entre parenthese s indiquent le nombre dOenzymesmpliquZes dans ces rZactions sur-exprimZes par le microbiote des
souris Mi (m) ou Ob (0) par rapport ~ des souris axZniques . B. Concentration de propionate et butyrate dans le caecum
des souris Mi, Ob et cohabitantes.

Question 4

4a: En utilisant les donnZes de la figure 4, proposez une /des explication (s) pour rendre compte des
rZsultats prZcZdents .

4b : Proposez des expZriences qui validerai ent votre (vos) hypothese (s).

Pour tenter de comprendre IQimplication du butyrate et du propionate dans les phZnotypes des sourigMi et
Ob, les chercheurs parcourent la bibliographie disponible sur les effets de diffZrents rZgimes alimentaires
chez la souris. lls trouvent une Ztude o des souris non axZniques sont nourries par un rZgime riche en
graisse et resoivent un complZment d@cides gras ~ cha’nes courtes. La figure 5 montre IO0Zvolution du poids
des animaux.
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Figure 5: Effets des acides gras * cha’nes courtes dans |IQalimentation sur lepoids des souris. A. Poids des souris
nourries par un rZgime riche en graisse complZmentZ par du propionate, du butyrate ou de IQacZtateB. Poids cumulZ de
la nourriture consommZe pendant IOexpZrience.

Question 5: Analysez et interprZtez la figure 5 . On sOattachera ~ montrer comment cette Ztude
Zclaire les rZsultats p rZcZdents et quelles sont les limites de son interprZtation .

La dZrivation gastrique, aussi appeIZe restriction gastnque (RG) est une technique chirurgicale de traitement

de IOobZS|thU| consiste ~ rZduire le volume de IOestomac en crZant une poche gastrique ~ laquelle est
greffZe une anse de IQintestin grele(le jZjunum) pour court-circuiter le trajet normal des aliments (voir figure

6A). Pour comprendre les mZcanismes en jeu dans IOamaigrissement des patients suite ~ uneRG, on utilise

des souris rendues obeses par un e alimentation riche en graisse fournie ~ volontZ . Ces souris subissent une

RG, puis sont nourries par le meme rZgime riche en graisse "~ volontZ (souris RG). Ces souris sont

comparZes " des souris nourries par le meme rZgime et traitZes de maniere ~ constituer le lot tZmoin (Souris

TZmoins) ou par des souris nourries par un rZgime riche en graisse, mais soumises ~ une re striction

alimentaire " partir de la 3 ® semaine (Souris RA), de telle sorte que leur poids Zgale celui des souris RG. Les

figures 6B ~ 6 F dZcrivent les effets de IOopZration

*coquilles corrigZes par rapport au sujet original
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Figure 6 : Restriction gastrique et souris obsses . A. Principe de la dZrivation gastrique. Les fleches indiquent le trajet de
la nourriture. B. Changement du poids de souris tZmoins et de souris soumises " une restriction gastrique (RG) ou " une
restriction alimentaire (RA) et nourries par un rZgime riche en graisses au cours du temps post-opZratoire. C. Histologie
du foie dDanimaux norobese s, obese s ou RG. Les coupes de foie sont colorZes "~ IOhZmatoxyline, un colorant hydrophile
qui colore les noyaux en bleu-noir et les cytoplasmes en rose. Barre de calibration = 20 pm D. Masse graisseuse des
souris tZmoins, RG ou RA six semaines apres |QopZration(en pourcentage du poids du corps). E. QuantitZ dOZnergie
moyenne consommZe par semaine F. QuantitZ dOdergie moyenne contenue dans les feces produite chaque semaine.

Question 6 :

6a : Quelles doivent stre les caractZristiques des souris tZmoins utilisZes dans la figure 6B ?

6b : Analysez et interprZtez la figure 6, en proposant des hypotheses qui expliquent les effets de la
restriction gast rique .

6¢ : ReprZsentez par un schZma IZgendZ I0aspect que devrait avoir une coupe histologique de foie
de souris tZmoin colorZe ~ IOhZmatoxyline .

La diversitZ du microbiote des souris tZmoins, RG ou RA est analysZe en mesurant la reprZsentativitZ (en
pourcentage) des taxons (figure 7A). Ces microbiotes sont utilisZs pour coloniser des souris axZniques qu®n
nourrit selon un rZgime ZquilibrZ ~ volontZ . La figure 7 (B-C) montre les consZquences de cette colonisation
sur les souris.
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Figure 7 : Restriction gastrique et microbiote. A.
ReprZsentativitZ des diffZrents phyla constitutifs du microbiote
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total) et C. QuantitZ de nourriture consommZe par semaine.
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Question 7 :

7a: Analysez et interprZtez la figure 7A.

7b : Quelle hypothese est testZe par |QexpZrience dZcrite sur les figures 7B-C? Analysez et
interprZtez ces figure s.

7c : Proposez des expZriences complZmentaires qui permettraient de mieux comprendre les
mZcanismes impliquZs dans les  effets observZs de la restriction gast rique .

La leptine est un facteur de croissance dont la mutation perte-de-fonction homozygote, chez IOhome et
chez la souris (souris Lpn-/-) induit une obZsitZ. Des Zquipes de chercheurs ont analysZ les relations entre le
microbiote et IQobZsitdiZes " la leptine en utilisant des souris sauvages (+/+) ou gZnZtiquement obsses
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Figure 8: PhZnotype des souris Lpn-/-. A : Poids de souris +/+ et Lpn-/- adultes soumises ~ un rZgime ZquilibrZ ~
volontZ au cours du temps. B. Apres 8 semaines, le microbiote caecal est analysZ. Le pourcentage de chaque phylum
bactZrien est indiquZ. C. Contenu ZnergZtique des feces de souris sauvages ou Lpn-/-. D. Contenu caecal en propionate
et butyrate.

Question 8:

8a : Analysez et interprZtez la figure 8.

8b : Propose z des explications sur les Zventuelles contradictions entre les diffZrentes Ztudes. Vous
proposer ez des expZriences complZmentaires qui permettraient de rZsoudre ces contradictions

8c : Discutez la pertinence des modesles utilisZs dans ces Ztudes pour comp rendre 10obZsitZ chez
IOHomme.
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Partie C : Manger des algues

La digestion des sucres complexes contenus dans notre alimentation est due ~ IQaction dOenzymes
spZcifiques, les CCarbohydrate Active Enzymes E ou CAZymes. La principale famille de CAZyme est la
famille des glycosides hydrolases qui hydrolysent les liaisons glycosidiques et se caractZrisent par la
prZzsence dOune sZquence peptidique spZC|f|queSxDxxE prZsente dans leur site actif (S = Serine ; E =
glutamate D = Aspartate ; x = acide aminZ quelconque). Sur la base de la prZsence de cette quuence ila
ZtZ possible dOidentifier prs de 2000 glycosides hydrolases potentielles chez les ArchZes, les EubactZries,
les Eucaryotes ou les virus. La majoritZ des glucides alimentaires humains provient de plantes terrestres,
mais une partie provient Zgalement dOalgues ggarose ou carraghZnanes utilisZs comme gZlifiants, algues
dans la cuisine japonaise etc). Les algues sont susceptibles de produire des glucides sulfatZs comme le
porphyrane, absents des plantes terrestres et pour lesquels on ne connat pas de glycoside hydrolase
humaine spZcifique.

Pour tenter de comprendre comment se fait la digestion des algues chez IOHomme on se propose ici
dOidentifier ds porphyranases. On analyse pour cela le gZnome de Zobellia galactanivorans*, une bactZrie
marine du phylum des Bacteroidetes, associZe aux algues rouges et qui utilise des glucides sulfatZs comme
source de carbone. Dans ce gZnome, on identifie une dizaine de phases ouvertes de lecture qui codent la
sZquence SxDxxE. Trois de ces phases ouvertes appelZes Zg1017, Zg3376 et Zg3735 sont clonZes et les
protZines codZes par ces phases ouvertes sont synthZtisZes in vitro. On compare alors leur activitZ
enzymatique ~ celle dQune glycoside hydrolase connue, en incubant les protZines recombinantes de Z.
galactanivorans* ou IQagrase avec des extraits de deux algues rouges, le Gelidium dont les parois sont
riches en agarose, et le Porphyre dont les parois sont riches en porphyrane. Les disaccharides produits sont
alors analysZs par RMN. La figure 9 montre le rZsultat de ces expZriences.

N.B.: Les rZsultats prZsentZs ci-dessous sont issus dOexpZriences rZpZtZes au moins 3 fois. Dans les
graphiques, les barres dOerreur correspondent ~ IOZcatype de la moyenne.
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Figure 9: ActivitZ enzymatique de protZines de Z. galactivorans comparZe ~ celle de |Ogarase. A. Des extraits de
Gelidium ou de Porphyre sont incubZs seuls (tZmoin) ou en prZsence dOagarase ou deprotZines recombinantes codZes
par les genes Zg1017, Zg3376, Zg3735 et la production de terminaisons rZductrices est mesurZe. B. Analyse en RMN
des disaccharides produits par la digestion de a: agarase + agarose, b: Zgl017 + porphyrane, c¢: Zgl1017 +
gZlidium, d: Zg1017 + Porphyre. C. Structure de I®agarose et du porphyrané.

=53#,>3%)'

Question 9:

9a : Expliquez, ~ IQaide de schZmas, comment IQapparition de terminaison s rZductrice s rend compte
de 10activitZ enzymatique .

9b : Analysez et i nterprZtez la figure 9.

*coquilles corrigZes par rapport au sujet original
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Pour identifier les acides aminZs responsables de la spZcificitZ de substrat de la porphyranase, on cristallise
la protZine Zg1017, et on compare sa structure avec celle de IOgarase.
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Figure 10 : Structure de IOgarase et de Zg1017. A Alignement de sZquences partielles de |Ogarase et de Zg1017. Les
acides aminZs caractZristiques du site actif des glycosides hydrolases sont surmontZs dOune flsche Les acides aminZs
dZcrits dans les panneaux B-E sont surmontZs dOune pointe de fleche B. Structures tertiaires schZmatisZes de IOgarase
et C de Zg1017. Les cha’nes protZiques de IOgarase et de Zg1017 ont ZtZ dessinZes en bleu et violet respectivement,
les brins beta sont symbolisZs par des fleches, les hZlices alpha par des hZlices. Les panneaux D et E reprZsentent un
gros plan des sucres et des acides aminZs du site actif de |Ogarase (D) et de Zg1017 (E) identifiZs en A. Les flsches
indiquent les acides aminZs spZcifiques des glycosides hydrolases. Les pointes de fleches indiquent les groupements
sulfates. Les lignes pointillZes reprZsentent les liaisons de faible Znergie. Les hydrogenes ne sont pas reprZsentZs. Dans
les cadres du bas, sont indiquZs le code couleur des atomes des acides aminZs et des sucres ainsi que le code des
acides aminZs.

Question 10:

10a : Commentez les relations entre les alignements de sZquences dO acides aminZ s (figure 10A) et
les structures tridimensionnelles (figures 10B -E).

10b : En vous appuyant sur les alignements de quuences et les modeles , identifiez les acides
aminZs responsables de la diffZrence de spZcificitZ de | Oagarase et de Iaporp hyra nase Zg1017.

10c : DZcrivez une expZrience qui permettrait de valider IOimportance de ces acides aminZs.
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Apres avoir identifiZ les acides aminZs impliquZs dans la spZcificitZ dOaction de l@orphyranase, on souhaite
identifier les organismes qui expriment cette activitZ enzymatique.

Question 11 : Proposez une stratZgie pour identifier les organisme s suscept ibles de produire des
porphyr anases.

En utilisant cette stratZgie on analyse une base de donnZes contenant les informations sur le gZnome de
milliers de bactZries connues, et on identifie dans 4 bactZries diffZrentes 10 phases ouvertes de lecture
susceptibles de produire des porphyranases. On utilise ces 10 phases ouvertes de lecture pour gZnZrer un
arbre phylogZnZtique (figure 11A), que 10on compare " IOarbre phylogZnZtique des bactZries (figure 11B). On
identifie dOautre part le biotope de ces bactZries (figure 11C).

Le genre Bacteroides* auquel appartient B. plebeius comprend 16 espsces connues, et leurs gZnomes sont
tous prZsents dans la base de donnZes interrogZe. Remarquant que B. plebeius a ZtZ identifiZe dans de la
flore intestinale dOun individu japonaispn analyse la flore intestinale de 11 autres individus japonais pour y
chercher la prZsence dOune sZquence codant uneporphyranase. La figure 11D montre le pourcentage
dOidentitZ entre ces sZquences et Bp1689, la sZquence de la porphyranase prZsente cheB. plebeius du
premier individu.

A Zg2600(Z. galactanivorans) B

Cytophagales
GFO1715 (G. forseti) Flaviobacteria] Bacteroidetes
GFO1714 (G. forsetii) _|:

Bacteroidales

| _|: Bp1689(B. plebeius) L Spirochaetes

293640(Z. galactanivorans)

— GFO1725(G. forsetii) C
Zg3628(Z. galactanivorans) Organisme Classe Biotope
Zg3376(Z. galactanivorans) Z. galactanivorang Flaviobacteria | AssociZe aux algues rouge
Ms132 (M.marina) G. forsetii Flaviobacteria | Plancton
Zg1017(Z. galactanivorans) B. plebeius Bacteroidales | Flore intestinale humaine
L beta Glucosidas¢R. massiliae) M. marina Cytophagales |Milieux marins
D
Individus Ji J2 J3 J4 | J5 | J6 J7 J8 J9 | Jio| Ji1| J12
IdentitZ* (%) 83 83|93 | 8| x [87 |94 | x | x | x | x | 100

*Zg1017 et Bp1689 : 35% dOidentitZ

Figure 11 : Phylogensse et origines des organismes e xprimant une porphyranase. A. Arbre phylogZnZtique des phases
ouvertes de lecture ayant une activitZ porphyranase prZdite. Le nom de IGorganisme duquel elles ont ZtZ extraitesest
Zcrit entre parentheses. B. Arbre phylogZnZtique simplifiZ des Bacteroidetes. C. Biotope et classes des organismes
exprimant une porphyranase potentielle. D. On sZquence les genes de la flore intestinale de 12 individus Japonais notZs
J1 " J12. Dans les flores intestinales o+ une porphyranase est identifiZe, on note le pourcentage dOidentitZ entr&8p1689
et cette sZquence. On note que Zgl1017 et Bp1689 ont 35% dOidentitZ de sZquence. Une croix X indique qudaucune
porphyranase nOa ZtZ sZquencZe chez IQindividu.

Question 12:

12a: Quel(s) mZcanisme (s) Zvolutif(s) peu(ven)t expliquer la prZsence de Bp1689 dans IQarbre
phylogZnZtique prZsentZ dans la figure 11A

12b : Quelle(s) hypothese(s) supplZmentaire(s)  la figll D vous permet (tent)-elle(s) de proposer ?

Fin de IOZpreuve

*coquilles corrigZes par rapport au sujet original
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