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Année 2017-2018 UFR biomédicale des Saints Péres

Faculté de Pharmacie de Paris
Semestre 2 session 1

EPREUVE DE BIOCHIMIE : UE 6.04 (L3 Sciences du vivant)
mai 2018
Durée de I’épreuve : 2 heures

Ce sujet d’examen est composé de 4 pages comportant quatre questions,
La page de papier millimétré doit étre obligatoirement remise

Les questions 1 et 2 sont a traiter sur une méme copie
Les questions 3 et 4 sont a traiter sur une seconde copie

Question 1 (Hormonologie) : 3 points

LaTSH:

1) Que signifie cette abréviation ?

2) Quel organe ou tissu la produit ?

3) Comment est-elle régulée ?

4) Sur quelles cibles et quelles étapes de la production des hormones thyroidiennes joue-t-elle ?
5) Pour quelles indications la dose-t-on et dans quel sens varie-t-elle alors ?

Question 2 (Enzymologie) : 5 points

Chez les bactéries a Gram-négatif, la lipidation en N-terminal de certaines protéines membranaires
est une modification post-traductionnelle essentielle, notamment pour leur virulence. L'enzyme
assurant la derniére étape de cette transformation est I’apo-lipoprotéine N-acétyltransférase ou
Lnt. C'est une enzyme membranaire qui transfére par N-acylation la chaine aliphatique d’'un
phospholipide donneur sur I'extrémité N-terminale d’'une protéine cible.

Différentes cinétiques sont réalisées avec de I'enzyme pure in vitro dans un milieu adéquat (50 mM
Tris-HCI pH 7.2, 150 mM NaCl et 0.1% Triton X-100), en présence d’'un peptide substrat modéle
appelé « FSL-1 » et de différents phospholipides donneurs : PG (phosphatidyl-glycerol), PA (acide
phosphatidique), PC (phosphatidyl-choline) et PE (phosphatidyl-ethanolamine). (Figure 1)

Ensuite, des cinétiques sont réalisées dans les mémes conditions a différentes concentrations du
meilleur substrat lipidique et différentes concentrations constantes du peptide FSL-1 (Figure 2).
D’autres cinétiques sont réalisées a concentrations saturantes des deux substrats et a différentes
concentrations d’enzyme (Figure 3).

Enfin, la structure cristallographique de Lnt a été résolue récemment et un état intermédiaire de
'enzyme a été observé (Figure 4). Les résidus E267, K335 et C387 sont essentiels a l'activité de
'enzyme.

[Figures adaptées des publications : Hillmann et al., JBC 2011 ; Noland et al., PNAS 2017]




Figure 1

Cinétiques de Lnt & concentrations variables du peptide FSL-1 et a concentrations saturantes de différents phospholipides: PG
(phosphatidyl-glycerol), PA (acide phosphatidique), PE (phosphatidyl-ethanclamine) et PC (phosphatidyl-choline).
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Figure 2

Cinétiques de Lnt a concentrations variables de phospholipide et a concentrations paramétriques de peptide FSL-1.
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Figure 3

Cinétiques de Lnt a concentrations saturantes des substrats et a concentrations variables d'enzyme.
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Figure 4
Structure cristallographique de Lnt. (A) Représentation des structures secondaires, (B) focus sur le site actif avec un
intermédiaire réactionnel thio-ester et (C) formules développées des substrats lipidiques testés dans la Figure 1.
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a) D'apres la figure 1, et sans calcul, quel est le meilleur substrat lipidique de I'enzyme Lnt en
terme d’activité catalytique ? En déduire la Km de ce substrat.

b) Selon la figure 2 et les nomenclatures de Cleland, donnez le schéma du mécanisme
réactionnel de Lnt ? A l'aide des figures 2 et 3, déterminer graphiquement la Km de FSP-1, la
Vm de lI'enzyme et la kca. En déduire les constantes de spécificité de FSP-1 et du
phospholipide donneur.

c) A quel intermédiaire enzymatique correspond la figure 4B ? D’aprés la formule développée
des phospholipides (figure 4C) et la structure du site actif (figure 4A et 4B), pouvez-vous
expliquer le meilleur substrat lipidique identifié question 1 ?

Question 3 (Métabolisme des protéines et des acides aminés) : 5 points

Sans détailler les réactions, décrire les réles du foie et du rein dans le devenir de la copule azotée
des acides aminés (en 1 page maximum).
Que se passe-t-il en cas de régime hyperprotéiné ?

Question 4 (Interrelations métaboligues/intégration des métabolismes) : 7 points
Le carrefour du pyruvate

A l'aide d’un schéma pour chaque situation (situation post-prandiale et situation de jeine avec un
effort intense et court), décrire les voies impliquées a partir de ce carrefour (nom des voies
métaboliques, nom des produits et substrats, nom et caractéristiques des enzymes) dans le foie, le
muscle squelettique et le muscle cardiaque.

Précisez les interrelations métaboliques entre les organes si elles existent.
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Question 1 : Hormonologie : LA TSH
-que signifie cette abréviation?
Thyreostimuline ou Thyroid Stimulating Hormone
-quel organe ou tissu la produit?
Thyroide ou thyréocyte
-comment est elle régulée ?
Double régulation :
Centrale : stimulation par TRH
Périphérique : rétrocontrole par T4 et T3
-sur quelles cibles et quelles étapes de la production des hormones thyroidiennes joue t
elle?
Toutes les étapes de la syntheése (expression du NIS, synthése de la tg, synthése et
activité de la TPO, synthese de DUOX/TOX) et de la sécrétion (endocytose)
-Pour quelles indications la dose t on et dans quel sens varie t elle alors?
Diagnostic des dysthyroidies (et suivi)
Hypothyroidie primaire ou périphérique: TSH augmentée
Hyperthyroidie primaire ou périphérique: TSH diminuée
Bonus: rares pathologie centrales (hyperthyroidie: TSH augmentée;
hypothyroidie: TSH diminuée)

Question 2 : Enzymologie

a)
D’aprés la figure 1, et sans calcul, quel est le meilleur substrat lipidique de
I’enzyme Lnt en terme d’activité catalytique ? En déduire la K,, de ce substrat.

Le meilleur substrat en terme d’'activité catalytique est PE car Vm est la plus grande
(1/Vm la plus petite).

L'intersection avec I'axe des abscisses donne -1/Km (double-inverse). Attention, sur
la figure 1 on en déduit Km(FSL-1), et non Km(PE).

On trouve Km(FSL-1) = 10 uM (environ).

Figure 1
Cinétiques de Lnt & concentrations vanables du peptide FSL-1 et & concentrations saturantes de diférents phospholipides. PG
(phosphatidyl-glycerol), PA (acide phosphatidique). PE (phosphatidyl-ethanolamine) ot PC (phosphatidyl-choline)
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b)

Selon la figure 2 et les nomenclatures de Cleland, donnez le schéma du
mécanisme réactionnel de Lnt? A l'aide des figures 2 et 3, déterminer
graphiquement la K,, de FSP-1, la V,, de I'enzyme et la kca. En déduire les
constantes de spécificité de FSP-1 et du phospholipide donneur.

La figure 2 représente les doubles-inverses avec FSL-1 paramétrique.
Les droites sont paralléles, il s’agirait donc d'un mécanisme « ping-pong » avec un
intermédiaire « modifié » de I'enzyme E*.

A P B Q

E EBEAT=E"TP =" E'B=—EQ E

Les intersections de la figure 2 (1/Vm’) en fonction de 1/[FSL-1] permettent de tracer
le graphe secondaire suivant :



1/Vm’ (intersections)

0,03

y.=0,0151x + 0,0021
R*=0,94716

0,025

0,5 15 2

1/Vmax = 0.0021 = Vm = 476.2 nmoles/min

-0,01

- 1/Km(FSL-1) = - 0.14 > Km (FSL-1) = 7.14 uM 1/[FSL-1]

On a donc Vm = 476.2 nmoles/min et Km(FSL-1) = 7.14 uM (ce qui est proche de la
valeur trouvée question 1).

Vm = kcat [Lnt]. D'aprés la figure 3, les substrats sont saturants, on a donc Vo = Vm.
On trouve donc kcat = Vm/[Lnt] = 0.04/100.10° = 0.4 min".

004"

=

E

S 0.02-

=

>"0.00 ; ,
0 50 100

La constante de spécificité ks = kcat/Km.
On peut calculer ks de FSL-1: ks = 0.4/7.14 = 0.06 uM'min™ (= 1000 M's™)

On ne peut pas calculer ks de PE car il nous manque Km(PE).
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c)

A quel intermédiaire enzymatique correspond la figure 4B ? D’aprés la formule
développée des phospholipides (figure 4C) et la structure du site actif (figure
4A et 4B), pouvez-vous expliquer le meilleur substrat lipidique identifié
question 1 ?

La figure 4B montre l'intermédiaire attendu « acyl-enzyme » du mécanisme ping-
pong (Lnt liée de fagon covalente au lipide). PE est « meilleur » que PG et PA caril y
a deux charges : une charge - et une charge + probablement complémentaires pour
des ponts-salins au sein du site actif avec K335 et E267 respectivement.

Par ailleurs, PE est moins encombré que PC, ce qui pourrait permettre une meilleure
fixation dans le site actif.

Question 3 : Métabolisme des protéines et des acides aminés

Sans détailler les réactions, décrire les roles du foie et du rein dans le devenir de la
copule azotée des acides aminés. Que se passe t'il en cas de régime hyperprotéiné.

J'ai souligné ou mis en gras les points du sujet importants car en dehors de ce qui était
demandé, cela n"apporte pas de points car hors sujet et surtout cela vous fait perdre du
temps.

Pas de stockage des AA
Azote : NH4+ : rein avec 'ammoniogenese
Urée : foie avec I'uréogenese

Au niveau hépatique, transaminations et désaminations: NH4+ dans la mitochondrie
avec seconde déamination

NH4+ et glutamate pour le cycle de l'urée.

Excrétion de 'azote toxique sous forme d’urée qui sera par la suite éliminée par le rein.
Au niveau rénal, possibilité de produire NH4+ qui sera éliminé directement
(ammoniogenése) en lien avec l'équilibre acido-basique (revu en cours sur le
métabolisme spécifique rein)

En cas de régime hyperprotéiné, régulation des enzymes du cycle de 'urée (foie) et
répercussion directe sur la fonction rénale avec augmentation débit et filtration
glomérulaire ; excrétion augmentée de NH4+ avec acidose, fatigue de la fonction rénale
et maladie rénale
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Question 4 : IRM/intégration des métabolismes
Le carrefour du pyruvate

A l'aide d’un schéma pour chaque situation (situation post-prandiale et situation de jeGne
avec un effort intense et court), décrire les voies impliquées a partir de ce carrefour (nom
des voies métaboliques, nom des produits et substrats, nom et caractéristiques des
enzymes) dans le foie, le muscle squelettique et le muscle cardiaque.
Précisez les interrelations métaboliques entre les organes si elles existent.

Il fallait décliner le carrefour du pyruvate en fonction des situations

Situation post-prandiale : situation de richesse énergétique avec apport énergétique
par I'alimentation. Signal insuline

Foie: glycolyse avec PK|, (régulation par insuline) et PDH
Cycle de K et Synthese AG et lipogenese

7

Pyruvate
Pyruvate « ATP
kinase ADP

Phosphoénolpyruvate

Acétyl-CoA

Muscle: pas de glycolyse activée si muscle au repos (carburant AG capté de la
circulation) ; si activité en situation post prandiale, glycolyse activée

Parmi les erreurs les plus rencontrées : pyruvate donne du glycogéne ou provient de la
glycogénolyse
Situation de jeline avec effort intense et court: situation de pauvreté énergétique. Il

va falloir fournir du carburant aux muscles pour une glycolyse. Signal glucagon

Foie: glycolyse inhibée et gluconéogenése activée a mentionner pour le carrefour
pyruvate. Glycogeéne hors sujet

GNG : Substrats du Pyruvate : Lactate (LDH) et Alanine (ALAT)

Il faut revenir au PEP

Pyruvate — PEP

Phosphoénolpyruvate
* changement de compartiment
. GoP, CO,
¥

« PC (mitochondrie) -
* PEPCK (cytosol) Oxaloacétate

ADP + P,

AT, HCO,

Pyruvate
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Muscle squelettique : apporter de I'énergie
Glycogeénolyse et glycolyse anaérobie : améne jusqu’au pyruvate puis lactate (LDH M4)

Muscle cardiaque : Idem mais adaptation rapide pour glycolyse aérobie : captation du
lactate d’origine périphérique pour le transformer en pyruvate (LDH M4) puis acétyl
CoA pour entrer dans le cycle de K.

Inrerelation : cycle de Cori
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UNIVERSITE UFR Biomédicale des Saints Péres
DESCARTES Faculté de Pharmacie de Paris
Année 2017-2018 Jeudi 28 juin 2018

Semestre 2, session 2
De 13h30 a 15h30

L3 UE 6.04 EPREUVE DE BIOCHIMIE

- Verifier que le cahier est complet : il comporte 7 pages recto-verso numérotées de 1 a 7, celle-ci
comprise, + 1 feuille de papier millimétré. La page 7 peut étre utilisée s’il vous est nécessaire de
compléter ou de remplacer une ou plusieurs de vos réponses (rappeler alors la partie concernée et le
n° de la question).
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QUESTION 1 : Biochimie hormonale et métabolisme phosphocalcique (4 points)

Madame F. 67 ans est hospitalisée en hopital de jour pour suspicion d’hyperparathyroidie primitive.
Les résultats de son bilan biologique sanguin sont les suivants :

Calcium total : 2,8 mmol/L

Calcium ionisé : 1, 37 mmol/L (N : 1,15-1,30 mmol/L)

Phosphates : 0,75 mmol/L (N : 0,80-1,40 mmol/L)

Albumine : 40 g/L (N : 38-48 g/L)

PTH : 40 pg/L (N : 9-29 pg/L)

250HvitD : 35 ng/ml (N : 30-50 ng/L)

1) Quel est le parameétre qu'il faut prendre en considération pour interpréter la calcémie totale et qui
permettra d’affirmer que cette patiente présente une hypercalcémie vraie ? Justifiez votre réponse.

2) Que représente la calcémie ionisée ?

3) Qu'est ce qui permet au médecin d'affirmer que cette patiente présente une hyperparathyroidie
primitive au regard du bilan biologique ?

4) Quels sont les effets physiologiques de la PTH ?

5) Comment expliquer 'hypophosphatémie ?
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QUESTION 2 : Métabolisme des lipides (5 points)

1) Décrire la structure générale d’'une lipoprotéine
2) Décrire les étapes du catabolisme des lipoprotéines de basse densité (LDL) par les récepteurs LDL-R
(récepteurs B/E) et sa régulation
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IQUESTION 3 : Interrelations métaboliques et intégration des métabolismes (6 points)

Le jedne prolongé

1)
2)
3)
4)

5)
6)

Quel est le signal hormonal dans cette situation ?

Dans quelles conditions parle-t-on de jeline prolongé ?

Quels sont le(s) organe(s) impliqué(s) dans la cétogenése ? dans la cétolyse ?

Comment sont régulées les principales voies métaboliques (glucidiques, protéiques, lipidiques) au
niveau du foie ?

Quel est 'intérét énergétique de la cétogenése au niveau de 'organisme ?

Quel est I'impact du jeline prolongé au niveau de l'intestin, du rein, du muscle et du tissu adipeux ?
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QUESTION 4 : Enzymologie (5 points)|

Pour la mise au point d’un dosage d’un substrat S par une méthode enzymatique, on dispose d’une enzyme
spécifique de S présentant pour S un Ky de 10* mol.L!

On réalise toutes les incubations dans des conditions strictement identiques avec une concentration d’enzyme
correspondant a une vitesse maximale de 10~ mol.min™.L"!

1) Calculer la vitesse prévisible pour différentes concentrations en substrat dans le milieu d’incubation.
Transformer au préalable les concentrations de substrat en nombre de K.
a. [S]=1.10° mol.L"
b. [S]=5.10° mol.L"!
c. [S]=1.10° mol.L"
d. [S]=2.10° mol.L"

2) Tracer la courbe Vo = f[S] (sur papier millimétré)
3) Pour permettre un dosage de S par cette méthode enzymatique, on souhaite avoir Vo # a [S] ;

a = constante
Calculer a =V / [S] pour les concentrations de S ci-dessus. Commenter ces résultats.
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4) Jusqu’a quelle concentration de S dans le milieu d’incubation peut-on utiliser cette méthode si on exige
un résultat compris entre 95 et 100% de la valeur cible ? Comparer cette concentration au Ky
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Nom$Prénom$:$$

$

Cet$exercice$est$centréSsurdle$jeline.$Les$questions$l, $10$et$l1$sont$endrelationsavecsles$s
données$ci>dessous$;lesFautressquestions$fontappel$auxsnotions$abordéesbenscoursbetden$ED.$

$

L'acide$tétradécylglycidiqgue$(ATDG),$analogue$structural$d'acide$gras, Sestdun$inhibiteur$de$la$
i B2E&RI A2y ®b5 §a b K BhitrofisésddeSoiesdSivatskasiznbazplis $24$
heures,$sont$incubés$en$présenceSdesdifférentes$molécules$radiomarquées$ausCarbone$14$ets
en$présence$ousnon$d'ATDGS$:$lesSrésultatsSdes$Smesures$deSla$productiditsagsonts
présentés$dans$le$tableau$ci>dessous$:$

$

@ H B P A B

@ B

$ HCQ%formés
ATDG$ (nmol.irt.g$des$cellules)s
, >$ 105$+$4%
[1>1C]$palmitate$ 15 22$+$2%
>$ 383%+20%
[1>*C]$octanoate$ P 443$+$28%
[1>4C]$ >$ 101$+$6$
palmitoylcarnitine$ +$ 127$+$5%

1) 5 yabpljdzSt PO2YLI NIAYSY(ibpadzo OSt f dzA F ANBPFIAGPE QA
$
$ S ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

2) [ Pi BP2E@RIFIGA2yPSalipStt SPNBIdA SSPLPLIN2LINBYSy {blLJ
1$point$

3) 9ELX AljdSNPO2YYSyilibfl bpi p2EeRI GA2yPSibfl Paéy(iKsa

faire$simultanément$?$(1$phrase)$:$2$points$

4) Quelle$hormone$est$sécrétéeSlors$dusieine$?$(1$mot)$:$2$pointss

5 5QdzySPYlFIYyASNBPISYSNItS3bljdSt t SpPSaibpt QAYOARSY OS
enzymes$du$métabolisme$?$(1$mot)$:$1$point$

6) OyPNBt I iA2yPl gSObPt SaPR2yYySSabPRSPf QSYy2y OS> badND
Y2YPRQSYyT @YS0ObYbMmbLRAYGD

7) ! Plid2APaSNIiptl pi p2E@RI GA2y Pl dpO2d2NAEPRdzP2SHY SP K]
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B P BH BB @ B P BB

RS2 IR IR CE o o e

8) ! d62dzi PRSPHNKPRSP2SHYSSpPSYPRSK2NEPRSPE | Pi 2 ER |
ou$restent$activéesSausniveausduSfoie$?$(autantSdeSmots$nécessairessque$dedvoies)$.$25
points$

9) Quelles$sont$les$voiessquissontSousrestentactivées$ausniveausdustissuSadipeux$?$
(autant$de$mots$nécessaires$quebdesvoies)$:$2$points$

10) Comment$expliquer$lasdifférence$observée$entre$SleSpalmitateSet$l'octanoate$?$ (35
lignes$max)$:$3%$points$

11)/ 2YYSYGPSELX AljdzSNPIj dSPt QAYKABAGSdINPY QI bl dzOdzy b S
lignes$max)$:$3$points$
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Nom Prénom:

Prenezl5 minutespour lire cetarticle et surla basede votre cours(sur 20 points)

1)

2)

3)

6)

7)

8)

9)

Donnezles 3 modesd'interférencede I'amiodaronesur I'axe thyroidien(3 points)

En quoi consistentes deux modesd'actionde I'effet Wolff-Chaikoff ? (2 points)

Quellesen sontles deuxcaractéristique® (2 points)

L'amiodarone peutil entrainerune hypothyroidie?Si oui comment? (2 points)

L'amiodarone peutil entrainer unehyperthyroidie?Si oui comment?A2 points)

En cas de suspicion d'hyperthyroidie, quel paramétre biologique-dasspour établir le
diagnostic ? Pourquoi ? (2 points)

Dansquel sensvarieraalors saconcentratior? (1 point)

Quel parametrebiologiqueassocierexousalors ? (1 point)

Dansquel sensvarieraalorssaconcentratior? (1 point)

10) La T3L varierat-elle dansle mémesensquele paramétregprécéden® Pourquoi? (2 points)

11) Quelexamend'imagerieassocier? Quelleinformativité ? (2 points)
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Suivi de la TSH et amiodarone

W COMMENT SADAPTE LA THYROIDE A UNE SURCHARGE IODEE?

La thyroide dispose de mécaniumes d'sdaptation lui permettant de synthétiser
les hormones T3 et T4 de manidre normale, malgré des apports lodés qui
varient trds largement sclon los pays et le type d'alimentation. L' sdaptation de
la fonction thyroldicnne A une sercharge lodée brutale permet ) la thyroide de
“gérer” des modifications trds importantes de ces apports, pouvant dépasser
plusicurs centaines de fois les valeurs habituelles. Ces mécanismes sont parfois
en défaut chez I"adulte, conduisant b des dysthyroldics pouvant survenir sur

thyroide saine ou pathologique.

Les apports moyens d'lode varient, en Europe occidentale, de 50 A 100 pg par
Jour en moyenne. On parie de sarcharge au-deld de S00 g par jour. Les causes
de surcharges iodées sont dominées par les apports latrogénes, et en particulier
I'amuodarooe.

Le captage de Modure par les cellules thyroldiennes est un processus actif,
consommateur d'énergic, cffectaé coatre un gradient électrochimique par
un transportenr membranaire sitod s pdle latérobasal des thyréocytes (du
cOté des capillaires) appelé NIS (Natrium lodine Transporter) ot “sympor-
tour de 1'lodure™. NIS a éué clond et ses propriéeés physiologiques et phy-
siopathologiques sont en grande partic connues [1). La clairance de I'lodure,
de l'ordre de 35 mlmn', est dite “sdaptative™: elle s'adapte A la concen-
tration de "lodure plasmatique et donc aux apports alimentaires d'iode.
L'sctiviié du symporieds de 1"odure est régulée par la TSH mais sussi par
I'iodare intrathyroldicn avec diminution d'activité et accéiération du furn-
over (ce qui entraine une dimination du nombee de molécules de NIS) en cas
de surcharge iodée.

L'organification de I"lode s cffectae au pdie apical des thyréocytes : I'lodure
ost oxydé et incorporé A la dryroglobaline (Tg), ce qui conduit A des résidus
mono- et dilodotyrosyls MIT ot DIT. L'organification de I'iode fuit intervenic
I peadeine et la tyroperaxydase. La pendrine permet Je transpoct apical de
Miodure vers la collotde et sa “préscatation™ A la thyroperoxydase (2], La thy-
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roperoxydase permet 'oxydation de I"iodure nécessaire &

Mummaummn.i»
strat do la peroxydase,

Las hormweones T3 of T4 sc forment su sein de 1o tryroglobu.
line par couplage MIT + DIT ou DIT + DIT. La thyroglobe-
line est stockée dems la collotide qui constitue une réserve
d'hormanes thyroldicunes correspondant sux besoins de 30 &
90 joury, La thyroide conticnt 10 § 20 mg d"iode. La dégrads-
tioo eurymatique de la Cryroglobuline liddre quotidiersienen
environ 25 g de T3 ot 100 ug de T4 (contenant 70 pg d'iode)
Qi passant dans o plasea,

L’ @imination urinaire de I'lodure & une clairance non sdap-
tutive (stable quelio gae soit La concentration de | “lodare plas-
matique) de 35 A 50 mlmn’. Ba dwation d'équilibre, 1a
quantisé d'lode mosurde dany low urines recuciliies pendan
24 boures eat lx meillowse cotbnation do 'iagestion quots
dicnne d'lode.

1l existe trols points principaux de contrdle du métabo.
Meme de Mlode [3):

= "entrée &'T° dons Jou thyréocytes,

= I'sctivité du systhme eexymatique d'oxydo-réduction (thry-
roperoxydase),

= I'internalisation dos molécules de Tg b partle de 1a Juanive
des follicules.

Le captage de I'T" est dépendant du nivesn d'cxprossion de
NIS qui ost régulé par Ja TSH s aivesn transcriptionnel. Le
fonctioanement du systime d'oxydo-réduction est dépendant
do "spprovisionnement en H,05 La prodaction de H,0, pae
lo systdme Thon/Daox est réguide par le Ca2+ mtracellalatre
La TSH contzble |'internalisation de la Tg, mals los moléoules
¢ibles de I"action de la TSH no sont pas identifides.

#8 CONSEQUENCES D'UNE SURCHARGE 10DEE
PAR LAMIODARONE

La surcharge (odée due ) I'umiodarone o5t massive et prolon-
pée. Un comprind de 200 myg (dose quotidiconne) spporte
75 mg d'lode, dont 9 myg vont Stre Nibéeés, s0it 90 fois la dose
quotidiennce moyenae consommée en Frunce. L' amiodarane
o' sccurenle Cang lo tissu adipenx, la deyrolde et le oo, Cela
provoque dans les thyréocytes un blocage transitoire de
'orgasification de I'lodure par dimvmation de Is production

ﬂlp._;u.malm.-rbum’-m
dunct wur e wasportenr NIS, Ceo processus ost sppelé “effet
Wolll-Chaikof™ [4). Puis b thyrosde »"adapte & lu surcherge
lodée wvec rowar oo 48 heures b ba sormude de lu conceatrs-
tion inerahyridicnne e I'lodare et lovée de Vinhibition de
'orgaaification. processas appelé “échappement ) |'effec
Wolf.Chaitol™.

Des domnécs sécentes rapportent que la dronddarone dénete
¢ sode pew, 1o comame | dusodarone, induire une inhidition
du captage de "odare, mals pur un mécanisme ne mettant pas
ca jou Jo NIS [5).

Be phus de cet effer WoltS-Chaikofl, I"iodure de I"amiodarone,
préscet on concentration trés flevée, devient directoment
exique poar b celdale (hyroidicmoe (6). Une nécrose des cel-
Neles Syyroidhewncs peut dtre induite par I"administration do
quancivds phassacologiques d'iodure. Ul 3"cosuit voe Libér-
tion dor wiocks ngrathyroldions d'bormones thyroldicanes
S formbes. On parle, dum co cus, d"une wévitable thyroldite
induite par |iede.

M VARIATIONS NORMALES DE LA FONCTION
THYROIDIENNE SOUS AMIODARONE

L wrwodsrone whide s §' désioduse pérphénique qui conver-
o la T4 o T). Cot effet conduit A wae dimioution de Ja T3.
L'imterprétation des dosages hormonasx au coans d'en traite-
ment par asodarvue doit doec dure prudents (lablean ).

La formule biddogique somale 4've sujet sous amlodarone
dans Jou I prowdens mols st . T4 libre élevée, T3 libre basse
s pormnile basse, TSH modéeément élevée (6, 7) Une sunple
Edvation de la T4 Nore 2" oot pas synonyme &' yperthyroldic.
La TSH se normalise secondaicement of, aprds 3 wols de prise
&"amiodaroce. ks TSH duit dtre normale.

™ R Dirvirwde ou Nemrwe Dot

T4 e L brvew Nurvase Faste oL
moddy (rnort Wurte

™™ Augmorse Normale

Taddows | MoNratioa Nrmonsies phRCOPGReT DI E0s IOV MO
e
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M QUE FAIRE LORSOUE LA TSH S'EFFONDRE?

1. = Savolr évoquer uno hyperthyroidie

La constatation d'un taux de TSH effondré mérite d'&tre
rocontrilée dans un premicr temps en y associant le dosage de
T3 et T4 libees. Apres avolr éliminé les causes de freination
isolée de 1a TSH (comme une corticothérapic par exemple),
I"hypothidse d'une hyperthyroidie est A retenir et & explorer
systématiquement. La fréquence rapportée des dysthyrotdies
induites sous amiodarone varie de 24 24 % (8. 9).

On distingue los hyperthyroldies par surcharge lodée dans les-
quelles la thyrolde est indemne de pathologie sous-jacente
(type IT), des hyperthyroldies avec surcharge iodée, dans Jos-
quelles il existe une pathologic thyroldicnne préexistante,
éventuelloment latente, dont Ia surcharge fodée surajoutée
favorise 1'aggravation, volre I'émergence clinique (type 1).
Fuire la distinction entre les deux est important car le traite-
ment est différent. L'examen clef pour faire cotte différonce

oot s scintigraphic thyroidienne A 'iode 123. Des formes
mixtes sont possibles (10, 11]).
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Université
de Paris

Année 2019-2020
Licence L3 - Sciences pour la Santé

Suj et doéExameni BRiymaldgie mi e 6

La mévalonate kinase (MK, EC 2.7.1.36) est une enzyme clé de la voie de biosynthése

du cholestérol et des isoprénoides en partant d 6 a c-@HA.ylle déficit en MK est a

| 6ori gi ne d o u-mamnmtite aadei dont le sgeatre clinique va de la forme
modérée du syndrébme hyper-l g D ~ des formes | ®t ales dbéaciduri e
est fonctionnelle sous forme homodimérique et la séquence primaire présente une

masse moléculaire de 42 451 Da.

La MK catalyse la réaction suivante :

ATP ADP
G OH e "0 o
o-
Retour
Mévalonate (Mev) Phosphomévalonate (Pmev)
Le dosage de |l dactivit® enzymatique de | a MK peut

retour), a T = 30°C, dans un volume final de 1 mL selon les conditions suivantes ;

Réaction aller (formation de Pmev) : 50 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 pL de MK d 6 ustock de 0.05 mg/mL, 0.02 - 5 mM ATP, 3 - 76
UM acide mévalonique (Mev), 10 mM phosphoénolpyruvate, 10 mM NADH, 4
unités de lactate déshydrogénase et 4 unités of pyruvate kinase.

Réaction retour (formation de Mev) : 50 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM KClI, 10
mM MgClz, 10 pL de MK d 6 ustock de 0.05 mg/mL, 0.1 - 6 mM ADP, 3.9 - 98
UM acide phospho-mévalonique (Pmev), 10 mM glucose, 10 mM NADP*, 2
unités d 6 h e x o kei lnuaite ele glucose-6-phosphate déshydrogénase.

Question 1 : 4 points

a) En vous basant sur les mélanges réactionnels, et sachant que NADH et le
NADPH absorbent spécifiguement a 340 nm, donnez le principe du dosage
spectrophotométrique des réactions aller et retour catalysées par MK. (2 points)

b) Quelle est la concentration finale de MK dans le milieu réactionnel ? (exprimée
en nM). (2 points)

! 1/3
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@ Université
de Paris

Les différentes mesures cinétiques permettent de tracer les graphes ci-dessous :

Année 2019-2020

1A [Mev] (uM) 1B [Pmev] (uM)
2 3.0 ) 39
g 4.5 g g
V o
: 85 g
5 g 11
z 76 z
= 98

B e e m e e e |

210 0 10 20 30 40 50
1[ATP] (mM) 1/[ADP] (mM) '

& s W

2A
04

@ - 12
< 035 —~
g 03 g 17
% 025 g 08
E @ E o6
:-?, 015 Equation de la droite: 2 Equation de la droite:
E o1 y = 0.6378x + 0.1506 t %] y = 2.9265x + 0.2637
2 o 2 o

0 0

0 005 01 015 02 025 03 035 0 005 01 015 02 025 03
1/[Mev] (uM)1 1/[Pmev] (uM)

Question 2 : 2 points
D6 aprl 6san aualstaive des graphes 1A et 1B, quel est le mécanisme
réactionnel probable de MK selon le principe de Cleland?

Question 3: 6 points

A | 6aide des graphes 1A, 1B, et des equations
paramétres Km(ATP), Km(Mev), Km(ADP) Km(Pmev), kca(aller) et kca(retour). Les

Km et les kear Seront exprimées en mM et s respectivement. Détaillez brievement

les calculs.

! 2/3
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@ Université

de Paris

Les structures cristallographiques de MK ont permis de proposer
réactionnel suivant :

Année 2019-2020
le mécanisme

Mécanisme réactionnel Structure 3D d’un monomeére

1268

Domaine de dimérisation

Mévalonate ATP

;@o NH
2

\ o P Ay

- X

| CHy Qi 0: 0
& 5;PBp0—j-0 o

[o g
—f y Domaine catalytique

Mevalonate 3-phosphate ADP

Question 4 : 4 points

D 6 a p e sshéma réactionnel ci-dessus, donnez le rdle catalytique probable du
r®si du D204 €&t de | 6ion Mg

Les mutations de MK |l es plus fr®quemment- observ®e:
Il gD sont I 2 6 8 Ta9) etdvd7TIs(daris dehbfnl bil). Elles sont indiquées sur la
structure 3D de | 6 e n z(gi-tessus) sous forme de boule rouge.

Question 5 : 4 points
Dbéapr Tas structure 3D de | 0enzycidessus, quelles conséguences
fonctionnelles pouvez-vous proposer suite aux mutations 1268T et V3771 ?

3/3
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PHARMACIE

(& Santé
Université de Paris

EXAMEN - L3
UFR des Sciences fondamentales et biomédicales
Faculté de Pharmacie de Paris

Année universitaire 2020 - 2021
Semestre 2 - Session 1

BIOCHIMIE 6

MARDI 4 MAI 2021
DE9H A 11H

DUREE DE L’EPREUVE : 2H

| - Instructions générales

Ecrire lisiblement

Toute fraude ou tentative de fraude fera I'objet de poursuites disciplinaires (décret
n° 92-657 du 13 juillet 1992)

- Aucun document n'est autorise

L'utilisation de calculatrice non programmable est autorisée

Il - Instructions particuliéres a I'épreuve

Vérifier que le sujet est complet : il comporte 3 pages numérotées de 1 a 3 celle-
ci comprise.

Les questions 1 et 2 sont a traiter sur la copie blanche
Les questions 3 et 4 sont a traiter sur la copie de couleur saumon

Merci de faire attention au soin, a la présentation et a I'orthographe.
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Partie 1 — Métabolisme phosphocalcique (5 points)

lI;es dlffe;'entes étapes du remodelage osseux : aspects cellulaires, moléculaires et régulation
ormonale.

Partie 2 — Enzymologie (5 points)

On souhajl? mesurer’l'activité enzymatique|d'une solution purifiée 4 complétion de Glutamate
Déshydrogénase (GluDH), solution dont la'concentration en protéines totales est égale a 1,6
mg.mL".
Lg mesure est réalisée par spectrophotométrie d'absorption 4 340 nm sur le mélange réactionnel
suivant : * 240 pL d'une solution tampon a pH 8,0

* 50 pL de solution contenant les 2 substrats (S1 et S2) de la GluDH

* 10 pL de la solution purifiée de GluDH
Données : Ex du composé absorbant a 340 nm = 6 300 M.cm™ ; 1= 0,5 cm ; Masse moléculaire
de la GIuDH = 560 kDa.

1) Ecrire la réaction catalysée par la GluDH.
Vous préciserez quels sont les deux substrats et les deux produits de cette enzyme, ainsi qu’une
voie métabolique la faisant intervenir.

2) Quelle est la nature de la vitesse de réaction que vous devez mesurer pour une détermination
de la concentration catalytique de GluDH dans la solution €étudiée ? Vous argumenterez votre

réponse.

3) La valeur absolue de la variation d'absorbance a 340 nm est de 0,041 par minute.

a- Quel est le sens de cette variation ? Justifiez votre réponse.

b- Calculez la concentration catalytique de la GluDH dans la solution purifiée a complétion (en
ULL" et en nKat.L?).

¢- Calculez son activité spécifique moléculaire (en s

4) Des mesures de vitesse initiale de réaction sont effectuées avec la solution purifiée, a
concentration variable de I'un des substrats (S1), concentration fixe et saturante de l'autre substrat

(S2), en I'absence ou en présence d'un inhibiteur I.

Les résultats de ces 2 séries de mesures sont exploitées graphiquement avec la représentation
linéarisée d'Eadie Hofstee ; les équations des 2 droites obtenues sont les suivantes :

* Sans irhibiteur : y=-50 x +450
* Avec inhibiteur : y = 12,5 x + 112,5

Concernant les données utilisées pour tracer les droiles : les vitesses sont en UI et les
concentrations du substrat variable en ymol. L™
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Quelle est lla nature de linhibition exercée par 1 ? Justifiez votre réponse et décrivez trés
brievement le mécanisme de |’ inhibition au niveau moléculaire.

5) Quelle serait votre stratégie ex

pollgir e périmentale pour identifier le mécanisme de cette enzyme a

Partie 3 — Interrelations métaboliques (4 points)

Sans schéma, décrire Ieffet de I'insuline sur I’organisme (10 lignes maximum)

Partie 4 — Interrelations métaboliques (6 points)

Parmi les signes d’appel du diabéte de type 1 lors du diagnostic, une asthénie intense
(dégradation de I’état général engendrant une faiblesse généralisée de 1’organisme), un
amaigrissement rapide et important et une'polyphagie (besoin de manger) sont trés souvent
décrites.
1) D’aprés vos connaissances acquises dans I"UE, comment expliquer ces symptomes d’un
point de vue du métabolisme énergétique ?

D’autres signes peuvent étre retrouvés comme uae polyurie (augmentation du volume urinaire)
associée a une polydipsie (soif excessive) et une déshydratation. Le résultat d’une bandelette
urinaire réalisée au cours d’un examen clinique du médecin une glycosurie (présence de
glucose) marquée et une cétonurie (présence de corps cétoniques).

2) En considérant la biochimie du foie et la biochimie du rein, que vous apportent ces

éléments ?
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SCIENCES FONDAMENTALES
ET BIOMEDICALES

l& Sciences
Université de Paris

UFR des Sciences Fondamentales et

L3 Biomédicales
Année 2020-2021
Second Semestre UFR de Pharmacie de Paris

Session Seconde chance

UE SA06M040 BIOCHIMIE 6

NB : Toutsignedistinctif portésurla copiepouvantindiquersaprovenanceonstitue
une fraude.

Duréetotaledel 6 ®p r.2Hu v e

Instructions particulieresal 6 ®p r euv e

- Vérifier que le cahier est complet : il comporte 9 pages numérotées de 1 a 9 celle-ci
comprise. Les espaces de rédaction apres les questions ont été prévus en
fonction de la réponse attendue. La fin du cahier peut étre utilisée s'il vous est
nécessaire de compléter ou de remplacer une ou plusieurs de vos réponses
(rappeler alors la partie concernée et le n° de la question).

- Merci de faire attention au soin, a la présentationetal 6 or t hogr aphe.



Partie 17 Métabolisme des lipides (5 points)

1) Décrire brievement la structure générale d 6 ulipaprotéine
2) Donner les éléments de régulation a court terme et a long terme de la biosynthése
du cholestérol



Partie 21 Glycobiologie (4 points)

Apres avoir rappelé brievement la structure des motifs glycanniques des dermatanes
sulfates, chondroitines sulfates et héparanes sulfates/héparines, vous expliquerez les
grandes étapes de la synthese de ces différents composeés :

a) premiere étape commune (lieu, premiere liaison formée, motif final commun)
b) élongation (particularité qui oriente vers | 6 wn | 6 a wWé ces protéoglycannes,

principales enzymes i mpliqu®es dans | 6®l onga
¢) modifications post-élongation possibles



Partie 317 Enzymologie (5 points)

La thrombine, enzyme finale de la cascade de la coagulation sanguine, appartient a la
superfamille des protéases a sérine. Ses deux actions principales sont la transformation

du fibrinog ne en fibrine et | 6activation d«
limitée d'un récepteur spécifique. La thrombine est en outre le régulateur majeur de la
coagul ati on. La production inappropri ®e de
pl aqguettes sont |l e fondement des t hrombose
vai sseaux sanguins) . L a r®gul ati on de | 6ac
L'émergence de nouveaux anticoagulants, dont certains sont spécifiques de la thrombine,

est essentielle pour l e traitement des thro

sculptine, est présentée ici.

Le mécanisme catalytique simplifié de la thrombine est représenté dans le schéma ci-
dessous :

His57 | Ser195
! i
< > » '
Substrat
Y
! % o !
Py Bl
Y
! P v

1-D 6 a p ke schéma, quels sont les réles catalytiquesdel 6 hi s §57i?di ne



L6O®t ude enzymatiqgue de | a thrombine se fait
produit absorbe a 450 nm. Les cinétiques a différentes concentrations constantes de
sculptine sont présentées ici :

0.08-
a
b Concentrations
E 0.061 C croissantes de
a sculptine
d
S 0.04 .
0.00 : : .
0 10 20 30
Time (min)

2-Quelest| 0 e flefleestulptinesur| 6 a c tde la thrio®bine ?

L6®t ude des param tres enzymatiques montr e
augmentation apparente seulement de la Km de la thrombine pour son substrat. Cet effet
est réversible.

3-Quepeut-on en d®duire sur |l a natur e -adie delld e f f
thrombine ?



L 6 ®t emzayreatique de la sculptine est présentée sur le graphe ci-dessous :

I
apparent Km = Km [l + L—]]
i

20 0 20 40 60 80
Sculptin (pM)

4-Débapr s |l a lecture de ce graphe, quel par al
directement accessible ? Donnez la valeur approximative de ce parameétre.



Partie 41 Interrelations métaboliques (6 points)
Insuline et le carrefour du Glucose-6P :

- Quel est | 6 @physidlogique de | 6 or gani s teeaappod msulpe/@ucagon
est élevé ?

Pour toutes les questions suivantes, nous considérons ce rapport Insuline/glucagon
éleve :

- Citer les voies métaboliques activées a partir du substrat G6P dans le foie

- Citer les voies métaboliques activées a partir du substrat G6P dans le muscle
squelettique

- A contrario, quelles sont les voies métaboliques inhibées dans ces deux tissus ?

- Quel est |l e r*le r®ul ateur joue du G6P a
glucose dans le foie ? dans le muscle ?



Quel est | 6effet de | dinsuline
le cerveau ?

Quel est | 6effet de | dinsuline
le tissu adipeux ?

Quelleest] 6 i nt e métabdlique entce e foie et le tissu adipeux ?

S

S

u

u

r

r

cap



LES ESPACES APRES LES QUESTI ONS ONT ETE PRE\
ATTENDUE. TOUTEFOI S, VOUS POUVEZ UTI LI SER L
EST NECESSAIRE DE COMPLETER OU DE REMPLACER UNE OU PLUSIEURS DE

VOS REPONSES.
MERCIDO | NDI QUARREMENT LES PARTIES ET LES QUESTIONS AUXQUELLES

VOS REPONSES SE RAPPORTERONT.




AmicaleParisSciences

LicenceScience8iomedicales
2021-2022

Sessiorl ¢ S6
Sujet

Biochimie

Lesannalegeprisespart Q| a a AisaleRaisdciéncese présententenrien
RS4 R2O0dzySyida 2FFAOASt A RA&AGNRAOGdzSA LJ
LJ2 dZNNJ s iUNB STFFSOUdzSS t f QSyoO
Siege administratif AmicalParisScienceg 45 RuedesSaintsPéresg 75006Paris

http://www.aps-paris5.fr- Email :assosaps@gmail.com
Associatiorrégit par laloi 1901enregistrée a lpréfecturede Paris

1C


http://www.aps-paris5.fr/
mailto:assosaps@gmail.com

| Universite
Paris Cite

UFR des Sciences Fondamentales et

L3 Biomédicales
Annee 2021-2022
Second Semestre UFR de Pharmacie de Paris
Session initiale
UE SA06M040 BIOCHIMIE 6

NB : Tout signe distinctif porté sur la copie pouvant indiguer sa provenance constitue
une fraude.

Durée totale de I'épreuve : 2H

Instructions particulieres a I'epreuve

Verifier que le cahier est complet : il comporte 7 pages numerotees de 1 a 7 celle-ci
comprise. Les espaces de rédaction aprés les guestions ont éte prévus en
fonction de la réponse attendue. La fin du cahier peut étre utilisée s'il vous est
necessaire de compléeter ou de remplacer une ou plusieurs de vos réponses
(rappeler alors la partie concernéee et le n® de la question).

Merci de faire attention au soin, a la présentation et a I'orthographe.
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Partie 1 — Métabolisme des lipides (5 points)

1) Quelle est la structure globale d'une lipoprotéine ?

2) Quel est le principal lipide transporte par les lipoproteines de basse densite (LDL)?
3) Décrire le catabolisme des LDL par la voie des récepteurs LDL-R et le principe de sa
regulation.



Partie 2 — Glycobiologie (4 points)
Concernant les deux principales voies de glycosylation des protéines :

Dans un tableau comparatif, vous indiquerez les principales caractéristiques des deux
glycosyltransférases catalysant la premiére étape de glycosylation des deux principaux
groupes de glycoprotéines :

- nom de l'enzyme ou du complexe enzymatique (nom complet et son abréviation)

- donneur

- caracteristique de I'accepteur

- type de liaison formee

- compartiment d'action

- moment par rapport a la traduction protéigue
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