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Éléments de corrigé
	Q1.
	La recherche du virus s’effectue directement sur un prélèvement de tissus infecté ; le virus pénètre dans les cellules cibles et lors de la phase d’éclipse, n’existe plus sous forme de virion mais sous la forme de son ADN, seul élément viral alors détectable.

Pénétration du virus - étapes clés à décrire : 

- Fixation du virus à des récepteurs membranaires spécifiques

- Invagination de la membrane en puits recouverts de clathrine 

- Internalisation du virus dans une vésicule d’endocytose recouverte

Phase d’éclipse

- La phase d’éclipse est une phase silencieuse = pas de virus détectable.

- Elle comporte la transcription et la traduction des protéines virales et la réplication du génome viral.

	Q2
	La PCR (b) se réalise par cycles de trois étapes:

1 : dénaturation thermique de l’ADN double brin en ADN simple brin (>90°C)

2 : hybridation des amorces sens et antisens biotinylées sur l’ADN sb (≈50°C)

3 : élongation d’un fragment d’ADN de 450 pb par Taq pol thermorésistante à partir des amorces (72°C).

(On n’exigera pas la distinction des amorces et des ADN de HPV et des contrôles)

Schéma possible.

	Q3
	- Le contrôle interne permet de vérifier la présence d’ADN et donc de valider les étapes d’extraction et d’amplification de l’ADN de l’échantillon (présence de bandes au niveau de High et Low globin).

-On attend ici 4 bandes (2 contrôles, 2 échantillons). 
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	Q4
	- Étapes du cycle cellulaire : G1 préparation à la phase S (augmentation du métabolisme) ; S : réplication de l’ADN ; G2 augmentation du volume cellulaire ; M : mitose (G0 et interphase non attendus).

- Points de contrôle : entre G1 et S (fin de G1) et entre G2 et M (fin de G2).

- Anti-oncogènes p53 et pRb : gènes codant des protéines qui inhibent la prolifération au point de contrôle G1/S, encore appelés gènes suppresseurs de tumeur (s'ils sont altérés, ils peuvent perdre leur activité, la prolifération n'est plus freinée et devient anarchique).

- E6 et E7 sont des protéines virales qui séquestrent les protéines p53 et pRb, la fonction inhibitrice de p53 et pRb s’en trouve altérée (démarrage du processus de transformation) : perturbation de la régulation du cycle cellulaire (prolifération cellulaire anarchique).

	Q5
	Perte d’inhibition de contact / immortalisation (multiplication indépendante de l’ancrage et moindre dépendance en facteur de croissance, prolifération infinie).

	Q6
	Le vecteur présenté est une molécule d’ADN, circulaire, contenant le gène codant pour la protéine d’intérêt HPV 16 L1. Transféré dans une cellule, ce plasmide sera répliqué et maintenu (présence d’une origine de réplication et d’un gène marqueur) et la protéine « exprimée » (présence d’un promoteur).

	Q7
	Enzymes de restriction EcoRI et SalI coupent l’ADN du vecteur (extrémités cohésives) pour y introduire le gène HPV16 L1 préalablement coupé par les mêmes enzymes.

L’usage des 2 enzymes permet d’orienter le gène. Une ligase permet de refermer le vecteur avec l’insert.


	Q8
	C’est un milieu de sélection des levures transformées. Le milieu ne contenant pas d’uracile, seules les levures contenant le vecteur et contenant le gène URA3 pourront synthétiser de l’uracile et donc survivre dans ce milieu (vecteur contenant l’insert ou non).

	Q9
	Centrifugation en gradient de densité ou centrifugation zonale : au cours de la centrifugation, les constituants de l’extrait cellulaire à purifier sont séparés en fonction de leur densité (ou forme ou taille) car ils possèdent une vitesse de déplacement différente dans le gradient. Les VLP, d’une taille attendue de 50nm, sédimentent dans les couches assez denses du gradient. Cette méthode est préparative.

	Q10
	D’après l’échelle indiquée sur le champ microscopique, on peut estimer la taille des VLP à environ 50 nm, ce qui est conforme à la taille des virions HPV.

	Q11
	MET avec coloration négative (sels de métaux lourd) : permet l’observation d’objets de très petites tailles (limite de résolution de qques nm), contrastés (métaux lourds colorant les composés hydrophiles, opaques aux électrons).

	Q12
	VLP = Ag fixés / caséine de lait pour saturation de la plaque / Ac humains anti-VLP (Ac primaire fixé sur VLP par paratopes) / Ac (de chèvre) anti- Ac humains marqués par la peroxydase (Ac secondaire conjugué) fixés sur l’immuncomplexe.

	Q13
	Ce réactif permet la saturation des cupules.

Évite l’adsorption non spécifique des Ac sur le support.

	Q14
	- Le contrôle négatif (sérum HPV 16/18 négatif) vérifie l’absence de fixation non spécifique du conjugué : pas d’Ac anti-HPV donc pas de fixation du conjugué, donc absorbance nulle ou faible.

- Le contrôle positif (sérum HPV 16/18 positif) vérifie l’efficacité de la méthode de dosage avec obtention d’une absorbance forte.

	Q15
	On observe que la production d’Ac anti HPV 16 et anti- HPV 18 après vaccination par le vaccin bivalent est supérieure à celle obtenue avec le vaccin tétravalent (titres 1000 > 400).

La production d’Ac est aussi plus durable après vaccination par le vaccin bivalent car après 48 mois, on observe des titres plus élevés d’Ac anti-HPV 16 et 18 (titres de 150 > 100).

On peut donc en conclure que l’adjuvant AS04 est plus efficace pour stimuler la réponse immunitaire humorale que l’hydroxyde d’aluminium.


Barème  et corrigé sujet sur le paludisme
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