EPREUVE D’EXERCICES D’APPLICATION 2003
ZONE NORD

EXERCICE N° 1 (40 points)
ENONCE

Apres injection intraveineuse d'une dose de 50 mg d'un médicament a un patient, les
concentrations plasmatiques suivantes ont été mesurées (en mg.L™") en fonction du temps
(en heures) :

Temps 0 :345

Temps 1h: 2,55

Temps 2h: 1,65

Temps 4h:0,75

Temps 8h:0,15

QUESTION NP° 1 : Tracer la courbe des concentrations en fonction du temps.

CADRE REPONSE
Toute information portée par le candidat en dehors du cadre de réponse ne sera pas prise en compte
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QUESTION N° 2 : Calculer:
a) la demi-vie d'élimination,
b) la clairance plasmatique totale,
¢) le volume de distribution.

QUESTION N° 3 : Le méme médicament est_ administré en perfusion intraveineuse (L.V.)
continue au méme malade.

a) Aprés quelle durée de perfusion, la concentration plasmatique sera-t-elle égale a 75 %"
de concentration a I’équilibre ?

b) Calculer la vitesse de perfusion nécessaire pour atteindre une concentration d'équi-
libre de 5 mg.L™.

EXERCICE N° 2 (40 points)

ENONCE

L'adipocyte, unité fonctionnelle du tissu adipeux, permet d'étudier le réle de diverses
molécules dans le stockage ou la mobilisation des lipides. La synthése et le stockage des
triglycérides sont contrélés notamment par l'insuline alors que la lipolyse (hydrolyse des
triglycérides) dépend des catécholamines. '

Des études de liaison de 3H-clonidine, un agoniste O-adrénergique, ont été réalisées
sur des fractions membranaires d’adipocytes humains (figure ci-dessous) : '

*H-clonidine liée 300 4
(femtomoles/mg
de protéines)

o e
wl /

1 3 5 10
3H-clonidine libre (nM)

QUESTION N° 1 : Déterminer graphiquement, & partir de la figure, I'ordre de grandeur de
la constante de dissociation et du nombre maximal de sites de fixation de la clonidine tritiée
vis-a-vis de ses récepteurs membranaires au niveau des adipocytes humains.

Le résultat d’études d’inhibition compétitive de la liaison 3H-clonidine, utilisée a la
concentration de 10 nM sur des fractions membranaires d'adipocytes humains, par plusieurs
ligands adrénergiques, est présenté sous la forme de leur Clg (concentration de molécule
qui inhibe 50 % de la liaison spécifique *H-clonidine).

Les agonistes Oi;-adrénergiques inhibent la lipolyse sur les adipocytes intacts en cuiture.
La CEg est la concentration de ligand adrénergique pour laquelle on observe une inhibition
de 50 % de I'activité lipolytique induite par la théophyliine.
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Le tableau ci-dessous présente les résultats des Cls et des CEsg obtenus.

Clgo(nM) CEgo(nM)

Clonidine 1 22
Tramazoline 5 10
Guanfacine 25 52
L-adrénaline 12 130
Yohimbine 12 pas d’effet
Méthoxamine > 10 000 > 50000
ARC221 5 000 10

QUESTION N° 2 : A l'aide des résultats présentés dans le tableau ci-dessus, comparer et
commenter les affinités et les activités O-adrénergiques et lipolytiques des différentes
molécules.

QUESTION N° 3 : Quel est le second messager impliqué dans la transduction du signal
consécutif a la liaison d'un agoniste sur les récepteurs O;-adrénergiques des adipocytes ?

EXERCICE N° 3 (40 points) |
ENONCE

Les acides pyruvique (a) et lactique (b) ont les formules suivantes :
‘(a) CH3 - CO - COOH (pK, = 2,50) (b} CHz - CHOH - COOH (pK, = 3,90)

QUESTION NP° 1 : Quel est I'acide le plus dissocié en solution aqueuse ?

QUESTION N° 2 : A pH = 740, quelle est la forme prédominante de chacun de ces deux
acides ?

QUESTION N° 3 : On mesure d’'une part I'absorbance a 340 nm d’une solution contenant
0,2 mL de solution de NADH, H* 56 millimolaire ajoutée 49,8 mL de solution tamponnée de
pH = 740, en fiole jaugée. L'absorbance est de 0,63 en cuve de 1 cm.

On mesure d’autre part I'absorbance a 340 nm d’une solution contenant 0,1 mL de solution
de NADH, H* 5 millimolaire, 0,1 mL de solution de NAD* 10 millimolaire, ajoutées 49,8 mL de
solution tamponnée de pH =740, en fiole jaugée. Labsorbance est de 0,315 en cuve de 1 cm.

~ a) Quels sont les coefficients d’absorption molaire de : NADH, H*? et de NAD*? Expliquer.

b) Le NADH, H* peut-il étre utilisé pour faire un dosage spectrophotométrique d'acide
pyruvique ou d'acide lactique ? Pourquoi ? Ecrire la réaction.

¢} Méme question pour le NAD*? Pouquoi?
d) Sion envisage une réaction enzymatique pour ce dosage, quelle enzyme utilise-t-on ?

QUESTION NP° 4 : On a pour but de doser I'acide lactique dans le sérum, en spectrophoto-
métrie; proposer un protocole de dosage et expliciter comment les mesures spectrophoto-
métriques conduiront au résultat de la concentration de |'acide lactique dans le sérum.
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EXERCICE N° 4 (40 points)
ENONCE

Dans le but de doser le cuivre dans une spécialité pharmaceutique, on éval_ue les cri.téres
de qualité d'une méthode d’analyse du cuivre par spectrophotométrie d'absorption atomique.

QUESTION N° 1 : Lors de I'étude de la répétabilité de la méthode, on mesure 12 fois
I'absorbance d’'une méme solution :

0,624 0,520 0,516 0,632 0,533 0,528
0,514 0,527 0,536 0,512 0,617 0,535

— Calculer la moyenne, I'écart-type et le coefficient de variation de |'absorbance.
_ Déterminer l'intervalle de confiance a 95 % de la moyenne de i'absorbance.

QUESTION N° 2 : Pour vérifier la linéarité de la méthode, on prépare 6 solutions étalons
dont les concentrations sont réguliérement espacées entre 0 et 1 mg/mL :

Concentration 0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
Absorbance 0,036 | 0,254 | 0,422 | 0,627 | 0,785 | 0,980

- Déterminer I'équation de la droite de régression qui décrit la courbe d’étalonnage.
- On admet que la fonction d'étalonnage peut étre considérée comme linéaire si le coeffi-
cient de corrélation est supérieur & 0,998. La méthode est-elle linéaire ?

QUESTION N° 3 : Afin de déterminer la limite de détection de la méthode, 10 mesures
d'absorbance sont faites, dans les mémes conditions que précédemment, pour le blanc
analytique : -

0,056 0,039 0,064 0,052 0,042
0,038 0,069 0,041 0,059 0,047

~ Calculer la moyenne et |'écart-type de I'absorbance pour le blanc.

- Calculer la valeur limite de I'absorbance qui est significativement supérieure a celle du
blanc (au risque 0,05). ,

- A quelle concentration cette valeur limite correspond-elie ?

QUESTION N° 4 : On réalise le dosage du cuivre dans un comprimé en utilisant deux
spectrophotomeétres d’absorption atomique (S1 et S2), les résultats des mesures d'absor-
bance sont les suivants :

Spectrophotometre | Nombre d’essais | Moyenne | Ecart-type estimé
S1 5 0,152 0,00735
S2 5 0,163 0,00864

Existe-t-il une différence significative entre les résultats founis par les deux appareils au
risque 5%?7?
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EXERCICE N° 5 (40 points)
ENONCE

On extrait 100 mL d'une solution aqueuse d’amine 2.10° M, & pH = 10,50, par 200 mL
d'un solvant organique S non miscible a I’'eau, le rendement de I'extraction est de 98,3 %.

QUESTION N° 1 : On agite jusqu’a I'obtention de I'équilibre 10 mL de cet extrait avec 10 mL
de solution de HCI 0,5 M. Quelle est, a I'équilibre, la concentration en amine de la solution

aqueuse ?

QUESTION N° 2 : Définir le coefficient (ou taux) de distribution D de I'amine entre l'eau et
le solvant organique S. Etablir la relation existant entre D, le coefficient de partage P, le K,
de I'amine et la concentration en protons de la solution.

QUESTION N° 3 : Sachant qu’a pH = 6,50 le rendement, initialement de 98,3 %, devient
36,40 %, quelles sont les valeurs des taux D pour chacun de ces 2 pH?

QUESTION NP° 4 : Quelle est la valeur du pK, de I'amine ?

QUESTION NP° 5 : Quet! est le coefficient de partage P solvant/eau de I'amine ?
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EPREUVE D’EXERCICES D’APPLICATION 2003
PROPOSITIONS DE REPONSES®”

ZONE NORD

EXERCICE N° 1 (40 points)

QUESTION N° 1:
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" QUESTION N° 2

-~ a) Graphiquement : T1/2=1,8h
(La régression linéaire entre LnC et temps permet également d’obtenir ce résultat). _




QUESTION N° 2 {suite]:

b) ASC (aire sous la courbe des concentrations) = Cinitiale = S
Ke . Ke
_ Ln2 - 0,693 _ -1
avec K = _T1/2 = _1,8 =0,385 h

Co = 3,45 mg.L"!

ASC = 8,96 mg.L"".h
{La méthode des trapézes et extrapolation a l'infini peut également étre appliquée).

Dose
Cl=——=5, .h!
= =558Lh
Dose Cl
¢) Vyms————o-—=1451L —= 14,
) Vo= Cintiate.~ 140! »(°”|<. 45L)
QUESTION N° 3:

a) Le temps pour atteindre 75 % de concentration a I'équilibre, tys«, st égal & 2 x T1/2.
Cette valeur peut &tre retrouvée en résolvant :

0,75 Css = Css (1 - 0™75%) d'0li tysy, = 2 T1/2
tisu=36h.

b) R, = Css x Cl
Ro = 5 x 5,58 = 27,9 mg.h\.

EXERCICE N° 2 (40 points)

QUESTION N° 1:
Bmax 65t de I'ordre de 200 fmoles/mg de protéines; Kp est de {'ordre de 1,5-2 nM.

QUESTION N° 2:

Le rapport des valeurs obtenues avec la clonidine (molécule de référence), la tramazolil
et la guanfacine vis-a-vis de leur affinité (Clso) pour les récepteurs O;-adrénergiques et (
leur activité lipolytique (CEso) est identique (Clso/CEso de |'ordre de 0,5). Ces 3 molécul
peuvent étre considérées comme des agonistes O-adrénergiques.

Commentaire :

La L-adrénaline, hormone endogéne, est moins active sur les cellules intactes que |

laissent présager les études de liaison sur les préparations membranaires.

Trois hypoth#ses complémentaires peuvent rendre compte de ce résultat :

1) cette molécule est un agoniste o,-adrénergique moins puissant que les trc
précédents (agoniste partiel), '
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2) elle est plus dégradée dans le milieu de culture,

3) elle est plus rapidement internalisée par endocytose.

Dans les 2 derniers cas, les concentrations de L-adrénaline susceptibles d’activer le
récepteur sont diminuées sur des adipocytes intacts.

La yohimbine est affine pour le récepteur O,-adrénergique mais son activité lipolytique
est nulle. Les propriétés de cette molécule rappellent celles d’un antagoniste Ol;-adréner-
gique et n‘inhibe pas la lipolyse au niveau des adipocytes.

La méthoxamine n’a ni affinité pour ce récepteur ni activité lipolytique sur ce modele.

L'’ARC221 ne se lie pas au récepteur Ol,-adrénergique sur des préparations membra-
naires mais présente une activité lipolytique sur cellules intactes. L'action lipolytique de cette
molécule implique donc vraisemblablement un mécanisme différent de l'activation d’un
récepteur Ol,-adrénergique. (On pourrait éventuellement supposer qu'il s’agit d’un pseudo-
promédicament qui serait activé dans le milieu de culture ou au sein des cellules intactes.)

QUESTION N° 3:

Les agonistes O.-adrénergiques des adipocytes sont, comme tous les récepteurs
adrénergiques couplés & une protéine G qui, dans le cas présent, est une protéine Gi qui
implique I'activité de I'adénylate cyclase. :

Le second messager est donc ’AMPc dont les concentrations intra-adipocytaires dimi-
nuent consécutivement a la liaison d’un agoniste O sur ses récepteurs. La théophylline est
un inhibiteur de la phosphodiestérase qui dégrade I’AMPc.

-

EXERCICE N° 3 (40 points)

QUESTION N° 1:

L'acide dont la valeur de pKa est la plus faible, donc I'acide pyruvique, est I’acide le plus
fort, donc le plus dissocié dans l'eau.

QUESTION N° 2:

base
acide .

ApH=7,40 pH =pK +log

Que ce soit (1) ou (2) c’est la base qui prédomine; pKa + 2 étant < 7,40 dans les deux cas.

QUESTION N° 3:

0,2x5.10°°
10

a) La solution de NADH, H* a pH = 7,40 de concentration : =10"*M a une

absorbance de 0,63 en cuve de 1cm
EMNADH, H* = 0,63.104 = 6300 L.mot'.cm™

La solution a une concentration en NADH, H* de 5.10°M et 107*M en NAD",
I’absorbance = 0,315 = £y napH, H+ 5.107% + Emnap 107
Emnap = 0 le NAD* n‘absorbe pas & 340 nm.




b) Il existe une réaction possible d’hydrogénation de I'acide pyruvique en acide lactique,

c)

en presence de NADH, H* selon la réaction suivante :
CH3 - CO - COOH + NADH, H* < CH3 - CHOH - COOH + NAD*

La réaction est réversible. - '

Le NADH, H* permet de doser I’acide pyruvique. Le NAD* permet de doser I'acide
lactique.

La diminution de I'absorbance d‘une solution d’acide pyruvique en présence de
NADH, H* permet de doser I'acide pyruvique.

Le NAD* n’absorbe pas, I'apparition d’une absorbance & 340 nm montre "oxydation
de I’acide lactique (avec formationrsimultanée de NADH, H*).

d) LaL.D.H. (lacticodéshydrogénase). -

QUESTION N° 4:

Le dosage de I'acide lactique nécessite I'addition de NAD* qui n"absorbe pas 4 340 nm.
On mélangera : sérum, tampon pH 7,40, NAD* et lacticodéshydrogénase.

La disparition de I'acide lactique s’accompagne de I'apparition de NADH, H* absorbani
a 340 nm. On peut effectuer le dosage en point final : I'absorbance augmente pendant
le dosage : 1 mole d'acide lactique entraine la formation de 1 mole de NADH, H*.

Laugmentation AA & 340 nm, de I'absorbance est proportionnelle a la concentration en
acide lactique.

On peut également proposer une mesure en cinétique : AA/min = KC pour la méme
raison. ‘

EXERCICE N° 4 (40 points)

QUESTION N° 1:

; - 2
- Lamoyenne: m = %‘ = 0,56245, I'écart-type : s = v Z—‘:—_%’ = 0,00855

le coefficient de variation : CV = ni'\ =1,6%

= Lintervalle de confiance de la moyenne : d.d.l = 11,t, = 2,201

Vh Vn

I =[m —ty—:m+ ta-i]= [0,519;0,530]
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SUESTION N° 2:

-3:cul de I'équation de la droite de régression : y = ax + b = 0,931 x + 0,0517

- = absorbance et x = concentration de I'étalon

calcul de la pente : a = covix v} = Y. 23Y = 0,931
S0z (Tx)?

Calcul de I'ordonnée a I'origine : b =¥ — aX = 0,0517
= 0,052

On calcule le coefficient de corrélation entre les deux variables x et y:

r= DYDY SN = 0,999
Vs - (Sx)2 VoZyi - (Zy)?

La méthode peut étre considérée comme linéaire r > 0,998

QUESTION N° 3:

La moyenne de 'absorbance pour le blanc : ¥, = 0,0607

‘ \/ x —m)?
L'écart-type de la réponse pour le blanc: s = Z(n-_1)= 0,0110

La limite est: yip =¥ +t,s = 0,0709 (d.d.l =9,t, = 1,833)

La concentration : LD = yLDa_ b _ 0,02 mg/mL oulD= %

Q@UESTION N° 4:

Comparaison des moyennes : échantillons indépendants (n < 30)

Ho(l1 = Mol /Hq(pLy = o)
Y
O=5%,d.d.l=8;t,= 2,306;Sp = 2 = 0,00802

Imq - m,|

Lt 2,17 < 2,306 = les deux spectrophotometres S1 et S2 donnent des
sp\li ' ’ - réponses identiques.
n .
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EXERCICE N° 5 (40 points)

QUESTION N° 1:

100 mL de solution a 2.102M correspond a 0,20 mmol d’amine.

Rendement 98,3% — 0,1966 mmol d’amine passe dans les 200 mL de solvant organique
La concentration de I'extrait organique est de 0,983.102M.

Dans HCI 0,5 M toute I'amine est transformée en chlorhydrate.

L'extraction est de 100 %.

La concentration de I'amine dans la phase aqueuse est de 0,983.102M (I'amine y éé
sous forme de chlorhydrate).

QUESTION N° 2:

Par définition, le coefficient (ou taux) de distribution D est le rapport, a I'équilibre, de |
somme des concentrations d’un soluté s, sous toutes ses formes dans un solvant S et |
somme des concentrations du soluté s, sous toutes ses formes, dans l'eau.

" (RNH,  (RNHy) P

D= = D=
(RNH:)Q + (RNH;)O RNH,) (1 +(H30+)) (1 +(H30 ))
( 2de{1+—— 4 K
OUESTION N° 3:
Le rendement = ——s——
qté totale
apH=10,5
2D,
0,983 = D,=289
'9 1+ 201 !
a pH=6,50
0,364 = —202 D, = 0,286
1+ 2Dz ,

"QUESTION N° 4:

Ka =‘10—8‘5 pKa = 8,5

QUESTION N° 5:

’ -10,5
P =289 (1+1° )=29,2
10-88
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