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Thème : L’optogénétique. 

 
L'optogénétique est un ensemble de stratégies expérimentales qui reposent sur l’utilisation de 
protéines photo-sensibles, les opsines, qui donnent aux cellules la propriété de capter et d’être 
activées par des signaux lumineux. En 2010, l’optogénétique a été élue méthode de l’année par le 
journal de recherche interdisciplinaire Nature Methods (2011 ; 8, 1) qui écrivait dans son éditorial : 
« Optogenetic technology is increasingly being applied in many laboratories around the world and 
across disciplines. The possible applications of optogenetics still have to be fully explored. We 
believe that the transformative effect of using light to modulate defined events in specific cells is on 
its way to great achievements and has the potential to illuminate unexplored avenues of science.” 
 
 
 
 

 
Organisation de l’épreuve 

L’épreuve est constituée de deux parties indépendantes. 

Celles-ci peuvent donc être abordées dans l’ordre de votre choix mais doivent toutes être traitées. 
Pour ce faire, le temps à consacrer à chacune des parties est conseillé ci-dessous. 

 Exercice  Durée conseillée 

 Synthèse  2 h 

 Analyse de documents  4 h 

  
Les formules semi-développées des 20 acides aminés sont en annexe.  

Les expériences présentées ont été reproduites plusieurs fois : les graphiques présentent la 
moyenne des résultats ainsi que l’écart-type sous forme de barres d’erreur. Les images et 
données brutes sont représentatives de l’ensemble des résultats obtenus. 
 
 
 
 
 
Lors de l’évaluation, les correctrices et les correcteurs attacheront une importance particulière à : 
 - la justification des raisonnements 
 - la clarté et la concision des réponses 
 - la qualité et la précision des illustrations 
 - l’orthographe, la grammaire et la présentation.  
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Synthèse 
 

 
 
 
 
 
 

Le potentiel de membrane 
 

Le potentiel de membrane est une propriété fondamentale de toutes les cellules vivantes. Vous 
expliquerez ses origines moléculaires, ses variations et ses rôles physiologiques. 
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Analyse de documents 
 

 
Structure et fonction d’opsines d’organismes unicellulaires. 

 
Les opsines sont des protéines sensibles à la lumière. Chlamydomonas reinhardtii est une algue verte 
unicellulaire, utilisée comme organisme modèle en biologie, chez laquelle on étudie une opsine, la 
channelrhodopsine-2 (CHR2).  
 

Figure 1 : Morphologie de C. reinhardtii. A. C. reinhardtii observée en microscopie électronique à balayage. B. Section 
fine de C. reinhardtii observée en microscopie électronique à transmission. 

Question 1 : Complétez la légende de la figure 1B (sur votre copie, attribuez une légende aux lettres 
a à i).  

 
Des scientifiques essaient de comprendre la fonction de CHR2. Ils/elles établissent son spectre 
d’absorption, puis la font exprimer par des cellules non photo-sensibles (des ovocytes de xénope) dont 
ils/elles mesurent les courants transmembranaires en réponse à des stimuli lumineux.  
 

 
Figure 2 : Sensibilité de CHR2 à la lumière. A. Spectre d’absorption de CHR2 entre 350 et 600 nm. B. C. Courants 
transmembranaires de cellules exprimant CHR2 illuminées à une longueur d’onde (λ) égale à 400 ou 450 nm. 
L’expérience est réalisée en voltage imposé à -100 mV (B) ou +40 mV (C). Le trait gris au-dessus des courbes indique la 
période d’illumination. Entre deux illuminations, les cellules sont laissées à l’obscurité. 
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Question 2 : 

2a : Quel paramètre mesure-t-on en voltage imposé ? 
2b : Analysez les figures 2B et 2C.  
2c : Quelle est la nature ou quelles sont les natures possible(s) de CHR2 ? 
 
On sépare ensuite différentes fractions cellulaires d’ovocytes témoins ou exprimant CHR2, puis on réalise un 
western-blot anti-Na+/K+ ATPase, anti-actine et anti-CHR2 (figure 3A). D’autre part, on analyse le profil 
d’hydrophobicité de CHR2 (figure 3B). 
 
 

 
 
Figure 3 : Caractérisation de CHR2 A. Western-blot anti-Na+/K+ ATPase, anti-actine et anti-CHR2 effectué sur des 
fractions cellulaires d’ovocytes témoins ou exprimant CHR2. Totale : fraction totale ; 1 et 2 : deux fractions cellulaires. 
B. Profil d’hydrophobicité de CHR2. Plus la valeur en ordonnée est élevée (proche de 1), plus la région analysée est 
hydrophobe. 
 
 
Question 3 :  

3a : Analysez et interprétez la figure 3A. 
3b : Analysez la figure 3B et proposez au moins deux organisations structurales possibles de CHR2.  
 
 
 
On cherche ensuite à caractériser les propriétés fonctionnelles de CHR2. On fait exprimer CHR2 à des 
ovocytes de xénope auxquels on impose un potentiel membranaire de -100 mV. Dans une première série 
d’expériences, on soumet les cellules à une illumination à 450 nm et on mesure le courant 
transmembranaire dans des solutions extracellulaires à pH 7,6 contenant différents ions à une concentration 
de 115 mM (Figure 4A-C).  
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Figure 4 : Propriétés fonctionnelles de CHR2 A. Amplitudes normalisées des courants transmembranaires mesurés sur 
des ovocytes de xénope exprimant CHR2 illuminés à 450 nm et placés dans des solutions extracellulaires à pH 7,6 
contenant 115 mM d’ions (AsNa : aspartate de sodium ; AsK : aspartate de potassium ; Nmg : N-méthyl-D-glucamine). 
B. Rayons ioniques des principaux ions utilisés.  C. Représentation de Fischer du Nmg. D. Courants transmembranaires 
d’ovocytes de xénope exprimant CHR2 et placés dans des solutions extracellulaires de NmgCl 115 mM et à différents 
pH. Le trait gris au-dessus des courbes indique la période d’illumination. 

Question 4 :  

4a : Analysez et interprétez les figures 4A-C.  
4b : Proposez au moins une hypothèse pour expliquer les résultats de la figure 4D.  
 
On identifie trois régions dans la protéine CHR2 (soulignées sur la figure 5A) qui pourraient avoir une 
importance fonctionnelle. Dans ces séquences, on mute quatre acides aminés (identifiés par des flèches sur 
la figure 5A) et on fait exprimer les protéines portant une de ces mutations par des ovocytes de xénope. On 
mesure alors le temps que met le courant pour atteindre un maximum (un pic) après le début d’une 
illumination à 450 nm (figure 5B) ainsi que le rapport de l’amplitude des courants en présence de KCl (IKCl) 
ou de NaCl (INaCl) dans la solution extracellulaire (figure 5C).  
 

 

Figure 5 : Caractérisation fonctionnelle d’acides aminés de CHR2. A. Séquence partielle de CHR2. Les régions 
identifiées sont soulignées. On mute les acides aminés surmontés d’une flèche. B. Temps pour atteindre l’amplitude 
maximale (le pic) de courant après illumination. « Sauvage » désigne la protéine CHR2 non mutée. La notation 
« S102D » indique que dans la protéine considérée, la sérine 102 est remplacée par un aspartate (cf. annexe). La même 
nomenclature est utilisée pour caractériser les autres mutations. C. Rapport des amplitudes des courants en présence 
de KCl (IKCl) ou de NaCl (INaCl) dans le milieu extracellulaire. 
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Question 5 :  

5a : Proposez, en le justifiant, un rôle possible des séquences identifiées dans la figure 5A dans la 
structure de CHR2.  
5b : Pourquoi a-t-on choisi de muter en particulier les acides aminés surmontés d’une flèche ? (On 
pourra s’appuyer sur les données de l’annexe.) 
5c : Analysez et interprétez les figures 5B et C.  
 
 
Question 6 : En tenant compte des réponses aux questions précédentes, formulez des hypothèses 
argumentées sur la fonction de CHR2 et son potentiel rôle adaptatif chez C. reinhardtii. 
 
 
On s’intéresse à une autre opsine appelée halorhodopsine (NpHR) chez l’archée halophile Natronomonas 
pharaonis. Comme pour CHR2, on établit son spectre d’absorption (figure 6A) puis on la fait exprimer par 
des ovocytes de xénope dont on mesure les propriétés électrophysiologiques (figures 6B et C). Dans les 
conditions expérimentales ci-dessous, les potentiels d’équilibre de K+, Na+ et Cl- sont respectivement de       
-60 mV ; +90 mV et -90 mV. 
 
 
 

 
 
 
Figure 6 : Sensibilité de la protéine NpHR à la lumière. A. Spectre d’absorption de la protéine NpHR entre 400 
et 700 nm. B. Propriétés électrophysiologiques d’ovocytes de xénope exprimant NpHR illuminés à une longueur d’onde 
de 595 nm. L’expérience est réalisée en voltage imposé à -60 mV. Le trait jaune indique la période d’illumination. 
C. Courants mesurés en voltage imposé à 0 mV ou à -60 mV.  
 
 
Question 7 :  

7a : Analysez et interprétez les figures 6A et 6B.  
7b : Quelle information supplémentaire apporte la figure 6C sur la nature possible de NpHR ? 
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Des opsines pour étudier les synapses. 
On fait exprimer les opsines CHR2 et NpHR par des neurones qu’on illumine par des impulsions lumineuses 
de durées variables et de longueur d’onde égale à 450 nm ou à 595 nm. Les potentiels membranaires en 
réponse à ces illuminations sont enregistrés (figure 7). 

 
 
Figure 7 : Potentiels de 
membrane de neurones exprimant 
CHR2 et NpHR, illuminés à 
450 nm ou 595 nm A. Potentiel de 
membrane d’un neurone 
exprimant CHR2 et NpHR illuminé 
à 595 nm. Le trait jaune indique la 
période d’illumination B. Potentiels 
de membrane de neurones 
exprimant CHR2 et NpHR 
illuminés à 450 nm (traits gris) 
pendant 3 ms (en haut), 10 ms (au 
milieu et en bas) et pendant 30 ms 
à 595 nm (trait jaune) (en bas).  
 

Question 8 :  

8a : Analysez et interprétez la figure 7. 
8b : Quels sont les avantages et les inconvénients d’utiliser de la lumière plutôt que des outils 
pharmacologiques ou électrophysiologiques pour moduler l’activité des neurones ? 

On s’intéresse aux synapses formées entre des neurones pré-synaptiques qui expriment CHR2 et des 
neurones post-synaptiques qui ne l’expriment pas. On mesure les courants membranaires au niveau post-
synaptique et on étudie l’effet d’un inhibiteur des récepteurs-canaux ligands-dépendants post-synaptiques, le 
NBQX, et d’un inhibiteur des canaux sodiques voltage-dépendants, la TTX. 

Figure 8: Courants 
transmembranaires de 
neurones post-
synaptiques contactés 
par des neurones pré-
synaptiques exprimant 
CHR2 et illuminés à 
450 nm. A. Illuminations à 
5 Hz ; 10 Hz ou 20 Hz. 
Les périodes 
d’illumination de 10 ms 
sont représentées par les 
traits horizontaux, qui ne 
sont pas à l’échelle. B. 
L’expérience est répétée 
en présence de NBQX ou 
de TTX. Les 
enregistrements obtenus 
après des illuminations à 
5 Hz, 10 Hz et 20 Hz sont 
identiques.  

Question 9 :  

9a : Analysez et interprétez la figure 8. Illustrez à l’aide d’un schéma la séquence d’évènements 
expliquant les résultats observés.  
9b : Quel est l’intérêt de tester différentes fréquences de stimulation ?  
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Après des stimulations répétées et intenses, on constate qu’il faut environ 4 secondes de repos à la synapse 
pour qu’elle récupère totalement ses propriétés. On cherche à comprendre les mécanismes en jeu dans 
cette récupération.  
Des neurones qui expriment CHR2 sont illuminés à 450 nm pendant 10 ms puis sont congelés à différents 
temps après le début de l’illumination (figure 9A) et enfin étudiés au microscope électronique à transmission 
(MET). Dans des expériences préliminaires, on enregistre les courants transmembranaires de ces neurones 
avant, pendant et après illumination (figure 9B). Dans un premier temps, on s’intéresse aux vésicules pré-
synaptiques de la zone active (figures 9C et 9D). On distingue deux types de vésicules : des vésicules dites 
« fixées » qui sont en contact avec la membrane et des vésicules dites « liées » qui sont à proximité de la 
membrane sans être en contact avec elle (figures 9C et 9D). Le nombre de ces deux types de vésicules est 
déterminé en fonction du temps après le début de l’illumination à 450 nm (figures 9E et 9F).  
 
 

 
 
Figure 9 : Analyse des vésicules pré-synaptiques de la zone active de neurones exprimant CHR2.  A. Schéma du 
protocole expérimental. B. Enregistrement représentatif du courant transmembranaire avant, pendant et après 
illumination à 450 nm d’un neurone qui exprime CHR2. La zone grisée indique le moment de l’illumination. C. Schéma 
d’une synapse. D. Exemples de vésicules fixées et liées dans une zone active observée en MET. E. Nombre moyen de 
vésicules fixées par zone active en fonction du temps après le début de l’illumination. F. Nombre moyen de vésicules 
liées par zone active en fonction du temps après le début de l’illumination. No stim : les vésicules sont dénombrées sur 
des neurones qui expriment CHR2 mais qui n’ont pas reçu de stimulation lumineuse. 
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Question 10 :  

10a : Quelle peut-être la différence fonctionnelle entre les vésicules fixées et liées ?  
10b : Quelle information apporte la figure 9B ? 
10c : Analysez et interprétez les figures 9E et 9F. Proposez au moins une expérience complémentaire 
utile à l’interprétation de l’expérience. 
 
 
 
En analysant les images de la zone active, on observe des structures appelées « puits » (figure 10A). Le 
diamètre et le nombre de ces puits sont mesurés en fonction du temps après l’illumination des neurones à 
450 nm (figures 10B et 10C). 
 

 
 
Figure 10 : Analyse des « puits » de la zone active. A. Portion d’une synapse observée au MET 15 ms après 
illumination. La flèche indique un « puits ». Les pointillés délimitent la zone active. PSD : Densité post-synaptique. B. 
Diamètre moyen des vésicules synaptiques et des puits. C. Nombre moyen de puits par zone active en fonction du 
temps après le début de l’illumination. La condition « no stim » correspond à des neurones qui expriment CHR2 mais qui 
n’ont pas reçu de stimulation lumineuse. 
 
 

Question 11 : Analysez et interprétez la figure 10. 
 
 
 
Dans les régions adjacentes à la zone active, on observe également des puits et des vésicules (figures 11A 
et 11B). On mesure leur diamètre (figure 11C) et leur nombre en fonction du temps (figure 11D). On réalise 
la même expérience en incubant les neurones en présence de ferritine, une protéine extracellulaire qui fixe 
du fer (figure 11B). 
 



	

BCPST ENS 2018 11 

 
 
Figure 11 : Analyse des puits et des vésicules dans les régions adjacentes à la zone active de neurones exprimant 
CHR2. Portion d’une synapse observée au MET à différents temps après illumination à proximité de la zone active en 
absence (A) ou en présence (B) de ferritine. Les pointillés délimitent la zone active. Les flèches indiquent les puits et les 
vésicules dans la zone adjacente à la zone active. C. Diamètre moyen des puits et des vésicules adjacentes à la zone 
active. D. Nombre moyen de puits dans la zone adjacente à la zone active en fonction du temps. La condition « no 
stim » correspond à des neurones qui expriment CHR2 mais qui n’ont pas reçu de stimulation lumineuse. 

Question 12 :  

12a : Analysez et interprétez la figure 11. 
12b : D’après les figures 10 et 11, estimez quantitativement la modification de la surface de la 
membrane plasmique 15 ms et 100 ms après illumination. Interprétez ces résultats. Précisez les 
limites de cette analyse.  
12c : Réalisez un schéma illustrant les résultats des figures 9 à 11. Les délais après illumination 
devront y figurer. 
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Des opsines pour soigner  

 
Dans la rétine, la lumière est détectée par les cellules de la couche granulaire externe (CGE), les cônes et 
les bâtonnets. La membrane de ces cellules est dépolarisée à l’obscurité et se polarise à la lumière. 
L’information est transmise aux cellules de la couche granulaire interne (CGI), puis aux neurones de la 
couche ganglionnaire (CGG) qui forment le nerf optique (figure 12A). Cette information visuelle est in fine 
traitée dans le cortex visuel.  
La rétinite pigmentaire est une maladie liée à des altérations des cellules de la CGE. On connaît au moins 
trois formes de rétinites appelées lente (Rl), rapide (Rr) ou sévère (Rs), pour lesquelles il existe des modèles 
chez la souris. On dispose de promoteurs spécifiques des cellules de la CGE et de la CGG (figure 12B). La 
figure 12C montre la structure de la rétine de souris Rl, Rr et Rs infectée par un virus exprimant la GFP sous 
le contrôle d’un promoteur spécifique. On teste des thérapies géniques sur les modèles Rl et Rr de souris en 
exprimant dans leur rétine les opsines étudiées précédemment ou la GFP. Pour évaluer les résultats de ces 
thérapies géniques, on illumine les souris et on mesure l’amplitude des courants dans les cellules de la CGE 
(figure 12D) ou dans les cellules de la CGG (figure 12E). On mesure également le potentiel membranaire 
des neurones du cortex visuel après illumination (figure 12F). Enfin, on place les souris dans une cage à 
deux compartiments dont l’un est à la lumière et l’autre à l’obscurité et on mesure le temps passé par les 
souris dans chaque compartiment (figure 12G). 
 
 

 
 
Figure 12 : voir légende page de droite. 
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Question 13 

13a : Analysez et interprétez les figures 12B et 12C. 
13b : Quel promoteur et quelle opsine a-t-on utilisé pour la thérapie génique de Rl et Rr ? Justifiez 
votre réponse. On pourra s’appuyer sur les résultats obtenus dans les figures précédentes. 
13c : Analysez les figures 12D à 12G et commentez l’efficacité de cette thérapie génique sur ces deux 
modèles de rétinite.  
13d : Proposez en la justifiant, une stratégie pour une thérapie génique de Rs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾¾ 
Figure 12 : Thérapie génique de rétinites pigmentaires chez la souris. A : Schéma de l’organisation de la rétine. B : 
Rétines de souris non atteintes de rétinite pigmentaire infectées avec des virus qui expriment la GFP (en vert) sous le 
contrôle des promoteurs hRod ou pCag, et colorées au DAPI (en blanc) qui marque tous les noyaux. Barre d’échelle : 20 
µm. C : Rétines de souris atteintes de rétinite pigmentaire (Rl, Rr ou Rs) infectées par un virus exprimant la GFP (en 
vert) sous le contrôle d’un promoteur spécifique, et colorées au DAPI (en blanc). Barre d’échelle : 20 µm 
D-E : Courants transmembranaires des cellules de la CGE (D), et des cellules de la CGG (E) en réponse à l’illumination 
de la rétine. F : Potentiels membranaires de neurones du cortex visuel en réponse à l’illumination de la rétine. G : Temps 
passé par les souris dans le compartiment lumineux (exprimé en pourcentage). WT : souris non atteintes de rétinite 
pigmentaire. Op, GFP : Souris atteintes de rétinites pigmentaires (RI ou Rr) infectées par des virus qui expriment le gène 
codant une opsine (Op) ou la GFP. 
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Des opsines pour contrôler le comportement  
 

 
Chez la drosophile, deux neurones appelés fibres géantes (FG) sont impliqués dans le comportement de 
fuite, caractérisé par des sauts et des battements d’aile. Leurs corps cellulaires sont situés dans la tête et 
leurs terminaisons synaptiques contactent les motoneurones qui contrôlent le saut (MS), ou les 
interneurones (IN) qui activent les motoneurones responsables du vol (MV) (figure 13A). On génère quatre 
lignées de drosophiles transgéniques dans lesquelles CHR2 est exprimée dans FG, dans (MS+MV+IN), 
dans un groupe de neurones proches de FG mais n’établissant pas de synapses avec ces derniers (NN), ou 
dans tous les neurones (lignée : « pan-neuronal »). Dans une des expériences, on décapite les mouches 
chez lesquelles CHR2 est exprimée dans (MS+MV+IN) juste avant de procéder à l’étape suivante. On 
illumine les animaux à 450 nm puis on filme leur comportement (figure 13B). On mesure le pourcentage de 
mouches qui s’envolent moins de 300 ms après l’illumination (figure 13C). 
  

 
Figure 13 : Comportement de mouches exprimant CHR2 dans différentes populations de neurones, après illumination à 
450 nm. A. Représentation schématique des neurones FG, IN, MV, MS et NN et de leur connectivité. B. Exemple de 
comportement d’une mouche exprimant CHR2 avant et après illumination à 450 nm. Barre d’échelle : 1 mm. C. 
Pourcentage de mouches qui s’envolent moins de 300 ms après illumination selon les neurones qui expriment CHR2. 
dec : les mouches ont été décapitées peu de temps avant l’illumination. 
 

Question 14 : Analysez et interprétez la figure 13. 

Question 15 : L’utilisation des opsines est à la base de l’optogénétique. En vous inspirant des 
résultats présentés ci-dessus, imaginez une ou plusieurs application(s) à cette technique.  
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Annexe : Formule développée des 20 acides aminés 




