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INTRODUCTION



I1 est bien connu que la résistance de membrane (Rm) des

muscles de crustacés est trés inférieure 3 celle des muscles de

vertébrés alors que la capacité membranaire (C_) apparait plus forte.

)
De nombreux travaux relatifs a 1'ultrastructure de ces muscles met-
tent en évidence 1'existence d'un important réseau interne de tubules
résultant d'invaginations de 1a membrane externe et contribuant, de
ce fait, aux propriétés électriques des fibres.

Les résultats concernant les valeurs des caractéristiques
é]ectrophysio]ogiques de 1a membrane de la fibre musculaire de crabe
se révélent tras différents selon les auteurs. Ainsi, les valeurs
obtenues peuvent étre classées en deux catégories : la premiére donne
une Rm de 100 & 300 Qcm2 et une capacité membranaire d'environ
40 uF%cmz, la seconde montre que 1la Rm peut étre beaucoup plus impor-

tante;: 1000 & 2000 Qem?

et 1a C_ plus faible : 1 & 10 uF/cn’. Ces
derniéres valeurs de Rm et Cm seraient proches de celles mesurées sur
les f%bres musculaires de grenouille.

Le fait qu'il existe deux valeurs possibles pour chaque
caractéristique membranaire résulte de 1'estimation faite de la sur-
face membranaire. Cette surface dépend de 1'étendue des invaginations
a 1'intérieur de la fibre et sa détermination est le facteur expli-
quant les deux groupes de mesures obtenues. En effet, certains auteurs
ne considérent que la portion de membrane en surface, d'autres, par
contre, tiennent compte, au moyen de photographies de microscopie

électronique, de son extension 3 1'intérieur de la fibre. C'est

pourquoi nous avons évalué, dans une premiére partie, la résistance



de membrane et son inverse, la conductance (Gm), et enfin, la capacité
membranaire d'une fibre au repos en "conditions normales" c'est-a-dire
placée dans une solution physiologique de composition ionique appro-
priée, compte-tenu des concentrations ioniques internes de la fibre.
Dans notre cas, une correction de la surface due aux invaginations

n'a pu étre faite, aussi avons-nous comparé nos résultats a ceux

déja obtenus dans des conditions identiques. Ces valeurs absolues de
la résistance de membrane et de la conductance ont été réalisées afin
de pouvoir préciser, a la fin de ce travail, 1'importance quantita-
tive de chague conductance ionique.

Pour établir ces calculs, i1 convient de déterminer, dans
une deuxiéme partie, quels ions sont responsables du potentiel de
membrane et de la résistance électrique de Ta fibre. Ceci est possi-
ble en enregistrant les variations de ces deux derniéres caracté-
ristiques lors de modifications de 1la concentration de tel ou tel
ion dans la solution externe. Connaissant alors 1a nature des ions
participant au potentiel de membrane et a& Ta conductance membranaire,
nous avons pu évaluer 1a contribution de chacun & cette conductance.

Enfin, nous avons essayé de préciser les voies de passage
de ces ions & travers la membrane. I1 existe en effet deux possibi-
lités, compte-tenu de 1'ultrastructure de la fibre : un ion peut soit
traverser la membrane au niveau sarcolemmique d& la surface de la
fibre, soit passer a travers la membrane du systéme tubulaire, en

admettant que 1'influx et 1'efflux pour chaque ion puisse se situer

a des niveaux différents. Le moyen d'investigation que nous avons



choisi est 1'observation de 1'influence sur les propriétés électri-
ques de 1a fibre, des ions H™ dont 1'action sur des sites membranai-
res de surface a été démontrée. Cette étude s'est trouvée complétée,
dans la discussion, par 1'ensemble de nos résultats relatifs aux
variations électrophysiologiques produites par des modifications des
concentrations ioniques externes, et présentés sous forme de courbes
voltage-courant montrant les propriétés rectificatrices de la membra-

ne.



HISTORIQUE



I°) CARACTERISTIQUES MEMBRANAIRES

Les potentiels électriques cellulaires sont dus d& 1'exis-
tence de piles constituées par le systéme : milieu extracellulaire,
membrane cellulaire, milieu intracellulaire. La membrane constitue
donc un des &léments de ce systeme et est douée de perméabilité plus
ou moins forte, voire sélective, vis & vis des substances suscepti-
bles de la traverser et en particulier des ions. Ses propriétés

électriques passives peuvent étre représentées par le schéma suivant :

(figure 1) :

miljeu

exteneurI Fe
~ - VWV VVVV VWV

membrane 'm __]-J_ Cm _1]. _;L
L .

milieu == VWV~ VVVV VVVV

interieur r

Figure 1 : Schéma électrique de La membrane
no, R.o: nE@sdstances extra et intracellulaires par
wute de Longueur
e nésistance et capacité de La membrane en

un point.

Nous remarquons que la membrane présente une résistance



P €N un point (ou Rm par unité de surface = résistance spécifique),
capable de s'opposer au passage des substances ou au contraire de le
faciliter.

De trés nombreuses mesures de résistance de membrane ont
été effectuées aussi bien sur les muscles de vertébrés que sur les
muscles d'invertébrés. Deux types de résultats apparaissent d partir
des différentes valeurs obtenues. La Rm des fibres d'invertébrés et
notamment des crustacés est généralement considérée comme faible, de
1'ordre de quelques centaines d'ochms cm2 alors que la Rm relevée par
exemple sur la fibre musculaire du couturier de grenouille est

2

d'environ 2500 Qcm~ (JENERICK 1953) ou 2800 (ADRIAN et FREYGANG

1962 a) a 4000 Qem? (FATT et KATZ 1951). Pour les fibres musculaires
de crustacés, FATT et KATZ (1953) trouvent 100 & 200 Qcm® sur les
fibres de Carcinus maenas et de Portunus depurator et HAYS, LANG et
GAINER (1968) obtiennent 465 + 27 szcm2 pour le crabe bleu Callinectes
sapidus.

Inversement, 1a capacité membranaire de la fibre musculaire
d'invertébrés est trés élevée (FATT et KATZ 1953, ATWOOD 1963, FALK
et FATT 1964). Ces auteurs donnent une valeur moyenne de 40 uF/cm2
pour la fibre musculaire de crabe. HAYS, LANG et GAINER (1968)
obtiennent une valeur identique (36,9 *+ 8,4 uF/cmZ) c'est-a-dire
environ 5 fois plus forte que celle mesurée sur la fibre musculaire
du couturier de grenouille (FATT et KATZ 1951).

Ces résultats apparemment surprenants peuvent se comprendre

si 1'on considére que la membrane externe de ces fibres émet d'impor-



tantes invaginations vers 1'intérieur, formant un systéme complexe
de canalicules ouverts sur le milieu extérieur. Cette structure,
maintenant hien connue, a été décrite notamment & propos de la fibre
musculaire de grenouille par PAGE (1964), HUXLEY (1964), PEACHEY
(1965 a) et ENDD (1966). Si *a fibre musrculaire de crabe présente le
méme type de structure, des différences apparaissent dans 1'abondance
et la distribution des membranes. En effet, les invaginations de la
membrane sont particuliérement développées et profondes comme 1'ont
observé PEACHEY et HUXLEY (1954), ATWOOD (1963-1965) et PEACHEY (1967).
Ce dernier auteur démontre que les replis du sarcolemme de la fibre
musculaire de Carcinus maenas sont trés importants comparés a ceux
de Ta fibre musculaire de arenouille et qu'il existe en outre deux
systémes séparés de structures tubulaires : Z et A ainsi appelés a
cause de leur localisation respective prés des lignes Z et a 1'ex-
trémité de chaque bande A. Seules, les invaginations A sont &troite-
ment Tiées au réticulum sarcoplasmique formant ainsi une structure
en diades déja signalée par PEACHEY et HUXLEY (1964). Celle-ci se
retrouve également chez les Arthropodes mais différe des structures
en triades, généralement rencontrées chez les vertébrés. En outre,
les invaginations ne traverseraient pas seulement la fibre transver-
salement comme cela se produit pour le muscle squelettique de gre-
nouille, mais bifurqueraient & angle droit, s'étendant longitudinale-
ment, parallélement aux myofibrilles (MELVIN et HESS 1967).

La corrélation entre cette abondante structure membranaire

interne et les mesures des caractéristiques Rm et Cm de la membrane



apparait de facon indéniable grace aux travaux de SELVERSTON (1967)
sur les fibres de Balanus nubilus et de Carcinus maenas et grdce aux
travaux d'EISENBERG (196%) et de PEACHEY (1967) sur Tles fibres de ce
dernier animal. Ces auteurs demontrent gque Tes mesures de Cm varient
considérablement si 1'on considére que la surface de la membrane est
représentée soit par la portion de membrane entourant la fibre, soit
par cette méme surface augmentée de la surface des invaginations
internes. FALK et FATT (1964) estiment en effet que la plus grande
partie de Cm est localisée au niveau des cloisons membranaires du
systéme tubulaire transverse (STT). Ainsi, une relation existerait
entre la quantité de membrane du STT et la valeur de la Cm totale. En
faisant une estimation de 1'augmentation de surface provenant des
tubules, PEACHEY (1965 b) calcule que Ta valeur de Cm est voisine de
1 uF/cm2 et EISENBERG (1965) obtient 9 uF/cmz. SELVERSTON (1967)
effectue une évaluation de Cm avant et aprés correction de 1a surface.
(Cette correction est réalisée a partir de photographies de coupes
transversales en microscope électronique). I1 trouve alors respecti-
vement 50 et 5,7 uF/cmz. 11 semble donc important de remarquer que

la détermination de caractéristiques membranaires est 1iée a 1'ul-
trastructure de 1a fibre considérée et tout particuliérement & la

quantité de membrane.

I1°) INFLUENCE DES IONS MONOVALENTS (Na', K*, €17) SUR LE POTENTIEL

DE REPOS ET LA RESISTANCE DE MEMBRANE

Nous avons signalé que la membrane est perméable & de



nombreuses substances. Ainsi, il existe une différence de potentiel
de part et d'autre de cette membrane, c'est-d&-dire entre le milieu
extérieur & 1a fibre et son milieu intérieur, résultant de concen-
trations ioniques différentes. Cette différence est appelée poten-
tiel de membrane (P.M.) correspondant, quand la fibre n'est pas
excitée, au potentiel de repos (P.R.).

L'une des premiéres théories expliquant Te mécanisme de la
distribution des ions et du potentiel de membrane pour les fibres
musculaires est la théorie de GIBBS-DONNAN présentée par BOYLE et
CONWAY (1941). Ces auteurs démontrent que la distribution des ions
K" et €17 de part et d'autre de la membrane suit 1'équilibre de
DONNAN.

Si le potassium et le chlore sont bien distribués passive-
ment le potentiel de membrane V, dans les conditions d'équilibre,
peut alors étre représenté par 1'équation de NERNST :

L T I

V = — Log = — Log

LI (S PO I A

équation dans laquelle n, R, T, F, représentent respectivement 1la
valence de 1'ion, la constante des gaz parfaits, la température
absolue et la valeur du Faraday. [K]e et [K]1 sont les concentrations
ou plus exactement les activités des ions K" a 1'extérieur et a
1'interieur de 1a fibre, (€1, et [c1], celles des ions €17 a
1'extérieur et & 1'intérieur de la fibre.

HODGKIN et HOROWICZ (1959) démontrent, sur le couturier de



grenouille, qu'il existe bien une telle relation Tinéaire entre
1'amplitude du P.R. et Te logarithme de la concentration extracel-
lulaire du potassium et du chlore. Cette relation n'est plus linéaire
pour les faibles concentrations potassiques externes, impliquant dans
ces conditions la participation d'autres ions au P.R. et principale-
ment du sodium (ADRIAN 195¢ ; HODGKIN et HOROWICZ 1959). JENERICK
(1953), ADRIAN (1959) et HODGKIN et HOROWICZ (1959) appliquent alors
1'eéquation déduite de la théorie du champ constant (GOLDMAN 1943)
aux fibres musculaires de grenouille. Cette équation rend parfaite-
ment compte du potentiel de membrane méme lorsque les concentrations
des ions de part et d'autre de la membrane ne constituent plus un
état d'equilibre.

La membrane peut & partir de ces considérations étre repreé-

sentée selon le schéma suivant : (figure 2).

Exterieur

— RNaé R 3 RCS

Interieur

Figure 7 @ Circudit electrique montrant La contribution

des Lons au potentiel de membirane.
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La participation sodique au P.R. est néanmoins trés faible
et décelable, comme nous 1'avons mentionné, uniquement lorsque {k@e
est réduite. En outre, des variations de 1a concentration du chlore
externe ne produisent un déplacement du P.R. que de facon passagére
et le potentiel de repos est constamment contrdlé par le flux potas-
sique. HODGKIN et HOROWICZ (1959) signalent en effet que le P.R. est
le méme aprés un certain délai, que !ET?E soit normale ou nulle. Le
P.R. résulterait essentiellement de la distribution des ions K* et
€1~ selon leur gradient électrochimique (HARRIS 1963) et 1'étude de
1'influence de ces ions sur le P.R. et la Rm montre qu'aucune modi-
fication ne se produit @ la suite de transport actif (JENERICK 1953).

A propos des mouvements.du sodium, la faible perméabilité
de repos de la membrane du couturier de grenouille vis d vis de cet
ion ne permet qu'un T1éger flux passif entrant d'ions Nat. Par contre,
1'extrusion du Na serait, selon CALDWELL (1968) un processus actif,
indépendant des autres flux ioniques actifs ou passifs et 1ié seule-
ment & 1'existence d'une barriére d'énergie suffisante pour permettre
T'efflux sodique (CONWAY, KERNAN et ZADUNAISKY 1961). Selon d'autres
auteurs, la sortie de Na+ pourrait dépendre des mouvements de K*
(ADRIAN et SLAYMAN 1966) ou bien méme des mouvements de C1~ (MULLINS
et FRUMENTO 1963).

Enfin, HUTTER et NOBLE (1960), ADRIAN (1961) précisent,
pour la fibre musculaire du couturier de grenouille, que le flux de
potassium est insuffisant pour expliquer la valeur de la conductance

membranaire et que des variations de concentration du chlore extra-



. . [
cellulaire ont plus d'effets que des variations équivalentes de K

‘e
La valeur de la conductance membranaire est T1iée a des courants de

K" et €17 sensiblement égaux d'aprées JENERICK (1953). HUTTER et NOBLE
(1960), ADRIAN et FREYGANG {1962 a) établissent que le flux de C1~
rend compte des deux tiers de la conductance membranaire. En fait,

les importances relatives de la conductance au chlore GC] et de la
conductance potassique GK dépendent de la fibre musculaire considé-
rée. En effet, sur le muscle lisse de mammifére, la conductance
membranaire résulte essentiellement du mouvement des ions C1~
(BURNSTOCK et STRAUB 1958) alors que la membrane du tissu cardiaque

a une conductance potassique supérieure & la conductance au chlore
(HUTTER et NOBLE 1961). Des différences comparables sont relevées

chez les animaux marins : le potentiel de repos des fibres musculaires
d'ETasmobranches dépend principalement de la différence de concentra-
tions des ions C1~ entre 1'intérieur et 1'extérieur et la conductance
membranaire de ces fibres est essentiellement représentée par GC]

tandis que GK est le facteur déterminant pour les fibres musculaires

des poissons téléostéens (HAGIWARA et TAKAHASHI 1967).

En ce qui concerne la fibre musculaire de crabe, la méme
importance est généralement attribuée aux mouvements des ions k* dans
le maintien du P.R. (SHAW 1955 a, b. — HAYS, LANG et GAINER 1968).
Ces auteurs trouvent également une relation lingaire entre 1'ampli-
tude du P.R. et le logarithme de iK;e sauf pour les faibles concen-

. . . . + - .
trations potassiques externes. Ainsi les ions K et C1 seraient,
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pour les fibres musculaires de crustacés, comme pour la fibre muscu-
laire de grenouille, distribués passivement. Ces mouvements ont été
décrits notamment par SHAW (1955 a) pour la fibre musculaire du
crabe Carcinus maenas, par RICHARDS (1969) pour la fibre du crabe
Maia squinado et par GAINER et GRUNDFEST (1968) pour la fibre du
homard Homarus americanus. Plus particuliérement sur la fibre mus-
culaire de Carcinus maenas, SHAW (1955 a, b) considére comme vala-
ble le concept de 1'équilibre de Donnan concernant la distribution
des ions de part et d'autre de la membrane. Cependant cet autéur
constate également que 1'équation de Nernst ne s'applique pas quand
la concentration externe de K est faible. De méme HAYS, LANG et
GAINER (1968) sur la fibre du crabe Callinectes sapidus admettent
que les valeurs du P.R. correspondant a différentes concentrations
externes de sodium, chlore ou potassium (K+ en excés) sont en accord
avec les valeurs prévues par 1'équation traduisant un équilibre de
Donnan. La seule divergence intervient 13 encore lorsque les con-
centrations potassiques extracellulaires sont faibles. Le fait que
1'équation de Nernst rende compte & elle seule de la valeur du P.R.
dans la plupart des conditions expérimentales et que ce résultat
soit conforme & celui de SHAW provient d'aprés HAYS et Coll. de ce
que les fibres étudiées sont des fibres d'animaux vivant en eau
saumdtre. Cependant, ces résultats sont en contradiction avec ceux
obtenus par REUBEN, GIRARDIER et GRUNDFEST (1964) sur les muscles
d'écrevisse et par FATT et KATZ (1953) sur les muscles de Carcinus.

Selon ces auteurs, la fibre ne se trouve pas, dans les conditions



normales, en équilibre thermodynamique avec le milieu extracellulaire.
Elle ne peut donc constituer avec celui-ci une pile de concentration
mais plutdt une pile de diffusion dont rend compte 1'équation de
GOLDMAN (1943) modifiée par HODGKIN et KATZ (1949) et qui fait inter-
venir 1'activité des ions dans les milieux extra etzintrace11u1aires
ainsi que la perméabilité de la membrane & ces mémes ions. Le poten-

tiel de repos sera alors égal & :

“L Log —X— ——
nF P, Ki_ +P. ICTI. +P

P.R. =

dans le cas ol la membrane n'est perméab]e qu'aux seuls ions Na+,
K+, et C17. Ainsi, on congoit aisément que Ta perméabilité méme trés
faible, & un ion, (ce qui est le cas pour Na+) ne peut faire négli-
ger Ta participation de cet ion au potentiel de repos de 1a fibre,
bien que HAYS et Coll. aient postulé que cette influence est nulle.
Nous remarquons donc que deux théories peuvent rendre compte, selon
les auteurs, de la valeur du potentiel de repos des fibres musculai-
res d'invertébrés alors que pour la fibre de vertébrés et notamment

de grenouille tous les résultats concordent, comme nous 1'avons

signalé.

ITI”) INFLUENCE DES IONS H' SUR LE POTENTIEL DE REPOS ET LA RESIS-

TANCE DE MEMBRANE

Les caractéristiques membranaires des fibres musculaires

.o . . + .
sont modifiées lorsque Ta concentration en jons H' de la solution



- 14 -

externe varie (MEVES et VﬁLKNER 1958). De plus, les travaux effec-
tués jusqu'alors mettent en évidence un comportement différent de
la membrane vis & vis des ions H' selon qu'il s'agit des fibres
musculaires de veri@brés ou d'invertébrés. Ainsi, sur le couturier
de grenouille, BROOKS et HUTTER (1962), HUTTER et WARNER (1967 a)
mentionnent une augmentation de la conductance au chlore a pH
alcalin et une diminution & pH acide également observée par HARRIS
(1965) et MAINWOOD et LEE (1968). De méme SPURWAY (1965 a) signale
une diminution de 1'entrée de chlore dans la cellule en milieu

acide. A pH élevé, un efflux important de 36

42K n'est que trés faiblement augmenté (HUTTER et

C1 se produit alors que
1'efflux de
WARNER 1967 b). MOORE (1969) estime également, & 1'aide de traceurs
radioactifs que les mouvements de.Cl' sont notablement réduits pour
une faible valeur du pH et accrus, par contre, pour une valeur
élevée. Enfin, BROOKS et HUTTER (1964) admettent que les ions C1~
pénétrent & travers la membrane par un canal spécifique ouvert lar-
gement lorsque le milieu extracellulaire est alcalin et fermé
lorsque ce milieu est acide.

Si les résultats des différents auteurs ayant étudié les
effets du pH sur la conductance membranaire des fibres musculaires
squelettiques de vertébrés s'accordent, i1 n'en est pas de méme
pour ceux obtenus sur les fibres musculaires d'invertébrés. En
effet, 1a membrane de la fibre musculaire d'écrevisse Astacus
fluviatilis est imperméable aux anions & pH élevé et la conductance

au chlore est augmentée & pH acide, ce fait étant d'ailleurs inter-



prété comme une diminution de la perméabilité potassique PK par
DE MELLO et HUTTER (1966). Sur 1'écrevisse également, REUBEN,

GIRARDIER et GRUNDFEST {1962) observent une chute de G., & pH 10

Cl
et admettent que le chlore pénétre dans la fibre par des sites
chargés positivement dont T1a spécificité vis a vis du C1__diminue

au fur et & mesure que la densité des charges positives est elle-méme
diminuée. HAGIWARA, GRUENER, HAYASHI, SAKATA et GRINNELL (1968),
considérent la membrane de balane (Balanus nubilus) comme une membra-
ne amphotére chargée de groupements positifs et négatifs & constan-
tes de dissociation variant suivant le pH. A pH inférieur a 5, la
conductance au chlore est augmentée par suite de la prédominance des
groupements positifs facilitant le passage des anions a travers la
membrane ; pour des pH dont la valeur est comprise entre 5 et 10, les
groupements négatifs sont les plus nombreux et les cations peuvent
étre déplacés plus facilement que les anions. Dans ce deuxiéme cas,
c¢'est la conductance potassique qui est augmentée alors que la
conductance au chlore demeure constante.

Les effets différents du pH suivant le type de fibre sou-
mise & 1'expérimentation peuvent cependant étre expliqués en tenant
compte des voies de passage des ions et du fait que les ions H*
agissent sur des sites membranaires de surface comme 1'ont montré
BROOKS et HUTTER (1964), HUTTER et WARNER (1967 a) et SPURWAY
(1965 b). Ainsi, pour la fibre musculaire de grenouille, les ions
H" modifient 1a perméabilité au chlore et HUXLEY et TAYLOR (1958),
HODGKIN et HOROWICZ (1960), ADRIAN et FREYGANG (1962 a, b) ont
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précisément mis en évidence le passage de cet ion au niveau de la
membrane sarcolemmique. Pour la fibre musculaire d'écrevisse,
GIRARDIER, REUBEN, BRANDT et GRUNDFEST (1963) démontrent que 1'ef-
flux de chlore se produirait & travers la membrane du systéme tubu-
laire transverse et que seule la pénétration du chlore dans 1la
cellule au niveau sarcolemmique serait influencée par des variations
de pH (REUBEN, GIRARDIER et GRUNDFEST 1962). SELVERSTON (1967) admet
egalement pour la fibre de crabe un passage du chlore en profondeur
mais ce résultat n'a pas été étayé par 1'étude de 1'action des ions

HE



TECHNIQUES
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I°) ANIMAUX

Les crabes (Carcinus maenas) proviennent des cotes de 1la
mer du Nord et nous ont été fournis par 1'Institut de Biologie
marine de Wimereux.

IT n'apparait aucune différence électrophysiologique si-
gnificative due a la saison ou au sexe des crabes. Ceux-ci sont
conservés a 12° C dans des bacs alimentés en eau de mer constamment
renouvelée et filtrée. Les muscles utilisés pour 1'expérimentation
sont disséqués dans une solution physiologique dont la température

est de 15 & 18° C. Lors des expériences, les différentes solutions

imbibant les fibres sont également & la méme température.

I1°) DISSECTION

Propodite

. Carpopodite
Figure 3 : Pop

Mus culature d'une

patte de crabe.
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Les muscles utilisés appartiennent au méropodite des pat-
tes locomotrices du crabe. L'innervation musculaire est coupée et
seul un faisceau d'une dizaine de fibres, au maximum, est conservé ;
les autres fibres du segment sont enlevées. La préparation est en-
suite placée dans la cuve expérimentale C (figure 4) remplie de
solution physiologique et dont le volume est suffisamment grand
(10 cm3) par rapport au volume des fibres pour permettre 1'étude de
certaines caractéristiques membranaires. La solution physiologique
est constamment renouvelée a raison de 3 a 5 ml/mn afin d'assurer
une bonne imbibition de la préparation ainsi qu'un maintien rigou-

-

reux des concentrations ioniques extracellulaires.

ITI°) TECHNIQUES ELECTROPHYSIOLOGIQUES

Deux microélectrodes de verre remplies d'une solution de
KCT 3 M sont utilisées d'une part pour 1'enregistrement intracel-
lulaire et d'autre part pour 1'application de courants pelarisants a
Ta membrane. Seules les microélectrodes, de 5 & 15 MQ de résistance,
testées & 1'aide d'un générateur de courant constant, et présentant
un potentiel de pointe inférieur a 5 mV, sont utilisées. Les micro-
électrodes de résistance inférieure & 5 MQ ne permettent qu'un
enregistrement moins ample du P.R. et des potentiels électrotoniques
par suite d'une pénétration insuffisante correspondant & un écrase-
ment de la surface de la fibre. Dans ce cas, une 1&sion survient
plus ou moins rapidement, décelable par une opacité locale puis to-

tale de la fibre et associée & une chute du P.R.. Par contre, 3
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1'aide de microélectrodes de résistance convenable, aucune différence
dans la mesure du P.R. au cours du temps ne se produit selon que 1la
microélectrode reste ou non implantée dans la fibre pendant toute
la durée de 1'expérience.
L'enregistrement du potentiel de repos est réalisé entre
une microélectrode piquée dans la fibre sous contrdle binoculaire
et une électrode diffuse constituée par un pont de KC1 3 M gé]osé
placé dans la solution. Ces deux électrodes sont connectées a
des électrodes au calomel permettant la suppression des potentiels
de jonction, elles-mémes reliées & un changeur d'impédance (C.I.
figure 4) dont le montage a &té proposé par CHEVAL (1966). Cet appa-
reil permet d'adapter la résistance élevée du circuit comprenant la
microélectrode & 1'impédance d'entrée de 1'amplificateur de 1'oscil-
loscope cathodique. La lecture du potentiel est effectuée sur 1'une
des voies d'un oscilloscope TEKTRONIX RM 564 (0.C. figure 4).
L'enregistrement des potentiels électrotoniques rendant
compte de Ta valeur de la résistance de membrane de Ta fibre est
effectué grace au montage décrit ci-dessus. L'application des courants
polarisants est réalisée par 1'intermédiaire d'un générateur de
courant constant (G figure 4) et d'une deuxiéme microélectrode implan-
tée dans la fibre sous contrdle binoculaire & 1'aide d'un deuxiéme
micromanipulateur & une distance inférieure a 100 u de la pointe de
la premiére microélectrode (montage schématisé figure 4). Les poten-

tiels électrotoniques sont recueillis sur la premiére voie de

1'oscilloscope (0C 1) en méme temps que le potentiel de repos ;



1a deuxiéme voie de 1'oscilloscope (OC 2) permet d'enregistrer la
valeur des courants appliqués, mesurée a partir d'une différence

de potentiel apparaissant aux bornes d'une résistance de 10 KQ. Les
tracés enregistrés sont photographiés & 1'aide d'une "caméra"

TEKTRONIX.
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Figure 4 : Schéma du montage €lectronique utilisé pour L'enregis-
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N
3

trement du potentiel de nepos et de La nésistance de

membrane de La §ibre musculaire de crabe

my microélectrode d' enregistrement
m microdlectrode de stimulation
C : cuve
G : générateur de couwrant constant
C. 1. : changeur d'impZdance
0. C 1L : premigne voie de £'oscilloscope

0. C 2. : deuxizme voie de L'oscilloscope



IV®) SOLUTIONS

A) Solution "normale"

La solution physiologique considérée comme normale et
permettant une survie satisfaisante des fibres musculaires est celle
proposée par FATT et KATZ (1953) dont la composition est la suivante :

- NaC1l : 513 mM/1

- KC1 : 12,9 mM/1
- CaC12 : 11,8 mM/1
- MgC]2 1 23,6 mM/1
- CO3HNa ;2,6 mM/1

Le pH de cette solution est égal a 7,8.

B) Solutions avec modifications des concentrations ioniques

Pour certains milieux appauvris en ions devenant de ce
fait hypotoniques, la pression osmotique a &té rétablie en ajoutant
une quantité convenable de saccharose. Pour les milieux rendus hyper-
toniques par excés d'ions par rapport d la solution normale, il
s'est avéré inutile de corriger les valeurs de potentiel enregistrées.
En effet, le P.R. reste stable lors de 1'application de solutions
de composition ionique normale dans lesquelles des quantités impor-
tantes de saccharose (jusqu'a 400 mM/1) ont été ajoutées. Nous n'avons
pas retrouvé, méme aprés deux heures d'application d'un tel milieu
hypertonique, 1'hyperpolarisation signalée dans des conditions iden-
tiques par LANG et GAINER (1969) sur le crabe bleu.

a) Solutions avec modifications de la concentration potassique

- milieux hypopotassiques (tableau 1)
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La diminution de la concentration potassique en-deca de
12,9 mEq/1 est réalisée en réduisant la quantité de KC1 de la solu-
tion externe. I1 en résulte un appauvrissement en ions C1°, compensé

de facon équimoléculaire par du chlorhydrate de choline.

CHLORHYDRATE DE
MILIEUX KCT | CHOLINE

mM/ 1 % /1
Solution normale 12,9 f -
Milieux hypoK : |
K o X 0,6 = 7,74 mEq/1 7,74 j 5,2
K o X 053 = 3,87 mEq/1 3,87 9,1
K o X 052 = 2,58 mEq/1 2,58 § 10,4
Koy x 0O = 0 mEg/1 0 ; 12,9

1

TabLeau 1 : Composition des milieux hypopotassiques utilisés

K on ™ concentration potassique externe nowmale = 12,9 meq /L
Tous Les autrnes sels (NaCe, CaCl%, MgCKZ, COSfNa) sont

maintenus ad Leur concentration nosumale.

- milieux hyperpotassiques (tableau 2)

L'apport en ions K* est effectue par addition de sulfate
de potassium d la solution normale, en tenant compte du fait qu'une

mM de K2504 apporte deux mEq de K.
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g KC1 | K,S0,
MILIEUX | M/ 1 | M/
Solution normale : 12.9 i 0
| Milieux hyperK ;
K o X 2 = 25,8 mEq/1 12,9 ; 6,45
5 K en X 5 = 64,5 mEq/1 : 12,9 | 25,8
K,y % 8 = 130,2 mEq/1 12,9 § 45,15
K g X 10 : 129 mEq/1 ? 12,9 f 58,05
| |

Tableau Z : Composition des milieux hyperpotassiques utilisés

K on " concentration potassique externe nommale : 12,9 meg /L
Tous Les autnes sels (NaCe, CcLCKZ, MgCZZ, C03H\Ia) sont

maintenus a Leur concentration noamale.

b) Solutions avec modifications de la concentration sodique

- milieux hyposodiques (tableau 3)

La réduction ou 1'absence de Na; est provoquée par suppres-
sion d'une partie ou de la totalité du NaCl, iCIAe étant rétablie

par du chlorhydrate de choline.

- milieux hypersodiques (tableau 4)

L'excés de Na est apporté sous forme de sulfate de sodium.
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NaCl

CHLORHYDRATE DE

, | CHOL INE
MILIEUX ; g
| mM/ 1 j —
Solution normale | 513 f 0
| ;
Milieux hypoNa : ; |
1 %
| Na . x 0,3 = 153,9 mEq/1 153,9 | 359,1 §
| ; | |
! Na , x 0 = 0 mEg/1 0 § 513

Tableau 3 : Composition des milieux hyposodiques wtilisés

NaC1

Na,S0

|

MILIEUX | i mﬁ/]4 |

i |

Solution normale | 513 | 0 5

Milieux hyperNa : ; |

Na en X 15 = 769,5 mEq/1 i 513 128 f
Na en X 2 = 1026 mkq/1 ! 513 256,5
Na en X 4 = 2052 mEq/1 § 513 ; 769,5

Tableau 4 : Composition des milieux hypersodiques utilisés

Na : concentration sodique externe noamale : 513 mEq/L

en

Tous Les autrhes sels (KCE, Casz, MgCZé, C03HVa) sont

maintenus a Leur concentration normale.

c) Solutions avec modifications de la concentration externe en

chlore
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- Milieux hypoCl (tableau 5)

La composition des milieux appauvris en C1~ est donnée
dans le tableau 5 page?26 mentionnant les différents anions utilisés
a la place du chlore.

- Milieux hyperC1

Un seul milieu a été utilisé, correspondant & un apport de
513 mM de chlorhydrate de choline amenant la concentration totale en

¢1” a 1107 mEg/1.

C) Solutions & différents pH

- Tampons utilisés (d'aprés GOMORI (1955) et CLARK et LUBS

(1917). Ceux-ci sont mentionnés au tableau 6.

Solutions de base Composition du

pH mélange tampon
A B
3,4 biphtalate de K 0,1M HC1 0,1 N 50 m1A + 9,9 ml1 B |
3,77 (biphtdate de K 0,1M HC1 0,1 N 50 mTA + 2,6 m1 B
4,25 |biphtdate de K 0,IM NaOH 0,1 N 50 ml1A + 0,4 ml B
5 biphtalate de K 0,1M NaOH 0,1 N 50 m1A + 17,7 m1 B
5,5 [tris-maléate 0,2M NaOH 0,2 N 25 ml1A + 3,5 miB
6,4 |tris-maléate 0,2M NaOH 0,2 N 25 ml1A + 18,5 miIB
|

- Tableauw 6 : Composition des mélanges tampons ulifisés
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- Solutions externes a différents pH

Elles sont de méme composition ionique que celles précé-
demment mentionnées et amenées au pH désiré & 1'aide des tampons
appropriés. Lors de 1'utilisation de biphtalate de K(;K f;= 5 mEq/1),
nous avons diminué d'autant la concentration du KC1 de la solution

PO

physiologique afin de maintenir LK:e a sa valeur normale de 12,9 mEq/1.



RESULTATS
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CHAPITRE I

CONSTANTES ELECTRIQUES DE LA FIBRE MUSCULAIRE DE CRABE AU REPOS

I°) Potentiel de repos (P.R.)
II”) Constante d'espace A
I11°) Resistance membranaire R
IV®) Capacité membranaire Cm

V°) Relation voltage-courant

VI®) Conclusion
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I°) POTENTIEL DE REPOS (P.R.)

Le potentiel de repos de la fibre musculaire de Carcinus
maenas se situe généralement entre 60 et 70 mV. Une moyenne établie
a partir de 207 fibres donne une valeur de 65 mV (o = 4,4). Nous
n'avons enregistré que trois valeurs de P.R. nettement plus élevées :
80 - 86 - 102 mV et nous avons alors constaté qu'un milieu hyperpo-
tassique n'entraine pas de dépolarisation contrairement aux résultats
habituels. La rareté de ce type de fibres ne nous a pas permis
d'expliquer leur relative hyperpolarisation.

Les différences obtenues pour les mesures du P.R. ne résul-
tent pas du fait que 1'expérience est réalisée sur une fibre isolée
ou sur un faisceau de fibres ou sur Te muscle entier. En effet, des
variations atteignant jusqu'a 8 mV se produisent pour une méme fibre
interrogée en différents points dans le sens longitudinal et surtout
transversal.

La stabilité du P.R. dans les conditions normales est par-
faite. Certaines expériences nécessitant des durées d'imbibition de
la préparation d'environ une heure, nous avons testé au préalable
1'évolution du potentiel au cours du temps : celle-ci est nulle ou

négligeable (variation maximum de 2 mV aprés une heure).
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I1°) CONSTANTE D'ESPACE A

X : constante d'espace ou caractéristique de longueur de la
fibre correspondant & une distance AB telle qu'un courant sous-limi-
naire appliqué & la membrane en un point A produit une diminution du
potentiel de 63,2 % en B.

Cette mesure, ainsi que la détermination de la résistance de
membrane (paragraphe suivant), sont basées sur le fait que la struc-
ture d'une fibre musculaire consiste schématiquement en un milieu
intérieur entouré d'une fine membrane de surface ayant une faible
résistance de fuite et une importante capacité. Le comportement passif
d'une telle fibre est alors gouverné par la théorie du cable (RUSHTON
1934 - COLE et CURTIS 1938). La preuve expérimentale de cette théorie
est apportée par le fait que les propriétés &lectriques déterminées
par le passage d'un courant entre 1'extérieur et 1'intérieur de la
fibre, sont distribuées tout le long de la fibre de telle sorte que
ce courant appliqué en un point par une microélectrode provoque une
chute de potentiel dans la résistance interne de la fibre et dans les
connections d'éléments résistants entre 1'intérieur et 1'extérieur.
Cette diminution du potentiel est d'autant plus forte que celui-ci
est recueilli plus loin du point d'application du courant. Dans ces
conditions, comme pour un cable, les caractéristiques quantitatives
de la fibre sont alors déterminées par 4 constantes :

- la résistance électrique du liquide extracellulaire

la résistance électrique du myoplasme

la résistance électrique de la surface membranaire
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- la capacité électrique de 1a membrane

Cette théorie est applicable & la fibre sous certaines
conditions :

1 - I1 ne doit pas y avoir de gradients de courant dans le
milieu extracellulaire. Ceci est facilement réalisé si le volume du
milieu conducteur baignant la fibre est important et présente de ce
fait une faible résistance par rapport & 1'intérieur. Ainsi, dans nos
conditions expérimentales, le volume du liquide entourant la prépara-

tion est de 10 cm3

4 a 10_3 cm3. La résistance de la solution physiologique utili-

, celui du faisceau de fibres est approximativement
de 10~
sée est trés faible et toujours négligée devant la résistance interne
de Ta fibre.

2 - Le courant passant dans la voie intérieur-extérieur
doit étre appliqué dans un plan perpendiculaire & 1'axe de la fibre.
(La fibre peut étre représentée comme une succession de segments de
longueur infinitésimale).

3 - Le myoplasme et le milieu extracellulaire doivent étre
considérés comme de pures résistances ohmiques.

4 - La résistance de la membrane doit rester constante pour
des dénéités de courant la traversant suffisamment petites.

5 - La capacité membranaire doit se comporter comme un
diélectrique pur sans fuite (ce qui n'est pas le cas pour une fibre).

6 - Le diamétre de 1a fibre doit €tre petit comparé a la -
constante d'espace \. Cette condition n'est pas toujours respectée

spécialement pour des fibres de trés gros diamétre.
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7 - I1 convient enfin de comparer la longueur L de la fibre
a Ta constante d'espace A. En effet, la théorie du cable suppose
L X. Pour la fibre musculaire du crabe, la longueur moyenne est de
8 mm et est, comme nous le verrons, supérieure a A. Lorsque cette
condition n'est pas réalisée, il est toutefois possible d'appliquer
1la théorie & un cable court, pour lequel on a L - 2 A, en introdui-
sant des facteurs de correction (STEFANI et STEINBACH 1969).

De nombreux auteurs et particuliérement HODGKIN et RUSHTON
(1946), FALK et FATT (1964) démontrent que ces conditions sont tou-
jours réalisées, le plus souvent grdce a des approximations, sans que
toutefois d'erreurs sérieuses puissent en résulter.

L'application de cette théorie a T1a fibre musculaire nous

permet d'établir les relations suivantes : le courant passant a tra-

vers la membrane détermine une d.d.p. dictée par la loi d'ohm,

Figure 5 : Cirncudt électrique représentant Les phopriéiis physi-

ques passives de La membrane en un point

Rpr R nesistances extra et intracellulaines par unité de
Longueur
o Cm s nesistance et capacité de La membrane en un point.
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ou L désigne Ta résistance de membrane en un point et 1m 1'intensité
du courant traversant cette résistance. Ce potentiel s'ajoyte algébri-
quement au potentiel de repos. C'est cette différence de potentiel
ohmique qui est dérivée sous forme de potentiel électrotonique AV
(figure 5).

Si le rapport entre la variation du P.R. et le courant total
polarisant a les dimensions d'une résistance, il est également fonction
de la distance séparant 1'électrode recueillant la variation de poten-
tiel de 1'@lectrode électrotonisante.

5m\l|§6_ﬁns

125 p

563 P

1250 p

13125 p

Figure 6 : Ennegistrement des potentiels électrhotoniques recuedlllis
surn La fibre musculairne de crabe
d : distance séparant Les deux microélectrodes

Courants nectangulaines éLectrotonisants : 0,4 pyA - 50 ms
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Cette relation met en évidence le phénoméne de propagation

électrotonique, valable pour de faibles courants comme le montre la

figure 6.

CALCUL DE X

Définitions :

)
(Volts)

Y.
i

(ohm/cm)

r
e

(ohm/cm)

(ohm cm)

: variation du P.R. due au courant polarisant a une dis-

tance x du point d'application de celui-ci.

: variation du P.R. due au courant polarisant a une dis-

tance x = o

: constante d'espace calculée d'aprés la théorie du cable

égale & :

! résistance par unité de longueur du myoplasme

: résistance par unité de longueur du milieu extracel-

lulaire, négligeable devant rs-

: résistance par unité de longueur de la membrane
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Rm' : résistance spécifique de la membrane telle que
(ohm sz)
Rm
L 2 WT
a : rayon de la fibre
(cm)

A partir de ces définitions et en admettant gue 1la Rm de-
meure constante durant le passage du courant, la fibre musculaire
peut étre considérée comme un cable conducteur. Dans ces conditions

V et V0 sont reliées par la relation suivante :

ou

= - X
Log V = Log V0 N Log e

Le tracé des courbes en coordonnées semi-logarithmiques
(figure 7) traduisant la valeur du potentiel V en fonction de la dis-
tance inter-électrode x nous a permis de déterminer VO puis une va-

Teur V' telle que la distance x soit égale & la constante d'espace

A sachant que :

V' = 0,367 V0 quand x = A
(e’! = 0,367)
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T T Ll L)
o s00 1000 1500 2000

Distance inter - électrodes en )

Figure 7 : Mise en Evidence de La propagation €Lectrotfonique té
Long de La {§ibre musculaire de crabe
Détermination graphique de La constante d'espace A
(Les chiffres mentionnés a L'exth@mite des droites

cornespondent aux références du tableau 7, colonne 1).

Nous censtatons d'aprés ces courbes expérimentales que nous
ne retrouvons pas 1'absence de linéarité pour une distance inter-
électrode inférieure & 250 u,signalée par FATT et KATZ (1953). Ainsi,
dans nos conditions expérimentales, nous pouvons admettre que le
décrément spatial du potentiel électrotonique reste exponentiel méme
pour une faible distance entre 1'électrode d'enregistrement et 1'élec-
trode &lectrotonisante. La tableau 7 page 45montre que A est comprise
entre 0,7 et 1,4mm. Signalons également qu'aucune relation n'a pu

étre mise en évidence entre les différents paramétres : P.R., diamé-
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métre, constante d'espace, de la fibre.

Si la détermination graphique de X est entachée de 1'impréci-
sion de la lecture de la distance inter-électrode effectuée a 1'aide
d'un oculaire avec micrométre, cette technique nous a paru préférable
a celle du calcul nécessitant la connaissance de o et de r d'apreés

la relation X = \/:;——JB——, la mesure de v étant elle-méme dépendante

A
- r.
I Te i

de r; dont la détermination est particuliérement délicate. En effet,
une valeur Ri = résistance spécifique du myoplasme peut étre calculée
en admettant que la résistance interne de 1a fibre constitue une des
branches d'un pont de Wheastone. Toutefois sa valeur est faible et
pour que Ta mesure soit suffisamment précise, i1 est alors nécessaire
d'envoyer un courant trés fort a travers cette résistance interne de
ma fibre. Nous nous sommes heurtés au probléme de Ta polarisation des
électrodes nous obligeant alors a appliquer de forts courants alterna-
tifs. Cependant, cette solution n'a fait qu'accroitre 1'incertitude
de nos mesures du fait de 1'apparition de nombreux parasites, les
microélectrodes ayant une forte impédance. Enfin, la structure méme
de la fibre musculaire de crabe explique la trés importante incerti-
tude résultant de cette mesure de Ri' En effet, 1a membrane sarco-
lemmique émet de nombreuses invaginations, le réticulum est particu-

liérement abondant et il s'avére difficile de considérer une valeur

de Ri standard et constante pour une fibre entiére.



III°) RESISTANCE MEMBRANAIRE Rm

Le calcul de Rm demarde que soient définies au préalable Tes

quantités suivantes : Ri = résistance spécifique du myoplasme (ohm cm)

telle que :
R
i )
T a
im : courant pénétrant dans Ta membrane & la distance x de son point
d'application
I0 : courant total passant a travers la membrane.
De 1a relation
- X
V = Vo e A
et d'aprés 1a loi d'ohm
V = "m
on peut alors déduire
v X
im = O 7 %
r
m
par définition 7t oo
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.2 Y _ 2 Vo \ m
P = A=
I0 IO I Pt P
! A
)
r =! !
m % I : reFry
.
Sachant que Rm =2 Ta "
et Ri =r; a2
Ty o2
R = | Yo i 8 n° &>
m ! I0 f Ri
\ /

Cette méthode de calcul de R déterminge par JENERICK (1953)
nous a conduits & des résultats assez dispersés (tableau 7, colonne 5)
provenant du fait que nous avons admis Ri égale a 50 Qcm, valeur
moyenne calculée par FATT et KATZ (1953). Dans ces conditions : Rm

2

est égale a 174,7 Qem™ (o = 117,4). Par contre, si nous admettons

que la détermination de X est assez exacte, nous obtenons le résultat

suivant : Rm = 110,4 Qcm2 (o = 53,4) (tableau 7, colonne 6) a partir
de Ta relation :
v
_ 0
R,=4ma == A
i
0
. _ 1 i 2
Soit Gm = —— = 9090 umho/cm
R

Une source d'erreur provient de la détermination du diamétre de la
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fibre que nous assimilons & un cylindre mais qui en fait, présente
souvent une section elliptique.

Malgré 1'imprécision des mesures de Rm, il est intéressant
de constater que cette valeur est faible, comparée a la Rm de 2500 a
4000 Qcm2 obtenue pour la fibre musculaire de grenouille (JENERICK
1953 - ADRIAN et FREYGANG 1962 a - FATT et KATZ 1951).
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IV®) CAPACITE MEMBRANAIRE Cm

Nos enregistrements (figure 6) montrent qu'un courant
s'établissant instantanément produit un potentiel électrotonique qui
. d'abord varie rapidement puis rejoint progressivement un niveau cons-
tant. Pour expliquer ce fait, il faut faire appel a une autre carac-
téristique de la membrane : sa capacité électrique.

La membrane de la fibre est en effet constituée d'une double
couche lipidique mauvaise conductrice des courants, séparant deux
milieux bons conducteurs : le milieu extérieur et le myoplasme. Cette
double couche constitue les armatures d'un condensateur et la forme
des potentiels électrotoniques peut donc s'expliquer par la constitu-
tion physique de 1a membrane des fibres comprenant a la fois une
résistance et une capacité.

Nous savons que dans un circuit R.C. (résistance - capacité)
la constante de temps T est égale & R x C.

Ainsi pour la membrane musculaire :

Ty = Rm Cm
avec :
T, ° constante de temps membranaire
Rm : résistance spécifique membranaire
Cm : capacité spécifique membranaire

L'évaluation de la constante Tn peut étre faite d'aprés la
relation exprimant la variation du potentiel au cours du temps dans
le cas d'un cable cylindrique soit pour un dement de membrane -

t

Ve=v, (1- e 1)
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quand t = T
V,= 0,63 V0

On peut alors déterminer graphiquement (figure 8) la
constante de temps Ty correspondant au temps mis par V pour atteindre
63 % de 1a valeur Vo obtenue pour une distance nulle entre 1'électro-

de électrotonisante et 1'électrode d'enregistrement.

A
V
5mv
_ Vo foms
0,63 Vo

04pA

loms

Figure 8 : Détermination graphique de La constante de temps

membranaiie
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La mesure de Ty donne une valeur moyenne de 2,86 ms
(0 = 1,2). Les valeurs déduites pour C, se situent entre 20 et
64 uF/cm2 (tableau 7) moyenne : 35,5 uF/cm2 (0 = 18,5). Ces valeurs
sont sensiblement identiques a celles obtenues également sur Tle
crabe par FATT et KATZ (1953) : Cm comprise entre 24 et 83 uF/cm2 et
par ATWOOD (1963) : Cm moyenne de 36 pF/cm2 ou de 54,5 uF/cm2 selon
le type de fibre. Par contre, les mesures sont nettémeht supérieures
a celles calculées pour la fibre musculaire de grenouille (1 a
6 uF/cmZ) ou bien méme pour la fibre musculaire de crabe par d'autres
auteurs. Nous avons en effet signalé que des valeurs de Cm comprises
entre 1 et 9 uF/cm2 peuvent étre obtenues en tenant compte de la
surface des invaginations (PEACHEY 1965 b - EISENBERG 1965 -
SELVERSTON 1967) a partir de la méme technique de la propagation
électrotonique des courants faibles. Dans notre cas, Cm a été sures-
timée dans la mesure o0 nous n'avons pu réaliser aucune correction

de la surface membranaire.
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V®) RELATION VOLTAGE-COURANT

Nous avons vu que les courants utilisés pour la mesure des
constantes électriques de la fibre doivent étre faibles, aussi avons
nous appliqué a la membrane des courants inférieﬁrs d 1 uA d'une durée

—de 50 ms dép]agant au maximum le P.R. de 5 & 10 mV. Une augmentation

- des coufaﬁts (de 0 a 1 yA) provoque donc des déplacements du P.R. qui
resténtﬂégau§ pour des courants entrants ou sortants pourvu que
»ceux;ci*sbienfiSuffisgmment faibTes (figure 9 a).

Avec des courantsrsortants plus forts (jusqu'a 8 pA), la
re]atiohrvoltage-courant (figure 10) demeure linéaire entrainant une
hyperpolarisation maximale de 40 mV. Par contre, pour des courants
dépolarisants supérieurs & 1 pA nous constatons (figure 9 b, é, c')
une augmentation de la variation du potentiel supérieure a celle mesu-
rée pour des courants hyperpolarisants €gaux. La relation voltage-
courant présente le phénoméne de rectification défini par KATZ (1949)

comme le reflet d'une diminution de la perméabilité potassique pour

les fibres musculaires squelettiques.
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Figure 9 : Déplacements du P.R pour des cowrants dépolarisants (vers

Le haut) et hyperpolarnisants (vers Le bas). Les photos a, b, c, cor-
nespondent a des enregistrements obtenus swt une meme fibre. La photo

¢! montre £'action de courants dépolarisants sur une authe gibre.
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dépolarisation
AV

204

s OO0

»n
&l
[« X ]

hyperpolarisation

Figure 10 : Courbe voltage-courant pour une gibre placie en
so0lution normale.

Les points expirimentaux correspondent aux potentiels

mesurnds @ La fin du choc 2lectrotonisant. (% ms)

Lorsque le déplacement du P.R. dans le sens d'une dépola-
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risation atteint 20 mV c'est-a-dire pour des P.M. voisins de 40 mV,
nous constatons trés fréquemment le déclenchement de potentiels

d'action locaux. (figure 11).

V 5mvV
| 4PA|

10ms

Figure 11 : Potentiel Locakl

Cette relation courant-voltage étant réalisée sur une fi-
bre immergée dans la solution normale, il ne nous est pas possible
pour 1'instant de déterminer quel ion peut étre responsable de ce
phénoméne de rectification. En outre, certaines fibres placées éga-
lement en solution normale ne présentent pas de rectification et la

relation voltage-courant est linéaire. Ce probléme sera envisagé dans
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le chapitre suivant lors de 1'étude de 1'influence des différents

"~ ions monovalents sur le potentiel de repos et sur la résistance de

< membrane.

VI®) CONCLUSION

Nos mesures concernant les constantes électriques de la
fibre musculaire de crabe se révalent comparables & celles obtenues
‘bérrde nombreux auteurs. Ainsi, 1'@tude des contributions ioniques
membranaires de repos qué nous allons entreprendre (chapitre suivant)
peut étre fajte en tenant compte de 1'ensemble de ces résu]tats.

Ceux-ci nous permettront de déterminer avec une relative précision la

participation de chaque ion & la conductance membranaire.
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CHAPITRE 11

ETUDE DES CONTRIBUTIONS IONIQUES AU P.R. ET A LA Ry

Influence des ions :

I°) Potassium Kt
II°) Sodium Na*
I11°) Chlore C1°

IV®) Hydrogéne Ht



N.B.

I1 est important de signaler que :

- Les durées d'action des différentes solutions étudiées correspon-
dent & des temps nécessaires pour obtenir un P.R. stable sur un

faisceau d'une dizaine de fibres.

- Etant donnée 1'importante variabilité des mesures de Rm’ toutes Tles
études sont faites de maniére relative en comparant le potentiel
&lectrotonique recueilli Tors de 1'application d'une solution
"anormale" au potentiel électronique recueilli au préalable sur la

méme fibre lors du passage de la solution normale.
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I°) INFLUENCE DE LA CONCENTRATION POTASSIQUE EXTERNE SUR LE P.R. ET

LA R,

La concentration potassique externe est réduite en deca de

12,9 mEq/1 (valeur normale) en diminuant la concentration du KC1 du

milieu de FATT et KATZ (tableau 1 - Techniques). L'augmentation de

jK;e est réalisée par addition de K?SO4 (tableau 2 - Techniques).

Le tableau 8 illustre les effets des variations de,.K o

sur le potentiel de repos, les concentrations des autres ions res-

tent inchangées, en particulier C]‘e = 594 mkq/1 et Nﬁne = 413 mEq/1.

K o X 12,9 P.R. Nombre VK VK

mEq/ 1 mV d'expériences mV (1) my (2)
1 E 66,3 + 4 173 56,1 67,3
0 67,5 + 9,6 20 120,5 131,6
0,2 68 x10 10 - 96,7 107,8
0,3 i 68,6 * 9;9 10 86,4 97.4
0,6 67,7 + 5,7 10 " 69,07 80,0
2 55,1 £ 2,2 11 38,7 49,8

“5 38,5 + 1,7 10 15,7 27,0

8 31,3 £ 2,4 6 3,8 15,0
10 29,56 £ 3,5 15 0,2 | 9,48

Tableau 8§ :

(1)

(2) ,’,U

: VK caleulds en admettant KL
caleulids en admettant Ki

K

potassique externe K 0

i

n

Bvolution du PR en fonction de La concentration

120 mEq/C (SHAW 1955 a)
188 mEq /L (HAYS et coll.

19638).
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Les valeurs obtenues indiquent que les milieux hypopotas-
siques n'entrainent qu'une faible hyperpolarisation, maximale lorsque
[K]e = 3,87 mEq/1. Par contre, les milieux hyperpotassiques provoquent
des dépolarisations trés nettes et d'autant plus importantes que [K]e
est plus forte. Les P.R. obtenus pour les différentes [K]e se fixent
3 un niveau stable, plus ou moins rapidement, généralement en une
dizaine de minutes.

La réversibilité du phénoméne n'est obtenue qu'aprés un temps
compris entre 10 et 40 minutes ; celle-ci est d'autant plus longue
que le faisceau de fibres a subi 1'action d'un milieu plus hyperpotas-

sique (figure 12).

= . 4mv|_
'..... ‘mn
8.N. | K2 tsN
P 1
° S.N. .'0..
— 60 ...,
8.N. | K5
. IS.N. .
60 ) ° ® o0
8N | K10
0 20 = 40 60 mn

Figure 12 : Dunges de stabilisation des P.R Loxs de L' application
pudls du retrait de solutions hyperpotassiques. (Ké =258 mEg/L de
£ ; K= 64,5meq/ 5 Kyy = 129 mEq/R) (SN. = solution normage).
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La méme dissymétrie concefnant le temps d'action du mi11éu
anormal et le temps nécessaire pour obtenir la réversibilité a éga-
lement &té observée sur le muscle entier de grenouille par SANDOW
et MANDEL (1951) puis par CSAPO et WILKIE (1956) et sur la fibre iso-
1ée du couturier par HODGKIN et HOROWICZ (1960).

La récupération lente du P.R. initial est d'ailleurs & asso-
cier & la variation de 1la Rm en fonction de ;K?e (tableau 9). Les
résultats sont exprimés sous forme de rapport entre la nouvelle valeur

de Rm enregistrée pour une lK?e anormale et la valeur de Rm mesurée

au préalable pour la méme fibre en milieu normal.

K mEQ/1 R /R normale
0 1,6
12,9 1
25,8 1,2
64,5 0,8
129 0,3

Tabeau 9 : Mesuwres nefatives de R en fonction de Kie

(Rm en miliew nowmal = 1 pourn K 0 = 12,9 mEq /L)

Ces résultats nous laissent donc entrevoir que le systéme
membranaire responsable des mouvements du potassium peut produire un
fort courant,puisque les Rm sont faibles, pour des concentrations

potassiques externes suffisamment élevées. Par contre, la Rm plus



forte lors de 1'action da milieux hypopotassiques ou légérement hyper-
potassiques ne permet qu'un faible mouverant des ions K*. Lors du
retour a K » Normale = 12.9 mEq/1 aprés 1'action d'un milieu hyper-
potassique, nnus avons con<taté que la R aucmente jusqu'a reprendre
sa valeur initiale. Ce ph&noméne d'augmentation progressive de la
Rm explique la durée importante de la repolarisation.

La figure 13 indique que la relation P.R. = f (log K e)
est linéaire lorsque X o @st supérieure & 12,9 mEq/1. Lorsque K o
est inférieure a cette concentration, le P.R. ne varie que trés fai-
blement et ceci peut s'expliquer par une contribution relativement
plus importante des autres ions au potentiel de repos, résultant

d'une diminution de la conductance potassique corroborée par les aug-

mentations de la Rm.

La pente de la courbe (figure 13) est de 37 mV lorsque

=

K o varie d'un facteur x 10. Ce fait nous oblige a considérer le
potentiel de repos, non comme un potentiel de pile de concentration,
mais comme un potentiel de diffusion dans lequel les ions Kt inter-
viennent cértes de fagon notable mais non e*c]usive. D'ailleurs, les
potentiels obtenus pour les différentes concentrations potassiques ne

correspondent pas a des potentiels d'équilibre potassique VK calculés

d'aprés 1'équation de Nernst (tableau 8)

K ;

V, = 58 log

K
Ky

que 1'on admette K i = 120 mEq/1, (d'aprés SHAW 1955 au niveau des

pattes locomotrices de Carcinus maenas) ou K i = 188 mEq/1 (d'apres
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HAYS, LANG et GAINER 1968 pour le crabe bleu Callinectes sapidus).

PR.
mV
80

— [ T —
60
§

404 {\\\*
- \}

20+ \\\\

0 S 129 C129 mEqi K*

Figure 13 : Amplitude du PR en fonction du Log de [K]e
([ce]e = A2 . 594 mEg /e)

Enfin, la figure 14 donne les décours des courbes voltage-
courant obtenues pour une fibre placée en solution normale puis en
solution hyperpotassique. ([K]e = 129 mEq/1). Nous constatons, en ac-
cord avec les travaux de JENERICK (1959), sur le couturier de grenouil-
le, la disparition et méme 1'inversion de la rectification pour de
faibles courants dépolarisants. Puis, lorsque ces courants dépolari-

sants deviennent plus forts, le mécanisme provoquant 1'inversion de
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la rectification semble s'inactiver. Signalons qu'un tel phénoméne

d'inactivation a déja été observé sur le couturier de grenouille par

NAKAJIMA, IWASAKI et OBATA (1962).

AV

11,

‘\.

\
=
o

4

4

2nmvVi_
/// 120 QAPA

Figure 14 : Courbes voltage-courant pour une fibre placée en solution
nommale (S.NJ) puis en solution hyperpotassique [K]e = 129 mEg/L (K 10)
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En conclusion, pour la fibre musculaire de crabe, & 1'in-
verse de nombreuses autres structures, le potentiel de repos corres-
pond & un potentiel de diffusion méme lorsque _Kje est forte. Cepen-
dant, i1 faut remarquer que V s'éloigne encore plus de VK pour les
milieux hypopotassiques et il y aurait donc dans ces conditions une

contribution encore plus importante des autres ions.
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I1°) INFLUENCE DE LA CONCENTRATION SODIQUE EXTERNE SUR LE P.R. ET LA Rm

De nombreuses expériences réalisées sur le couturier de
grenouille démontrent la faible contribution sodique dans le maintien
du P.R.. En effet, HODGKIN et HOROWICZ (1959) calculent le rapport

P
des perméabilités au Na et au K soit ——Ng-et le trouvent égal a 0,01 ;

Py

la pente de la droite correspondant a la relation entre le P.R. et le
logarithme des concentrations potassiques externes est de 58 mV. Dans
des conditions expérimentales identiques nous avons vu (figure 13)
que cette pente est de 37 mV pour la fibre musculaire de crabe. Nous
nous sommes alors demandé si le sodium dont 1a participation est
généralement considérée comme négligeable au repos n'intervient pas
de fagon sensibhle dans le maintien du P.R.

Les milieux hyposodiques résultent de la diminution de Ta
concentration du NaCl, . CI o gétant maintenue constante par apport de
C1 sous forme de chlorhydrate de choline (tableau 3 - Techniques).
Les milieux hypersodiques sont réalisés en ajoutant du sulfate de

sodium & 1a solution normale (tableau 4 - Techniques).

Le tableau 10 mentionne les valeurs du P.R. en fonction des
différentes concentrations sodiques externes. L'action de ces milieux
entraine une modification faible du P.R.. L'absence totale de Na ne

provoque qu'une hyperpolarisation d'environ 7 mV.
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Na e PR, (0) Nombre tenps
x 513 de

mM my fibres testées d'action
1 66,5 (0 = 2,1) 42 _
0 73,0 (0 = 2,0) 10 10 & 15'
0,3 66,6 (0 = 3,2) 10 9"
1,5 64,3 (o = 1,6) 7 1' a 4
2 64,5 (0 = 1,5) 8 235
4 59,0 (o = 2,2) 7 639

Tableaw 10 : Bwolution du P.R en gfonction de La concentration

sodique extesne

En extrapolant la courbe P.R. = f (log [Né]e) (figure 15)
nous trouvons une pente de 10 mV pour une variation de concentration

de 1 (513 mEq/1) & 10 (5130 mEq/1).

PR.

mV

(,o:‘r ﬁ +\’\‘\

§-.-~
50+
. |
0 1539 513 %26 | mEqp Na

Figure 15 : Amplitude du P.R en fonction du Log de.[NaJe
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Cet effet hyperpolarisant des milieux hyposodiques a égale-
ment été observé par HAYS, LANG et GAINER (1968) sur le crabe bleu et
ces auteurs signalent, en outre, une action toxique & long terme de
la choline. De méme, RENKIN (1961) démontre & 1'aide de choline mar-
quée au 14C une accumulation de celle-ci a 1'intérieur de la cellule.
Sa pénétration se ferait & la méme vitesse que celle du Na mais sa
sortie serait beaucoup plus lente, a cause de la sélectivité de la
pompe sodique. OCHS (1966) signale pour le couturier de grenouille
un effet dépolarisant des milieux dépourvus de Na par action propre
de la choline. Toutefois, la présence de choline dans nos milieux
hyposodiques (sauf pour :Na:e nulle) ne nous a pas permis de suppo-
ser une pénétration de cette derniére ni de constater de toxicité,
les P.R. devenant rapidement stables. I1 faut noter que nous avons
parfois observé un phénoméne différent lorsque le sodium externe est
totalement remplacé par de la choline. En effet, pour certaines fi-
bres, 1'hyperpolarisation est suivie d'une phase de retour du P.R.

4InSTL__

vers sa valeur initiale (figure 16).

ZE) 4mn
. ./ o\o\
P. R. (mV) 00 ‘/// T t——
Na @mEql) =73 o
.Ténxps(rnrq ' , r
0 20 40

Figure 16 : Bvolution du PR au couwrs du temps en miﬁieu.ﬂvdle =0
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D'autres fibres présentent par contre une hyperpolarisation
durable nous laissant alors supposer en accord avec de nombreux au-
teurs (NASTUK et HODGKIN 1950 - NAKAJIMA et Coll 1962 - HODGKIN et
HOROWICZ 1959) que la choline pourrait €tre considérée comme un ca-
tion imperméant. Aussi, ne nous est-il pas possible, & la seule vue
de ces résultats, de préciser un effet propre de la choline.

L'absence de sodium dans la solution externe provoque éga-
lement une variation de la résistance de membrane, plus marquée que
la variation du P.R.. La Rm augmente en moyenne de 30 %. Cette aug-
mentation s'@tablit progressivement, au fur et a mesure que le P.R.
croit (figure 17 a, b). Dans certains cas, le maximum d'augmentation
de la Rm se produit méme lorsque le P.R. revient vers sa valeur ini-
tiale aprés 1'hyperpolarisation, bien que le milieu soit toujours
dépourvu de sodium. L'explication de ce phénoméne peut résider dans
le fait que 1'absence de sodium entraine une diminution de la conduc-
tance potassique. En effet DYDYNSKA et HARRIS (1966) établissent une
relation entre les mouvements de Na et de K : Torsque le sodium sort
de la cellule, autant de potassium entre. A{nsi, CROSS, KEYNES et
RYBOVA (1965) , FRUMENTO (1965) montrent sur le couturier de grenouil-
le, que durant le remplacement du Na+ intracellulaire par le K+, le
potentiel interne de la cellule devient suffisamment négatif par
rapport au potentiel électrochimique potassique pour qu'un mouvement
net entrant de K puisse se produire. Si 1'extrusion du sodium est
bien admise comme un processus actif requérant de 1'énergie prove-

nant du métabolisme (STEINBACH 1951 - DESMEDT 1953) la nature du flux
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Figure 17 : Courbes voltage-courant pour une fibre placie en solu-
tion nommale (S.N.e—s) puis dans un milieu sans sodium {choline A--4 :

apn2s 10 mn, XeeoX : apres 35 mn)



potassique est encore trés discutée. HARRIS et OCHS (1966) considérent
que ce flux est passif ; de méme CONWAY (1964) suggére que seule la
pompe sodique est électrogénique et que le mouvement du potassium est
uniquement passif. Par contre ADRIAN et SLAYMAN (1966) envisagent Ta
possibilité d'un transport actif de K+ couplé au mécanisme de trans-
port de Na®.

Pour notre préparation, il se pourrait donc que 1'effet
hyperpolarisant transitoire du milieu totalement dépourvu de sodium
ainsi que 1'augmentation sensible de la résistance de membrane cor-
respondent & un flux net entrant passif de K" da & la fuite du Nai.
Cependant nous avons également signalé la possibilité d'une pénétra-
tion de 1a choline et nos résultats ne nous permettent pas de choisir
entre 1'une ou 1'autre hypothése, les deux étant d'ailleurs compati-
bles. Néanmoins, il apparait que 1'effet propre du sodium sur le P.R.
et>1a Rm est faible.

| Ceci est d'ailleurs confirmé par 1'é@tude de 1'influence
d'un milieu hyperpotassique (foe = 129 mEq/1) dépourvu de sodium
(figure 18).

Ce milieu entraine 1a méme variation de la Rm qu'un milieu

hyperpotassique ({K}e = 129 mEq/1) avec {Né}e normale = 513 mEqg/1.

La contribution sodique a& la conductance membranaire devient donc

négligeable lorsque la concentration potassique externe est forte.
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Solution normale

Choline Nag-0

Ke129 Nae-594

Ke129 ; Nae-0

5mV|_

20ms

Figure 18 : Variations de La R, bous L'action d'un milieu hyperpo-
tassique ([K]e = 129 mEg /L) dépourvu de sodium (figure c)

Chocs hectangulaires hyperpolarisants de 50 ms et 0,8 pA
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En conclusion, bien que 1'influence sodiaque sur le P.R. et
la Rm soit faible pour une fibre placée dans les conditions normales,
les mouvements des ions Na' ne doivent toutefois pas étre négligés
dans 1'évaluation du potentiel de repos contrairement & 1'hypothése

de SHAW (1955 a, b) et HAYS et Coll. (1963).
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ITI°) INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CHLORE EXTERNE SUR LE P.R.

ET LA Rm

La faible participation du sodium et celle importante mais
non exclusive du potassium au potentiel de repos nous obligent a
envisager 1'intervention d'autres ions pour rendre compte de la valeur

+

s + ++ - :
du P.R.. Les milieux pauvres en Ca et Mg n'entrainant aucune

"modification du P.R., nous avons &té amenés a étudier 1'influence des

jons C1 .

A) Influence de C1  en excés

Un milieu contenant 1107 mEq/1 de C1~ est réalisé en ajou-
tant du chlorhydrate de choline & la solution normale. La stabilité
du P.R. n'a jamais été obtenue lors de 1'application de cette solu-
tion (tableau 11, figure 19); Une hyperpolarisation maximale de -
7.4 mV est observée aprés 20 mn attribuable peut-étre a 1'influence
propre du C1~ en excés, bien que cet effet hyperpolarisant ne dure

pas et que le P.R. tende a revenir vers sa valeur initiale.

i
Temes |\ o |5 10 !15 120 |25 (30 [35 |40 |45

P.R.

mv 64 | 69,4 69,8§ 71,41 71,4} 68,9| 68,91 67,3 65,7 | 64,9

f |

o 2,2 | 2,6) 1,9 3,11 5,1| 4,3] 3,2] 2,3] 1,9 3,0
| i

Tableau 11 : Valeurs des P.R. obtenus pendant 45" d'imbibition d'une
fibre dans une solution enwiichie en chlore ( CL 0 = 1107 mEq /L)



- 69 -

4mV|

{ 7_]- l S5mn
_—f -~.‘ l
PR. (mV)—éL—\/’ ! —p—|
1107
Cl (mEqI)—24—
Temps(mn) , , : : :
0 10 20 30 40

Figue 19 : Evolution du P.R au cours du temps en solution enrichie
en choline ([C!,Je = 1107 mEq/L).

Deux hypothéses peuvent é€tre envisagées pour expliquer cet
effet transitoire :

- soit 1a choline traverse T1a membrane (RENKIN 1961), hypo-
thése que nous avons dé&ja émise sans pouvoir la confirmer. Ce phéno-
méne se produirait peut-étre lors d'actions trés longues de solutions
contenant une quantité importante de choline.

- soit le potentiel de repos est essentiellement contrdlé
par les mouvements de K" ramenant celui-ci vers la valeur de VK ou

plus précisément vers VK + Na.

B) Evolution du P.R. et de la Rm sous 1'action de milieux

appauvris en C1~
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a) Remplacement de NaCl par du benzéne sulfonate de Na

Lors d'expériences préliminaires nous avons testé 1'action
d'une solution contenant 83,7 mEq de C1~ au lieu de 594. La concen-
tration potassique est normale et 1a concentration sodique est réta-
blie & sa valeur normale en remplagant NaCl par du benzéne sulfonate
de sodium (tableau 5 - Techniques).

L'absence de C]e entraine une dépolarisation importante et

continue (figure 20).

F{|¥. (mv)—S8

*el

C|‘ 594 ~
(mEqu)j
83,7
Temps(m n) ! T T T T T r
o 10 20 30 40 50 60

Figure 20 : Action du benzéne sulfonate de Na© utilisé comme subs-
titut de NaCl ([Cﬂ]e = 83,7 mEq /L)

Le P.R. ne se stabilise pas et décroit continuellement au
cours du temps. Cette absence de stabilité du P.R., méme aprés 50
minutes, pouvant étre attribuée a un effet toxique du benzéne sulfo-
nate, nous avons alors utilisé un autre anion en remplacement de

C1~ : le propionate.
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b) Remplacement du NaCl par du propionate de Na (concentration potas-

sique maintenue normale : 12,9 mEq/1)

L'étude de 1'évolution du P.R. en fonction de [CT], est
réalisée en appauvrissant la solution externe en C1~ par substitution
du NaCl par du propionate de Na (tableau 5 - Techniques), 1e propio-
nate é@tant connu pour ne pas traverser 1a membrane. (REUBEN, GIRARDIER
et GRUNDFEST 1964).

Le tableau 12 mentionne 1es valeurs des P.R. obtenus pour

les différentes concentrations er. €1 &iudiées.

Eﬂ]e P.R. Nombre de Temps
mEq/1 mV (o) |fibres testées d'action
340,2 56,0 (o = 3) 8 10"
23,6 46,8 (o = 4,4) 19 8'
0 46,75 (o = 4,8) 12 | 8'
|

Tableau 12

: Varuations du PR en {fonction de [bé]e Lornsque NaCl est

nemplacé par du proplonate de Na

La figure 21 rend compte de 1'évolution du P.R. en fonction
du logarithme de [@f]e pour les différentes concentrations de C1~
étudiées : 1107, 594, 340, 83,7, 23,6 et 0 mEq/1.

Nous constatons que Ta relation n'est linéaire que pour

des concentrations en C1~ externe supérieures & 300 mEq/1. En deca le



- 72 -

P.R. devient & peu prés insensible aux variations de [Clje, de fagon
particuliérement nette pour les faibles concentrations. La portion

linéaire de la courbe ~orrespondant aux fortes ]E]]e a une pente de

33 mV.

PR,

mV

704

60-

50}; { {r__’,af’//

40;
30-
20+

10+

) 594

4

U J T -1 T
Y 236 837 3402 1107 mEq/1 (]~
Figure 21 : Amplitude du P.R en fonction du Log de [CE]Q

Les valeurs des P.R. relevées lors de la réduction de [@[]e
par le propionate ne correspondent qu'a des variations transitoires
du potentiel initial. En effet, dés 1'application de la solution 1la
fibre se dépolarise et présente une importante activité mécanique
Torsque [p[]e est faible. Nous observons alors de violentes contrac-

tions et contractures des fibres pendant 1 & 2 minutes, déja signalées

par FOULKS, PACEY et PERRY (1965) et SANDOW (1965) sur les fibres de

grenouille et par DUDEL et RUDEL (1969) sur les fibres d'écrevisse.
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Le P.R. initial de 67 mV de la fibre (figure 23) passe a une
valeur de 56 mV lorsque [C1], = 340,2 mEq/1 et de 46 mV Torsque
[p]]e = 23,6 mEq/1. L'amplitude de la dépolarisation correspondant
d cette derniére concentration est toujours voisine de 20 mV et
seul le P.R. atteint est fonction du P.R. initial.

K+mEqIL 12,°
594 340,2 |

O —Or 4

CI’mEq AN 23,6

\
AT S
PR. e
67 be—eoch o000 e
\l ‘ ,///,
\o
100 A

ARm //,//'///

MINUTES
Figure 22 : Bvolution du P.R et de La R, dous L' ingluence de solu-

tions appauvries en chlore
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Un potentiel moyen de 46,8 mV (o = 4,4) établi & partir de
19 fibres dont le P.R. initial moyen est de 65,4 mV est atteint quand
TC]je = 23,6 mEg/1. Un potentiel identique : 46,75 mV (o = 4,8) est
obtenu lorsque rb]ie = 0 mEq/1. Enfin, un potentiel de 56 mV
(o = 3,0) calculé sur 8 fibres correspond a C1 o = 340 mEq/1.

Ainsi, le P.R. atteint Tors de la dépolarisation, se fixe
d une valeur intermédiaire entre le nouveau potentiel d'équilibre
au C1~ et le potentiel d'gquilibre au K*. En effet, la diminution du
grédient de concentration (pour C1 _ = 340 mEq/1) et son inversion
(pour ;C[?e = 23,6 mEq/1) se traduisent dans le premier cas par un
influx moindre d'ions C1~ et dans le second cas par un efflux de
C1™ associé a un efflux accru de K" résultant de 1'augmentation de
la driving-force potassique (Em - EK). Ces mouvements simultanés
de k' et de C17 & travers la membrane produisent une sortie de KC1
quf serait couplée & un efflux d'eau entrainant le gonflement du
systéme tubulaire transverse comme 1'ont signalé GIRARDIER, REUBEN,
BRANDT et GRUNDFEST (1963), HAGIWARA et TAKAHASHI (1967), SELVERSTON
(1967). Cet efflux d'eau permettrait le maintien de 1'équilibre
osmotique. (HODGKIN et HOROWICZ 1959 - HAYS, LANG et GAINER 1968).

Le fait que les ions K+ tendent & freiner la dépolarisation
provoquée par la diminution de _C]ie se traduit dans une deuxiéme
phase par une lente repolarisation de la fibre bien que les concentra-
tions du potassium et du chlore externes demeurent inchangées
(fKﬁe = 12,9 mEq/1, €1 _ = 340, 23,6 ou 0 mEq/1).

En ce qui concerne 1'évolution de la Rm’ une augmentation

continuelle se manifeste pendant 1'imbibition de la fibre dans la
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solution propionate (figure 22). Ainsi, si le P.R. est constamment
controlé par le potassium, la résistance membranaire, elle, est af-
fectée par la diminution de 7C1we et augmente au fur et a mesure que
GC1 diminue, pendant Ta dépolarisation (50 p. 100 d'augmentation de
Rm au maximum de dépolarisation) puis lors de Ta repolarisation de
la fibre (augmentation de 150 p. 100 de 1la Rm a la fin de la repola-
risation lorsque C1 o = 23,6 mEq/1). La résistance membranaire de-
venant trés élevée et stable a ce dernier stade, i1 faut alors envi-
sager le fait que GC1 a cessé de contribuer & la conductance membra-
naire totale.

En outre, nous constatons que le niveau de potentiel atteint
différe le plus souvent de quelques mV du potentiel initial, la diffé-
rence pouvant étre plus nette dans le cas de fibres a fort potentiel
en conditions normales (tahleau 15 récapitulatif page82). Le potentiel
final moyen est de 62 mV (o = 2,7) pour 18 fibres et nous avons vu
que ¢1° a alors cessé d'influer sur le P.R. et la Rm. La différence
entre ce potentiel et le P.R. initial pourrait donc s'interpréter en
admettant que certaines fihres ont, dans les conditions normales,
un P.R. plus influencé par Te chlore externe que d'autres. I1 semble,
qu'a la fin de la repolarisation, la fibre se trouve dans un état

d'équilibre tel que K i x 0= K o X C1 o C}je étant fixe et
considérahlement diminuée, Cl ; sera arfectée et 1'équilibre ne sera
respecté que par un efflux d'eau. En considérant que /K;i n'est pas

modifiée comme 1'ont démontré HODGKIN et HOROWICZ (1959) sur la fibre

squelettique de grenouille et HAYS, LANG et GAINER (1968) sur le
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crabe Callinectes, (1 ; devient alors égale a environ 2 mEq/1 alors
que (1 ;en conditions normales est de 62 mEq/1 (chapitre III 1°).
La quasi-totalité du chlore interne a donc traversé la membrane, cet
efflux cessant a Ta fin de la repolarisation. A ce stade, le chlore
n'affecte plus le P.R. et ne contribue plus au courant membranaire.
Le potentiel moyen de 62 mV peut alors étre considéré comme un poten-
tiel d'équilibre potassique non corrigé de la faible participation
sodique.

Inversement, Tors du retour aux conditions normales aprés
1'application de la solution propionate (figure 22) la fibre s'hyper-
polarise rapidement, mais plus faiblement qu'elle ne s'était dépola-
risée sous 1'action du milieu propionate. Le P.R. revient ensuite
progressivement a sa valeur de départ. A 1'hyperpolarisation est
associée une brusque diminution de la Rm résultant vraisemblablement
du rétablissement de GC] par suite de 1'entrée d'ions C1  dans la
fibre. La Rm reprend ensuite sa valeur initiale dé&s que le P.R. se
rapproche du P.R. de départ. A nouveau donc, nous observons une va-
riation soudaine et transitoire du P.R. consécutive & une modification
de jb1ie, suivie d'un retour vers le P.R. normal sous 1'influence
des mouvements du K.

Si, comme nous venons de 1'admettre, le potassium semble
constamment responsable du maintien du P.R., le potentiel atteint &
la fin de la repolarisation en absence de ?tfje doit alors corres-
pondre & un potentiel de pile de concentration aux ions K* ou plus

exactement & un potentiel de diffusion aux ions K" et Na”. Dans ces
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conditions, 1'action de milieux hyperpotassiques doit se traduire
par une courbe P.R. = f (log VK;e) de pente supérieure a 37 mV
valeur obtenue dans les conditions normales c'est-&-dire lorsque

va;e = 594 mEq/1 et que les ions C1° contribuent au P.R..

c) Influence de la concentration potassique externe en absence de

chlore

les milieux sans chlore et enrichis en K par du sulfate
de potassium sont appliqués & la fin de la repolarisation aprés

1'action du milieu propionate (‘3]50 = 0, ﬁKie = 12,9 mEq/1)
(figure 23}. Ainsi, les potentiels de 51, 29 et 16 mV sont obtenus
pour des K o respectivement fcales & 25,8 - 64,5 - 129 mEq/1 sur
une fibre dont le P.R. initial est de 67 mV.

L~ tableau 13 récapitule les P.R. moyens obtenus sur 6

fibres pour différentes concentrations potassiques.

K | P.R.

ﬁEq?] 1 my
g 0 81,2 (0= 3,5)
? 3,87 74,5 (0= 2.4)
12,9 63 (0= 2,5)
| 25,8 § 52,1 (o = 2,0)
| 64,5 33,75 (0 = 3,6)
129 16,75 (0 = 3,0)

Tableau 13 : Valeurns des PR obtenws pour différentes concentrnations

potassiques en absence de chlore.
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Figure 23 : Influence des milieux hyperpotassiques sur £e PR en
absence de chlore (toutes Les mesures sont efpectudes sur une méme

§ibre)
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La traduction de ces résultats par la courbe représentant

les variations du P.R. en fonction du logarithme de UK]e (figure 24)

PR,

mV

ob—_

70-
604 \
50-
40-
30-
20-

10+

387 12, 2'5.0 6.4.5 129 mEq/1 K+

Figute 24 : Amplitude du PR en gonction du Log de
[K]e avec [?éle = 0 mEg /L

montre que la droite obtenue pour les milieux hyperpotassiquesa une
pente moyenne de 47 mv.

En admettant que seuls les ions monovalents contribuent au
P.R. (effet nul des ions divalents comme nous 1‘'avons déja signalé),
les P.R. obtenus en absence de chlore correspondent & des potentiels
de diffusion aux seuls ions k" et Na*. Nous avons vu que la contribu-
tion sodique au P.R. est faible et d'autant moins décelable que [K]e

est forte. Dans ces conditions expérimentales, la participation
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du Na* pourrait devenir plus nette par suite de 1'absence des 1ions

C1™. Le P.R. est alors exprimé par 1'équation :

o Na

K. X
P.R. =V, , Na = RT Log ——1 + : f;1
nF K‘e + a LNake
PNa
o = ——— = rapport des perméabilités de la membrane au
P
K

sodium et au potassium

Le fait que Te chlore n'intervient plus & la fin de la

repolarisation se trouve confirmé par la rapidité d'action des milieux

‘potassiques dépourvus de chlore. Le tableau 14 permet de comparer les

temps d'imbibition nécessaires pour obtenir un P.R. stable & ceux
obtenus pour les mémes milieux potassiques contenant du chlore

([c1}, = 594 mEq/1).

o Temps de Temps de
iK}e stabilisation stabilisation
mEq/1 . quand . quand
L1 o = 594 mEq/1 Ol o = 0 mEq/T
0 7! 7I
3,87 7' 7'
25,8 10! 6'
64,5 12" 8'
129 | 18" 5!
}

Tableau 14 : Comparaison des temps de stabilisation des P.R en
gonction de%uK§e et de iC@je



- 8] -

Ce tableau révéle que les différences les plus importantes
entre les temps d'action se produisent pour les concentrations en Kt
fortes démontrant que les mouvements potassiques sont contrebalancés
par les mouvements ‘de chlore en conditions normales alors que ceux-ci
s'effectuent plus rapidement lorsque les ions C1~ cessent de partici-
per au P.R.

L'ensemble de ces résultats montre donc que la phase de
repolarisation est indépendante de la concentration en chlore externe
et que les mouvements de C1~ sont bien terminés a la fin de 1a repo-
larisation. A partir de cette observation, les mesures deszwre1evées
d la fin de Ta repolarisation nous permettent de déterminer la -
contribution globale des ions K" et Na* & 1a conductance membranaire.

Le tableau récapitulatif 15 donne, pour chaque fibre étu-
diée, 1a valeur du P.R. initial et du P.R. & 1a fin de la repolari-
sation, GK + Na exprimée en p. 100 de Gm et par différence GC]' Ces
mesures nous permettent d'établir que GC] correspond en moyenne a
55,7 p. 100 de la conductance membranaire totale, GK + Na OY GC
(c : cationsg)a 44,3 p. 100. Un test t effectué a partir de ces moyen-
nes indique que la différence est significative (risque : 1 p. 100).
Enfin, i1 est & noter que pour environ 25 p. 100 des fibres GK + Na

est supérieure a GC]‘

d) Remplacement du NaCl par du sulfate de sodium

Des expériences ultérieures nécessitant 1'application d'un

milieu sans chlore & pH acide nous ont obligés & substituer a 1'ion

chlore un autre anion : le sulfate.
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1 P.R. - |
i e 554 mEq)1 1, = 23,6 ou 0 mEq/1 e | o
.ie - 12.9 :Kfe = 12,9 en p. 100 de Gmﬁ.Gm - GK + Na
; 66 65 30 ; 70
i 62 60 51 % 49
62 56 43 | 57
68 56 33 é 67
62 » 65 50 i 50
59 | 64 41 3 59
63 61 28 ? 72
63 58 48 w
Y 60 50 ' 50
65 62 64 | 36
65 f1 53 47
67 67 45 55
64 | 60 40 60
72 | 63
| 70 g 64 é
; 69 % 65 5 |
| 72 % 64 ;
i 66 % 58 %

Tableau 15 récapitulatiq : Valewrs des PR initiaux, des P.R & La §in

de La repolarisation en solution sans chlorne et des conductances ioniques
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En effet, le propionate forme un tampon & pH 6 et il est
alors impossible d'étudier 1'action de milieux plus acides. Nous avons
donc réalisé la méme expérience que celle décrite pour le propionate
(figure 22) mais en substituant le sulfate de sodium au NaCl. La
concentration de C1 est également de 23,6 mEq/1, les concentrations
sodiques et potassiques restent normales.

Les effets produits par une telle solution sont identiques
d ceux observés lors de 1'application d'un milieu propionate dont
Ta concentration en C1~ est également de 23,6 mEq/1. Ainsi 1'ampli-
tude de la dépolarisation est la méme et la repolarisation jusqu'a un
P.R. stable proche du P.R. initial se produit également. IT faut tou-
tefois signaler que les variations de potentiel obtenues en milieu sul-
fate sont plus rapides que celles relevées en solution propionate. Le
maximum de dépo]ariéation est atteint en 3 & 5 minutes alors qu'il
1'était en 8 minutes sous 1'effet du milieu propionate. De méme, la
durée de la repolarisation est maintenant de 20 minutes environ soit
deux fois plus rapide. Cette rapidité d'action du milieu sulfate par
rapport au milieu propionate pourrait s'expliquer par le fait que
1'équilibre ionique & 1'intérieur de Ta lumiére des tubules s'établi-
rait plus lentement en milieu propionate qu'en milieu sulfate, compte-
tenu de 1'encombrement et de la mobilité différents de ces deux ions.

Ces résultats nous permettent de considérer que le sulfate
est un anion ne traversant pas la membrane en accord avec les travaux
de CONWAY et MOORE (1945), FALK et LANDA (1960), ADRIAN (1961) et qu'il

n'a pas d'effet propre sur le P.R. comme 1'ont déja démontré KAO
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et STANFIELD (1968).

C) Courbes voltage-courant en milieu appauvri en chlore

Enfin, nous avons tracé des courbes voltage-courant & dif-
férents moments de 1'expérience effectuée avec Cl1 o = 23,6 mEq/1
(Te propionate de Na remplacant Te NaCl du milieu normal). Tous Tes
tracés présentés sur la figure 25 ont été effectués a partir d'enre-
gistrements obtenus pour une méme fibre. La courbe 1 correspond a la
fibre placée dans la solution normale et fait apparaitre le phénoméne
de rectification déja décrit lors de 1'étude des caractéristiques
membranaires de la fibre (chapitre I, V°). La courbe 2 est réalisée
lorsque 1'effet dépolarisant du milieu pauvre en C1~ est maximum
c'est-a-dire lorsque le chlore quitte 1a cellule et que GC] diminue.
La courbe 3 correspond 3 la fin de la repolarisation ol nous avons
admis GC] nulle. Ces deux derniéres courbes (2 et 3) sont parfaite-
ment linéaires et traduisent une disparition de la rectification. La
courbe 4 obtenue & Ta fin de 1'hyperpolarisation lors du retour aux
conditions normales est sensiblement paraliéle a 1a courbe 1 et pré-
sente elle aussi le phénoméne de rectification. A ce moment, la résis-
tance de membrane reprend sa valeur initiale.

I1 semble donc que le phénoméne de rectification soit 1ié
au mouvement du chlore. Celui-ci doit étre présent dans la solution
externe, de facon & ce que GC] reste importante. En effet, nous avons
signalé (tableau 15) 1'existence de fibres pour lesquelles G

K + Na
est supérieure a GC] et Tes courbes voltage-courant obtenues pour ces
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i<

DEPOLARISATION
/ 3
7

Figure 25 : Courbes voltage-courant obtenues aux différentes phases
de £'évolution du P.R Lorsque [Cae = 23,6 mEg/L (courbes 2 et 3)
au Liew de 594 {courbes 1 et 4).
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fibres placées en solution normale ne présentent pas le phénoméne de

rectification.

D) Conclusion

L'enlévement du chlore dans la solution externe ou le réta-
blissement de sa concentration normale aprés une diminution de celle-ci
démontrent la prédominance des mouvements potassiques tendant toujours
3 maintenir le P.R. & sa valeur normale. Ainsi, les effets de C1~
sur le P.R., bien que trés nets, sont seulement passagers et freinés
par le potassium. Nous avons vu que le méme phénoméne était suscep-
tible de se produire Tlors d'applications de solutions enrichies en
chlore. Cependant, la contribution des ions C1 & la conductance

membranaire est prédominante et permet, du moins en partie, d'expli-

quer T1'existence de la rectification membranaire.



IV®) INFLUENCE DES IONS ' EN EXCES (pH ACIDES)

| Dans les conditions normales, la contribution du chiore &
la conductance membranaire est supérieure a celle du potassium. En
absence de chlore externe, nous avons signalé que 1'efflux de chlore
entraine un gonflement du systéme tubulaire transverse laissant
supposer un passage des ions C1~ & ce niveau (GIRARDIER, REUBEN,
BRANDT et GRUNDFEST 1963 - SELVERSTON 1967). Sachant que les ions Wt
agissent sur des sites de surface (HUTTER et WARNER 1967 b - SPURWAY
1965 b -~ BROOKS et HUTTER 1964) nous nous sommes alors proposé de
déterminer quelle conductance ionique est modifiée lors de variations

du pH extracellulaire afin de relier ce résultat avec les hypothéses

e - . + -
émises pour les voies de passage des ions K et C1 .

Les mélanges tampons utilisés afin d'obtenir les pH désirés
ont été indiqués au tableau 6 (TECHNIQUES). Nous avons vérifié au
préalable si le biphtalate de K et le tris ont un effet propre sur le
P.R. et 1a Rm. Les solutions tests renferment 5 mM de tampon et sont
amenées a pH 7,8 par adjonction de quantités convenables de NaOH. La
solution de référence est la solution physiologique normale tamponnée
a pH 7,8 par le bicarbonate de Na. Nous n'avons enregistré aucune
variation du P.R. Tors de 1'imbibition des fibres dans les solutions
tests par rapport au P.R. de référence. De méme, la Rm reste a sa
valeur normale lorsque de faibles courants dépolarisants ou hyperpo-

Jlarisants traversent la membrane, aussi bien en milieu tris qu'en

milieu biphtalate. Dans nos conditions expérimentales, il n'apparait
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donc pas d'effet propre des tampons utilisés.

Nos mesures de Rm en solutions acides ont &té obtenues a
partir des variations de potentiel &lectrotonique enregistrées lors
de 1'application de courants hyperpolarisants, d'une part afin d'évi-
ter une erreur de mesure due & une action propre possible du tampon
tris signalée par MANDRINO (1969) et d'autre part parce que la fibre

présente trés rapidement une activité électrique en milieu acide.

A) Variations du P.R. en fonction du pH

Le P.R. moyen de 64 mV reste a sa valeur normale pour des
pH compris entre 7,8 (pH de la solution normale) et 5,5. Lorsque la
solution externe est & un pH inférieur a 5,5, la fibre se dépolarise
et le P.R. se stabilise & une valeur de 54,2 mV (o = 4,0) pour un
pH de 3,77. Le P.R. reste pratiquement & cette valeur méme Torsque
1'acidification du milieu externe est plus forte : P.R. moyen de

52,3 mV (o = 3,8) & pH 3,4.

pH 3.4 3,77 4,25 | 5,0 5,5 6,4

P.R. 52,3 54,2 56,9 63,0 62,5 63,6
mV (0 = 3,2){(c = 4,0)|(c = 2,3

Nombre
de
fibres
testées

15 7 16 6 7 8

Tableaw 16 : Valewrs moyennes des PR en fonction du pH
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PR
mV

60} : /f“f
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aof
)3

OIIJILI
342 5 6 7 8

pH

Figure 26 : Bvolution du P.R en fonction du pH extracellulaire

B) Variations de 1la Rm en fonction du pH

L'acidification du milieu externe provoque une augmentation
de 1a Rm dés que le pH devient inférieur a 5. La Rm a pH 4,25 double
presque par rapport a celle de la fibre placée dans la solution de
pH 7.8 (Rm pH 4,25 = 180 p. 100 Rm pH 7,8 : valeur moyenne établie
sur 15 fibres) (figure 27). Pour des pH plus faibles, une trés impor-
tante variabilité des résultats se manifeste, due & la toxicité de
ces milieux trés acides. C'est pourquoi ne sont mentionnés a pH 3,4
que 4 points correspondants 3 des fibres ayant récupéré a la fois

leurs valeurs initiales de P.R. et de Rm relevées a pH 7,8.
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Figure 27 : Variation de La nésistance de membrane en fonction du pH

Cette augmentation de résistance associée a une dépolari-
sation ne peut donc étre interprétée que comme une diminution de
perméabilité ionique. Sachant que les ions K" et €17 sont principa-
lement responsables de la valeur de la conductance membranaire, il
S'agirait donc, lors de 1'acidification, d'une diminution de GC]

ou de GK.

C) Détermination de la perméabilité modifiée & pH acide

a) Influence des variations de la concentration potassique externe

La figure 28 représente la variation d'amplitude du P.R.

sous 1'action d'un milieu hyperpotassique ([K]e = 129 mEq/1) a dif-
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férents pH. Nous remarquons que la pente des courbes diminue d'autant

=

plus que le pH est plus acide. Il pourrait donc s'agir & la vue de ce

résultat d'une diminution de PK ou d'une augmentation de P La

c1-
deuxiéme hypothése semble ne pas pouvoir étre retenue puisque nous
enregistrons des augmentations de la résistance de membrane.
: R pH 78
mv ——=- PH 425
70

———— pH 376
P-

60}
50t

40}

30f
20f
10}

e PT- 129 K. mEq/

Figure 28 : Amplitude du PR en fonction du Log de EK}Q a difpenents pH

b) Influence des variations de la concentration en chlore externe a

pH 4,25
Quatre expériences préliminaires ont été réalisées en rem-
placant NaCl par du méthylsulfate de Na. A pH 7,8 ses effets sur le

P.R. sont identiques & ceux obtenus en utilisant le sulfate de Na
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comme substitut de NaCl. Cependant & pH 4,25, la présence du méthyl-
sulfate dans la solution accentue la violence des contractions et des
contractures déja signalées. Nous observons alors une 1ésion générale
de la préparation et une rupture des points d'attache des fibres au
niveau de la carapace et de 1'axostyle. Ce phénoméne s'est toujours
produit pour les quatre muscles utilisés et il nous a dbnc paru
intéressant de signaler une toxicité du méthylsulfate vis-a-vis de la
fibre de crabe en milieu acide, sans pouvoir expliquer les causes de
celle-ci.

Les solutions pauvres en chlore et de pH acide ont donc été
réalisées en n'utilisant que le sulfate de Na en remplacement de NaCl.

Les variations du P.R. en fonction de inﬁe a pH 4,25 sont

récapitulées au tableau 17.

—
Ll 594 340 250 83,7 | 23.6 0
mEq/ 1

PR. | -56,9] -42 | -31,5 { -17 | -18,8 | + 3.5
mV (o) (o = 2,3){(c = 4,5){(0 = 1,3)i(0 =3) ! (6 =4)] (0 =3)

Tableau 17 : Valewrs moyennes des PR en fonction de 'CL] .

Qo

pH 4,25

Nous avons vu que la pente de la courbe P.R. = f (log {C]le)
a pH 7,8 est de 33 mV (figure 21) lorsque fcf@e varie d'un facteur
x 10 et est supérieure & 300 mEq/1.

En deca de cette concentration nous n'observons pratique-
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ment plus de modifications du P.R. résultant vraisemblablement de

diminution de PC]'

la

A pH 4,25 Ta courbe P.R. = f (log {bi}e) (figure 29) appa-

- -
rait également linéaire pour §01Je supérieure & 250 mEq/1 mais la

pente de cette droite est alors de 62 mV.

PR
mV
4-80
- 170
1-60
pH 7.8 150
~40} 140
-304 130
=200 {_’_____* 4-20
-0 pH 425 +10
{0
+10k N R P44 +10
0 23, 83, 25(5 40594 107 Cl. mEq/l

Figure 29 : AmpLitude du P.R en fonction du Log de fCé}e apH 7,8
et 4,75

I1 semble donc que nous sommes en présence d'une pile de
concentration au C1™. La contribution des ions K' au potentiel de

repos est annulée et la perméabilité potassique apparait bloquée.

Pour des concentrations en chlore inférieures & 250 mEq/1, les P.R.

varient en fonction de [Ci]e et ceci peut alors s'expliquer par le

P

fait que le rapport cl

augmente. En effet PK chute et bien que
P

K
PC] soit diminuée la membrane devient relativement plus perméable

au chlore.
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Les expériences décrites précédemment (chapitre II, III°)
et relatives a la suppression du chlore en remplacant le NaCl par du
propionate de Na ou du sulfate de Na mettent en évidence le role
important du potassium dans le rétablissement du P.R. & sa valeur
normale. En effet, la dépolarisation résu]fant de Ta diminution de

P

?C]ie est rapidement suivie d'une phase de repolarisation de nature

potassique. Ainsi, si les ions H" inhibent P,, 1'&volution du P.R.

K)
de la fibre placée en milieu acide pauvre en chlore doit &tre trés
modifiée par rapport 3 celle observée & pH 7,8. Les courbes a et b

de 1a figure 30 permettent de comparer les résultats obtenus.
Deux différences essentielles doivent étre retenues :

- L'amplitude de la dépolarisation en milieu “C]ie = 23,6 mEq/1
-.@st beaucoup plus importante & pH 4,25 qu'a pH 7,8. Ceci résulte du

fait qu'a pH 7,8 1e P.R. de - 41 mV est un potentiel intermédiaire

entre VK (proche du P.R. normal), VNa et le nouveau VC] (gradient de
concentration inversé) tandis qu'a pH 4,25 le P.R. de - 17 mV corres-

pond & un potentiel intermédiaire entre le nouveau VCI et VNa'

- La phase secondaire de repolarisation ne se produit plus
a pH 4,25. Ceci démontre bien que le flux potassique est inhibé et

ne peut plus permettre le rétablissement du P.R. & sa valeur normale.
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23,6
_ _ pH4.25 - a _
234
4 mVI
2mn
334
(mV)
P,
434 /
pH 78
53' b
634
Ten'ps(mn) T T T T )
0 5 10 15 20

Figure 30 : Mise en &uidence du blocage de £La perm@abilite potassique

a pH 4,25 en absence de chlore externe : comparaison des variations

du P.R sous £'effet de s0lutions {CL| = 23,6 mEg/L (NaCl nemplac?
e

par NaZSO4) a pH 7,8 et 4,25 sun une meme gibre.

Des résultats similaires sont obtenus si nous provoguons

d'abord la chute de GC] par un milieu pauvre en chlore de pH 7,8 et si

nous faisons agir ensuite une solution également pauvre en chlore mais
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de pH 4,25. Dans ce cas nous déclenchons consécutivement les blocages
de GC] et de GK' Les P.R. moyens atteints sont identiques & ceux ob-
tenus précédemment soit : - 18,8 mV Torsque iCTJe = 23,6 mEq/1 et

+ 3,5 mV Torsque lcije = 0 mEq/1. En fait, cette derniére valeur du
P.R. devrait étre proche du potentiel d'équilibre sodique VNa =+ 56 mV
(avec gNééi = 54 mEq/1 d'aprés SHAW, 1955 a) ou V. =+ 36 mV (avec
{Né?i = 121 mEq/1 d'aprés HAYS et Coll. 1968) puisque nous nous sommes
assurés d'une part que la pile au chiore n'intervient plus et d'autre
part que Ta perméabilité potassique est bloquée. L'inversion du P.R.
n'a jamais été telle que P.R. = VNa mais i1 suffit que 1'une ou 1'autre
ou les deux perméabilités au K" et au C1™ ne soient pas parfaitement
annulées pour que le P.R. reste influencé par ces ions puisque nous
savons que le potassium et le chlore sont essentiellement responsables
de 1a valeur du P.R. et que la contribution sodique est comparativement

faible.

D) Conclusion

L'ensemble de ces résultats montre que les 1ions H" en exces
dans le milieu externe entrainent un blocage de la perméabilité potas-
sique se traduisant par une 18gére dépolarisation et une importante
augmentation de la Rm. Ces résultats sont conformes & ceux de DE MELLC
et HUTTER (1966) qui relévent sur la fibre d'écrevisse en milieu acide
une augmentation de GC] imputable en réalité & une diminution de GK.
Par contre surla balane, une diminution du pH entraine une chute de la

Rm due @ une augmentation réelle de Gy (HAGIWARA et Coll. 1968). Sur
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la fibre musculaire de crabe, nos résultats expérimentaux démontrent
qu'en milieu acide 1'apparente augmentation de PCl ne provient que de
1'augmentation du rapport Egl'due au fait que la perméabilité potassi-
que est seule affectée par ﬁes milieux acides. Ce résultat est trés
différent de celui obtenu sur le muscle de grenouille ol seule la
perméabilité au chlore est modifiée (BROOKS et HUTTER 1962 - HUTTER
et WARNER 1967 a, b).

Ainsi, sachant que les ions H* agissent en surface, nous
pouvons admettre, compte-tenu de leurs effets sur la perméabilité
potassique, que le potassium passerait au niveau de la membrane sar-
colemmique. Cette hypothése semble confirmée par 1'étude du délai
nécessaire pour obtenir le blocage de la perméabilité potassique.
Celui-ci est de 1'ordre de 3 minutes et au maximum égal & 6 minutes,
c'est-a-dire trés rapide par rapport au temps d'action d'une solution
permettant la suppression de PC]’ Nous avons vu en effet que 1la
conductance au chlore n'était annulée qu'aprés 20 minutes en solution

sulfate et 40 minutes en solution propionate.
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CHAPITRE III

EVALUATION DES CONDUCTANCES IONIQUES MEMBRANAIRES
DE LA FIBRE PLACEE EN CONDITIONS NORMALES

I”) Choix des valeurs des concentrations ioniques internes

II°?) Evaluations relatives de GK et GC]

III°) Vérification de la valeur expérimentale de Rm

Valeurs absolues de GK et GC]
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I°) CHOIX DES VALEURS DES CONCENTRATIONS IONIQUES INTERNES

SHAW (1955 a) propose les valeurs suivantes pour la fibre

musculaire de Carcinus maenas

- [k}, = 120 mEq/1
- [cﬁ ;= 54 mEq/1
- [Ni ;= 54 mEq/1

HAYS, LANG et GAINER (1968) admettent des valeurs diffé-

rentes pour la fibre musculaire du crabe Callinectes sapidus.

Kl.
-4

188 mEq/1

.C—%_i

N{%i 121 mEq/1

"

68 mEq/1

)

=y Ty T

D'aprés nos résultats expérimentaux nous avons vu que le
potentiel de repos est un potentiel de diffusion aux ions K+, c1”
et Na* dont la valeur moyenne est de 65 mV (o = 4). La participation
sodique étant faible, nous pouvons admettre que la valeur du P.R.
doit étre comprise entre les valeurs des potentiels d'équilibre au

K" et au C1~ soit V, et V

K C1
[kl i01}e
VK = b8 ]Og —*———"——— s VC-] = 58 1og —
EKJe ,9]}1

Nous obtenons VK = 56 mV et VC] = 60,3 mV & partir des
valeurs proposées par SHAW et VK = 67,3 mV et VC] = 54,5 mV a partir
des valeurs proposées par HAYS et Coll.

En milieu acide (pH 4,25) nous avons vu que Ta relation
P.R. = f (Tog [Cf}e) (figure 29) suit approximativement 1'équation

de NERNST pour les ions C1 . Dans ce cas lorsque [C{Je = 594 mEq/1

Bl
LT
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nous pouvons écrire :

594

~ -

el

P.R. = 56,9 = 58 log

Nous trouvons alors iplfi = 62 mEq/1.

Ainsi i1 apparait que la valeur trouvée pour ip]éi est
proche des concentrations internes proposées par les auteurs mention-
nés ci-dessus. 11 semble donc acceptable pour nos calculs ultérieurs
de prendre la valeur [ﬁ]ﬁi = 62 mEa/1.

Par contre, sachant que le P.R. de la fibre musculaire de
crabe se situe entre 60 et 70 mV, i1 faut alors admettre, compte-tenu
des valeurs des conductances ioniques, que VK est au moins &gal a
70 mV ce qui oblige & prendre pour valeur de ZKji celle proposée par
HAYS et Coll. (1968) soit 188 mEq/1. La mesure de VK d'aprés SHAW
parait trop faible mais i1 faut signaler que cet auteur obtient un

P.R. moyen de 58 mV, valeur plus faible que celui que nous avons

enregistré.
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II°) EVALUATIONS RELATIVES DE GK ET GC]

A partir des figures 13 et 21 montrant les variations du P.R.
d'une part en fonction du log de [K]e avec [C]]e = CSte : 594 mEq/1 et
d'autre part en fonction du log de l?]]e avec [k]e = CSte = 12,9 mEq/1,
nous pouvons calculer les conductances relatives de K™ et C1° (GK et
GCI) d'aprés la méthode de calcul de HODGKIN (1959).

Nous admattons que la conductance membranaire totale Gm

est la somme de GK et GC] (GNa négligée)

6. =Gy + G, | (1)

Te potentiel de membrane V en absence de courant externe (IK + 1., =20)

Cl
est donné par :

Vo=V T+ Ve T

Kk ¥ V1 T (2)

formuie dans laquelle :

VK et VC] sont les potentiels d'équilibre aux ions K" et C1°

[¢]

V, = 58 log ——=° (3)
[K];
el .
Vay = 58 log 1;;ll- (4)

) [“T].
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. K.
T, = = 1-T (5)
K™ ¢1
6 * 6gy
. -
TC]=————g——=1—TK (6)
6 * 6¢y

d partir des équations (2) et (6) nous obtenons :

/% DT,
oV ST, 4 (V, - V) (7)
Y S Sl ey G
\ (Veq) K Ve -
et

AT
gv | T+ (g = Vi) [ == (8)

Yer [(vp) Ve vy

Dans les conditions normales nous savons que :

PRV 7 Vg

Lors d'une variation faible du P.R. nous pouvons écrire :

Dy ) . : |
= (9)
K
(’av y

et

DV ) .
e I (10)
(/.a ol Ve
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sachant d'aprés (5) et (6) que TK + TC] = 1 nous obtenons :

o . - \
{__Ellﬁ__\ + (_Tgﬁlﬁ_,_g =1 (11)
\ 2V, ! oV :

\ K" Ve cr vy

Sq VK et VC] sont constants et si le P.R. varie, la fraction du courant
membranaire transporté par les ions K+ est TK et par les ions C1 : TC]'
En utilisant les équations (3) et (4), les équations (9), (10) et (11)

peuvent s'écrire :

)

58 T, (12)

i Y. | =58 T (13)

\ ¢ C
\ "0 Tog iCi]e 1K
[ . N\
> i, 2
- - \x - ﬁff““‘*ingif—» = 58 (14)
o log [Klg/eq v Tog Tl e
' i Pie \ Ke

o

N v ‘,

L'expression ( peut étre évaluée a partir de la courbe

Lo T
\Velog "Ki o oy
- .J.e ;C]" e

1

P.R. = f (log [K] ) (figure 13).

Elle représente la pente de la tangente au point correspondant & [kle
pour laquelle la fibre a été équilibrée soit 12,9 mEq/1. L'équation
de la courbe (figure 13) nous a été fournie par le laboratoire de

calcul numérique (méthode des moindres carrés). Les points calculés



80

60

40-

204

0 12,9 129 mEqi K*

PR

mV

70+
604

]

40-

30+

20+

104

1} 594

LA L

0 236 837 3402 =~ 107 mEq/1 (|~
Rappel des figures 13 et 21 :
PR = { (Log [K],) [€], = C**® = 594 mEq /e
PR = { (Log [c€] ) [K], = c**% = 1,9 mEq/e
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présentent une bonne concordance avec nos points expérimentaux (écart
maximum : 1 mV). l.'équation de la courbe est :

3 2

Yy = 11,83 x° - 62,7 x~ + 69,9 x + 47,9

x désignant le produit M. Log [K]e (M = 0,43429 facteur de conversion
des Togarithmes décimaux en logarithmes népériens).

La dérivée de cette équation donne une valeur y' = - 0,77
signifiant que la tangente au point {K]e = 12,9 mEq/1 fait un angle
de 37° avec 1'axe des X. lLa pente de cette tangente est de 27 mV.

~ . {4 \/ \
De méme, 1'expression ( !

\ Tog 1], .

représente sur la

figure 21 la pente de la tangente au point ipfjp = 594 mEq/1. Cette
pente est de 33 mV. Le tableau 18 donne les valeurs des différentes

expressions permettant de calculer TK et TC]'

I 11 111% IV v VI jvizivinx IX
[Kje §C1|e v 1( Dy oy \ Somme - Somme
mEq/1{mfq/1imy  ToTog 1 ), 1{7eTeg [Kig /. - | IV + V] icT] 'K {VIL # VIII

%' kﬂe LCUe
12,9 | 594 65 33 | 27 60 56,8l46,5 1,033

Tableaw 18 : Fvaluation deﬁTK ei‘TC? en conditions normales

Nous remarquons que la somme IV et V est de 60 mV au lieu
de 58 et que la somme VII et VIII est égale a 1,033 au lieu de 1. Les

mesures de TK et TC]’sont donc & peu prés satisfaisantes.
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D'aprés les équations (5) et (6) :

K K ™m
b1 = Ter Gn
soit
G, = 46,5 p. 100 G
Geq = 56,8 p. 100 G

I1 faut signaler que 1'expression V exacte est :

/ KD v \
2 108 [4), + odfial, J[e1],

et que le calcul de GK correspond en réalité a la somme GK + GNa ou
GC (conductance des cations honova]ents).

Ces valeurs sont en accord avec celles obtenues (chapitre
II, III®) pour la mesure des résistances de membrane de fibres placées
dans une solution dépourvue de chlore. Ces mesures consignées au ta-

bleau 15 nous donnaient :
GK = 44,3 p. 100 Gm

Goy = 55,7 p. 100 G_

C1

Un autre résultat expérimental peut nous permettre de con-

troler les valeurs obtenues pour GC]' A pH 4,25 nous avons vu que 1a
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peﬁte'de la courbe P.R. = f (log [Clje), pour Eb{]é:>»250 mEq/1, est

de 62 mV (figure 29); La perméabiiité potassique est donc bloquée et -
1'augmentation de Rm correspond & la chute de la conductance potassique.
§Dans ces conditions,seuls les ions C1~ pérticipent d la conductance
membranaire. La R, moyenne & pH 4,25 est &gale & 180 % de Ta R & pH

7,8 soit G., = 55 p. 100 Gm.

C1

Ainsi & partir de 3 méthodes-difféfentes : mesure des varia-

- tions de Rm en milieu sans chlore, technique de calcul de HODGKIN &

‘partjr des valeurs de P.R., mesure de la Rm en milieu acide, nous ob-

: tenqns des valeurs aSsez concordantes pour,GC] : 55,7 5 56,8 et 55 p. 100.

| I1 apparait donc que deux ions : le potassium et le chlore

pakticipent de facon déterminante & la conductance membranaire sans

: COnsidérer‘cependant,comme nulle.la conducténce sodique. La conductance
au chlore de la membrane de la fibre muscu]éire de crabe est supérieure

~a la conductance potassique ou cationique. Ce résuitat est comparable

- a celui obtenu sur la fibre musculaire de grenouille par HODGKIN et
' G
C1

HOROWICZ (1959) et HUTTER et NOBLE (1960) bien que le rapport
‘ : G

: o , K
pour cette fibre soit 1égérement Ssupérieur (GC] = 68 p. 100 Gm). Par
contre, ZACHAR, ZACHAROVA et HENEEK (1964) trouvent des cohtributidns

sensiblement équivalentes des ions k' et C17 & 1a conductance membra-

naire des fibres d'écrevisse (TK = 0,46 et TC] = 0,43).
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I11°) VERIFICATION DE LA VALEUR EXPERIMENTALE DE Rm. VALEURS ABSOLUES

DE GK et GC]

Nous avons considéré précédemment (chapitre II, III?)
qu'aprés 40 minutes en solution propionate (f@f}e = 23,6 mEq/1) 1la

fibre atteint un état d'équilibre tel qu'il satisfasse & la relation :

Ky - o)y = K - ol

lorsque : LKJe = 12,9 mkq/1
1], = 23,6 mEq/1
k1. = 188 mEq/1

nous obtenons [C]Ti = 1,7 mEq/1

Si nous admettons [K}i = 120 mEq/1 nous trouvons [p]]i = 2,1 mEq/T.

I1 se produit donc une variation de 62 - 2 = 60 mEq/1 de 1a
concentration interne en chlore. Ainsi, sachant que le volume de 1la
fibre, dont le diamétre moyen est de 300 u et la longueur moyenne de
8 mm, est de 55. 10_5 cm3, nous pouvons alors calculer le flux de C1 .
Aprés 40 minutes 1a’quant1té d'ions C1~ qui quittent la cellule est
de :

60 x 55. 107°

: - 33. 107° mEq/1T
10
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ceci correspond a un courant :

[ .0 33.107% 96

t 2400

5 21,77 WA

soit par unité de surface : 11,8 uA/cfrl2 sec.

La conductance au chlore est alors égale a :
Ly  -11,8. 107"

Gy = —— = .
“Uv-v, -e2-(-18.8) 107

IC] est affecté du signe - car le courant chlore est sortant

6oy = 267 Limho/ cm

La pente de l1a courbe P.R. = f (log ft]}e) au point [p]]e = 23,6 est

de 2 mV soit en appliquant la méthode de calcul proposée par HODGKIN :

T., = —% - 0,034

C1 58

La conductance de 267 umho/cm2 correspond a GC1 = 3,4 p. 100 Gm"Gm

est donc égale a 7850 umho/cm2~ce qui donne Rm = 127 QCmZ.
Nous avons calculé dans le chapitre I, III”) la résistance

-

de membrane & partir de la technique basée sur la propagation des

courants sous-liminaires. La valeur moyenne trouvée était de 110 Qcm2
Ces deux valeurs quasiment semblables obtenues a 1'aide de

deux méthodes différentes nous permettent de considérer que la mesure

de Rm est satisfaisante. Dans ces conditions connaissant la Rm en
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valeur absolue et les rapports des conductances GK et Gf] nous pouvons

en déduire les valeurs absolues de chaque conductance ionique.

GC] = 55,7 p. 100 Gm (moyenne des 3 valeurs obtenues)
GK = 44,3 p. 100 Gm
soit
B 2
GC] = 4372 umho/cm

GK ou plus précisément GC = 3477 umho/cm2



DISCUSSION
ET
CONCLUSION
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CARACTERISTIQUES MEMBRANAIRES

lLes mesures des caractéristiques membranaires de la fibre
musculaire de crabe conduisent & deux types de résultats dépendant
comme nous 1'avons signalé de 1'évaluation de Ta surface membranaire.
En ne considérant que la surface externe de la membrane, nous avons
déterminé Rm égale a 110 Qcm2 et Cm égale & 35,5 uF/cmz, valeurs
comparables & celles déja obtenues par FATT et KATZ (1953) et par
ATHOOD (1963). Par contre, en tenant compte de 1'augmentation de sur-
face due aux invaginations de la membrane externe, d'autres auteurs
et notamment SELVERSTON (1967) et EISENBERG (1967) obtiennent des
valeurs différentes : la valeur de la Rm est environ dix fois supé-

-

rieure d celle que nous avons obtenue et celle de Cm se trouve réduite
a quelques uF/cmz, valeurs devenant alors comparables a celles relevées
pour les muscles de vertébrés (FATT et KATZ 1951 - JENERICK 1953 -
ADRIAN et FREYGANG 1962 a).

Si 1a complexité ultrastructurale de la fibre de crabe con-
duit i des résultats différents pour la valeur de Rm, ceux-ci ne ré-
sultent que de la méthode d'estimation de la surface membranaire et
i1 faut signaler que la technique de la propagation électrotonique
utilisée pour mesurer la Rm est néanmoins parfaitement applicable a
ce type de fibre. En effet, SELVERSTON (1967) démontre que les tubu-
les du réticulum sont courts et n'entravent pas la propagation des
courants & 1'intérieur de la fibre, ce qui est confirmé par la con-

cordance des valeurs enregistrées pour la constante d'espace A ne

nécessitant que la connaissance du diamétre de la fibre. En tenant
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compte de 1'ultrastructure de la fibre et a partir de mesures élec-
trophysiologiques, EISENBERG (1967) propose deux schémas de membrane
(figure 31) selon le type de réponse obtenue pour telle ou telle
fibre, et admet dans tous les cas que deux capacités membranaires
sont indispensables pour expliquer le comportement électrique de ces
fibres.

Dans le circuit e plus simple (A) le facteur Rce n'apparait
pas et est supposé trés grand. Mise a part la résistance Rb’ ce circui-
correspond a celui proposé par FALK et FATT (1964) puis par FREYGANG,
RAPOPORT et PEACHEY (1967) pour la fibre musculaire de grenouille.

Pour le circuit B, les membranes du sarcolemme et des tubu-
les sont supposées avoir les mémes propriétés électriques c'est-d-dire
que Rce Cé#h Rm Cm' EISENBERG évalue chaque surface membranaire se
rapportant aux constituants électriques de ce circuit et trouve la
valeur de Ce égale a 1,6 uF/cmZ. La valeur de Cm obtenue est de
4,5 uF/cm2 et peut étre considérée comme satisfaisante compte-tenu de
la difficulté d'évaluer une surface a partir de photographies de micros
'copie électronique.

Ces deux circuits de membrane proposés par EISENBERG et dont
les composants électriques différent en fonction du type de réponses
obtenues selon les fibres sont peut étre également le reflet de zones
d'ultrastructures différentes & 1'intérieur d'une méme fibre. Nous

avons en effet signalé que, suivant le lieu d'implantation des micro-

éTectrodes, les valeurs de P.R. pouvaient varier d'une dizaine de mV.



- 113 -

A

S arcolemmeT Tubules
Rp
iRe
Rmi - Om Co ——
o
: I
Rp £Re
_ |
Rm § __.:Cm RC Ce —

b

Figure 31 : Schémas électrniques de La membrane de La §ibre de crabe
proposés par EISENBERG (1967)

R, nésistance du maténiel amonphe entourant Les gibres

Rm : nésistance du sarcolemme

Cm s capacddte du sarncolemme

Re : ndsistance du conducteur des tubules

Rce : ngsistance de surnface de £'ensemble des tubules
C : capacit? des tubules
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POTENTIEL DE REPOS

: Le potentiel de repos de la fibre musculaire de Carcinus
maenas est compris entre 60 et 70 mV (moyenne : 65 mV, o= 4,4) et
est comparable aux P.R. obtenus sur de nombreux muscles de crustacés :
68,1 + 0,8 mV pour la fibre musculaire de balane (BRINLEY 1968), 60 a
80 pour 1'écrevisse (ORKAND 1962 et SUGI et OCHI 1967), 65 mV pour le
bernard 1'ermite (WIERSMA et BOBBERT 1961). Notre mesure du P.R. est
également proche de celles obtenues par d'autres auteurs sur le crabe
Carcinus : 58 mV (SHAW 1955 a), 70 & 0,5 (FATT et KATZ 1953), 63,4 + 1.4
(KERKUT et RIDGE 1961) et 71,4 + 0,5 (HAYS, LANG et GAINER 1968) pour
le crabe bleu Callinectes.

Si les mesures de P.R. varient d'une fibre & 1'autre, des
différences trés nettes se produisent &galement au niveau d'une fibre
isolée. En effet, nous avons signalé des variations du P.R. tout Te
long de 1a fibre et particuliérement en profondeur, détectables selon
le niveau de pénétration des microélectrodes. La méme observation a
été faite par WIERSMA et BOBBERT (1961) sur le bernard 1'ermite et par
HUXLEY et TAYLOR (1958) sur la fibre musculaire de grenouille. Ces
derniers auteurs ont alors conclu & une réduction possible du P.R. en
des zones ultrastructurales précises a savoir les tubules et les
triades.

I1 semble donc que les mesures du P.R. varient en fonction
du niveau oll le potentiel est recueilli mais i1 faut également admettre
que cette variabilité peut résulter de 1'influence relative de chacun

des ions dans le maintien du P.R. Ainsi, nous avons constaté que la



- 115 -

conductance au chlore n'est supérieure & la conductance potassique que
pour 75 p. 100 des fibres interrogées.

Nos résultats concernant 1'influence des ions monovalents
sur le potentiel de repos et la résistance de membrane mettent en
évidence la contribution importante de deux ions : le potassium et le
chlore et pour une moindre part : le sodium. Le potentiel de repos de
Ta fibre musculaire de crabe correspond a un potentiel de diffusion a
ces trois ions. En effet, pour une variation de 10 fois la concentra-
~tion normale externe de K" ou de C1°, les courbes représentent les
variations du P.R. en fonction du logarithme de ig]e ou de [pi]e
n'atteignent jamais une pente de 58 mV. Nous ne sommes donc pas, dans
les conditions normales, en présence d'une pile de concentration a
1'un ou 1'autre de ces ions. Par contre, lorsque la perméabilité
| potassique est bloquée en milieu acide, la fibre se comporte comme une

-~ e

électrode au chlore pour d'importantes variations de ?p1je autour de
Ta valeur normale.

Lorsaue le chlore est supprimé de la solution externe, la
fibre se comporte approximativement comme une électrode aux cations
c'est-a-dire que le P.R. correspond & un potentiel de diffusion aux

ions K" et Na'. La pente moyenne de la courbe P.R. = f (log [K]e) est

devient en effet égale & 47 mV au lieu de 58.

Enfin, i1 faut signaler que les variations de potentiel due:

aux modifications de [Ci!e ne sont jamais d'amplitude telle que la



- 116 -

valeur du P.R. atteigne VC]' De plus, ces variations ne sont que
transitoires et le P.R. est constamment ramené vers sa valeur initiale
grace aux mouvements du potassium. Cette importance du flux potassique
dans le maintien du P.R. & sa valeur normale est également mise en
évidence par nos résultats obtenus en milieu acide. A pH 4,25 la dépo-
larisation provoquée par une absence de chlore dans la solution externe
est plus ample qu'd pH 7,8 et n'est pas suivie de 1a phase de repola-
risation de la fibre. Le P.R. reste trés éloigné de sa valeur normale
et ceci résulte du blocage de la perméabilité potassique par les mi-
Tieux acides.

I1T semble qu'un rétablissement identique du P.R. & sa valeur
initiale se produise aprés 1'hyperpolarisation provoquée par un milieu
dépourvu de sodium. Toutefois, i1 ne nous a pas été possible de dis-
tinguer si ce phénoméne est dii au mouvement propre des ions K" ou bien
d une pénétration de la choline & 1'intérieur de l1a cellule.

Ainsi, 1e P.R. de la fibre musculaire de crabe est un poten-
tiel de diffusion aux ions K+, C1™ et Na. Les ions K et C1™ rendent
compte de la valeur du P.R. dans la plupart des conditions expérimen-
tales. Bien que la membrane soit faiblement perméable au sodium, la
participation sodique n'est pas négligeable et devient beaucoup plus
apparente lorsque la solution externe est pauvre en potassium. Dans ce
cas, la contribution de trois ions au P.R. dans des proportions rela-
tives variant, comme nous 1'avons déja signalé, d'une fibre a 1'autre,
expliquerait les écarts types importants calculés a partir des mesures

obtenues lors de 1'application des milieux hypopotassiques
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CONDUCTANCE MEMBRANAIRE : DETERMINATION DES VOIES DE PASSAGE DES IONS

K" et C1°

Bien que les effets du chlore sur le P.R. ne soient que
passagers, les ions C1~ jouent un rdle prépondérant dans la conductance
de repos. Nous avons montré, de trois facons différentes, que ceux-ci
rendent compte de 56 p. 100 de la conductance membranaire totale. La
conductance potassique est plus faible, &gale au maximumda 44 p. 100.

A partir des résultats de BROOKS et HUTTER (1964) HUTTER et
WARNER (1967 b) et de SPURWAY (1965 b) montrant une action en surface
des ions H+ et sachant que la perméabilité potassique est bloquée en
milieu acide, nous pouvons donc envisager que le flux pota;sique, ou
une partie importante du moins, traverse la membrane sarcolemmique de
surface. Par contre, la perméabilité au chlore n'est pas modifiée pour
des pH compris entre 3,7 et 7,8. I1 semblerait donc possible d'envisager
que le passage des ions C1 s'effectue & un autre niveau de la fibre.
A 1'appui de cette hypothése mentionnons les effets des solutions pau-
vres en chlore. Celles-ci provoquent une chute de GC] qui serait asso-
ciée a un gonflement du STT. I1 s'établirait, en effet, un flux sortant

de C17 associé a un efflux de K' provenant de 1'augmentation de la
driving-force potassique. Cet efflux de KC1 serait couplé a un efflux
d'eau permettant le maintien de 1'équilibre osmotique et expliquant le
gonflement des tubules (HAYS, LANG et GAINER 1968) dont la capacité
membranaire augmente (SELVERSTON 1967 ; FREYGANG, RAPOPORT et PEACHEY

1967). Seul le systéeme T serait gonflé, le réticulum longitudinal

n'étant pas affecté (GIRARDIER, REUBEN, BRANDT et GRUNDFEST 1963). Ce
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gonflement ne peut &tre provoqué que par 1'efflux de C1~ (GAYTON et
HINKE 1968) et ainsi la membrane du systéme tubulaire transverse serait
comme le supposent GIRARDIER et Coll. (1963) pour le muscle d'écrevisse
sélectivement perméable aux anions et représenterait le site d'efflux
du chlore.

En outre, les hypothéses de passage du potassium en surface
et du chlore au niveau du STT se trouvent étayées par nos résultats
relatifs aux temps de blocage de PK et PC]‘ La perméabilité potassique
est annulée en milieu acide en quelques minutes (temps moyen : 3 minu-
tes) alors que la perméabilité au chlore chute en solution propionate
apras 40 minutes et en solution sulfate aprés 20 minutes.

Une autre possibilité de contrdle de ces voies de passage
réside dans 1'analyse des décours des courbes voltage-courant. Le
phénoméne de rectification de 1a membrane d'une fibre placée en condi-
tions normales disparait lorsque le milieu externe ne contient plus
de chlore. Or, de nombreux auteurs attribuent ia propriété de rectifi-
cation & la membrane du systéme tubulaire transverse (NAKAJIMA, IWASAKI
et OBATA 1962 - KAO et STANFIELD 1968 - TAKEDA et OOMURA 1969 -
ILDEFONSE, PAGER et ROUGIER 1969). La perte de rectification lorsque
GC] est annulée pourrait donc confirmer 1'hypothé&se du passage du
chlore au niveau de la membrane du systéme tubulaire transverse.

Enfin 1'existence de sites différents pour les influx et les
efflux de chlore a été envisagée par RICHARDS (1969) sur la fibre mus-
culaire de crabe. Nos résulsats expérimentaux ne nous permettent pas de
préciser une localisation différente de ces sites et seule 1'hypothése

d'un efflux de C1 & travers la membrane du systéme tubulaire transverse
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peut étre retenue

L'ensemble de nos résultats concernant les voies de passage
des ions K" et C17 au niveau de 1a fibre musculaire de crabe sont
différents de ceux obtenus sur le couturier de grenouille. En effet,
HODGKIN et HOROWICZ (1960) notent que Ta variation du P.R. Tors d'une
modif{cation de {c1je se produit plus rapidement que lors d'une modi-
fication équivalente de [Kje’ Ce fait est interprété en admettant que
le chlore traverserait la membrane en surface alors que le potassium
serait échangé au niveau des cloisons du STT, ce qui avait déja été
envisagé par HUXLEY et TAYLOR (1958). Ces auteurs considérent que les
tubules sont le lieu de rétention du potassium ou le site d'action de
cet ion. ADRIAN et FREYGANG (1962 a, b) admettent dans les conditions
de repos, 1'existence d'une voie de passage pour C1 Tlocalisée & la
surface de la fibre, la membrane présentant une PC] importante et
constante. De plus, pour le potassium, il existerait deux "canaux" en
paralléle, 1'un en surface, 1'autre en profondeur qui représenterait
d lui seul le lieu d'échange des ions K" au repos. Ce niveau corres-
pondrait & la membrane séparant la lumiére des tubules du réticulum
sarcoplasmique. Celle-ci ne serait pas perméable au C1 , ce qui semble |
confirmé par RAPOPORT (1969) pour lequel la face externe de 1a membrane
des tubules serait chargée négativement, ces charges assurant une
régulation du contenu ionique libre & 1'intérieur du systéme T
(RAPOPORT, PEACHEY et GOLDSTEIN 1969).

Cependant, i1 apparait que la localisation de PK strictement

en profondeur ou de PC1 strictement en surface ne peut étre le reflet
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de tous les phénoménes électriques observés. HODGKIN et HOROWICZ (196
reconnaissent en effet qu'il est difficile d'interpréter le fait que
le retrait d'une certaine quantité de potassium dans la solution ex-
terne provoque une variation du P.R. plus lente que 1'addition d'une
méme quantité de K" dans cette solution. De méme FOULKS, PACEY et
PERRY (1965) démontrent que la perméabilité au chlore est certaine-
ment une propriété de surface de 1a membrane mais qu'il existe égale-
ment une PC] non négligeable pour la membrane des tubules.

I1 semble donc bien que les voies de passage pour les ions
K* et C17 soient pour la fibre musculaire de crabe inverses de celles
déterminées pour la fibre musculaire de grenouille. En fait, chaque
structure membranaire, a Ta surface ou en profondeur, semble présente
une perméabilité préférentielle mais non exclusive vis & vis d'un ior
Ainsi, la membrane du systéme tubulaire transverse de la fibre muscu-
laire de crabe au repos apparait comme le site d'efflux des ions C1~

. + .
Par contre, les ions K traverseraient la membrane en surface.



RESUME
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- L'étude des caractéristiques membranaires de,la fibre -
musculaire de crabe nous a permis d'évaluer la résistance de membrane

2

Rm = 110 cm”™ et la conductance Gm = 9090 umho/cmz. Ces valeurs sont

équivalentes a celles obtenues sur de nombreux muscles de crustacés
lorsqu'on ne tient pas compte de la surface des invaginations de la

membrane externe.

- Le potentiel de repos est un potentiel de diffusion dans
Tequel interviennent les ions K+, Na* et €17, la perméabilité sodidue

de l1a membrane apparaissant trés faible.

- La conductance membranaire résulte principalement de‘déux
courants ioniques dus aux ions K" et C17. La conductance au chlore
correspond & 55,7 p. 100 de la conductance totale, la conductance
cationique a 44,3 p. 100, cette derniére étant essentiellement repré-

sentée par la conductance potassique.

- La diminution du pH extracellulaire provoque un blocage

de Tla perméabilité potassique.

- L'ensemble de nos résultats nous permet de supposer un
. + . .
passage des ions K au niveau de la membrane plasmique alors que le

systéme tubulaire transverse serait le site des efflux de C1 .
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