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I - INTRODUCTION



I1 est bien connu maintenant que le potentiel d'action
(P.A.), & 1'origine de la contraction de 1a plupart des fibres mus-
culaires striées,est une dépolarisation temporaire propagée & 1'en-
semble de 1a membrane. Le potentiel de membrane (P.M.) de la fibre
musculaire au repos (P.R.) est di, selon les tissus considérés, a
1'existence d'un potentiel régi par un équilibre de DONNAN ou &
1'existence d'un potentiel de pile de diffusion pouvant étre déter-
miné par 1'équatiori de GOLDMAN (1943) qui fait intervenir, outre
les concentrations intra- et extracellulaires des ions, la perméa-
bi1ité de la membrane & chacun de ceux-ci.

L'on sait en effet depuis les travaux de HODGKIN et HUXLEY
(1945, 1952 a, b) que le P.A. peut étre expliqué en tenant compte
des variations des perméabilités ioniques membranaires. Ces varia-

~

tions ont permis & ces auteurs d'attribuer, pour la fibre nerveuse,

la phase de dépolarisation a une augmentation de la perméabilité de
la membrane au Na* (PNa) et la phase de repolarisation a celle au Kt
(PK).

A la suite de ces travaux, il a été montré qu'au niveau
des fibres musculaires striées de Vertébrés les mémes processus
joniques interviennent avec en plus, cependant, un ph&noméne parti-
culier consistant en une diminution de PK qui se situe entre 1'aug-
mentation de PNa et celle de PK. Cette diminution propre & 1a fibre

musculaire explique la durée plus importante de son P.A..

Le comportement &lectrophysiologique de la fibre musculai-



re de crabe, dont 1'étude fait 1'objet du présent travail, se révéle
a 1'analyse de la littérature comme trés différent de -celui de la
fibre de Vertébré. En effet, la phase ascendante du P.A. n'est pas de
nature sodique et ce P.A. n'est pas conduit selon un processus régé-
nératif (FATT et KATZ, 1953). Cependant, bien que cette fibre muscu-
laire de crabe ait fait 1'objet de: nombreux travaux, aucune étude
systématique de 1'action des ions ou des inhibiteurs de permeabilité
membranaire ne semble avoir été entreprise jusqu'a ce jour de fagon

d entrevoir les conductances ioniques mises en jeu lors du déroulement
du P.A.. Le but du présent travail a été d'essayer de réduire cette
lacune et de donner, en intégrant les résultats acquis antérieurement,

une tentative d'explication des phénoménes ioniques impliqués.

La premiére partie de ce travail porte sur 1'étude du P.M.
de la fibre au repos enregistré dans des conditions particuliéres,
ce qui permet de confirmer les hypothéses concernant la perméabilité
préférentielle au C1~ de la membrane du systéme tubulaire transverse
et celle au K de 1a membrane sarcolemmique et d'expliquer, entre

autres, la valeur faible du P.R. et sa variabilité.

La deuxiéme partie concerne 1'étude du P.A. de 1a fibre

placée :

- dans des conditions normales, dans le but de mettre en



évidence 1'évolution de la conductance membranaire (Gm) dont la
connaissance est a 1'origine d'hypothéses pouvant permettre de ren-
dre compte du décours du P.A., de sa faible amplitude et de sa

-

non-propagation a 1'ensemble de la structure membranaire.

- dans des conditions anormales, c'est-a-dire soumise a
1'action de milieux de concentrations variées en ions et & celle
d'inhibiteurs de perméabilité, de fagon a essayer de confirmer les
hypothéses rendant compte de 1'évolution de cette conductance mem-

branaire globale.

Enfin 1'ensemble des résultats acquis est discuté en re-
lation avec 1'étude de la structure membranaire dans le but d'essayer
d'établir les rapports existant entre cette structure et les pro-

priétés électrophysiologiques de la fibre.



II - HISTORIQUE

1 - Théorie de HODGKIN-HUXLEY.

2 - Proprigtés électriques des fibres musculaires de Crusta-

cés au repos.

3 - Potentiel d'action des fibres musculaires de Crustacés.
4 - Rapport entre la structure de la fibre musculaire d'In-

vertébré et ses propriétés électriques.



Les propriétés électriques et mécaniques du muscle et plus
précisément de la fibre musculaire ont fait 1'objet d'innombrables
travaux. Ceux-ci ont amené leurs auteurs & élaborer de nombreuses
hypothéses pour tenter d'expliquer aussi bien les propriétés élec-
triques que mécaniques ainsi que le couplage excitation-contraction
en faisant appel a différentes techniques d'investigation du domaine
de 1'électrophysiologie, de la biochimie, de la microscopie élec-
tronique et méme dé la modélisation soit de la membrane, soit de la
fibre ou soit du muscle entier.

Ces différentes acquisitions ont permis d certains auteurs
dont SANDOW (1965 ; 1970), PEACHEY (1968) et WILKIE (1968) d'en

faire la synthése et d'essayer d'expliquer le mécanisme du couplage

excitation-contraction.

Le présent mémoire concerne 1'étude de 1'activité élec-
trique de la fibre musculaire de crabe. Dans ces conditions, il
convient surtout de rapporter les résultats acquis dans ce domaine
en rappelant toutefois au préalable la théorie ionique qui consti-
tue la base des études électrophysiologiques et qui permet de com-
prendre la génése et le déroulemént de 1'activité électrique des

fibres excitables.

1 - Théorie ionique de HODGKIN-HUXLEY

La théorie ionique &laborée d la suite d'expériences



réalisées sur la fibre nerveuse par HODGKIN (1951), HODGKIN et HUXLEY
(1952 a et b) et généralisée aux autres tissus excitables par NOBLE
(1962, 1966), explique que le potentiel de membrane (P.M.) de 1la

fibre au repos (P.R.) et lors de 1'activité (P.A.) est un potentiel
de diffusion aux ions présents de part et d'autre de la membrane et
dont le calcul nécessite la connaissance de la valeur des différen-
tes concentrations ioniques intracellulaires ainsi que la perméabi-

-

1ité de 1a membrane & chacun de ces ions.

Pour la fibre nerveuse, HODGKIN et HUXLEY (1952 a, b)
montrent que le P.A. est di 3@ une augmentation initiale de 1a per-
méabilité de la membrane au Nat (PNa) responsable de la phase de
dépolarisation et que 1'augmentation tardive de la perméabilité de
1a membrane au K+ (PK) est responsable de la phase de repolarisa-
tion. L'augmentation tardive de la PK correspond @ un phénoméne
physique que les auteurs appellent la rectification membranaire
normale ; elle correspond & une augmentation de PK. Cette augmen-
tation de PK associée a une inactivation des mouvements de Na*

peut expliquer que le P.M., lors de cette phase de repolarisation,

tende vers la pile d'équilibre aux ions K+.

Pour les fibres musculaires il apparait, en plus des phé-
noménes ioniques décrits ci-dessus pour la fibre nerveuse, une pro-
priété qui leur est particuliére : la rectification membranaire

anormale qui traduit simplement une diminution de la PK associée,



pour les fibres musculaires cardiaques uniquement, & un maintien

de la PNa‘ L'ensemble de ces phénoménes propres aux fibres muscu-
laires rend compte de la grande durée de Teur P.A. (HUTTER et NOBLE,
1960 ; WEIDMANN, 1955 ; CARMELIET, 1961 a ; HUTTER et NOBLE, 1961 ;
KATZ, 1949 ; HODGKIN et HOROWICZ, 1959).

Afin de rendre compte des propriétés électriques de 1a
membrane de la fibre excitable au repos et lors de 1'activité,
divers schémas électriques de cette membrane ont été proposés déri-
vant tous de celui donné par HODGKIN et HUXLEY (1952 c) concernant
la fibre nerveuse (figure 1). Le schéma fait état de forces élec-
tromotrice§ dont les valeurs correspondent & celles des différen-
tes piles de concentration ionique (au Nat - ENa’ au K. EK et aux
autres ions : EF) chacune d'elle étant en série avec une résistance
correspondante dont 1a valeur est inversement proportionnelle a la
conductance de la membrane vis a vis de 1'ion considéré. lLe schéma
comprend enfin un condensateur (Cm) en paralléle avec les piles

E et EF'

Na’ EK
En ce qui concerne le modéle électrique de la membrane

de la fibre musculaire de crabe, EISENBERG en 1967 propose le schéma

représenté figure 2 qui rend compte des propriétés électriques

spécifiques de la membrane sarcolemmique et de celles de 1aymembrane

du systéme sarcotubulaire. Comme le montre la figure, ce schéma

fait état de deux circuits R.C., 1'un propre & la membrane sarco-

Temmique (Rm.Cm), 1'autre & la membrane du systéme tubulaire trans-



RmNa RmK RmF Cm

ENa Ex Ep

Figure 1 : Schéma é1éctrique de la membrane excitable. (D'aprés HODGKIN

et HUXLEY, 1952 c).

. 3 [ +
ENa : pile a 1'ion Na

E, : piled 1'ion Kt

EF : pile aux autres ions
Cm : capacité membranaire

s . . + .
RmNa : résistance membranaire aux ions Na (variable)

s . . + .
RmK : résistance membranaire aux ions K (variable)

RmF : résistance membranaire aux autres jons (variable)
R : résistance du milieu externe

R. : résistance du milieu interne.
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PR

SARCOLEMME TUBULES

Figure 2 : Schéma &lectrique de la membrane de la fibre musculaire.

(D'aprés EISENBERG, 1967).

La fibre peut étre considérée comme formée de deux éléments

en paralléles : le sarcolemme et les sarcotubules.

Sarcolemme : R : résistance externe

o

: résistance sarcolemmique transversale

=

Cm : capacité de la membrane sarcolemmique
Sarcotubules : Re : résistance tubulaire axiale
RCe : résistance transversale de la mem-

brane tubulaire
C_. : capacité de 1a membrane sarco-tubu-

Taire.
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verse, (R , en série avec une résistance représentant celle de

ce'Ce)
la lumiére des tubules (Re) ainsi que celle du matériel amorphe
entourant les fibres (Rb) et pénétrant profondément dans le systéme

tubulaire.

2 ~ Propriétés électriques de la fibre musculaire de Crus-

tacé au repos

2.1 - Potentiel de repos des fibres musculaires de Crustacés

Dés 1953, FATT et KATZ sur la fibre musculaire de crabe
ainsi que SHAW (1955), puis, en 1958 FATT et GINSBORG, sur Ta fibre
d'écrevisse montrent qu'il existe une relation linéaire entre 1'am-
plitude du P.R. et le logarithme décimal de la concentration extra-
cellulaire en ions K" ([K+]e), ce qui démontre que la membrane de
ces fibres est perméable aux ions K.

L'analyse précise des résultats montre qu'ils différent
cependant selon ces auteurs puisque, pour FATT et KATZ (1953), 1la
fibre ne se trouve pas en équilibre thermodynamique avec le milieu
extracellulaire, 1a pente de la droite étant inférieure & 58 mV,
tandis qu'a 1'inverse pour SHAW (1955) i1 y aurait équilibre ther-
modynamique puisque la pente est de 58 mV, indiquant donc que la
valeur du P.R. peut &tre calculée par 1'équation de NERNST. Cette
différence de résultats semble devoir étre, du moins en partie, due

au fait que l1a valeur du P.R. enregistrée dans les conditions norma-
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les varie selon ces auteurs. Pour SHAW, en effet le P.R. est de
58 mV, alors que pour FATT et KATZ, il est de 70 mV.

En ce qui concerne les mouvements du Na© dans le maintien
du P.R., i1 faut signaler que les résultats conduisent & considérer
qu'ils sont négligeables ou non suivant le matériel utilisé. En
effet, pour GAINER et GRUNDFEST (1968) la membrane de 1a fibre de
homard est peu perméable au Na* comme dans le cas d'ailleurs des
fiBres musculaires de grenouille (JENERICK, 1953 ; HODGKIN et
HOROWICZ, 1959, 1960). Cette imperméabilité relative de 1a membrane
au Na' est admise au niveau de la fibre musculaire de crabe par
SHAW (1955) ainsi que par HAYS, LANG et GAINER (1968), tandis que
pour MOUNIER, HAUDECOEUR et GUILBAULT (1969 a), MOUNIER (1970) 1a
perméabilité membranaire au Na© de la fibre musculaire de cette
derniére espéce ne doit pas étre négligée devant la perméabilité au

K" et au C1° (Pcq) pour Te calcul du P.R..

Pour ce qui est de la perméabilité de la membrane au C1 ,
1'ensemble des résultats acquis indique que cette perméabilité est
importante, mais révéle par contre, des divergences quant a la dis-
tribution du C1°. En effet, pour SHAW (1955) et HAYS, LANG et GAINER
(1968), le C1~ se distribuerait avec le k¥ passivement de part et
d'autre de la membrane de la fibre musculaire de crabe selon un
équilibre de DONNAN, comme dans le cas d'ailleurs des fibres muscu-
laires de grenouille, ce qu'ont montré entre autres JENERICK (1953),

HODGKIN et HOROWICZ (1959) et HARRIS (1963). Cependant les travaux de
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RICHARDS (1969) et de MOUNIER (1970) sur les fibres musculaires de
crabe et ceux de GIRARDIER, REUBEN, BRANDT et GRUNDFEST (1963) sur
les fibres d'écrevisse montrent que le C1™ ne se distribue pas pas-
sivement. En effet, ces derniers auteurs par 1'étude de 1'action de
milieux dépourvus de C1  ou de milieux acides montrent que chaque
systéme membranaire présente une perméabilité ionique préférentielle,
a savoir : une PK pour la membrane sarcolemmique, une PC] pour la
membrane du systémé tubulaire transverse (S.S.T.). La discrimination
entre ces perméabilités, mise en évidence par le blocage de 1'une,
leur a permis de montrer que la valeur des potentiels d'équilibre
aux ions K" et aux ions €1 n'est pas'identique et que d'autre part
le potentiel d'équilibre au C1~ estrde valeur plus faible que celle
du P.R. ; dans de telles conditions, le C1™ ne peut étre distribueé
passivement selon un équilibre de DONNAN avec le K'. D'ailleurs les
travaux de HAGIWARA, GRUENER, HAYASHI, SAKATA et GRINNELL (1968)
sur‘l'écrevisse, de MOUNIER et GUILBAULT (1970) sur le crabe montrent
que la PC] de repos est supérieure @ la PK comme le témoigne

la pente plus forte de la courbe exprimant la variation du P.R.

en fonction du logarithme décimal de [C1']e que celle de Ta courbe
exprimant la variation du P.R. en fonction du logarithme décimal de
ikf]e. Quant a la conductance au C1°, (G61) elle est supérieure &
celle au K* (GK) pour la fibre de grenouille (HUTTER et NOBLE, 1960 ;
ADRIAN, 1960, 1961) ainsi que pour la fibre de crabe (MOUNIER, 1970),
tandis qu'elle est égale & celle au Kt pour la fibre d'écrevisse,

selon HENCEK, ZACHAR et ZACHAROVA (1962) et ZACHAR, ZACHAROVA et
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HENCEK (1964).

L'ensemble des résultats concernant le P.R. de la fibre
musculaire de Crustacé montre qu'il correspond & un potentiel de
diffusion dont la valeur peut étre calculée d'aprés 1'équation de
HODGKIN et KATZ (1949) dérivée de celle de GOLDMANN (1943) qui fait
donc intervenir les valeurs de perméabilités membranaires aux ions
K+, Nat et C1™, ainsi que celles des concentrations intra- et ex-
tracellulaires de ces mémes ions. Ce potentiel (E), dans ces condi-

~

tions, est &gal, pour une température de 20° G, 3 :

Py [K+]1 * Pra [Naﬂi +p 1],

PK [Kje * PNa [NaJr}e * PC] [Cr]i

2.2 - Constantes électriques de la fibre musculaire de

58 10910

Crustacé

D'aprés les travaux de FATT et KATZ (1953), de EISENBERG
(1967) , de SELVERSTON (1967) et de MOUNIER, HAUDECOEUR et GUILBAULT
(1969 b), la fibre musculaire de Crustacé peut étre considérée phy-
siquement comme un cable long : dans ces conditions, il est possible
de calculer les valeurs de la résistance membranaire par unité de
surface (Rm) et de la capacité membranaire (Cm) en connaissant la
valeur de la constante d'espace (A) ainsi que la résistance des
milieux intracellulaire (ri) et extracellulaire (re) par unité de

longueur.

La théorie du cable (COLE et CURTIS, 1936 ; 1938) permet
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P 2 r‘ITI
! —
en effet, d'écrire que A = R

> o étant 1a résistance membra-
e i

naire par unité de longueur. Connaissant o la résistance spécifi-

que (Rm) peut étre calculée : elle est égale a r_ x 2 m.a (a étant le

m
rayon de la fibre).

Quant 3@ la capacité membranaire par unité de surface, elle
peut étre calculée si 1'on connait 1a valeur de Rm et T qui est la
constante de temps.(r,m = Rm X Cm). L'évaluation de T peut étre
faite d'aprés la relation exprimant la variation du potentiel au
cours du temps dans le cas d'un cable long cylindrique. L, sera
égale au temps mis par la variation de potentiel produite par 1'ap-
plication du courant sous-liminaire rectangulaire a 1'aide d'une
microélectrode pour atteindre 84 p.100 de la valeur maximale pour

une distance nulle entre 1'électrode d'enregistrement et 1'électrode

électrotonisante.

Les valeurs de Rm et de Cm ainsi déterminées pour les
fibres de Crustacés sont trés différentes de celles des fibres ner-
veuses et des fibres musculaires de Vertébrés. En effet, la Rm des
fibres du couturier de grenouille est supérieure a 1000 Q.cm2 (4000
pour FATT et KATZ, 1951 ; 2500 pour JENERICK, 1953 ; ou 2800 pour
ADRIAN et FREYGANG, 1962) alors qu'elle est de 1'ordre d'une cen-
taine d'ohms.cm2 pour la fibre musculaire de crabe (130 pour FATT
et KATZ, 1953 ; 465 pour HAYS, LANG et GAINER, 1968 ; 110 pour

MOUNIER, 1970). En ce qui concerne la valeur de Cm’ a 1'inverse,

elle est faible pour les fibres musculaires de Vertébrés (1 a
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6 uF/cm2 : KATZ, 1948 ; FATT et KATZ, 1951 ; FALK et FATT, 1964) et
trés élevée pour les fibres musculaires d'Invertébrés’(de 1'ordre

de 40 uF/cm2 pour FATT et KATZ, 1953 , ATWOOD, 1963 , MOUNIER, 1970).
Cette différence entre la valeur de Cm de la fibre musculaire de
Vertébré et celle de la fibre de Crustacé peut s'expliquer en con-
sidérant.en plus de la surface sarcolemmique proprement dite, la
surface de la membrane du S.T.T. que 1'on sait trés abondante chez
les fibres de Crustacés (PEACHEY et HUXLEY, 1964 ; ATWOOD, 1965 ;
PEACHEY, 1965, 1967 ; SELVERSTON, 1967). En effet, en prenant en
considération la surface du S.T.T., PEACHEY en 1965 raméne Ta valeur
de C_de 50 uF/cn® & 1 uF/cn’, SELVERSTON en 1967 & 5,7 et EISENBERG

1a méme année & 9.

3 - Potentiel d'action des fibres musculaires de Crustacés

L'on sait depuis les travaux de FATT et KATZ (1953) que
le P.A. présente une amplitude trés faible comparée & celle des
fibres musculaires de Vertébrés. Cette faible amplitude serait liée,.
selon ces mémes auteurs, & la valeur faible de 1la Rm et importante
de 1a Cm ou selon FAHRENBACH (1967) a la structure particuliére de
la fibre.

Une autre particularité du P.A. de cette fibre réside
dans le fait que celui-ci est conduit le long de la fibre selon un

processus électrotonique (WIERSMA, 1941 ; KATZ et KGFFLER, 1946 ;

FATT et KATZ, 1953). Ce processus de propagation du P.A. serait du,
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selon ATWOOD, HOYLE et SMYTH (1965), & un état physiologique anor-
mal bien qu'en 1953 FATT et KATZ suggérent que ce phéhoméne peut
étre normal puisque la fibre présente une innervation multiple dont
1'étude détaillée est donnée entre autres par WIERSMA (1961) et
LOCKWOOD (1968).

Le P.A. de cette fibre étant 1ié, comme pour 1'ensemble
des fibres excitables, a des variations de la conductance membranaire
ionique, de nombreﬁx auteurs ont étudié 1'influence de modifications
de Ta concentration des ions dans le milieu extracellulaire de fagon
3 montrer le rdle de ceux-ci dans le déroulement de la phase d'acti-

vité électrique.
3.1 - Role des ions monovalents
. +
3.1.1 - Réle du Na

Le Na© s'avére dés 1953 par les travaux de FATT et KATZ
comme non indispensable a 1'activation de la fibre musculaire de
Crustacé puisque ces auteurs, puis FATT et GINSBORG (1968), WERMAN
et GRUNDFEST (1961), KOKETSU (1965) montrent que son absence dans
le milieu extracellulaire permet, ce qui semble paradoxal, le
développement d'une activité électrique plus ample et plus durable.
L'explication de ce phénoméne serait, pour FATT et KATZ, 1'appari-
tion d'une pile aux ions choline® (1a choline remplacant le Na*

dans le milieu extracellulaire) ou selon KOKETSU (1965) 1'interven-
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tion &ventuelle des ions Ca'® ; pour ce dernier auteur, la phase
de dépolarisation correspondrait & un courant entrant de Ca++, ce
qui d'ailleurs s'est trouvé vérifié en 1966 par, entre autres,
HAGIWARA et NAKAJIMA qui montrent que le Mn'', inhibiteur de 1a

PCa’ supprime le P.A..
3.1.2 - Rdle du C1~

Quant au C1°, sa présence dans le milieu externe joue un
rGle important lors de 1'activité des fibres musculaires striées,
mais néanmoins, une différence notable apparait dans le comportement
des fibres d'Invertébrés et de Vertébrés soumises & 1'action de mi-
1ieux dépourvus de C17. En effet, il est bien connu qu'au niveau
des fibres de Vertébrés, le remplacement du C1 par un anion non
pénétrant tel le pryoglutamate, 1'acetylglycinate modifie la phase
de repolarisation du P.A.. Ainsi, selon FALK et LANDA (1960), HUTTER
et PADSHA (1959), en absence de C1 , la durée du P.A. de la fibre
musculaire de grenouille est prolongée ainsi que celle de la fibre
du tissu de Purkinje (CARMELIET, 1961 b).

Quant aux effets de ces milieux dépourvus de C1, ils se
traduisent, au niveau des fibres de Crustacés, par une annulation
du processus d'excitation.

Pour REUBEN, BRANDT, GARCIA et GRUNDFEST (1967) travaillant
sur la fibre musculaire d'écrevisse, et pour GAINER et GRUNDFEST
(1968) sur la fibre de homard, cette annulation du processus d'exci-

tation en absence de C1 résulterait de 1'absence d'une entrée de
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ca*t qui serait d'ailleurs dans les conditions normales sous la
dépendance de 1la [Cf] o

Ainsi le gradient de concentration pour le C1  intervient
de fagon indéniable lors de la phase de dépolarisation du P.A. des
fibres musculaires de Crustacés alors qu'il n'intervient que lors

de la phase de repolarisation du P.A. des fibres de Vertébrés.
. +
3.1.3 - Role du K

Quant au K+, son r6le, comme nous 1'avons déja vu, est
important pour le maintien du P.R. tant au niveau des fibres muscu-
laires d'Invertébrés qu'au niveau de celles de Vertébrés, puisque
son absence se traduit par une 1égére hyperpolarisation de 1a mem-
brane de la fibre de Crustacé (FATT et KATZ, 1953 ; MOUNIER,
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1969 a) ou de la fibre de Vertébré (HODGKIN
et HOROWICZ, 1959) alors qu'au contraire un excés de K+ induit une
dépolarisation que ces autéurs attribuent & une variation du gra-
dient de concentration et a un changement de la PK'

En ce qui concerne 1'activité électrique, 1'influence de
la variation de PK est corroborée par 1'étude de 1'action du T.E.A.,
bien connu maintenant comme agent inhibiteur de cette PK ; en effet,
FATT et KATZ (1953) attribuent 1'allongement du P.A. de la fibre
musculaire de crabe produit par 1'action du T.E.A. @ une diminution
de Py bien que, la méme année, BURKE, KATZ et MACHNE considérent que

le T.E.A. agit au niveau de la fibre nerveuse de crabe par un main-
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tien de la PNa' I1 convient toutefois de signaler que dans les
conditions expérimentales de FATT et KATZ, le T.E.A. agit & trés
forte concentration puisqu'il remplace le Na*.
Ce n'est qu'en 1958, que FATT et GINSBORG utilisent le

T.E.A. comme inhibiteur de perméabilité puisqu'ils le font agir

a faible concentration. Dans ces conditions cet inhibiteur se
montre capable d'allonger la durée du P.A. de la fibre musculaire
d'écrevisse. D'ai]jeurs, quelques années auparavant, HAGIWARA et

WATANABE (1955) confirment le rdle inhibiteur de 1a P, par le T.E.A.

K
au niveau de la fibre de grenouille puis, en 1967, CORABOEUF et
VASSORT sur le tissu myocardique. L'hypothése de la diminution de
la PK par le T.E.A. se trouve étayée par la prolongation de la
rectification anormale mise en évidence notamment par 1'étude des

courants membranaires en "voltage-clamp" (ILDEFONSE, PAGER et

ROUGIER, 1969) sur les fibres musculaires squelettiques.
3.2 - Role des ions divalents

Si, comme nous 1'avons vu, parmi les ions monovalents
présents habituellement dans la solution physiologique qui agissent
sur le P.A., i1 faut citer le C1 et le K+, il convient d'indiquer,
comme nous allons le voir, que parmi les ions divalents, le Mg++
ne semble pas avoir d'influence notable et que par contre, comme
nous venons précédemment de 1'entrevoir, le catt joue un réle im-

portant.
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3.2.1 - Réle du Mg™t

Le Mg++ ne parait pas en effet intervenir lors de 1'ac-
tivité électrique puisque FATT et GINSBORG en 1958 montrent que
1'amplitude du P.A. est indépendante de la concentration extracel-
Tulaire en Mg++ et que, de plus, en 1961, CALDWELL et WALSTER mon-
trent qu'il ne participe pas a 1'initiation de la contraction.

3.2.2 - Réle du ca*t

Quant au Ca++, son action est trés importante sur 1'ac-
tivité électrique. En effet, les travaux de FATT et GINSBORG en
1958 montrent que 1'amplitude du P.A. de la fibre musculaire d'écre-
visse est sous la dépendance de 1a concentration externe du ca*t
et que ce P.A. est aboli quand la fibre est soumise & un milieu
débourvu de Ca++. Ces résultats sont confirmés en 1964 par HAGIWARA
et NAKA sur les fibres de barnacle et méme sur les fibres lisses de
Mammiféres par BULBRING et TOMITA en 1968. Le fait que les fibres
striées d'Invertébrés et lisses de Mammiféres se comportent de
facon similaire sous 1'influence de la concentration du ca’t extra-
cellulaire ne parait pas invraisemblable puisque les membranes de
ces fibres au repos présentent 3 1'inverse des fibres de Vertébrés
des perméabilités ioniques peu différentes : la PC] est plus im-
portante que la PK. Ce n'est cependant qu'en 1961 que WERMAN et
GRUNDFEST sur la fibre de homard et qu'en 1964, que HAGIWARA,
CHICHIBU et NAKA sur la fibre de barnacle, montrent que le Ca++
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intervient directement sur la phase de dépolarisation du P.A.
puisqu'ils mettent en évidence un courant de catt dont 1'importance
est sous la dépendance du gradient de concentration calcique. De
plus, en 1962, sur la fibre d'écrevisse, ORKAND montre le rdle
important de la pCa lors de la phase de dépolarisation du P.A.
puisqu'il démontre que le Mn++ bloque le courant de ca™t. En 1966,
HAGIWARA et NAKAJIMA, en 1967, HAGIWARA et TAKAHASHI sur la fibre
de barnacle confirhent le role du Mn*™ comme inhibiteur de 1a PCa
et 1'importance prépondérante du courant calcique entrant responsa-
ble de 1a phase de dépolarisation. D'ailleurs ce réle inhibiteur

du Mn** est retrouvé en 1967 sur la fibre cardiaque par CORABOEUF
et VASSORT. Enfin, signalons que récemment, la similitude du com-
portement des fibres musculaires striées d'Invertébrés et des fi-
bres lisses de Mammiféres apparait plus nettement puisque MIRONNEAU
et LENFANT (1971) montrent par 1'@tude de-l1a fibre 1isse d'utérus
de ratte en "voltage-clamp" que le courant entrant responsable de

la phase de dépolarisation du P.A. présente une composante calcique

trés importante.

Le rdle des ions Ca'" dans le déroulement des processus
d'excitation n'est pas cependant exclusif puisque FATT et GINSBORG
en 1958 montrent sur la fibre musculaire d'écrevisse que les ions
srtt remplagant les ions ca*t permettent 1'obtention d'un P.A. plus
ample et plus durable et, d'ailleurs, qu'une relation linéaire

existe entre son amplitude et le logarithme décimal de la concentra-
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tion extracellulaire de Sr''. Ce résultat se trouve confirmé sur
la fibre musculaire de barnacle par HAGIWARA et TAKAHASHI en 1967.
D'ailleurs, ce rdle du srit dans Tes processus d'excitation est
connu depuis 1951 puisque GARB, cette méme année, observe que les
ions sr't exercent sur le muscle de papillaire de chat les mémes
effets que les ions cat? quand ils sont ajoutés au liquide physio-
logique, mais que, lorsque la &a+€]e est considérablement réduite,
1'addition de Sr++.augmente la durée de la systole électrique. Ces
effets sont retrouvés également par CORABOEUF, GUILBAULT, BRETON

et DUMONT (1961) sur le ventricule isolé de Mammifére.
3.3 - Role de 1'hypertonie

L'étude de 1'action des ions sur le P.M. des fibres impli-
que souvent celle de 1'action de la pression osmotique (m) car les
milieux de concentrations variées en ions entrainent, dans certains
cas, une hypertonie.

L 'hypertonie joue en effet un rdle propre important. Elle
se traduit au niveau des muscles striés squelettiques par une
diminution de la valeur du P.R. (GORDON et GODT, 1970) et par un
racourcissement de la durée du P.A. imputable a la disparition des
propriétés membranaires du S.T.T..

En effet, DYDYNSKA et WILKIE (1963) sur la fibre musculaire
de grenouille, GIRARDIER, DREIFUSS, HAENNI et PETROVICI (1964),
GIRARDIER (1965) sur le tissu myocardique de Mammiféres, MATHIEU
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(1971) sur la fibre musculaire de crabe, montrent que 1'hypertonie

entraine un gonflement du S.T.T. consécutif & une sortie d'eau.

4 - Rapport entre la structure et les propriétés élec-

triques des fibres d'Invertébrés

De nombreux travaux de microscopie électronique effec-
tués sur le muscle strié tendent i rendre compte des différences
de comportement entre les fibres d'Invertébrés et celles de Verté-
brés soumises ou non & 1'action de milieux anormaux. L'analyse de
la structure de ces fibres peut en effet expliquer les propriétés
électriques passives différentes. Le S.T.T. trés ramifié des fi-
bres d'Invertébrés plus important explique déja la valeur plus
forte de Cm et la valeur moindre de R, comme le montrent les tra-
vaux de PEACHEY (1966, 1967), FAHRENBACH (1967), SELVERSTON (1967),
EISENBERG (1967), GAYTON et HINCKE (1968), ROSENBLUTH (1969) et
MATHIEU (1971).

L'analyse de la structure du S.T.T. au niveau de la fibre
musculaire de crabe révéle que les replis du sarcolemme sont treés
importants et qu'il existe deux systémes tubulaires : le TAI au
niveau de la jonction des bandes A et I et le TZ au niveau des
bandes Z. Seules les invaginations du TAI sont étroitement liées
au réticulum sarcoplasmique formant une structure en diade. D'autre

part, le TAI a une morphologie identique & celle du TZ des fibres

squelettiques. Ce systéme, selon PEACHEY (1967), jouerait un rdle
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primordial dans le couplage excitation-contraction. Quant au sys-
téme TZ’ trés développé et ramifié, il ne traverse pas la fibre
uniquement transversalement au niveau de la bande Z, mais bifurque
a angle droit, s'étendant ainsi longitudinalement, parallélement
aux myofibrilles (MELVIN et HESS, 1967 ; PEACHEY, 1967 ; MATHIEU,
1971). Le rdéle de ce systéme selon PEACHEY ne serait qu'un réle

de soutien. Toutefois, cette hypothése, fondée uniquement sur des
études ultrastructurales de la fibre semblerait devoir étre quelque
peu révisée a la lumiére des travaux récents.

L'ensemble de ces travaux peut permettre d'émettre 1'hypo-
thése que le systéme TZ de la fibre musculaire de crabe aurait un
réle dans les processus d'excitation d'autant plus que le P.A.
n'est pas conduit au niveau de la membrane sarcolemmique comme 1'ont
montré FATT et KATZ en 1953, et que de plus, 1'hypertonie provoquée
par 1'addition de C1~ au liquide physiologique n'annule pas, a
1'inverse des fibres squelettiques, les propriétés rectificatrices
(HAUDECOEUR, FALEMPIN, BRULE et GUILBAULT, 1971 ; HAUDECOEUR et
GUILBAULT, 1971) ; ces propriétés rectificatrices siégeant au ni-
veau du S.T.T. concernent essentiellement les mouvements du C1~

(MOUNIER, 1970).
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A - PROTOCOLE

Le présent mémoire porte sur 1'é@tude électrophysiologique
de la fibre musculaire de crabe. Dans ce but, sont enregistrés le
potentiel de repos (P.R.), le potentiel d'action (P.A.) et les
variations éventuelles de 1'impédance membranaire (Zm). Ces trois
paramétres, pouvant étre déterminés par la technique classique des
microélectrodes, nohs ont permis d'envisager la contribution des
différentes conductances ioniques membranaires lors de 1'activité
électrique de la fibre. Pour attribuer & chaque mouvement d'ions sa
part prise dans le maintien du P.R., ou dans la génése et la propa-
gation du P.A., deux possibilités s'offraient a nous :

- soit de mesurer les variations de décours du P.A. en
modifiant la conductance de 1a membrane & un ion donné par le chan-
gement de sa concentration dans le milieu externe, ou par 1'utilisa-
tionvd‘un inhibiteur spécifique de perméabilité membranaire

- soit de mesurer le courant ionique par la technique du
potentiel imposé (HODGKIN et HUXLEY, 1952 a, b).

Les problémes rencontrés lors de 1'application a notre
préparation de la technique mentionnée au deuxiéme point ci-dessus,
faisant intervenir un cloisonnement artificiel de la fibre par 1'em-
ploi de deux ponts de saccharose, (le principe sera décrit ultérieu-

rement), nous ont inclinés & choisir la premiére méthode d'investi-

gation.
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B - ANIMAL D'EXPERIENCE - PREPARATION

La fibre musculaire utilisée est issue de la patte loco-
motrice du crabe enragé (Carcinus maenas). Cet invertébré pélagique
fait partie de la classe des Crustacés (sous-classe des Malacostra-
cés, ordre des Décépodes, sous-ordre des Brachyoures). Les animaux
d'expérience proviennent des cotes de la Mer du Nord (Institut de
Biologie Maritime - WIMEREUX 62). Le choix de cet animal a été guidé
par le fait que les fibres musculaires de ses pattes sont de grande
taille, et, de plus, qu'elles présentent, d'un point de vue ultra-
structural, deux systémes tubulaires transverses permettant, semble-
t-i1, de mieux saisir le mécanisme du couplage excitation-contraction.

Les crabes, remplacés chaque semaine, sont gardés en vie
dans des bacs contenant de 1'eau de mer maintenue d une température
de 10 & 12° C. Celle-ci est réguliérement oxygénée et régénérée en
circuit fermé par passage sur un filtre constitué en couches suc-
cessives de laine de verre, de charbon de bois activé, de sable

fin et de graviers.

Selon le cas, une des fibres musculaires du méropodite de

1'une des pattes locomotrices (figure 3) que 1'on préléve par auto-
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Figure 3 : Péreiopode Py de Carcinus maenas.

Schéma montrant la musculature de 1'une des pattes
locomotrices aprés section d'une partie de la carapace. Les
fibres musculaires sont disposées parallélement et inserrées
sur 1a carapace d'une part et sur un axostyle d'autre part ;

celles que nous avons employées proviennent du méropodite.
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nomie chez 1'animal, est utilisée :

- soit maintenue en place

- soit isolée.

L'acceés aux fibres musculaires est réalisé en pratiquant
1a section de la carapace selon ses deux arétes. Ceci permet donc
1'obtention de deux demi-segments qui sont immergés immédiatement
dans le solution physiologique de survie. L'examen sous loupe bino-
culaire permet d'observer, aprés dégagement éventuel des fibres
1ésées et de 1'induvie, 1a disposition de la musculature de la pré-
paration (figure 3). Les fibres, disposées parallélement en deux
faisceaux, présentent un diamétre de 50 & 350 p et une longueur
variant entre 3 et 12 mm. Les deux faisceaux ainsi préparés sont
conservés en place pour 1'enregistrement du P.R. et du P.A. de la
fibre par microélectrode, mais ils ne représentent qu'une étape
pour 1'obtenion de la fibre isolée rendue nécessaire pour son &tude
é]eétrophysiologique par la technique du pont de saccharose. Dans ce
cas, on procéde a 1'élimination de toutes les fibres entourant la
fibre choisie inserrée, par ses extrémités, 4 une partie de 1'axos-
tyle et & un fragment de la carapace (figure 4). Toutes ces dissec-
tions sont effectuées sous contrdle binoculaire dans la solution de
survie ; la préparation est utilisée au maximum 15 mn aprés son
prélévement. I1 convient toutefois de signaler qu'une fibre isolée
maintenue pendant 24 H & 4° C conserve apréslce temps ses proprié-
tés électriques et mécaniques.

D'autre part, les fibres sont maintenues, au cours de
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Figure 4 : Aspect morphologique de la fibre aprés son isolement.
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1'expérience, d une température de 20° C grace a la solution d'im-
bibition qui est constamment renouvelée et qui, de plus, en raison
de son débit, (50 cm3/mn) assure un maintien rigoureux des concen-

trations ioniques extracellulaires.

C - SOLUTIONS

1 - So]ufion normale

- e . . - - -

La solution physiologique de survie considérée comme nor-

male (milieu de référence) est celle proposée par FATT et KATZ en

1953.
Sa composition en mEq/1 est la suivante :
- Chlore : c1']e = 594
. [+ _
- Potassium : LK ]e = 12,9
r

- Sodium : Na”]e - 513

- Magnésium : g™, = 23,6

- Calcium : fcatt o =118

- Bicarbonate : .P03H ]e = 2,6

Eau désionisée : (résistivité : 8 & 10 Ma.cm™1). g.s.p.1l.

Son pH est de 7,85 et sa pression osmotique (w) est celle

d'une solution contenant 1158 milliosmoles/1.

2 - Solutions anormales

- . - R B . Sm
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Pour déterminer‘1es différentes conductances ioniques mem-
branaires de la fibre impliquées lors de son activité électrique,
plusieurs solutions anormales dérivant du milieu de référence ont
été réalisées : soit d'une part, en modifiant l1a concentration de
1'un ou de plusieurs des ions entrant dans sa composition, soit
d'autre part en ajoutant des inhibiteurs spécifiques de perméabili-
tés membranaires (en faible concentration).

Les ionS'de'remp1acement dans les solutions appauvries
sont la choline pour les cations et le propionate pour les anions
(Cl-). Ce choix a été déterminé par le fait que ces deux ions sont
considérés comme non pénétrants (GAINER et GRUNDFEST, 1968 ; HODGKIN
et HOROWICZ 1959).

De méme, pour les milieux enrichis en ions ont été employés
le chlorhydrate de choline pour un apport d'ions C1~, le propionate
de sodium pour les ions Na' et enfin Te propionate de calcium pour
les ions Ca' .

Comme 1'indique 1'examen des tableaux I et II donnant la
composition des différents milieux que nous avons été amenés a
employer, il s'avére que les milieux enrichis en ions sont rendus,
de ce fait, hypertoniques. En conséquence, nous avons été conduits

= =

d étudier 1'action du milieu de référence rendu hypertonique par

-

addition de saccharose, de fagon & pouvoir faire la discrimination
entre les effets éventuels imputables & la pression osmotique et
ceux des différents milieux envisagés.

Le blocage de l1a perméabilité membranaire au k" est obtenu
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§ ¥ - + ++ ++ T
; mEq/1 | mEq/1]| mEq/1] mEq/1| mEq/1 | mEq/1) substances osmoles
! : ; ;
iMi]ieu de reférence |513 | 594 | 12,9 | 11,8 | 23,6 | 2.6 - 1158
| F
ir g . Choline™
é[Na]e = 0 0 594 |12,9 | 11,8 | 23,6 2:6 (513 ngqs1y 1
et .
k'], =0 513 | 581 | 0 | 11,8 | 23,6 | 2,6 - 1132
|
 Milieu - T.E.A 513 | 614 112,01 11,8 | 23,6 | 2,6 TEA | 10
; 111eu LA, ! s i s ’ s : (20 mEq/.‘)
A ' . Propionate '
1], = 0.13x 513 | 81 12,9 | 11,8 | 23,6 | 2.6 [L3RToRe se |
- o & Choh‘ne+
L], -2« 513 (1107 |12,9 | 11,8 | 23,6 | 2,6 (g53'neey) 2184
it ) i .. Saccharose
1 Milieu hypertomquei 513 594 12,9 | 11,8 23,6 2,6 (1026 mM/1) 2184
Propionate”
%1']e = 0,13 X, T.E.A| 513 | 101 |12,9 | 11,8 | 23,6 | 2,6 [(B13.MEALD) | 1198
(20 mEq/1) !
J— |
[Nac1]= 2 X 1026 |110% §12,9 | 11,8 | 23,6 2,6 - 2184
[Ca++]e = 0 513 | 570 %12 91 0 23,6 2,6 - 1122
i |
+f] § 3 Propionate
[Ca o= 4 X 513 | 59 112,9 | 47,2 | 23,6 | 2.6 GOt L 126
Milieu - Mn*" 513 | 614 Allz 9 11,8 | 23,6 2,6 M g
1l1eu n tles s s ’ (10 mEq/]) ' '
i a AT
Tableau I : Composition quantitative ionique des milieux utilisés pour

déterminer le réle des ions dans 1'activité électrophysiologique de 1a fibre mus-

culaire de crabe.
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= _ T A I -
¥ ! +F +] u
MILIEUX @a]e [C]]el [K Je E‘,a ]e E’lg ] I:O3H3d Autres  nilli-
meEq/1. mEq/ 1" 'mEq/1} mEq/1 | mEq/1 | mEq/1 substances osmoles !
J !
Milieu de référence |513 1 594 112,91 11,8 | 23,6 | 2,6 - 1158
I —— BN b i . - Sy : .
kat] -o,mE.A. 513 |50 12,9 | o |23.6 | 2.6 TEAT g |
e g 1oL.A. ’ ’ s (20 mEq/]}
Propionate i
[a*], = ax,T.E.A 513 | 614 12,9 [ 47,2 | 23,6 | 2,6 (70,8 MEQ/T) 1304
(20 mEq/1) ;
i
T.E.AT
Wilieu - T.EA. -t 1513 | 638 |12, | 118 | 23,6 | 2,6 | (BOMEQ/T T 1228
(10 mEq/1) ;
Milieu - T.E.A.-Mn" T.EAT
i 513 | 610 [12,9 | 0 23,6 | 2.6 | (001 119
(10 mEq/1) ¢
4 ! T.6.A.7
Milieu - T.E.A.-Mn (20 mEa/]
r 0 | 634 [12,9 | 11 23,6 | 2,6 ;
ma'], = o (20 mEq/]) - 1z
Choline™ .
(513 mEq/1) |
i
E:] ]e =1X, Saccharose
[Ca++] o1 x 0 |536,6 { 0 |11,8 0 2,6 (9&’06’]1-",']1/4-1) - 1160
e | (513 mEq/1)
- : %
() -ex, 0 {1050 { 0 |11,8 | O 2,6 | Chotine” 500
+¥ ’ 0 1(1026 mEq/1)!
e, = 1x ( /)|
[NaCl] =2X, 23 .6 23 6 2 6 Prop1onate |
[Ca“’]e ey 1026 | 1107 [12,9 |23, . 6 258 /) 2219
@aCﬂ =2k, : . Pv‘opionate_t
[c ++] ey 1026|1107 [12,9 70,8 23,6 | 2,6 |59 g meq1y| 2373
()
)

Tableau II : Composition des milieux utilisés pour déterminer les conduc-
tances ioniques responsables de 1'activité glectrique de la fibre musculaire

de crabe.
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par action du chlorure de tétraéthylammonium : T.E.A., {considéré
comme inhibiteur spécifique de la PK : HAGIWARA et WATANABE, 1955),
additionné au milieu de référence a raison de 10,20 ou 30 mM/1, celui
de la perméabilité au Ca++, par action du chlorure de manganése
(MnC]z), ajouté au milieu de référence a l1a concentration de 10 mM/T1.

Le Mn++

est connu comme inhibiteur de la perméabilité membranaire
aux ions divalents et en particulierde 1a PCa (HAGIWARA et NAKAJIMA,
1966 ; HAGIWARA et TAKAHASHI, 1967).

Dans certains cas, un milieu, dont la concentration ioni-
que est proche de celle du milieu intracellulaire de la fibre, a
&té utilisé, de fagon & annuler tous les gradients ioniques, et par
conséquent de provoquer le plus rapidement possible une disparition
du P.R.. Ce milieu, dont la composition a &té donnée par PROSSER
et BROWN (1962) contient en meq/1, [c17], =53 5 [, =112

W], = 54 5 [a*], = 5.2 et Mgt = 16.9.

D -~ TECHNIQUES ELECTROPHYSIOLOGIQUES

L'enregistrement des divers phénoménes permettant 1'étude
des propriétés électriques de la membrane de la fibre musculaire a
8té réalisé par 1'intermédiaire d'un oscilloscope TEKTRONIX (564 S) ;
les phénoménes, mémorisés sur 1'écran, sont photographiés & 1'aide
d'un appareil photographique (TEKTRONIX, C 12). L'impédance d'entrée
des amplificateurs verticaux (type 3 A3) étant de 1 Ma, faible de-

vant 1'impédance du montage a laquelle s'ajoute la résistance interne
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de la pile biologique, nécessite un abaisseur d'impédance (CF)
(CHEVAL, 1966) dont Tes caractéristiques sont les suivantes : im-
pédance d'entrée pratiquement infinie (1000 MQ) ; impédance de sor-
tie faible ( £ 9 k@) ; bande passante de 20 kHz avec 10 MQ ; gain
de 0,88.

e - ) . " - - A - —

1.1 - Montage utilisé pour 1'enregistrement du poten-

tiel de membrane et des potentiels électrotoniques (figure 5)

La préparation placée dans une cuve de plexiglas de volu-
me réduit est imbibée par la solution étudiée qui est renouvelée

constamment & raison de 50 cm3/mn.
1.1.1 - Enregistrement

Le potentiel de membrane est mesuré grdce & une microélec-
trode (Ee) fichée a& 1'intérieur de la fibre par rapport & une élec-
trode indifférente (Ei) placée a 1'extérieur, dans le bain. Ces
électrodes sont rendues impolarisables par utilisation de piles au
calomel (EI) (Hg - HgCl - KCL 3M)

Les microélectrodes utilisées sont réalisées selon les
données de ALEXANDER et NASTUK (1953). Aprés leur remplissage par

du KCL 3M, seules sont conservées celles qui présentent une impé-



Figure 5 : Montage utilisé pour 1'étude de 1'activité électrique.

F : fibre musculaire baignant dans un milieu normal ou anormal
A droite, circuit de stimulation :
Es ¢ microélectrode de stimulation
R : résistance de valeur élevée (10 MQ)
r : résistance (5 kQ) permettant de mesurer 1'intensité du courant
de stimulation
: amplificateur vertical de 1'une des voies de 1'oscilloscope
: stimulateur délivrant des signaux rectangulaires supraliminaires
: générateur de courant
N\y: alternatif
—L: constant
A gauche, circuit d'enregistrement :
E_: microélectrode d'enregistrement

e
B : blindage de la microélectrode d'enregistrement

[P B 72 I

EI : électrodes impolarisables (piles au calomel)

CF : abaisseur d'impédance

V : amplificateur vertical de 1'autre voie de 1'oscilloscope
T : boite de tarage

E. : 8&lectrode indifférente.
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dance comprise entre 5 et 10 M2, (ce qui correspond & un diamétre
d la pointe de 1 & 0,5 u) et un potentiel de pointe inférieur a
4 mV. Les microélectrodes ainsi choisies s'avérent étre du type le
mieux adapté pour 1'enregistrement durable et satisfaisant du P.M.,
comme 1'ont d'ailleurs suggéré GESTELAND et Coll. en 1959.

La mise en place des microélectrodes est assurée par un
micromanipulateur mécanique (PRIOR).

Le b]indége (B) de 1'électrode d'enregistrement est relié
d la sortie du changeur d'impédance, ce qui évite les parasites
notamment le passage direct par capacité parasite du courant de
stimulation de 1'électrode de stimulation & 1'électrode d'enregis-

trement.

1.1.2 - Stimulation

En ce qui concerne le circuit de stimulation, le schéma
synotique (figure 5) montre les différents composants électroniques.

La modification de la polarité de 1a membrane de la fibre
musculaire est portée par une microélectrode (ES) de méme type que
celle destinée a 1'enregistrement.

Le stimulateur S (TEKTRONIX, 162 + 163 + 161, complété
par un relai au mercure permettant d'isoler 1'impulsion de la masse
et d'en augmenter notablement la tension) peut délivrer des chocs

8lectriques de forme rectangulaire, le courant étant rendu constant

par 1'impédance propre de la microélectrode et 1'interposition
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dans le circuit d'une résistance de valeur &levée (R > 5 MQ).

Un générateur (G) en série permet de modifier le P.R. par
un courant dépolarisant ou hyperpolarisant constant ("L). I1 permet
en outre de délivrer un courant sinusoidal sous-liminaire d'ampli-
tude constante (/) dans Te but de mesurer selon la méthode de
HODGKIN et RUHSTON (1946) 1'impédance membranaire (Zm) de la fibre
musculaire.

La résistance de faible valeur (r = 5 k) rend possible,
par 1'intermédiaire du deuxiéme amplificateur vertical (1) de
1'oscilloscope, la mesure du courant traversant la membrane au ni-

veau de 1'électrode Es'

1.2 - Montage utilisé pour étudier les effets sur le

P.R. d'un court-circuit membranaire local (figure 6)

IT nous importait de savoir si un shunt local de 1a mem-
brane entrainait une distribution selon 1a Toi électrotonique des
lignes du courant de court-circuit ainsi produites. Le montage
comporte donc de ce fait un circuit d'enregistrement et un circuit
shunt.

Le circuit d'enregistrement du P.M. est rigoureusement le
méme que celui décrit précédemment (§ D, 1.1).

Le court-circuit local de la pile biologique a été reali-
sé par une électrode Ea qui est, en fait, une microélectrode clas-

sique mais argentée extérieurement selon le procédé de CAILLAT,
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CF

Figure 6 : Montage utilisé pour 1'étude de 1'effet sur le P.R. d'un

shunt membranaire local.

F : fibre baignant dans la solution physiologique

de survie

E. : &lectrode argentée extérieurement constituant
le shunt membranaire local

E_ : microélectrode d'enregistrement

EI : électrodes impolarisables (piles au calomel)

CF : abaisseur d'impédance

V : amplificateur vertical de 1'oscilloscope

T : boite de tarage

E. : électrode indifférente

d : distance interélectrode.
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CONREUR, et LALLEMANT (1948). Cette microélectrode présente un

diamétre a la pointe de 1 & 2 u et une résistance moyenne de

300 kQ.

Cette technique permet la mesure effective des différents
courants ioniques membranaires si elle est réalisée avec un doudle
pont de saccharose. Un seul pont ne rend possible que 1'enregistre-
ment du P.M..

La cuve concue pour une fibre isolée est réalisée de
telle fagon que deux cloisons, distantes de 1 mm, délimitent trois
compartiments distincts (I, II, III).

La fibre, isolée de la fagcon décrite précédemment (§ B, 2)
est placée transversalement aux plans des deux cloisons dans chacune
des saignées correspondantes. L'étanchéité fibre-cloison est assurée
par de la graisse minérale, celle-ci s'étant révélée comme non
toxique.

Le compartiment central (II) sert a isoler électriquement
la fibre en deux parties. Pour ce faire, on y fait passer a raison
de 40 cm3/mm une solution molaire de saccharose (S) dont la résis-
tivité est comprise entre 1 et 3 m.cm L.

Le compartiment I est le compartiment test, dans lequel

coule avec un débit de 10 cm3/mn Te milieu normal (R).

Le troisiéme compartiment (III) donnant le potentiel de
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Figure 7 : Montage utilisé pour 1'étude du potentiel de repos de la

fibre musculaire de crabe par la technique du pont de saccharose.

IT :

I1T -

EI

CF :

: fibre musculaire isolée et cloisonnée en trois compar-

timents : I, II, III

: compartiment témoin contenant la solution physiologique

normale (R).

compartiment contenant la solution molaire de saccharose
(S).

compartiment contenant la solution dont la concentration
jonique est proche de celle du milieu interne de la

fibre (I).

: électrodes impolarisables (piles au calomel).

abaisseur d'impédance

: amplificateur vertical de 1'oscilloscope

: boite de tarage.
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référence, contient une solution (I) renouvelée constamment (débit :
20 cm3/mm) dont la composition a été donnée au paragraphe C, 2. Ce
milieu est supposé annuler les gradients membranaires ioniques et,
de ce fait, le potentiel existant de part et d'autre de la membrane
cellulaire.

La mesure du P.R. entre les compartiments I et III est
faite classiquement sur oscilloscope (V) par 1'intermédiaire de
1'abaisseur d'impédance (CF). Le potentiel est capté au niveau des
milieux R et I par 1'intermédiaire des &lectrodes impolarisables au
calomel (EI), le contact étant assuré grdce a des ponts de KC1 3M

gélosé.



IV - RESULTATS



A - Potentiel de repos

1 - Effets d'un shunt membranaire local sur 1'amplitude du
potentiel de repos mesuré par microélectrode

2 - Mesure du potentiel de repos par la méthode du pont de
saccharose

3 - Résumé et conclusion
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Rappelons que le potentiel de repos (P.R.) de la fibre
musculaire de crabe est, comme 1'ont montré MOUNIER, HAUDECOEUR et
GUILBAULT (1969 a), MOUNIER (1970), un potentiel de diffusion ol
interviennent pour une plus grande part les mouvements & travers la
membrane des ions C1~ et Kt et, pour une moindre part, ceux des
ions Na'. Le P.R. mesuré par microélectrode a une valeur moyenne
portant sur 184 fibres de 68,2 mV (o = 4,8 mV), valeur conforme a
celle donnée par FATT et KATZ en 1953. Les travaux de MOUNIER (1970)
déterminent que le P.R. est dii & une participation de la conductance
membranaire au C1~ &gale & 56 p.100 de la conductance globale et &
une conductance membranaire aux cations (K+ et Na+) égale a 44 p.100
seulement. De plus, le P.R. d'une méme fibre, mesuré par microélec-
trode, présente des variations d'amplitude, allant jusqu'a 4 mV de
part et d'autre de la moyenne, selon 1'endroit et le niveau d'im-
plantation de 1'électrode ; ce résultat peut rendre compte, en partie
du hoins, de 1'importance relative de 1'écart-type (o) caractérisant
1a moyenne obtenue. En effet, & 1'appui de cette hypothése, les
travaux de MOUNIER et GUILBAULT (1970) ont permis de suggérer que
1a membrane sarcolemmique serait préférentiellement perméable aux
ions K+, celle du systéme tubulaire transverse aux ions C1 . D'autre
part, la valeur de la pile de concentration aux ions K" serait de
70 & 75 mV au moins, celle aux ions Cl1~ de 56 & 60 mV seulement.
L'ensemble de ces résultats indique que la fibre, au repos, pourrait
étre parcourue par des courants locaux.

Compte-tenu de cette derniére hypothése, il importe d'é-

tudier 1'influence d'un court-circuit membranaire local sur le P.R.,
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la propagation des courants ie long de la fibre, et de vérifier que
la microélectrode classique ne provoque pas de shunt Tocal de la
pile biologique, qui forcerait celle-ci a débiter un courant de

valeur élevée et, de ce fait, abaisserait la valeur de son potentiel.
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1 - Effets d'un shunt membranaire local sur 1'amplitude du P.R.

mesuré par microélectrode

Le montage utilisé a été décrit au chapitre III, § D, 1.2.
Ainsi, pour provoquer un court-circuit membranaire local, i1 suffit
d'implanter une électrode argentée extérieurement, de résistance
faible (300 k) & 1'intérieur de la fibre. L'amplitude du P.R. est

mesurée grace & une microélectrode classique placée a une distance

variabie (d) de 1'@lectrode-shunt.

La figure 8 montre les variations de la valeur moyenne
(10 fibres) du P.R. mesuré en fonction de la distance d séparant
1'@lectrode d'enregistrement de 1'é@lectrode-shunt. L'examen de la
courbe obtenue indique que la valeur du P.R. ne diminue de fagon
significative que pour une distance interélectrode de 500 u, dimi-
nutfon qui s'accentue d'ailleurs d'autant plus que d décroit.
L'extrapolation de la courbe lorsque d tend vers O laisse supposer
que le P.R. prend une valeur proche de 0.

Nous avons vérifié qu'en remplacant 1'électrode argentée
par une électrode classique, la baisse du P.R. ne se manifeste plus,
sauf dans certains cas {quelques mV) pour une distance d de toutes
facons inférieure & 50 yu.

La courbe représentée figure 8 traduisant les variations
du P.R. en fonction de la distance interélectrode n'est pas une

exponentielle répondant a 1'équation :
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Figure 8 : Action d'un shunt membranaire local sur 1'amplitude du P.R..

Valeur du potentiel de repos (P.R.) en fonction de la dis-
tance (d) existant entre 1'&lectrode-shunt et 1'@lectrode d'enregis-

trement.

On observe que la valeur moyenne du P.R. (caractérisée par
son écart-type) diminue d'autant plus que 1'on se rapproche du lieu du

shunt membranaire.
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-d
V = VO e X, o0 Vest le potentiel de membrane mesuré

i une distance d de 1'&lectrode-shunt,

Vy> 1a différence entre le P.R. et le potentiel de mem-
brane pour d = o,

A, la constante d'espace.
En effet, en dérivant 1'équation précédente, on obtient :

log V = log VO - %—109 e, qui est 1'équation d'une droite ;
il s'avére que l1a courbe de 1a figure 9 représentant les variations
du logarithme déciha] du P.R. en fonction de d n'est.opas une droite.
D'ailleurs, la figure 10 montre que la valeur du P.R. est une fonc-

tion Tinéaire du logarithme décimal de la distance d.

En conclusion, le fait de shunter 1ocalemeht la membrane
de la fibre musculaire de crabe n'entraine pas une baisse de 1'am-
plitude du P.R. de 1'ensemble de la fibre comme c'est le cas, par
exemple, pour la fibre du couturier de grenouille. Au deld d'une
certaine distance, le P.R. présente une valeur pratiquement iden-
tique 3 celle d'une fibre intacte. Tout laisse donc supposer que
de fortes résistances longitudinales s'opposeraient & 1'extension
du passage du courant de court-circuit. En effet, comme la résis-
tance membranaire est relativement faible (une centaine d'ohms.cmZ,
FATT et KATZ, 1953 ; MOUNIER, HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1969 b)
seule ne pourrait s'opposer au passage de ce courantque la résistance
interne longitudinale car la résistance du milieu extracellulaire
peut étre considérée comme négligeable. Dans de telles conditions,

i1 parait possible d'émettre 1'hypothése que la valeur de la résis-
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Figure 9 : Effets sur le potentiel de repos (P.R.) d'un shunt membranai-

re local.

Amplitude du P.R. (en échelle logarithmique) en fonction de

la distance (d) entre 1'électrode-shunt et 1'électrode d'enregistrement.

La courbe montre qu'il n'existe pas de relation linéaire entre

le logarithme du P.R. et la distance d.
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Figure 10 : Effets d'un shunt membranaire local sur Te potentiel de

repos (P.R.) en fonction de la distance (d) entre 1'électrode d'en-

registrement et 1'é@lectrode-shunt.

caractérisée par 1'écart-type correspondant.

du logarithme de la distance interélectrode.

d est portée en &chelle logarithmique

Chaque point de la courbe donne une valeur moyenne du P.R.

L'amplitude du P.R. apparait comme étant fonction linéaire
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tance intracellulaire par unité de longueur serait élevée et que
tout se passerait comme s'il existait un clioisonnement transversal
électrique.

Ceci expliquerait de plus qu'une fibre sectionnée a 1'une
de ses extrémités conserve a 1'autre extrémité, comme nous 1'avons

vérifié, un potentiel de repos dont la valeur est satisfaisante, et

ce, pendant plusieurs mn.
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2 - Mesure du potentiel de repos par la technique du pont de saccha-

rose

Cette technique, proposée par STAMPFLI en 1954, permet
la mesure des caractéristiques électrophysiologiques de la fibre,
et plus particuliérement, dans certaines conditions (double pont
de saccharose) 1'enregistrement des différents courants ioniques
membranaires. Signalons que cette technique ne nous a pas permis
d'obtenir les résultats escomptés ; néanmoins, bien que négatifs,
ils méritent d'étre mentionnés car ils peuvent contribuer a entre-
voir et confirmer les propriétés électrophysiologiques attribuées

d chaque systéme membranaire.

Avant d‘'aborder la mesure des caractéristiques membra-
naires par la technique du pont de saccharose, il convient au
préalable d'étudier les effets sur 1'évolution de 1'amplitude du
P.R. au cours du temps d'un milieu de concentration ionique iden-
tique autant que possible & celle du milieu intracellulaire.

Le milieu. isotonique de KC1 classiquement utilisé pour
annuler le P.R. sur une certaine longueur de fibre s'est avéré
non satisfaisant. En effet, 1a mesure du P.R. en "sucrose gap"
nécessite d'amener une partie de la fibre au potentiel 0. Compte-
tenu du fait que le P.R. de la fibre musculaire de crabe est di
a un potentiel de diffusion ol interviennent, pour une part im-

portante, d'autres ions que le potassium, i1 nous a semblé préfé-



rable de remplacer la solution de KCL isotonique utilisée générale-
ment pour Tes tissus excitables de Vertébrés, par une solution
isotonique dont la composition est la plus proche possible du mi-

lieu ionique intracellulaire (données de PROSSER, et BROWN, 1962).

2.1 ~ Action sur le P.R. du milieu de concentration iden-

-~

tique & celle du milieu intracellulaire

Pour vérifier si un tel milieu entraine effectivement la
disparition rapide des gradients ioniques de part et d'autre de la
membrane, 1'enregistrement de 1'amplitude du P.R. a &té réalisé
par microélectrode lors de 1'action de ce milieu au cours du temps.

Les résultats traduits par la courbe représentée figure
11 montrent une annulation du P.R. qui n'apparait qu'aprés 12 mn
d'action de la solution. La baisse du P.R., rapide au début, se
ralentit progressivement, comme le montre d'ailleurs le graphe.

Le maintien relativement durable d'une certaine valeur
du P.R. pourrait s'expliquer par sa nature méme ; ce P.R. résulte-
rait en fait de 1'influence des piles de concentration aux ions
€1~ et aux ions K+, dont on sait qu'elles sont de valeur différente :
la pile potassique serait localisée superficiellement au niveau de
1a membrane sarcolemmique et celle au C1~ au niveau de sites bien
précis de la membrane tubulaire (MOUNIER et GUILBAULT, 1970). Dans
de telles conditions, le P.R. serait initialement touché par la
suppression du gradient aux ions K+, et secondairement par la dis-

parition du gradient pour le Cl1™, du fait d'une diffusion lente du



57.

P.R. (mV)
sood °
o
40- .
[ )
¢ o
204 ¢
®
T t (mn)
mn
| L ) | - Y 2 m gm— d
2 4 ] 8 10 12

Figure 11 : Evolution du potentiel de repos (P.R.) en fonction du temps
d'imbibition (t) de la fibre immergée dans la solution de concentration

ionique proche de celle du milieu intracellulaire.

Le P.R. est enregistré par microélectrode.



liguide extracellulaire & 1'intérieur du systéme tubulaire trans-
verse. D'ailleurs, de par 1'importance de ce systéme tubulaire et
de par sa morphologie (ROSENBLUTH, 1969) i1 est possible de suppo-
ser que 1'annulation du gradient pour le €l ne se ferait que re-
lativement lentement, ce qui semble étre corroboré par la baisse

progressive effective du P.R. qu'illustre la figure 11.

S'i1 en est ainsi, 1'amplitude du P.R. mesurée par la
technique du pont de saccharose ne serait maximale qu'aprés un déla?
d'une dizaine de mn environ. C'est d'ailleurs ce que vont vérifier

Tes résultats gue nous exposons a présent.

2.2 - Enregistrement du P.R. par la technique du pont de

saccharose

Le montage utilisé, ne comportant qu'un seul pont de

saccharose, a &té décrit au chapitre III, § D, 2, figure 7.

Aprés avoir placé la fibre dans la cuve et réglé ies dé-
bits des différents milieux (S, R et I) s'écoulant dans chacun des
trois compartiments, la différence de potentiel entre les compar-
timents I et III est enregistrée au cours du temps. La figure 12
traduit la valeur moyenne du P.R. caractérisée par son intervalie
de confiance a .05. La courbe obtenue indique que le P.R. s’étabiif

progressivement : la valeur moyenne maximale est atteinte apres un
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Figure 12 : Valeur moyenne du potentiel de repos (P.R.) enregistré par

la technique du pont de saccharose.

Evolution du P.R. en fonction du temps (t).
Nous avons porté pour chaque valeur de t 1'amplitude moyenne
correspondante du P.A. ainsi que les écarts-type caractérisant cette

moyenne.

On peut observer que le P.R. augmente pendant les 7 premiéres

mn avant de se stabiliser quelque temps, pour diminuer ensuite.
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temps de 1'ordre de 10 mn. Cette valeur, obtenue aprés des délais
variables d'une fibre & 1'autre (figure 13), est de 75,1 + 9,9 mV.
I1 convient déja de remarquer que cette valeur est plus grande que
celle mesurée par microélectrode. De plus, il est & noter que 1'am-
plitude du P.R. ne se maintient pas au cours du temps et qu'elle
évolue vers une valeur nulle. L'histogramme de la figure 13 donnant,
pour chaque classe de temps de 1 mn, le nombre (n) de fibres ayant
atteint la valeur maximale de leur P.R., explique la dispersion im-

portante autour des valeurs moyennes (figure 12).

Que le P.R. s'établisse lentement, cela pourrait s'expli-
quer, comme nous 1'avons déja indiqué (§ A, 2.1) par le temps que
met l1a solution isotonique employé&e pour agir du fait de sa diffu-
sion lente dans le systéme tubulaire transverse ; cependant, cela
n'explique pas 1'absence de maintien de la valeur maximale du P.R.
atteinte, a moins d'émettre une hypothése que peut confirmer la mor-
phologie du systéme tubulaire transverse. Ce systéme T, trés rami-
fié (notamment Te systéme TZ), pourrait en effet permettre le pas-
sage de 1'un des milieux d'un compartiment & 1'autre, ce qui aurait
comme conséquence la diminution de la résistance de grande valeur

que constitue le compartiment saccharose qui, de ce fait, shunterait

le pont isolant et provoquerait donc la chute du P.R..
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Figure 13 : Histogramme représentant, pour chaque intervalle de temps
(t) de 1 mn suivant le début des mesures, le nombre (n) de fibres ayant
atteint la valeur maximum de leur P.R. précisemment pendant 1'interval-

le de temps considéré.

On remarque la disparité relative des valeurs maxima du P.R.
des différentes fibres avec, toutefois, une prédominance aux environs

de 5 3 6 mn aprés le début des mesures.
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3 - Résumé et conclusion

Nous avons indiqué, d'aprés les travaux entre autres de
FATT et KATZ (1953), de HAGIWARA et Coll. (1968), de MOUNIER,
HAUDECOEUR et GUILBAULT (1969 a) et de MOUNIER (1970), que le P.R.
de la fibre musculaire de crabe serait diu & un potentiel de diffu-
sion aux ions K+, C1™ et également aux ions Na+, et que la perméa-
bilité de Ta membrane aux ions K se situerait au niveau de 1a mem-
brane sarcolemmique alors que la perméabilité aux ions C1  serait
localisée au niveau des parois tubulaires : la valeur de la pile au
K" serait de 1'ordre de 75 mV, celle au C1~ de 56 mV environ. Enfin,
le systéme tubulaire transverse de la fibre de crabe, comme le montre
la figure 14 (MATHIEU, 1971), est extrémement ramifié et améne le
milieu extracellulaire trés profondément & "1'intérieur" de la fibre.

A la lumiére de 1'ensemble des résultats et des hypothéses
que nous venons de rappeler, les différences que 1'on observe quant
d la valeur du P.R. mesurée soit par microélectrode, soit par pont
de saccharose pourraient s'expliquer de la fagon suivante : la pointe
de 1a microélectrode détectant le potentiel intracellulaire pourrait
étre influencée préférentiellement par la pile de concentration aux
ions K+ si elle se trouve proche de 1a membrane sarcolemmique ou
davantage par la pile au C1~ si elle se trouve proche d'un tubule.
S'il en est ainsi, on peut concevoir que la valeur du potentiel en-
registré varie selon le lieu d'implantation de la microélectrode et
qu'elle oscille entre les deux extrémes 56 et 75 mV, ce qui confirme

d'ailleurs 1'expérience.
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Figure 14 : Structure et ultrastructure de la fibre musculaire de

Carcinus maenas. (d'aprés MATHIEU, 1971).

Le schéma du haut montre les invaginations de la membrane

sarcolemmique déterminant ainsi un pseudo-cloisonnement de la fibre.

Le schéma du bas est relatif a 1'organisation du sarcomére.

Outre la disposition des myofibrilles, on remarquera 1'existence d'un

double systéme tubulaire transverse, 1'un au niveau des bandes Z (TZ)

et 1'autre au niveau de la jonction bande A - bande I (TAI).

Mb

: membrane sarcolemmique
: bande A

: bande Z

: diade

: systéme tubulaire transverse au niveau de la

jonction A-I

: systéme tubulaire transverse au niveau de la

bande Z.
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De plus, si 1'on admet que le milieu externe, du fait des
invaginations profondes et ramifiées du systéme tubulaire transverse,
diffuse lentement dans celui-ci, i1 est possible d'expliquer 1'évo-
Tution au cours du temps du P.R. enregistré par la technique du pont
de saccharose. En effet, compte-tenu de 1'isolement é&lectrique extra-
cellulaire produit par la solution de saccharose (compartiment II),
une différence de potentiel entfe les compartiments I et III pourrait
étre décelée dés le dabut de 1'expérience (voir figure 12), car la
partie de la fibre placée dans le compartiment III se trouverait
presque immédiatement & un potentiel plus bas que celui du comparti-
ment I du fait de 1'annulation du gradient potassique. Puis le milieu
du compartiment III diffusant dans les tubules tendrait a annuler
le gradient pour le C1~ pour finalement le supprimer ; dans ces con-
ditions le potentiel existant entre I et III aurait a ce moment une
valeur proche de celle mesurée par microélectrode. Ensuite le saccha-
rosé,diffusant d'un compartiment & 1'autre du fait des ramifications
du systéme T, tendrait & diminuer le gradient de concentration pour
le C1° dans les tubules de la partie de la fibre située dans le
compartiment I et par 13 &liminerait la pile au C17, ce qui devrait
se traduire par 1'enregistrement d'un potentiel dont la valeur s'ap-
procherait préférentiellement de celle de la pile de concentration
aux ions K. I1 s'avére que la figure 12 montre que le potentiel
atteint effectivement 1a valeur de 75 mV. Finalement, la diffusion
des différents milieux par la voie du systéme T tendrait d'une part,

a égaliser les différences de concentrations ioniques de part et
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d'autre de la membrane et, d'autre part, 3 shunter la résistance
élevée constituée par le pont de saccharose ; la conséquence serait
la baisse de la différence de potentiel existant entre les comparti-
ments I et III, ce que confirme la courbe de 1a figure 12.

Quant & 1'action sur 1a valeur du P.R. d'un shunt membra-
naire Tocal provoqué par 1'implantation dans la fibre d'une électrode
argentée extérieurement, il serait possible d'admettre que 1'absence
de diffusion des 1ignes de courant naissant au niveau du court-cir-
cuit aurait pour origine 1'existence d'une résistance intracellulaire
longitudinale élevée en liaison, peut-étre, avec la structure de la
fibre qui présente un pseudo-cloisonnement morphologique (voir figu-
re 14).

Ainsi, i1 apparait que 1'ensemble de nos résultats confirme,
comme nous venons de 1'indiquer, certaines hypothéses émises par
certains auteurs dont entre autres : GIRARDIER et Coll., 1964 ;
GAYTON et HINCKE, 1968 ; MOUNIER et GUILBAULT, 1970. Ces hypothéses,
s'appliquant aux membranes des fibres musculaires d'Invertébrés,
postulent 1'existence de perméabilités sélectives, 1'une au c1
située au niveau de la membrane du systéme tubulaire transverse et
1'autre au K™ située au niveau de la membrane sarcolemmique. La
membrane de la fibre musculaire serait donc au repos le siége de
circuits locaux du fait de propriétés de perméabilité ionique propre
a chaque systéme membranaire et du fait de valeurs différentes des

potentiels d'équilibre des piles aux ions K" et aux ions C17.
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Les données concernant les perméabilités ioniques membra-
naires de repos et leur importance relative au niveau de la fibre
musculaire de crabe se trouvant confirmées par nos résultats, il
devient possible d'entreprendre a présent 1'étude pendant 1'activité
des variations du potentiel de membrane (P.M.) qui sont dues a un

changement des conductances membranaires ioniques.



B - Potentiel d'action

1 - Caractéristiques é&lectrophysiologiques de la fibre
musculaire de crabe dans les conditions normales

2 - Caractéristiques &lectrophysiologiques de la fibre
musculaire de crabe dans les conditions expérimentales anor-

males.
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Nous savons depuis les travaux de FATT et KATZ, en 1953
que le potentiel d'action (P.A.) des fibres d'Invertébrés, et plus
particuliérement de la fibre musculaire de crabe, est caractérisé
par une phase de dépolarisation (ou phase ascendante) relativement
lente, par rapport & celle de la fibre musculaire de grenouille et
que, de plus, ce P.A. ne présente pas, dans les conditions normales,
d'inversion de potgntiel. Une autre de ses caractéristiques réside
dans le fait qu'il est généralement non conduit par la membrane selon
le processus régénératif classique.

Ainsi, pour tenter d'expliquer 1a génése et le décours de
1'activité électrique de la fibre musculaire de crabe, nous avons :

- dans un premier temps, enregistré dans les conditions
normales certaines de ses caractéristiques électrophysiologiques,
c'est~a-dire plus particuliérement : le décours, la propagation du
P.A. et les variations de 1'impédance membranaire qui sont le témoin
des changements des conductances ioniques responsables de la varia-
tion du P.M.

- dans un deuxiéme temps, étudié les modifications de ces
caractéristiques dans certaines conditions anormales, & savoir lors
du changement des concentrations ioniques du milieu de référence ou
lors de 1'addition i ce milieu d'inhibiteurs spécifiques de perméa-

bilité.
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1 - Caractéristiques électrophysiologiques de 1a fibre musculaire

de crabe dans les conditions normales

1.1 - Décours du P.A.

Dans les conditions normales, une dépolarisation membra-
naire suffisante et rapide conduit a 1'activation de la fibre, qui
se traduit par 1'apparition d'un P.A.. En effet, un courant dépola-
risant, appliqué localement par une premiére microélectrode, d'une
valeur généralement comprise entre 2 et 4 pA, d'une durée de 15 ms,
permet 1'obtention d'un P.A. enregistré par une deuxiéme microélec-

trode (voir schéma du montage figure 5, chapitre IIL, § D, 1.1).

| La figure 15 donne un exemple de 1'évolution du P.M. au
cours du temps a la suite de 1'application de part et d'autre de la
membrane d'un courant rectangulaire d'intensité 3 pA. Le courant
dépolarisant donne naissance a un P.A. d'une amplitude moyenne de
56,6 + 5,9 mV caractérisé par une absence d'inversion de potentié].
De plus, comme le fait apparaitre le tracé, la vitesse de la phase
ascendante est relativement faible (de 1'ordre de 10 V/s) par rap-
port 3 celle de la fibre musculaire de grenouille. Quant & 1a phase
de repolarisation, elle est 1égérement plus durable (9 ms en moyenne)
ce qui correspond & une vitesse de repolarisation de 5 V/s.

La nécessité d'utiliser un courant de stimulation de forte

intensité (Rm étant faible) et de grande durée, compatible avec son
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Figure 15 : Exemple d'enregistrement du potentiel d'action dans les con-

ditions normales.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse de la membrane a ce courant de stimulation,

Le tracé horizontal supérieur donne le potentiel de référence.
Dans le cas de la figure la distance entre 1'électrode de

stimulation et 1'électrode d'enregistrement est de 100 y.
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passage dans une microélectrode d'impédance élevée nous a amenés

a rechercher la durée minimale de ce courant de fagoh a stimuler
chaque fibre, dans la mesure du possible, dans les mémes conditions.
La courbe de la figure 16 représentant 1'intensité minimale du cou-
rant en fonction de sa durée minimale nous a conduits a utiliser
par la suite un courant de stimulation d'une durée de 15 ms, voisine
de la valeur de la chronaxie.

De p]us; la durée importante du courant de stimulation se
justifie par le fait qu'il ne suffit pas d'atteindre le seuil de
dépolarisation critique par le courant Timinaire pour que la phase
d'activité se déroule normalement ; i1 est nécessaire que le courant
persiste pendant toute cette phase, & moins d'utiliser un courant
de plus forte intensité mais qui, dans ce cas, présente 1'inconvé-

nient de masquer le décours du P.A., du fait de 1'importance du

circuit R.C. de la membrane.

¥
x x

La faible amplitude du P.A. obtenu, pouvant résulter de
1'existence d'un P.R. de faible valeur,nous a conduits & &tudier
1'influence du niveau de potentiel membranaire de la fibre au repos

sur cette amplitude.
1.2 - Influence de la valeur du P.R. sur le P.A.

A 1'aide d'un générateur de courant continu constant (G;1)

nous avons hyperpolarisé la membrane (voir montage représenté figure
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Figure 16 : Courbe intensité-durée de la fibre musculaire de crabe.

72.
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-

de fagon & voir si une relation lie 1'amplitude du P.A. & celle
du P.R..

La figure 17 représente 1'évolution du P.M. sous 1'in-
fluence de courants hyperpolarisants d'intensité croissante (tracés
2, 3, 4) ; le tracé 1 correspond au P.M. de référence qui est, pour
cet exemple, caractérisé par un P.R. de 65 mV et par un P.A. de 53 mv
d'amplitude. Le courant de stimulation supraliminaire est tou-
jours de méme intensité quelle que soit l1a valeur imposée du P.R..
Les résultats obtenus font apparaitre que la faible amplitude du
P.A. n'est pas liée a une valeur trop faible du P.R. et que la
phase d'activité n'est déclenchée que Torsqu'un niveau critique de
potentiel, voisin de - 40 mV, est atteint; ils différent de ceux
obtenus sur le tissu cardiaque, ol 1'amplitude du P.A. est propor-

tionnelle & la valeur du P.R. (CORABOEUF, BOISTEL, GARGOUIL, LAPLAUD
et GALAND, 1959).

Les résultats obtenus suggérent que la valeur mesurée du
P.M. de la fibre au repos correspond bien & la vraie valeur et que
1'absence d'inversion de potentiel lors de 1'activité ne serait pas
imputable & une dépolarisation membranaire de repos consécutive,
par exemple, & une éventuelle 1ésion provoquée par les microélec-

trodes.

La faible amplitude du P.A. peut aussi résulter de sa
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Figure 17 : Influence de la valeur du potentiel de repos sur le décours

du potentiel d'action.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant

1 - Dans les conditions normales

2 -3 -4 - Dans le cas d'hyperpolarisation de 1a mem-

brane de valeur respective 15, 30 et 45 mV.

L'amplitude du potentiel d'action n'est pas liée & la valeur

du potentiel de repos.
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non-propagation selon un processus régénératif. Les travaux de
FATT et KATZ (1953) font état d'une diminution de 1'amplitude du
P.A. au fur et & mesure que la distance entre 1'électrode de sti-
mulation et celle d'enregistrement augmente. La détermination du
type de propagation du P.A., nous a conduits & rechercher la rela-

tion existant entre son amplitude et la distance interélectrode

séparant 1'endroit de son initiation de celui de son enregistrement.

1.3 - Propagation du P.A.

La figure 18 donne un exemple du décours du P.A. d'une
méme fibre recueilli & une distance variable (d) de Ta microélec-
trode de stimulation.

On constate, en accord avec les observations de FATT et
KATZ, (1953) que le P.A. diminue d'amplitude au fur et a mesure que
la distance interélectrode augmente. De plus, pour une faible
distance interélectrode (d = 50 n), le P.A. présente une inversion
notable de potentiel qui n'apparait, dans les conditions normales,
que de rares fois. Cette absence d'inversion peut s'expliquer par
le fait que, généralement, la distance interélectrode choisie est
voisine de 125 y.

L'observation montrant qu'un shunt membranaire local
modifie la valeur du P.R. et que celle-ci varie linéairement en

fonction du logarithme décimal de la distance séparant 1'électrode-

shunt de 1'@lectrode d'enregistrement pouvait nous laisser supposer
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Figure 18 : Amplitude du potentiel d'action enregistré dans les condi-
tions normales en fonction de la distance (d) existant entre 1'électrode

de stimulation et 1'@lectrode d'enregistrement.

Les enregistrements sont effectués sur une méme fibre, le

courant de stimulation restant inchangé.

(a) d = 50 H
(b) d = 250 WM
(c) d = 2250

(d) courant de stimulation.
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qu'une relation de méme type existe en ce qui concerne les varia-
tions de 1'ampiitude du P.A.. La fiqure 19, exprimant les varia-
tions de cette amplitude en fonction de la distance interélectrode,
montre que sa propagation est différente de celle des lignes de
courant produites par un shunt membranaire local. En effetl la fi-
gure 20 exprimant le logarithme décimal de 1'amplitude du P.A. (V)
en fonction de la distance interélectrode (d) fait apparaitre une
relation ]inéaire; Celle-ci semble montrer que la propagation du
P.A. Te Tong de 1a fibre musculaire de crabe obéit & une loi expo-
nentielle, et ainsi que cette propagation se fait selon un processus
électrotonique. Dans de telles conditions, 1'amplitude (V) du po-

tentiel recueilli & une distance (d) de son lieu d'initiation est

d
égale a V0 e A\, ol V0 est le potentiel correspondant a une dis-

tance nulle, et A la constante d'espace. L'évaluation graphique a

partir de la figure 20 donne une valeur de 1,2 mm pour A.

Les observations mentionnées ci-dessus et les résultats
obtenus sont de nature a suggérer que le P.A. pourrait résulter
d'une augmentation de la résistance membranaire (Rm) de la fibre
puisque la valeur de X est égale & 1,2 mm, alors qu'elle n'est que
de 0,8 mm en moyenne pour la fibre au repos (FATT et KATZ, 1953 ;
MOUNIER, 1970). En effet, la valeur de Rm peut étre calculée a
partir des équations du cable (COLE et CURTIS, 1936 ; HODGKIN et

RUSHTON, 1946) en connaissant la valeur de X et celle des résistan-

ces des milieux intracellulaire et extracellulaire (ri et re)
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Figure 19 : Amplitude (V) du potentiel d'action en fonction de la dis-
tance (d) entre 1'électrode de stimulation et 1'électrode d'enregistre-

ment.
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Figure 20 : Amplitude (V) du potentiel d'action en fonction de la distance

(d) séparant 1'électrode d'enregistrement de 1'électrode de stimulation.

V est portée en échelle logarithmique.

Le potentiel d'action se propage électrotoniquement du fait

de la relation lingaire liant log V & d.
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Onaxr=

Puisque ra et r; sont des constantes, i1 faut supposer que si A
augmente, c'est que Rm croit. Ainsi le P.A., tout au moins la phase
de dépolarisation, éorrespondrait a une augmentation de la résis-
tance membranaire globale. S'il en est ainsi, la fibre musculaire
de crabe se comporterait pendant 1'activité, trés différemment de
celle de la plupart des autres tissus excitables, puisque pour
ceux-ci, le P.A. correspond & une diminution de la résistance mem-
branaire de repos. Cette hypothése semble, de plus, pouvoir étre
retenue dans 1a mesure ol 1'on compare les valeurs de la résistance

membranaire de repos des fibres nerveuses et musculaires de gre-

nouille & celle des fibres musculaires de Crustacés ; en effet, la

Rm pour les fibres de Vertébrés s'échelonne entre 2000 et 10 000 Q.cm

(FATT et KATZ, 1951 ; JENERICK, 1953 ; ADRIAN et FREYGANG, 1962)
alors que pour les fibres de crabe, elle est de 1'ordre de 100 &
130 Q.cm (FATT et KATZ, 1953 ; MOUNIER, HAUDECOEUR et GUILBAULT,
1969 b), de 1'ordre de 465 .cm® selon HAYS, LANG et GAINER (1968),

mais faible de toutes fagons. ponc, si 1'activité de la fibre de

crabe correspondait 3 une diminution de la Rm, celle-ci tendrait
vers une valeur trés faible, conduisant a un trés fort court-circuit

membranaire, ce qui semble peu probable.

L'hypothése formulée ci-dessus concernant ia variation

de résistance membranaire lors de 1'activité demande, du fait de son

2
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importance, sa vérification que 1'on peut aborder par 1'étude de

1'@volution de 1'impédance globale de la membrane.
1.4 - Impédance membranaire pendant le P.A.

Rappelons que la conductance membranaire globale (Gm)

-~

est inversement proportionnelle a la résistance membranaire (Rm),
1

Ry (2)°

I1 est donc possible, par mesure de 1'impédance membranaire globale

d'ol G (mhos) =

(Zm) qui correspond & la résistance équivalente de la résistance
membranaire en paralléle sur le condensateur membranaire, (voir §
II, figures 1 et 2), de connaitre la valeur de la conductance ioni-

que de repos et ses variations éventuelles pendant le P.A..

La mesure de Zm selon la technique de HODGKIN et RUSHTON

(1946), utilisée par KATZ en 1949 sur la fibre musculaire de grenouil-

=

le,peut étre faite grdce au générateur & courant constant (G, ),
placé dans le circuit de stimulation (voir montage figure 5), qui

délivre un courant sous-liminaire sinusoidal de fréquence réglable.

La figure 21 donne un exemple de tracé du P.A. obtenu
dans les conditions normales auquel se superpose le résidu électro-
nique des impulsions sinusoTdales produites par le courant sous-
liminaire d'une fréquence égale a 30 Hz. Une augmentation de

1'amplitude des ondes sinusoidales se manifeste pendant la phase
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Figure 21 : Exemple d'enregistrement permettant la mesure des variations

d'impédance de la membrane (Zm) pendant 1'activité électrique.

F : fréquence du courant sous-liminaire sinusoidal d'inten-
sité constante

I : Intensité du courant supraliminaire de stimulation,

Les vériations de 1'épaisseur du tracé pendant la réponse
de la membrane & un courant hyperpolarisant et & un courant dépolarisant
figurent les modifications de Zm. La valeur arbitraire de référence 1
est celle de repos.-

Du fait de 1a faible fréqUence (F ='30 Hz) du courant sinu-
soTdal sous-liminaire d'intensité constante appliqué & la membrane, il
est possible de considérer que les variations de Zm représentent en fait
celies de la résistance membranaire (R ).

On peut observer que la Rm augmente pendant le P.A., alors
qu'elle ne varie pas pour un courant de valeur et de durée égales a celui

de stimulation, mais de sens opposé,appliqué & Ta membrane de la fibre.
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ascendante du P.A., cette amplitude, dans le cas de 1'exemple donné
ici, passe d'une valeur de référence arbitraire de 1'a une valeur

5 fois plus grande ; le maximum se situe pratiquement au niveau du
sommet du P.A., comme le fait apparaitre le schéma de la figure 22.
Le retour progressif a la valeur initiale se produit pendant la
phase de repolarisation. I1 est a remarquer qu'un courant rectan-
gulaire de méme intensité et de méme durée que le courant de sti-
mulation, mais de sens inverse, donc hyperpolarisant, n'entraine

pas de variations de 1'impédance membranaire.

Cette variation d'impédance, mesurée par 1'intermédiaire
d'un courant sinusoidal de fréquence faible (30 Hz) traduit en fait
une variation préférentielle de la résistance membranaire, la résis-
tance du condensateur membranaire pouvant dans ces conditions,
compte-tenu de la valeur de la fréquence, €tre considérée comme
trés grande devant celle de la résistance. Ainsi, comme 1la Zm
évolue dans le sens d'une augmentation pendant le P.A., ceci conduit
i admettre une diminution de la conductance membranaire ionique
globale.

Cette augmentation de résistance se trouve d'ailleurs
confirmée par 1'examen de la figure 23 qui montre la variation
moyenne de la Rm (10 fibres) pendant le P.A. en fonction de 1'évo-
Tution de Ta valeur du P.M., d'une part lors de la dépolarisation
et d'autre part lors de la repolarisation. Les valeurs moyennes de

Zm exprimées en p.100 de la valeur de repos et limitées par leur



1
'000000000I
...ooooool

1

[ )

®

[ ]

®
®
[ J
® e

ol poe @ ek

10pA

S5ms

Figure 22 : Schéma représentant en valeurs arbitraires 1'évolution de
Zm en fonction du temps.

En bas : courant de stimulation appliqué & Ta membrane de
la fibre musculaire

En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant.

Les segments, portés sur le tracé de la réponse électrique
i différentes valeurs du potentiel de membrane et caractérisés chacun
par un nombre, représentent la variation de Zm. (La valeur de référence

1 est 1a valeur de 1'impédance membranaire de repos).
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Figure 23 : Variations de 1'impédance membranaire (Z_) en fonction de

1'amplitude de la dépolarisation pendant le potentiel d'action (courant

sinusoTdal de fréquence 30 Hz).

Nous avons porté les valeurs relatives moyennes de Zm,
délimitées par leur intervalle de confiance (seuil .05), & droite lors
de la phase ascendante du P.A., & gauche lors de la phase de repolari-
sation.

Z = 100 p.100 représente la valeur de repos,.

m

Zm augmente avec 1'amplitude de la dépolarisation lors du P.A..



86.

intervalle de confiance (seuil .05) montrent qu'effectivement
1'augmentation la plus grande (350 p.100) se situe au sommet du
P.A.. |

De fagon & s'assurer que les variations de la Rm sont
bien imputables & des modifications effectives de la conductance
membranaire, un courant sinusoidal sous-liminaire de méme intensiteé,
mais de fréquence'plus élevée (600 Hz) a été appliqué, dans les
mémes conditions, de part et d'autre de 1a membrane des mémes fibres,
soit antérieurement, soit ultérieurement & 1'application du courant
de fréquence 30 Hz. Dans ce cas, le courant sinusoidal de fréquence
élevée traversant le circuit Rm.Cm abaisse considérabiement, du
fait méme de la valeur de la fréquence, 1'impédance du condensateur
qui, par conséquent, doit shunter les variations de Rm.

La figure 24 donnant un exemple de 1'évolution de 1'am-
p]itude du résidu &lectrotonique lors du P.A. montre qu'il reste
en effet d'amplitude constante, ainsi que lors de 1'hyperpolarisa-
tion produite par un courant rectangulaire de méme valeur, mais de
sens inverse. La figure 25 confirme cette absence de variations :
en effet, la valeur moyenne de Zm n'est pas modifiée en fonction de
1a variation du potentiel de membrane lors de 1a phase de dépolari-

sation et lors de la phase de repolarisation.

$°3
x x

Ainsi 1'impédance membranaire augmentant lors de 1'appli-
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50 mV

10 ms

Variations de Zm

F = 600 Hz

| = 4-PI\

1

Figure 24 : Exemple d'enregistrement permettant la mesure des variations

d'impédance de la membrane (Zm) pendant 1'activité électrique.

F : fréquence du courant sinusoidal sous-liminaire

I : intensité du courant supraliminaire de stimulation.

Les variations de 1'épaisseur du tracé pendant la réponse
de la membrane & un courant hyperpolarisant ou dépolarisant figurent
les modifications de Zm' La valeur arbitraire de référence 1 est celle

de repos.

Du fait de la fréquence élevée du courant sinusoidal sous-
liminaire (F = 600 Hz) appliqué & la membrane, il est possible d'admet-
tre que 1'impédance de la capacité membranaire devienne trés faible.
Dans ce cas les variations éventuelles de Rm sont sans effets sur la

valeur de Zm’

On remarque, dans ces conditions, que Zm varie trés peu

lors du P.A..
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Figure 25 : Variations de 1'impédance membranaire (Zm) en fonction de
1'amplitude de 1a dépolarisation pendant le potentiel d'action (courant

sinusoidal de fréquence 600 Hz).

Du fait de Ta fréquence élevée (600 Hz) du signal sous-Timi-
naire sinusoidal appliqué & la membrane, 1'impédance trés basse de la
capacité membranaire masque les variations éventuelles de la résistance
membranaire. Les valeurs moyennes de Zm et les limites de 1'intervalle
de confiance (défini au seuil .05) sont portees,

- 3 droite pour la phase de dépolarisation du potentiel d'ac-

tion

- & gauche pour la repolarisation,

La valeur Zm = 100 p.100 correspond & la valeur de repos.

Zm ne varie pas de facon significative lors du potentiel d'ac-

tion.



cation, de part et d'autre de la membrane de Ta fibre musculaire

de crabe, d'un courant sinusoidal de valeur constante sous-liminaire
de basse fréquence, et ne variant pas pour un méme courant, mais

de fréquence élevée, témoigne finalement en faveur d'une diminution

de la conductance ionique membranaire globale pendant le P.A..
1.5 - Résumé et conclusion

Les résultats exposés ci-dessus, concernant les propriétés
électrophysiologiques de la fibre musculaire de crabe en activiteé
dans les conditions normales (imbibition de la fibre par la solu-
tion physiologique de référence), montrent que le P.A. de cette
fibre est de nature trés différente quant & sa génése et quant a
son décours de celui des autres fibres excitables.

En effet, i1 n'est pas conduit le long de la membrane
se1on un processus régénératif classique, mais propagé électroto-
niquement, du moins en partie, a partir de son lieu d'initiation.

D'autre part, i1 ne présente pas, dans la plupart des cas,
d'inversion de potentiel. I1 semblerait d'ailleurs que 1'inversion
de potentiel se manifesterait, d'une part lorsque les é&lectrodes
de stimulation et de réception sont trés proches, ce dont peut
rendre compte la propagation électrotonique, mais d'autre part
lorsque la stimulation est portée au niveau de ce que 1'on pourrait
appeler une zone excitable. En effet, i1 faut préciser qu'un courant

de stimulation de méme valeur n'entraine pas toujours, bien que



suffisant, une activation de Ta membrane selon 1'endroit d'appli-
cation du courant de stimulation.

Une autre différence importante avec les autres tissus
excitables réside dans le fait que, pour la fibre musculaire de
crabe, le P.A. correspond & une augmentation de la résistance mem-
branaire de repos, donc & une diminution de la conductance ionique

globale.

Cette diminution de la conductance ionique membranaire
globale pendant le P.A. de la fibre musculaire de crabe pourrait
suggérer une diminution de la perméabilité de repos de 1a membrane
aux ions C1 , associée & 1'apparition d'une perméabilité membranaire
au Ca'', en tenant compte des travaux de MOUNIER et GUILBAULT (1970)
et de HAGIWARA et NAKAJIMA (1966) sur les Crustacés. Les travaux
de ces derniers auteurs montrent que le Mn++, inhibiteur de 1la
perméabilité calcique, (PCa) abolit le P.A.. Ainsi, 1a phase de
dépolarisation serait due a une entrée de Ca™’. De plus, 1'hypothése
d'une diminution transitoire de la PC1 pendant le P.A. peut étre
prise en considération puisque MOUNIER et GUILBAULT, 1970, MOUNIER,
1970, montrent qu'en absence de C1™, la rectification membranaire
induite par des courants dépolarisants ne se produit plus. Ils
constatent également que certaines fibres, caractérisées dans les
conditions normales par une valeur faible de la PC] (PK‘> PC])’ ne

présentent pas, non plus, ce phénoméne de rectification, et que,



par contre, les fibres placées en milieu acide (dont 1'action se
situe au niveau de la membrane sarcolemmique) perdent leur perméa-
bilité potassique, mais conservent, bien que dépolarisées, leurs
propriétés excitables.

Enfin, on peut admettre, lors de la phase de repolarisa-
tion, 1'existence d'une augmentation de 1la PK’ responsable du re-
tour du potentiel & sa valeur de repos, puisque FATT et KATZ en
1953, FATT et GINSBORG en 1958, montrent que le chlorure de T.E.A.
augmente considérablement la durée du P.A..

X
¥ ¥

Dans ces conditions il convient maintenant d'étayer les
hypothéses suggérées ci-dessus par des preuves expérimentales. Pour
cette raison il devient nécessaire d'étudier le rdle sur le P.A.
des différents ions contenus dans le milieu externe et des inhibi-
teurs spécifiques de perméabilité afin de pouvoir déterminer les
différents processus ioniques membranaires responsables de 1'exci-

tation de la fibre musculaire et du décours de son P.A..
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2 - Caractéristiques électrophysiologiques de la fibre musculaire

de crabe dans des conditions expérimentales anormales

~

De fagon & mieux saisir le réle et 1'évolution au cours du
temps des différents changements de perméabilités ioniques membra-
naires responsables de 1'apparition et du décours du P.A., sont
présentement analysés :

- tout d'abord les résultats concernant 1'étude systéma-
tique de 1'action de chaque ion présent normalement dans le milieu
physiologique et les résultats de 1'action des inhibiteurs spéci-
fiques de perméabilité ionique.

- puis les résultats portant sur 1'action simultanée d'un

ou plusieurs ions bien déterminés associés ou non & un ou plusieurs

inhibiteurs.

2.1 - Rdle des ions et des inhibiteurs spécifiques de per-

méabilité

Seront abordés successivement le rbéle des ions monovalents

et du T.E.A. (inhibiteur de la P,) et celui du catt et du Mn*t

K
(inhibiteur de 1la PCa)'

2.1.1 - Réle des ions monovalents et du T.E.A.

L'étude du rdle de ces ions porte sur le Na+, le K et le



C1™ dont les concentrations normales dans le milieu extracellulaire

sont respectivement en mkEq/1 de 513, de 12,9 et de 594.

2.1.1.1 - RGle du sodium

* 0 © 0) est obtenu en

Le milieu dépourvu de sodium ([ﬁa]
remplacant mM @ mM Te NaCl par du chlorhydrate de choline.

La figure 26 est un exemple de 1'effet de 1'absence du
Na* extracellulaire sur le P.A.. En accord avec les travaux de
FATT et KATZ en 1953, aprés 20 mn d'imbibition de 1a fibre par la
solution sans Na', une inversion de potentiel se manifeste, 1'aug-
mentation de 1'amplitude du P.A. atteignant en moyenne, pour 1'en-
semble de nos résultats, 42 p.100. Ces modifications ne semblent
pas 1iées aux changements des propriétés électriques de repos de la
membrane, puisqu'il n'apparait pas de variations notables des va-
Teurs du P.R. et de 1la Rm’ sauf toutefois au niveau de certaines
fibre; oll une hyperpolarisation de 1'ordre de 4 mV et une augmenta-
tion faible (20 p.100) de 1a Rm se manifeste. I1 est & noter que
ces effets du milieu dépourvu de Na* sont parfaitement réversibles.

Ces résultats semblent indiquer que le Na© ne serait pas
indispensable 3 1'initiation et au déroulement de la phase ascen-
dante du P.A., et méme qu'a 1'inverse, il se comporterait comme un
inhibiteur de cette phase, puisque le fait de le supprimer se tra-
duit par une augmentation de 1'amplitude du P.A., & moins de suppo-

ser au contraire, comme le suggérent FATT et KATZ (1953) que 1'ion
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Figure 26 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu sans Na™

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse de la membrane
1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 20 mn d'action du milieu dépourvu de Na*.

Le potentiel d'action est devenu plus ample.
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.+ . .. .
choline pourrait participer au courant membranaire d'activite.
Cependant les résultats ultérieurs vont montrer, semble-t-il, que
+ . . ey .
le Na' se comporterait plutét comme un inhibiteur et que 1'ion

choline” serait bien un ion non pénétrant.
2.1.1.2 - Réle du potassium

IT est bien connu que 1a variation de la perméabilité
potassique intervient de fagon indéniable au niveau de nombreux
tissus excitables lors de la phase de repolarisation (HODGKIN et
HUXLEY, 1952 a, b ; CORABOEUF, ZACOUTO, GARGOUTIL et LAPLAUD, 1958 ;
NOBLE, 1962 ; ILDEFONSE et ROUGIER, 1969).

De fagon a vérifier que la PK intervient pendant le P.A.
de la fibre musculaire de crabe nous avons :

- tout d'abord supprimé le K+ extracellulaire, ce qui
doit entrainer une diminution de la PK de repos (HODGKIN et
HOROWICZ, 1959) et par 13 méme, une modification de son éventuelle
variation pendant le P.A.

- puis ajouté d la solution normale du T.E.A. qui est

connu pour bloquer la PK (HAGIWARA et WATANABE, 1955).

La suppression du K* extracellulaire (milieu D&je = 0]
entraine, aprés 30 mn d'action, comme le montre 1'exemple de la
figure 27, une légére augmentation de 1'amplitude du P:A. (5 mV en

moyenne) associée a un trés léger retard de repolarisation.
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Figure 27 : Action, sur le potentiel d'action, d'un milieu sans Kt

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre
1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 30 mn d'action du milieu sans Kt

Le potentiel d'action est peu modifié.
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A la lumiére de ce résultat, i1 semble intéressant de
remarquer que la pente de repolarisation plus faible que dans les
conditions normales (2 V/s environ) traduirait éventuellement, soit
une simple diminution de la PK membranaire de repos, soit un
accroissement d'une possible rectification potassique anormale
(dont on sait qu'elle est responsable au niveau des fibres muscu-
laires de Vertébrés de 1a longue durée du P.A.), ou soit encore un
retard d'une rectification normale responsable du retour du P.M.

d sa valeur de repos. Ces suggestions sembient pouvoif étre prises
en considération puisque le T.E.A. ajouté au milieu de référence

entraine une augmentation considérable de la durée du P.A..

En effet, 1'addition du T.E.A. & la concentration de
20 mM/1 (milieu T.E.A.) provoque rapidement (en moins de 5 mn) et
réversiblement (15 mn aprés le retour aux conditions normales) une
augmentation de 1'amplitude du P.A. et de sa durée, 1'apparition
d'une inversion de potentiel trés ample. La figure 28 donne un
exemple de 1'action du T.E.A. sur le P.A. : elle montre qu'il pré-
sente une inversion de potentiel de 17 mV (25 mV en moyenne pour
1'ensemble de nos résultats) et que sa durée augmente de 4 & 5

fois.

Ces données concernant les variations de PK lors de

1'activité de la fibre de crabe suggérent que la phase ascendante
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Figure 28 : Action du T.E.A. (20 mM/1) sur le potentiel d'action.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant
1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 5 mn d'action du T.E.A.

Le potentiel d'action est plus ample et plus durable tout en

conservant inchangée sa phase initiale de dépolarisation.
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initiale du P.A. ne serait pas liée & un éventuel changement de la
PK de repos (comparaison des tracés 1 et 2 des figures 27 et 28).
Par contre, en bloquant ou en diminuant la PK, 1'allure de la phase
de repolarisation est modifiée, ce qui conduit & supposer que des
variations de la PK interviendraient dans les cenditions normales
pendant cette phase.

S'i1 en est ainsi, &tant donné que la phase de dépolari-
sation du P.A. est liée & une augmentation de la Rm (chapitre IV,
§ B, 1.4) i1 faudrait admettre, comme nous 1'avons d'ailleurs déja
suggéré, 1'hypothése d'une diminution temporaire de la PC] de repos.

X
¥ ¥
Dans le but de vérifier qu'il existe effectivement des

variations de la PC] Tors du P.A., est abordée maintenant 1'étude

20N

des effets de milieux de concentrations variées en C1 . (;“

Ll!.[i/

2.1.1.3 - R6le du chlore

I7 est connu depuis les travaux de FATT et KATZ (1953)
que le retrait du NaCl de l1a solution normale abolit 1'activité
électrique de la fibre musculaire de crabe, et que 1'absence de Na+
n'entraine pas, au contraire, comme nous 1'avons d'ailleurs égale-
ment vérifié (§ 2.1.1.1) la disparition du P.A.. En conséquence,

il semblerait que la perméabilité de la membrane au C1™ jouerait
un role important, d'autant plus important que la PK n'intervien-

drait pas pendant la phase ascendante du P.A. comme nous venons de



le voir (§ 2.1.1.2).

Le remplacement mM & mM du NaCl de la solution normale
par du propionate de sodium conduit & une diminution de 87 p.100
de Ta concentration en C1 . Le milieu anormal ainsi obtenu
([C1—]e = 0,13 X, X étant la concentration normale) entraine
(figure 29) la disparition du P.A. aprés 10 mn d'action ainsi qu'une
dépolarisation mehbranaire de 10 mV en moyenne.

“La disparition réversible du P.A. (réversibilité 20 mn
environ aprés le retour aux conditions normales) n'est pas imputa-
ble & une augmentation du seuil d'excitation liée ou non & la dé-
polarisation membranaire de repos, car, un accroissement de la
valeur du courant de stimulation, associé & un courant constant
hyperpolarisant tel qu'il rétablisse le P.R. & sa valeur initiale,
ne permet pas le retour d& une phase d'activité électrique normale.

A 1a lumiére de ce résultat, 1'hypothése attribuant a la
PC1 un rdle dans 1'initiation du P.A. de 1a fibre musculaire semble
pouvoir étre retenue puisque la présence du €1 dans le milieu
extracellulaire s'avére indispensable & 1'activation.

De fagon & confirmer cette hypothése et d'analyser au
mieux le réle du C1 , 1'action d'un milieu enrichi en cet ion est
étudiée. Dans ces conditions, la pression osmotique est pratique-
ment doublée (m # 2200 milliosmoles), et dans ce cas, il est né-
cessaire de faire agir un milieu normal rendu hypertonique par

addition de saccharose de fagon a pouvoir discerner le rdle propre

Fey ﬂ_;‘
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Figure 29 : Action sur le potentiel de membrane d'un milieu appauvri

en C1.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant
1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 10 mn d'action du milieu appauvri en C1.,

Les traits horizontaux supérieurs représentent le poten-

tiel de référence en milieu normal (1) et en milieu anormal (2).

L'amplitude du potentiel de repos diminue et Te potentiel

d'action disparait.

et
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du C1~ de celui de 1‘'hypertonie.

Un exemple des effets d'un milieu [C1f]e =2 X sur le
P.M. de la fibre musculaire est représenté figure 30. Ces effets
se traduisent par une trés 1égére hyperpolarisation (augmentation
du P.R. de 5 mV eh moyenne) et par 1'apparition d'un P.A. de grande
amplitude, de grande durée qui est caractérisé par une inversion
de potentiel. L'amplitude de ce P.A. passe de 54 & 84 mV en moyenne,
ce qui correspond & une augmentation de 55 p.100 ; sa durée varie
entre 30 et 100 ms. De plus, la phase ascendante présente une
vitesse de dépolarisation plus grande (de 1'ordre de 15 V/s). Enfin
il est a souligner que, dans certains cas, comme le montre d'ailleurs
1'exemple de 1a figure 30, le P.A. se décompose en deux parties
traduites au niveau de la phase de repolarisation par la présence
d'un "trou" de potentiel qui semble indiquer que le P.A. se déroule,
dans ces conditions, en deux phases plus ou moins indépendantes.

L'augmentation de 1'amplitude du P.A. pouvant résulter
d'un changement du type de propagation nous a conduits a étudier
Ta relation liant le logarithme décimal de 1'amplitude du P.A. & la
distance séparant 1'électrode de stimulation de 1'@lectrode d'en-
registrement.

La figure 31 montre que la baisse de 1'amplitude du P.A.,
en milieu [C]f]e = 2 X, au fur et @ mesure que 1'on s'éloigne de
1'électrode de stimulation, est trés faible, bien que la distance
passe, dans le cas de la figure, de 560 p (tracé 1) a 2650 u (tra-

cé 3).
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Figure 30 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu enrichi en C1~

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre Tx
1 - Dans la solution de référence

2 - Aprés 20 mn d'action du milieu enrichi en C1°.

Le potentiel d'action devient plus ample et plus durable : on

notera une phase de dépolarisation plus rapide.
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Figure 31 : Allure du potentiel d'action,en fonction de la distance (d)
entre 1'@lectrode de stimulation et celle d'enregistrement, d'une fibre

baignant depuis 20 mn dans un milieu enrichi en C1 .

En bas : courant de stimulation

En haut : réponses électriques de la fibre & ce courant

~¥—¥%- 1 -~ pour d = 560 u
—— 2 - pour d = 1310 y
—&- 3 - pour d = 2625 u

A -~ Potentiel de référence dans les conditions normales

B ~ Potentiel de référence dans les conditions anormales,

L'amplitude du potentiel d'action et la vitesse de sa phase

ascendante ne varient pas quelque soit la distance interélectrode.
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La comparaison des courbes de 1a figure 32, Ta courbe
(a) représentant la fonction liant 1'amplitude du P.A. & la distan-
ce interélectrode dans les conditions normales (voir § B, 1.3.),
la courbe (b), celle obtenue dans ces nouvelles conditions
( kﬂ-]e = 2 X), suggére que le P.A. se propagerait encore, du moins
en partie, électrotoniquement comme le montrent en effet les tracés
de la figure 31. Toutefois, cette figure 31 révéle que la vitesse
de la phase de dépolarisation et 1'amplitude de la phase tardive
du P.A. ne diminuent pas au fur et & mesure que la distance inter-
électrode augmente. I1 semble donc logique d'admettre qu'il exis-
terait,dans ces conditions,une activation de 1a membrane qui serait
plus étendue, et ceci, peut-étre, en relation avec 1'augmentation

de la durée du P.A.

Afin de pouvoir attribuer une part des effets observés
ci-dessus 4 1'action propre du C1, i1 convient d'entreprendre,
comme nous 1'avons d'ailleurs déja précisé, 1'étude de 1'influence

de la pression osmotique.

La solution normale, rendue hypertonique par addition
de 1026 mM/1 de saccharose (m est alors de valeur équivalente a
celle du milieu [C]f]e = 2 X) entraine aprés 10 mn d'action environ
une annulation réversible du P.A. (exemple figure 33). La dispari-
tion du P.A. n'est pas due & la diminution du P.R., faible d'ailleurs

(7 mV en moyenne) car, 1a encore, le passage d'un courant constant
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Figure 32 : Propagation du potentiel d'action dans les conditions nor-
males (tracé a) et aprés 20 mn d'imbibition dans un milieu enrichi en

C1”™ (tracé b).

L'amplitude du logarithme du potentiel d'action (V) est
fonction Tinéaire de la distance (d) existant entre 1'électrode de

simulation et 1'@lectrode d'enregistrement.

Les conditions anormales entrainent une propagation du P.A.
sans décrément important (constante d'espace considérablement plus

&levée que dans les conditions normales).
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Figure 33 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu rendu hyperto-

nique par addition de saccharose.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre a ce courant
1 - Dans les conditions normales
2 - Aprés 5 mn d'action du milieu hypertonique

3 - Aprés 10 mn.

Le milieu hypertonique entraine Ta disparition du potentiel

d'action.
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hyperpolarisant et 1'augmentation de 1'intensité du courant de
stimulation n'induisent pas le retour 3 une activité électrique.
En conséquence, un milieu de concentration normale en
ions, mais hypertonique, exerce sur 1'activité électrique de 1la
fibre des effets inverses de ceux d'un milieu enrichi en C1 ™ de
méme pression osmotique. I1 convient, de ce fait, d'admettre que
le €1 posséde des effets propres dont 1'importance se trouve,

dans nos conditions expérimentales, relativement masquée par 1'ac-

croissement simultané de .

Ainsi Te C1~ en excés apparait comme favorisant le dé-
clenchement et la propagation du P.A. en agissant, semble-t-il, au
début de la phase de dépolarisation. Pour étayer cette hypotheése,
il convient maintenant d'étudier 1'influence d'un milieu appauvri
en C1~ et additionné de T.E.A. d'une part, d'un milieu hypertoni-
que riche en NaCl d'autre part, dans le but de montrer si la phase
ascendante du P.A. est sous 1'influence prépondérante du C1 , non

du K+, et si Tle Na+ est bien un inhibiteur de cette phase.

Le milieu {bl-]e = 0,13 X, T.E.A. obtenu en remplagant le
NaCl du milieu normal par du propionate de sodium et en y ajoutant
20 mM/1 de T.E.A., entraine, comme le montre 1'exemple de la fiqure
34, une annulation réversible du P.A. aprés 10 mn d'action. Ces

effets sont semblables & ceux concernant 1'action du milieu

[C]_]e = 0,13 X (voir figure 29) qui entraine une dépolarisation
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Figure 34 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu appauvri en c1

et enrichi en T.E.A..

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre

1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 5 mn d'action du milieu anormal
3 ~ Aprés 10 mn
4 - Aprés 20 mn.

On remarque une dépolarisation membranaire de repos et une

disparition du potentiel d'action.
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membranaire et la disparition du P.A.. Ainsi i1 apparait qu'effec-
tivement le K+ n'interviendrait pas lors de la phase de dépolari-
sation du P.A, et que, dans les conditions normales, 1'augmentation
de la résistance membranaire serait donc, comme nous 1'avons déja

supposé, due d une diminution de la PC]’

Quant & 1'action du milieu enrichi en NaCl ([Nacf]e =2 X),
elle se traduit aprés 10 mn environ, comme le montre 1'exemple de
la figure 35, par une baisse du P.R. (12 mV en moyenne pour 1'en-
semble de nos résultats) et par une disparition du P.A.. I1 est &
noter que ces effets sont plus ou moins réversibles selon les fibres
interrogées (8 fibres seulement sur 12 ont récupéré leur P.R. et

leur P.A. initiaux 30 mn aprés le retour aux conditions normales).

Ainsi se confirme 1'hypothése selon laquelle la présence
du C1~ extracellulaire est nécessaire pour que la fibre musculaire
de crabe puisse étre activée par un courant de stimulation effica-
ce. D'autre part, 1'amplitude de ce P.A. serait étroitement 1liée
au gradient de concentration pour le €1~ et &galement & 1a concen-
tration extracellulaire en Na*. Quant au K+, i1 n'interviendrait
effectivement, par ses mouvements, que lors de la phase de repola-
risation, et méme plus précisément a la fin de la phase ascendante

du P.A..

2.1.1.4 - Résumé et conclusion



o0 mV

Figure 35 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu enrichi en NaCl.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre a ce courant
1 - Dans les conditions normales
2 - Aprés 5 mn d'action du milieu enrichi en NaCl

3 - Aprés 10 mn,

On remarque une dépolarisation membranaire de repos et une

disparition du P.A..
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L'action des ions Na*, K*, C17 et du T.E.A., est de na-

ture a suggérer le rdle pris par chaque ion monovalent dans le dé-
roulement de 1a phase d'activité électrique de la fibre musculaire
de crabe.

Ainsi la présence du Na* n'est pas indispensable pour
permettre 1'activation membranaire ; cet ion se comporterait plu-
tot comme un inhibiteur de la phase ascendante du P.A., sa concen-
tration dans le milieu externe réglant, du moins partielliement,
1'amplitude de celui-ci.

Le C1, par contre est nécessaire, puisque son absence
dans 1e milieu extracellulaire abolit 1'activité électrique, alors
qu'un excés 1'augmente en amplitude et en durée. Ses effets se
situant, semble-t-i1, au niveau de 1a phase de dépolarisation,
seraient antagonisés, en premiére approximation, par ceux du Na©.

Ainsi, dans les conditions normales, puisque le rapport
des concentrations intra- et extracellulaires de C1~ est tel que le

travail résultant, somme algébrique du travail (wl) de la force
[e1],

],

= EF) est en faveur d'une sortie nette passive de C1, (Te po-

osmotique (w1 = RT log ) et celui (wz) de 1a force électrique

(W,
tentiel d'équilibre de 1a pile au C1 &tant de - 56 mV, inférieur
3 celui du P.R. qui est de - 68 mV), i1 faut admettre, du fait de
1'augmentation de R, pendant la phase de dépolarisation, que le

flux net de C1 serait de valeur bien plus faible qu‘au repos et

probablement de signe opposé (le gradient osmotique pour le c1
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n'étant pas modifig).

Enfin le K" serait responsable, par ses mouvements, de
la phase de repolarisation lors du P.A.. Ces effets, se situeraient,
comme nous 1'avons vu (§ 2.1.1.2), & la fin de la phase ascendante.
Le retour du P.M. & sa valeur de repos se traduisant par une dimi-
nution progressive de la valeur de Rm qui tend & recouvrer sa va-
leur de repos serait 1ié & une augmentation de la PK, puisque le
blocage de celle-ci par le T.E.A. et les effets de 1'absence du

+ . . - . p
K" extracellulaire conduisent a une augmentation de la durée du

P.A..

Puisque, sembie-t-i1, la conductance de la membrane au
€1~ est diminuée pendant la phase ascendante du P.A. et non celle
au K+, on peut comprendre que le P.M. tende vers une valeur voisine
de - 10 mV, d'autant plus que la GC] de repos est supérieure a la
GK (MOUNIER et GUILBAULT, 1970).

Dans ces conditions, 1a valeur du P.M. s'approche de celle
d'une pile de concentration a un cation qui ne peut étre que le
Na* ou le Ca++, compte-tenu du sens de leur gradient osmotique. Nous
avons vu qu'il ne peut certainement pas s'agir d'un courant entrant
de Na* puisque cet ion semble jouer un rdéle inhibiteur (§ 2.1.1.1.) ;
i1 ne reste donc que la possibilité d'un courant entrant de Ca++,
dont on connait 1'importance dans le couplage excitation-contraction

(SANDOW, 1965 ; GAINER, 1968 entres autres) et également dans le
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déroulement de la phase ascendante du P.A. des fibres musculaires
d'Invertébrés (FATT et GINSBORG, 1958 ; HAGIWARA et NAKAJIMA, 196¢).

I1 convient donc d'€tudier 3 prasent 1'évolution du P.A.
sous 1'action de milieux sans Ca'' ou hypercalcique et sous celle
du Mn™* dont on connait le réle inhibiteur de la PCa (HAGIWARA et
NAKAJIMA, 1966 ; HAGIWARA et TAKAHASHI, 1967 ; CORABOEUF et VASSORT,
1967).

2.1.2 - Rdle du calcium et de la PCa
2.1.2.1 - Rdle du calcium

L'absence de Ca'" dans la solution normale ([ba++]e = 0)
obtenue en remplagcant MM & mM le CaC]2 par du chlorhydrate de
choline, entraine comme le montre la figure 36 une disparition ré-
versible du P.A. aprés 10 mn d'action environ, non imputable,
comme nous 1'avons vérifié, & une élévation du seuil de stimulation.
Ces effets du milieu dépourvu de ca™ revelent que la présence de
celui-ci dans le milieu extracellulaire est indispensable pour que
puisse se manifester, & la suite d'une stimulation, 1'activité
électrique normale.

Puisque le courant de Catt semble jouer un role important,
i1 convient d'étudier 1'influence du gradient de concentration

calcique sur 1'amplitude du P.A..
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Figure 36 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu sans cat?t.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant
1 - En milieu de référence
2 - Apraés 5 mn d'action du milieu sans cat?

3 - Aprés 10 mn.

(8]
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Un milieu normal enrichi en propionate de calcium
(35,4 mM/1) (lba+4]e = 4 X) ne provoque pas de modifications nota-
bles du P.A. (figure 37) : aucune variation significative de 1'am-
plitude n'est enregistrée ; seul un léger retard de repolarisation
apparait aprés 20 mn d'action du milieu anormal.

Cet effet pratiquement négligeable du milieu hypercalci-
que semblerait donc indiquer que le P.M. lors de la phase de dé-
polarisation ne tendrait pas vers une pile d'équilibre au catt.
Dans de telles conditions, puisque le Ca’™ extracellulaire est
indispensable & 1'activation membranaire, mais que, par contre, la
concentration calcique semble peu jouer, i1 faut envisager que le
courant entrant responsable de la phase de dépolarisation pourrait
ne pas étre de nature calcique ; Jle Ca™’ jouerait un rdle indis-
pensable certes, mais ne serait qu'un "intermédiaire".

Dans le but de confirmer une telle hypothése, 1'action
du Mn*Y (inhibiteur de la PCa) sur 1'activité électrique de 1la

fibre musculaire de crabe doit étre faite.
2.1.2.2 - Réle du Mn*"

L'addition au milieu de référence de 10 mM/1 de MnC12
(mi]ieu—Mn++) entraine comme 1'absence de Ca++ une disparition du
P.A. aprés un temps d'action de 15 mn & 20 mn en moyenne (figure
38).

Ainsi, Te milieu [Ca+4]e = 0 et le milieu-Mn"" abolis-

sent, tous deux, la possibilité de déclencher un P.A.. Toutefois
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Figure 37 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu hypercaicique.

En bas : courant de stimuiation

En haut : réponse électrique de la membrane

1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 5 mn d'action du milieu hypercalcique
3 - Aprés 10 mn

4 - Aprés 20 mn,

Le potentiel dfaction est peu modifié si ce n'est une légére‘

augmentation de son amplitude.
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Figure 38 : Action sur le potentiel d'action du milieu de référence ad-

ditionné de Mn++.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre
1 - Dans les conditions normales
2 - Aprés 10 mn d'action du Mt T

3 - Aprés 20 mn .,

Le potentiel d'action disparait sous 1'effet du Mn
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il apparait des différences essentielles d'effets de ces milieux.

- La premiére réside dans le fait que le milieu dépourvu
de Ca™ exerce des effets réversibles, & 1'inverse de ceux produits
par le Mn .

- Une autre différence apparait en examingnt les tracés
de la figure 39 ;ils révélent que la fibre dont le P.A. a &té aboli
par le M+ présente, aprés 30 mn d'imbibition dans le milieu
- Mn++, un phénoméne de rectification déclenché par un courant dé-
polarisant remplagant le courant responsable, dans les conditions
normales, de la phase de dépolarisation du P.A.. A 1'inverse,
1'action d'un milieu dépourvu de Ca™t est telle qu'il n'est pas
possib1e d'obtenir ce phénoméne de rectification. Cette rectifi-
cation membranaire observée en milieu-Mn++, indiquant un change-
ment de la valeur de Rm’ est traduite (figure 40) par la courbe
exprimant la variation de 1'amplitude (V) du P.M. en fonction de
1'intensité (I) du courant hyper- ou dépolarisant appliqué a la
membrane. La figure montre que la penté de la courbe augmente
lorsque le P.M. atteint un niveau de potentiel é&gal & 38 mV.

- La troisiéme différence d'action du milieu ([pa+4]e = 0)
et du milieu additionné de Mn+_+ se traduit, comme 1'indique 1la
figure 39, par le fait que, dans le cas du Mn* seulement, un pla-
teau de dépolarisation se manifeste a 1a cessation du courant
dépolarisant, 1'amplitude et 1a durée de ce plateau étant fonction

du niveau de potentiel atteint.
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Figure 39 : Effets d'un courant de stimulation d'intensité croissante sur
la réponse électrique d'une fibre baignant depuis 30 mn dans la solution

s e . ++
de référence additionné de Mn .

En bas : courants rectangulaires appliqués a la fibre.

En haut : réponse de la fibre.

Pour un courant dépolarisant suffisant, une activité électri-

que apparait d'autant plus durable que 1'intensité du courant est é&levée.



®
o/
/
50
* %. ‘)'///’
rd
& ’/./
-3 ol o +5 l(pA)
r
| 4
”
&
/"/
r 4
”
”~
s -50

Figure 40 : Courbe Voltage-Intensité (V = f (I)) en milieu-Mn'¥.

Pour des courants hyperpolarisants et pour des courants

dépolarisants inférieurs a 6 pA, la membrane répond passivement.




2.1.2.3 - Résumé et conclusion

Comme le permet de le suggérer 1'analyse de nos résultats,
la présence du Ca++ extracellulaire est indispensable au déroule-
ment de la phase ascendante du P.A.

Ce réle du Ca++, compte-tenu des effets de son absence
ou de 1'augmentation de sa concentration dans le milieu externe,
parait tout d'abord se Timiter a un réle d'activateur n'intervenant
pas de fagon directe par 1'apparition d'un courant calcique entrant ;
en effet, 1'augmentation de la concentration externe en ca™ ne
se traduisant pas par un accroissement d'amplitude du P.A., et, a
1'inverse, 1'absence de Ca™t abolissant 1'activité électrique nous
incline & choisir une telle hypothése.

Cependant, 1'étude de 1'action du Mntt annulant le P.A.
plaide plutdt en faveur d'un courant calcique entrant puisque le
Mn++, rappelons-le, est bien connu comme agent inhibiteur de 1la
PCa’

Ces deux hypothéses concernant le réle du Ca++, en appa-
rence contradictoires, pourraient étre, au moins partiellement con-
ciliées au vu des résultats portant sur 1'action du C1~ (§ 2.1.1.3).
I1 semble en effet possible, pour expliquer le rdle du Ca++, de
faire intervenir la diminution de Ta PC] lors de la phase ascendante
du P.A., diminution dont nous avons postulé 1'existence en considé-
rant 1'augmentation de la Rm de repos et la variation d'amplitude

du P.A. en fonction de 1a concentration extracellulaire de C1 .

Ainsi, la phase de dépolarisation du P.A. de la fibre musculaire de



crabe pourrait étre déclenchée lors d'une stimulation &lectrique
efficace, par une diminution de la PC1 de repos résponsab1e de
1'apparition de la PCa conduisant & un couplage entre le courant
de C17 et le courant de Ca'*™.
x
X ¥

L'étude systématique de 1'action de chacun des ions en-
trant dans la compostion du milieu de référence et dfinhibiteurs
spécifiques de perméabilité (le T.E.A. pour la PK’ le Mn** pour la
PCa) nous a conduits & formuler un certain nombre d'hypothéses pour
tenter d'expliquer nos résultats expérimentaux. Dans le but de
vérifier ces hypothéses, il convient & présent d'entreprendre
1'étude des interactions éventuelles de chacun des ions et des
inhibiteurs (Mn++, T.E.A.). En effet, cette étude devrait permet-
tre de dégager le réle des différentes perméabilités ioniques im-

pliquées lors de 1'activité électrique de la fibre musculaire de

crabe placée dans les conditions normales.

2.2 - Changements des perméabilités ioniques impliquées

lors du P.A.

L'étude des variations de 1'impédance membranaire, de

-

1'amplitude et de la durée du P.A. nous ont amenés & émettre

certaines hypothéses :

- 1'augmentation de la Rm pendant le P.A. résulterait de
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changements transitoires des perméabilités ioniques suivantes :

o une diminution initiale de la perméabilité membranaire
au C1 , associée 3 une apparition de celle au Ca++ qui permettraient
le déroulement de la phase ascendante,

oune augmentation ultérieure de la perméabilité de 1a
membrane au K+, corroborée par le retour progressif & la valeur de
repos de la conductance globale 'qui serait responsable de la
phase de repolarisation.

- 1'amplitude du P.A. serait sous la dépendance de 1la
concentration extracellulaire du Na® (1'ion Na+ agirait comme un
inhibiteur de 1a phase ascendante)et dépendrait également d'un cou-
plage entre les mouvements du C1~ et ceux du catt.

De fagon a confirmer ces hypothéses, 1'@tude des effets
de trois groupes de milieux anormaux, a &té entreprise.

- ler groupe : il concerne 1'action des milieux suivants :
d'une part, milieu dépourvu de Ca++ et additionné de T.E.A. ; milieu
hypercalcique enrichi en T.E.A. ; milieu enrichi en T.E.A. et Mn ;
1'étude de ces milieux est effectuée dans le but de montrer qu'une
modification de la PK n'induit pas 1'apparition de la PCa responsa-
ble, comme on le sait, de la phase de dépolarisation (voir § 2.1.2) ;
d'autre part, milieu enrichi en T.E.A. et Mn++, mais dépourvu de
Na* ; milieu enrichi en T.E.A. et Mn++, dépourvu de Ca++ ; cette
étude a pour but de tenter de détekminer 1a nature du plateau de
dépolarisation caractérisant le P.A. en milieu T.E.A. (§ 2.1.1.2).

- 28éme groupe : i1 concerne les milieux suivants : milieu

. - +H+ o, .
ne contenant que les ions C1~ et Ca (& leur concentration normale),
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m étant compensée par du saccharose ; méme milieu mais enrichi en
Cl1™ ; 1'action de ces deux milieux est effectuée, soif directement,
soit aprés un traitement de la fibre par un milieu [ije =2 X.
Les effets de ces milieux doivent permettre de montrer le rdle
indispensable et suffisant des ions C1 et Ca++ dans le processus
d'excitation.

- Enfin le 3éme groupe toncerne les milieux enrichis en
NaCl et de concentfation calcique variable dont 1'action est étu-
diée dans le but de montrer qu'il pourrait effectivement exister
pour la fibre de crabe un antagonisme Nat - Ca++.

2.2.1 - Détermination du rdle de la PCa et de Ta P, (effets

K
des milieux du ler groupe).

L'action du milieu dépourvu de ca’® et additionné de
20 mM/1 de T.E.A. ([CaH]e = 0, T.E.A.) se traduit sur le P.A.,
préalablement augmenté en durée et en amplitude par ce méme inhibi-
teur,par une diminution progressive de son amplitude qui conduit a
sa disparition aprés 20 mn (figure 41). Quant a la durée du P.A.,
elle augmente préalablement avant de diminuer, ou bien diminue con-
tinuellement.

Nous avons vu précédemment (§ 2.1.2.2) qu'un courant dé-
polarisant de valeur suffisante appliqué de part et d'autre de la
membrane de la fibre dans le but de remplacer la phase de dépolari-

sation abolie par 1le Mn++, permet 1'apparition d'un plateau de
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Figure 41 : Action d'un milieu additionné de T.E.A. et sans Ca™™ sur le
potentiel d'action d'une fibre placée initialement dans le méme milieu

. ++ .
mais contenant le Ca  a la concentration normale.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre a ce courant

1 - Aprés action préalable du T.E.A.

2 - Aprés 3 mn d'action conjugée du T.E.A. et de 1'absence
de ca’’
3 - Aprés 5 mn

4 - Aprés 10 mn

($a]
]

Aprés 20 mn ,

Le potentiel d'action, préalablement allongé par le T.E.A.,

diminue en amplitude puis disparait.
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dépolarisation (voir figure 39). De fagon & préciser la nature du
plateau, nous avons procédé de la méme fagon sur les fibres rendues
inexcitables par action du milieu [ba++]e =0, T.E.A.. La figure
42 réveéle que le courant tardif responsable du plateau obtenu en
milieu T.E.A. serait de nature calcique puisque 1'absence de ca*t
extracellulaire empéche son apparition, bien que la dépolarisation
imposée a la membrane soit tré&s ample.

L'existence de cé plateau en milieu contenant du ca*t et
du T.E.A. semb]erait Tiée a un courant de ca*t entrant permis, soit

par une prolongation de la diminution initiale de 1a P., non antago-

Cl
nisée par une rectification potassique normale responsable dans Tes
conditions normales du retour plus rapide du P.M. a sa valeur de
repos, soit par 1'apparition d'une rectification potassique anor-
male.

I1 faut cependant préciser, & 1'encontre de 1'hypothése
concernant 1'existence d'un courant calcique tardif, que le Mn++,
connu comme inhibiteur de 1la PCa’ permet le développement d'un
plateau de dépolarisation durable sous 1'action d'une dépolarisa-
tion membranaire importante (§ 2.1.2.2 figure 39). Toutefois, Tes
différentes hypothéses concernant la nature du plateau pourraient
étre conciliées en tenant compte des délais d'action différents
du T.E.A. et du Mn*™.

Le milieu contenant du T.E.A. (20 mM/1) et du M
(10 mM/1) entraine transitoirement (pendant les 7 premiéres mn en

moyenne) une augmentation d'amplitude et de durée du P.A. précédant

sa disparition qui survient aprés 30 mn d'action (figure 43).
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Figure 42 : Réponse électrique & des courants d'intensité croissante de
la fibre baignant depuis 20 mn dans un milieu sans Ca™* additionne de

T.E.A..

En bas : courants imposés & la membrane

En haut : réponse électrique de Ta membrane & ces courants.

On remarque que, dans ces conditions, méme si 1'on augmente
le courant de stimulation, la fibre présente pas de plateau & la cessa-

tion du courant.
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Figure 43 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu additionné de

T.E.A. et de Mn++.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la membrane a ce courant

1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 2 mn d'action du milieu anormal
3 - Aprés 5 mn

4 - Aprés 10 mn

o1
1

Aprés 20 mn .

On observe une disparition du potentiel d'action aprés une

augmentation temporaire de son amplitude et de sa durée.

(2%
i
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L'explication de 1'action de ce milieu anormal peut étre
apportée en tenant compte des résultats antérieurs : en effet le
Mn++ annule le P.A. aprés un temps supérieur a 20 mn (§ 2.1.2.2.,
figure 38) alors que le T.E.A. allonge le P.A. seulement 5 mn aprés
le début de son action (§ 2.1.1.2., figure 28). Ainsi, le blocage
de 1a PK rapide, celui de la PCa plus Tent semblent permettre d'ex-

pliquer les résultats obtenus précédemment.

D'autre part, le P.A. préalablement augmenté en amplitude
et en durée par 1'action simultanée du Mn*" et du T.E.A. (aprés
5 & 8 mn) disparait rapidement (5 mn) et réversiblement sous 1'ac-
tion du milieu contenant ces deux inhibiteurs mais dépourvu de Ca++
(figure 44) et ne s'annule que trés lentement (de 15 & 20 mn) sous
1'action du milieu contenant toujours les mémes inhibiteurs, mais
cette fois dépourvu de Na* (figure 45).

Ainsi, en tenant compte de la durée minimale d'action des
milieux T.E.A., Mn++, sans Ca'' et T.E.A., Mn+i sans Na+, comme Te
montrent les courbes de la figure 46, la preuve semble apportée que

le plateau de dépolarisation, apparaissant dans certaines conditions,

serait de nature calcique.

Dans le but de confirmer 1'hypothése du courant calcique
tardif, 1ié & une diminution de la PC1’ ou de la PK, ou des deux,
responsable de 1'augmentation de la durée du P.A., les effets d'un
milieu hypercalcique enrichi en T.E.A. ([§a++]e =4 X, T.E.A.) sont

analysés.



_r50 mV

10 ms

10 ms

Figure 44 : Effets d'un milieu additionné de T.E.A. et de Mn++, sans
Ca++, sur le potentiel d'action préalablement allongé par imbibition

de la fibre dans un milieu normal enrichi de T.E.A. et Mn++.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre

1 - Aprés prétraitement dans un milieu additionné de
T.E.A. et de Mn™"
2 - Aprés 2 mn d'action d'un méme milieu, mais sans

++
Ca

3 - Aprés 5 mn

-
]

Aprés 10 mn,

L'absence de Ca++ fait disparaitre rapidement le potentiel

++
d'action allongé en durée et en amplitude par Te T.E.A. et Te Mn .
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Figure 45 : Effets d'un milieu additionné de T.E.A. et de Mn++, sans Na+,
sur le potentiel d'action préalablement allongé par imbibition de Ta fi-

o C . A+
bre dans un milieu normal enrichi en T.E.A. et en Mn .

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre

1 - Aprés prétraitement dans un milieu enrichie en T.E.A.

et en Mn*t

2 - Aprés 5 mn d'action dans Te méme milieu, mais privé
de Na©

3 - Aprés 10 mn

4 - Aprés 20 mn.

L'absence de Na+ ne fait disparaitre que trés tardivement Tle

potentiel d'action allongé en durée et en amplitude par le T.E.A. et le

++
Mn .
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Figure 46 : Amplitude (V) de Ta réponse électrique de la fibre prétraitée
par du T.E.A. et du Mn** en fonction du temps.
(a) baignant dans un milieu enrichi en T.E.A. et en Mn ™" pri-
vé de Na'
(b) baignant dans un milieu enrichi en T.E.A. et Mn privé

de Ca++.
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La figure 47 montre que ce milieu hypercalcique n'entraine
pas de modifications significatives de 1'amplitude et de la durée du
plateau de dépolarisation comparées a celles provoquées par 1'action
d'un milieu normal additionné de T.E.A.. Pourtant, du fait de 1'aug-
mentation du gradient de concentration du Ca++, on pourrait s'at-
tendre & 1'apparition d'une inversion de potentiel plus importante.
I1 faut cependant, d cet égard, faire remarquer que 1'étude des
milieux hypercalciques (§ 2.1.2.1., figure 37) nous a conduits &
suggérer que les mduvements du C1~ seraient couplés & ceux du Ca++,
et qu'ainsi 1'augmentation d'amplitude pourrait étre masquée.

Cependant un doute subsiste, doute qui ne peut étre levé,
semble~t-il, qu'en émettant une hypothése supplémentaire. En effet,
nous avons précédemment mentionné (§ 2.1.2.2.) qu'un plateau
peut étre obtenu en milieu Mn** par application d'un courant élec-
trique dépolarisant remplacant le courant ionique initial entrant
bloqué par le Mn**. Dans ce cas, il pourrait peut étre s'agir d'une
inhibition incomplate de Ta P, par Te Mn™'. S'il en était ainsi,
on ne pourrait pas faire état de 1'utilisation d'une concentration

en Mn trop faible (10 mM/1) pour bloquer la P._ car nous avons

Ca
au préalable vérifié qu'une concentration double (20 mM/1) produi-
sait des effets évoluant dans le temps d'une maniére identique.
Peut étre vaudrait-il mieux faire intervenir dans ce cas, comme
nous 1'avons déja suggéré, le démasquage d'une pile au Na™ (la PNa
de repos n'étant pas négligeable, comme 1'ont montré MOUNIER,

HAUDECOEUR et GUILBAULT en 1969) quand cesse 1'influence prépondé-

rante de celle au Ca++.
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Figure 47 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu enrichi en

T.E.A. et en Ca++.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la membrane
1 - Dans les conditions normales
2 - Aprés 10 mn d'action du milieu anormal

3 - Aprés 20 mn.

Le potentiel d'action devient plus ample et plus durable.
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L'ensemble de nos résultats tend & suggérer que trois ions
participent, de facon prépondérante, & 1'activation de la fibre mus-
culaire de crabe dans les conditions normales, a savoir : le Ca++,
le C1 et le K ; Te ca*™ et le C17 interviendraient pendant la
phase de dépolarisation, le Kt lors de la phase de repolarisation.

De maniére a confirmer ces rdles respectifs sont abordés

maintenant les effets de milieux ne contenant que du C1” et du ca™t.

2.2.2 - Rdle prépondérant du C17 et du Ca'' (effets des

milieux du 2éme groupe).

Le milieu ne contenant que du Cl1 et du catt aux concentra-
tions normales, ([Cl‘]e =1X, [Ca++]e =1 X), la m étant compensée
par apport convenable de saccharose, permet, comme 1'indique 1'exem-
ple de 1a figure 48, méme aprés 30 mn d'action, la persistanée d'une
activité électrique. D'autre part, le P.R. accuse une baisse d'am-
plitude de 16 mV en moyenne, qui serait due & la diminution de 1la
PK provoquée par 1'absence du K extracellulaire, le P.R. prenant
alors dans ces conditions une valeur proche de celle du potentiel
d'équilibre au C1~ (MOUNIER, 1970).

L'action du milieu [017], =2 X, [Ca™], =1 X sur e P.A.
préalablement allongé par le milieu [C]—]e =2 X (voir § 2.1.1.3.)
se traduit, comme le montre 1'exemple de la figure 49, par une

diminution importante de sa durée qui devient &gale & celle du P.A.

obtenu dans les conditions normales mais qui se traduit également
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Figure 48 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu ne contenant que

du Ca++ et du C1~ (pression osmotique compensée).

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre & cette stimulation
1 - Dans les conditions normales
2 - Aprés 5 mn d'action du milieu anormal

3 - Aprés 10 mn

=
1

Aprés 20 mn,

On remarque un maintien de 1'activité électrique, avec toute-

fois une diminution de son amplitude et une baisse du potentiel de repos.
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Figure 49 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu enrichi en C1,

puis du méme milieu, mais privé de K+, de Na+ et de Mg++.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de 1a fibre a ce courant

1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 20 mn d'action du milieu [C11 e =2 X

3 - Aprés 40 mn d'action du milieu [m‘]e 2 X,

[ca™], = 1x

Le potentiel d'action dans ces conditions, reste de grande

amplitude.
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par 1'absence de variation notable de son amplitude, ces effets se

maintenant méme aprés 40 mn d'action de ce milieu anormal.

A 1'inverse, si 1'on fait agir, dans les mémes conditions,
c'est-a-dire aprés un prétraitement de la fibre par un milieu enrichi
en C1 , le milieu utilisé précédemment ne contenant que du C1 et du

++
Ca

aux concentrations de référence ([C]-]e =1X, [Ca++]e =1X),
on peut remarquer, comme 1'indique 1'exemple de la figure 50, qu'ap-

parait progressivement une annulation de 1'activité en 25 mn environ.

Ainsi,des différences importantes apparaissent quant aux
- - ++
effets de ces deux milieux ([C] ]e =2 X, [Ca ]e =1Xet
[c17] . =1x, [ca*™] =1 %) sur le P.A. préalablement modifié par
e e

action du milieu de référence enrichi en C1 . Elles sembleraient in-
diquer que la fibre de crabe pourrait en quelque sorte "s'adapter" aux
milieux enrichis en C1 ; en effet, le retour d'une concentration en
C1™ double ([bl—]e = 2 X) a une concentration normale ([C] ]e = 1 X)
entraine une annulation du P.A. tout comme le passage de la concen-
tration en C1~ normale ([F1']e = 1 X) & la concentration presque nulle
([e1], = 0,13 %).

Le maintien de 1'amplitude du P.A. et de 1'augmentation
de la vitesse de la phase ascendante, dans le cas de 1'action du

- -1 . ++] . . . . .

milieu [C]']e =2 X, [Ca .]e = 1 X, confirme 1'hypothése du rdle pri
mordial, lors de la phase de dépolarisation, des mouvements de c1

couplés a ceux du ca*t. De plus, le fait que la durée du P.A. soit la
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Figure 50 : Action d'un milieu ne contenant & la concentration normale
que du C1~ et du Ca' (T compensée par apport de saccharose) sur le
potentiel d'action préalablement allongé par effet du milieu normal en-

richi en C1 .

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant

1 - Aprés action préalable du milieu enrichi en C1°
2 - Aprés 3 mn d'action du milieu sans Na+, k', Mg++
3 - Aprés 5 mn

4 - Apres 10 mn

5 - Aprés 20 mn .

Le potentiel d'action préalablement allongé disparait.
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méme que dans les conditions normales (comparaison des tracés 1 et
3 de 1a figure 49) plaide en faveur, semble-t-il de la seule modi-

fication de la PC] qui serait responsable (avec celle de 1a P du

Ca)
décours du P.A., étant donné que 1'absence de K" extracellulaire ne
semble pas induire de rectification anormale potassique & 1'origine
du maintien de la dépolarisation.

Ainsi, 1'augmentation de la durée de la phase de repolari-
sation provoquée par action du milieu normal enrichi en C1°
(ﬁn']e = 2 X) pourrait correspondre, en prenant en considération
les suggestions ci-dessus, & 1'apparition d'une rectification potas-
siqué dont 1'importance rendrait compté de 1'amplitude et de la

durée du plateau.

X
x x

L'ensemble de nos interprétations nous a amenés a entre-
voir la possibilité d'un couplage entre les mouvements du C1~ et
ceux du cat réglant 1'amplitude du P.A. qui dépendrait également de
Ta concentration extracellulaire du Na' comme nous 1'a suggéré
1'étude du milieu dépourvu de Nat (§ 2.1.1.1., fiqure 26) et du
milieu enrichi en NaCl (§ 2.1.1.3., figure 35). Dans le but de pré-
ciser ce réle inhibiteur du Na' et ceux du Ca++, sont étudiés main-

tenant les effets, de milieux enrichis en NaCl et en Ca++.

2.2.3 - Rdle inhibiteur du Na* sur 1'activité électrique

(effets des milieux du 3éme groupe)
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Nous savons que le milieu enrichi en NaCl (Bﬂacﬂ 0 ° 2 X)
entraine, comme cela a été précisé au § 2.1.1.3., une dispariticn
de 1'activité électrique non imputable totalement & 1'augmentation
de m puisqu'un milieu enrichi en €17 ([c17], = 2 X) de méme m pro-
voque, au contraire, une augmentation d'amplitude et de durée du
P.A. (§ 2.1.1.3., figure 30). Dans de telles conditions, i1 sem-
blerait que 1'on puisse attribuer la différence entre les effets
des deux milieux réppe]és ci-dessus qu'a la seule présence du Na*
en excés. Comme la phase ascendante du P.A. parait étre de nature
calcique, i1 semble aussi possible d'attribuer au Nat un réte
d'antagoniste du Ca++, ce que doit permettre de vérifier 1'étude
des effets de milieux enrichis en NaCl et en catt INaC1]e =2 X,
[ca*], = 2 x d'une part et [Nec1]_ = 2 X, [ca™], =6 %, d'autre

part.

Le milieu dont les concentrations en Na*, C17 et ca*t
sont doublées, entraine, au niveau de la fibre (figure 51) outre
une dépolarisation membranaire moyenne de 10 mV, une annulation du
P.A. qui n'est due ni & Ta baisse du P.R., ni & une intensité de
stimulation insuffisante, comme nous 1'avons vérifié en rétablissant
le P.R. & sa valeur initiale par un courant hyperpolarisant et en

augmentant 1'intensité du courant de stimulation.

Le mitieu [Nac1]_ = 2 X, [ca™], = 6 X, & 1inverse,

permet, comme le montre i'exemple de la figure 52 le maintien d'un
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Figure 51 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu dont les concen-

trations en ions Na+, Cl et Ca++ sont doublées.

En bas : courant de stimulation
En haut : réponse électrique de la fibre & ce courant

1 - Dans les conditions normales

2 - Aprés 5 mn d'action du milieu anormal

w
'

Aprés 10 mn

S
1

Aprés 20 mn.

On remarque une dépolarisation membranaire de repos et une

disparition du potentiel d'action.
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Figure 52 : Action sur le potentiel d'action d'un milieu dont les con-
centrations du Na© et C1~ sont doublées, celle du ca*’ etant multipliée

par 6.

En bas : courant de stimulation

En haut : réponse de la membrane & ce courant

1 Dans les conditions normales

2

Aprés 5 mn d'action du milieu anormal
3 - Aprés 10 mn
4 - Aprés 15 mn
5 - Aprés 20 mn.

On remarque une dépolarisation membranaire de repos et une

augmentation de 1'amplitude du potentiel d'action.
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P.A. plus ample (32 p.100 en moyenne) que dans les conditions nor-
males mais de durée identique bien qu'il y ait une baisse corréla-

tive du P.R. de quelques mV en moyenne.

L'étude de 1'influence de la concentration du Ca' ' en
milieu enrichi en NaCl, sur 1'activité électrique de la fibre mus-
culaire de crabe, conduit a suggérer que le Na* agirait bien sur
Tes mouvements du Ca++ et par 13 sur ceux du C1~ responsables de
la phase de dépolarisation.

De plus, la levée de T'inhibition sodique par augmentation
de la concentration du Ca** amenant une &lévation de 1'amplitude du
P.A., n'entraine pas, par contre, de modification de la durée de
celui-ci. Ceci Taisserait supposer que la rectification anormale
potassique, dont a été postulée 1'existence, ne serait pas liée,
quant & son importance, au niveau de potentiel atteint, mais serait
plutét en relation avec la valeur de la rectification membranaire

qui la précéderait, c'est-a-dire celle au C1 .

2.2.4 - Résumé et conclusion

Les changements de perméabilités ioniques membranaires
impliqués lors de 1'activité électrique de la fibre musculaire de
crabe soumise & des milieux anormaux nous aménent a proposer ce
que pourrait étre le processus ionique responsable du P.A. dans
les conditions normales.

La phase de dépolarisation semblerait 1iée & une diminu-
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tion de 1la PC] et a& 1'apparition simultanée d'une P En effet,

Ca’
1'étude de 1'action des milieux de concentrations différentes en
C17 ouen Ca't (§ 2.1.1.3. et 2.1.2.1.) ainsi que celle du Mn*t
(§ 2.1.2.2.) nous a suggéré 1'éventualité d'une telle hypothése.
Celle-ci se trouve étayée par 1'analyse des résultats concernant,
d'une part 1'action d'un milieu additionné de T.E.A. (soit dépour-
vu de Ca++, soit additionné de Mn++), qui se traduit par une dis-
parition de la phase ascendante du P.A., d'autre part 1'action de
milieux ne contenant que du C1~ et du Ca++, qui se traduit, soit
par le maintien, soit par 1'augmentation de 1'amplitude du P.A.
selon la concentration externe du C1~ dans le milieu anormal.

L'absence d'inversion de potentiel dans les conditions
normales serait liée :

- tout d'abord & la concentration du Na' extracellulaire
qui jouerait le rdle d'inhibiteur comme semble le confirmer 1'étude

. . ++
des milieux enrichis en NaCl et en Ca .

- ensuite, comme on pourrait le supposer, a un maintien
de 1a PK a sa valeur de repos pendant la durée du P.A.. Cette
valeur de PK ne changerait que sous 1'influence du T.E.A. qui se-
rait, dans ces conditions, a& 1'origine d'une rectification membra-
naire potassique anormale rendant compte de 1'accroissement d'am-
plitude du P.A. et de sa durée. A 1'appui de cette hypothése, on
peut préciser 1'absence d'effets sur la durée du P.A. des milieux

. - ++ . . .
ne contenant que les ions C1 et Ca ~ qui peuvent, néanmoins per-

mettre le maintien d'une activité électrique ; en effet 1'action
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de ces milieux, privés dohc de K+, induit, comme cela est connu
(HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ; MOUNIER, 1970), une forte diminution
de la PK de repos, qui pourrait rendre compte de 1'absence de
plateau en milieu [C]-]e =2 X, [Ca++]e =1 X.

Quant & la phase de repolarisation dans les conditions
normales, elle pourrait étre due comme nous 1'avons déja suggéré
d 1'apparition d'une rectification potassique normale ; mais
1'absence d'effets notables sur le P.A. du milieu dépourvu de Kt
(§ 2.1.1.2.) ou des milieux ne contenant que du C1~ et du cat’,
plaiderait plutét en faveur d'un retour de la PC1 a sa valeur de

repos. Ce retour & 1a valeur de repos serait associé & la dispari-

tion concomitante de 1la PCa'



V - DISCUSSION ET CONCLUSION
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Les résultats que nous avons présentés nous ont amenés 3
formuler les hypothéses ayant pour but de tenter d'entrevoir les
processus ioniques membranaires responsables de 1'activité électri-
que de Ta fibre musculaire de crabe. I1 convient maintenant de les
rassembler et de les discuter en les confrontant avec 1'ensemble des

résultats acquis concernant les fibres musculaires d'Invertébrés .

1 - Caractéristiques de repos

I1 est maintenant admis que la fibre musculaire d'Inver-
tébré au repos n'est pas en équilibre thermodynamique avec Te milieu
extracellulaire (voir LOCKWOOD, 1968) et que son P.R. correspond a
une pile de diffusion dont le calcul de la valeur fait intervenir
les concentrations intra- et extracellulaires ainsi que les perméa-
bilités respectives de la membrane aux ions Na+, K" et C1”. GIRARDIER
et Coll. (1963) sur la fibre d'écrevisse ; GAINER et GRUNDFEST (1968)
sur la fibre de homard ; RICHARDS (1969), MOUNIER, HAUDECOEUR et
GUILBAULT (1969 a), MOUNIER et GUILBAULT (1970)sur Ta fibre de crabe
montrent 1'existence de cette pile de diffusion bien que certains
auteurs, cependant, considérent que le P.R. de cette derniére fibre
est régi par un équilibre de DONNAN (SHAW, 1955 ; HAYS, LANG et
GAINER, 1968).

L'hypothése de la pile de diffusion se trouve vérifiée par

nos mesures du P.R. faites en utilisant la technique du pont de
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saccharose. En effet, la valeur moyenne du P.R. mesurée dans nos
conditions expérimentales est voisine de 75 mV, valeur égale 3 celle
du potentiel d'équilibre de la pile au K" (EK), celle au C1° (EK)

étant de 56 mV (MOUNIER, 1970). En tenant compte du fait que Ta
membrane sarcolemmique de la fibre musculaire d'écrevisse serait
préférentiellement perméable au K+, celle du S.T.T. au C1~ selon
GIRARDIER et Coll. (1963), hypothése confirmée au niveau de la

fibre de crabe par MOUNIER et GUILBAULT (1970), et du fait que la
structure membranaire complexe du S.T.T. (PEACHEY, 1967 et MATHIEU,
1971 entre autres) permet la communication entre les différents
compartiments (§ A, 2.2), 1'hypothése de la pile de.diffusion se

trouve vérifiée. En effet, 1'élimination progressive de la pile au

C1™ par la diffusion du saccharose & 1'ensemble de 1a fibre par la voie

du S.T.T., explique que le P.R. puisse atteindre une amplitude de 75 mV,

plus importante que celle mesurée par microélectrode.

La présence d'une perméabilité préférentielle a un ion
pour un systéme membranaire déterminé et d'une valeur différente de
EK et de EC]
locaux entrant dans la fibre par les tubules transverses. Cette

(MOUNIER, 1970) impliquent 1'existence de courants

existence de courants locaux parait d'ailleurs étre confirmée par
les résultats de FATT et KATZ (1953) et de MOUNIER, HAUDECOEUR et
GUILBAULT (1969 a) qui donnent des valeurs du P.M. s'échelonnant

entre 55 et 80 mV, montrant par 1a, qu'il existe une grande varia-
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bilité, attribuée selon ces auteurs, soit au lieu d'implantation de

la microélectrode ou, soit & 1'état physiologique de la fibre.

Enfin, 1'étude de la propagation du courant de court-circuit
nous a amenés a supposer que la résistance interne (Ri) du milieu
intracellulaire serait de valeur élevée, bien que les résultats de
FATT et KATZ (1953) concernant la propagation électrotonique de
courants sous-liminaires ont conduit ces auteurs a donner pour Ri
une valeur moyenne de 50 Q.cm qui se trouve étre satisfaisante
puisqu'elle permet de calculer une résistance membranaire (Rm) de
130 Q.cmz, valeur retrouvée par EISENBERG (1967) ainsi que par
MOUNIER, HAUDECOEUR et GUILBAULT (1969 b). Si cette valeur de R,
parait compatible avec les valeurs de X et de Rm’ il n'en reste
pas moins vrai qu'elle n'explique pas, comme nous 1'avons constaté,
qu'une 1ésion d'une des extrémités de la fibre de crabe n'entraine
pas 1'annulation du P.R. & 1'autre extrémité, et que, de plus, le
shunt membranaire produit par une microélectrode argentée ne provo-
que pas une dispersion importante des lignes de courant. Peut-étre
doit on faire intervenir un comportement différent de la fibre sui-

vant qu'elle se trouve soumise & un courant sous-liminaire ou qu'on

1'oblige a& débiter un courant dans une résistance trés faible.

2 - Potentiel d'action

Nous avons observé en accord avec les travaux de FATT et
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KATZ, (1953) que le P.A. de la fibre de crabe est de faible ampli-

tude et qu'il ne présente généralement pas d'inversion de potentiel.

Cette faible amplitude peut s'expliquer en tenant compte
des phénoménes suivants : le maintien d'une certaine perméabilité
ionique de repos pendant le P.A., la propagation de ce P.A., ainsi
que la variation concomitante de la conductance membranaire (Gm)
correspondant a uné augmentation de la Ry de repos. La propagation
de ce P.A. selon un processus électrotonique, traduite par la varia-
tion linéaire du logarithme décimal de 1'amplitude du P.A. en fonc-
tion de la distance qui sépare son lieu d'enregistrement de celui
de son initiation, et non selon un processus régénératif, peut étre
une cause de sa faible amplitude. La constante d'espace (A) Tors de
1'activité de la fibre est de valeur supérieure d celle de repos
(1,2 mm contre 0,8 mm). Etant donné que la valeur de X augmente,
cela traduit une augmentation de la Rm de repos puisque r; peut étre
considérée comme une constante dépendant de la forme du "cylindre"
constitué par le milieu intracellulaire. Dans de telles conditions,
cette variation de Rm ne correspond en fait qu'd une variation de
valeur bien inférieure, puisque le P.A. ne se propage pas a ]'ensem-
ble de la structure membranaire : la résistance de "1'é1ément mem-
branaire" ou plus exactement de la zone excitée se trouverait shuntée

par la résistance plus faible du reste de la fibre.

L'autre cause de 1'absence d'inversion de potentiel peut
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provenir d'un maintien pendant 1'activité de la fibre de la perméa-
bilité de repos relativement importante de la membrane au Kt (Ta
GK de repos étant de 1'ordre de 40 p.100 de Gm d'aprés MOUNIER, 1970),

puisque FATT et KATZ (1953) montrent que le T.E.A. dont 1'action

essentielle est de bloquer la P, (HAGIWARA et WATANABE, 1955) allon-

K
ge considérablement et réversiblement 1a durée du P.A.. 11 faut
toutefois préciser que dans les conditions de FATT et KATZ, le T.E.A.
agit & trés forte concentration et qu'en fait i1 remplace le Nat du
milieu externe. Cependant, comme nous 1'avons précisé, nos expériences
montrent que 20 mM/1 de T.E.A. ajoutées au liquide physiologique pro-
duisent sur la fibre de crabe des effets semblables. De plus, 1'ab-
sence d'effets notables sur le P.A. d'un milieu dépourvu de K+,

comme nous 1'avons observé, plaide, 14 encore, en faveur d'un maintien

de la P, & sa valeur de repos pendant 1'activité.

K

Quant & la génése et au décours du P.A., i1 semble, comme
nous 1'avons déja signalé, qu'il faille faire intervenir un change-
ment de la conductance membranaire au C1 déclenchant 1'apparition
d'une perméabilité calcique.

L'absence de Na* du milieu extracellulaire se traduit par
une augmentation de 1'amplitude du P.A. analogue & celle obtenue par
FATT et KATZ (1953) sur le méme matériel et dans les mémes conditions.
Cet effet du milieu sans Na® montre que le sommet du P.A. obtenu dans
les conditions normales, qui correspond a une valeur du P.M. bien

plus faible que celle des fibres excitables de Vertébrés, ne tend



154.

pas vers un potentiel d'équilibre de pile de concentration au Na‘t.
Dans de telles conditions, i1 semble qu'il faille plutdt considérer
le Na© comme un inhibiteur de la phase ascendante du P.A. antago-
nisant 1'entrée de ca’t™. cet antagonisme Ca " -Na* pourrait corres-
pondre & celui décrit par LUTTGAU et NIEDERGERKE (1958) au niveau
des fibres cardiaques.

L'absence du Ca'" dans le milieu externe se traduit par
une annulation révérsib]e du P.A. tout comme d'ailleurs 1'absence
de C1 . Ces résultats confirmant, en partie tout au moins, ceux de
REUBEN, BRANDT, GARCIA et GRUNDFEST (1967) obtenus sur la fibre
d'écrevisse et de GAINER et GRUNDFEST (1968) sur la fibre de homard,
inclinent donc a considérer que la phase ascendante du P.A., cor-
respondant a une diminution de la conductance membranaire globale
aux ions, serait due & une diminution de la GCl (GK de repos ne
variant pas) associée & 1'apparition d'une conductance membranaire
au Ca*t. De plus, le fait que la seule absence du C1 , ou que celle

du Ca™t

se traduisant dans les deux cas par 1'annulation du P.A.
permet de concevoir que le courant de catt serait couplé a une
diminution du courant de C1 . En effet, 1'expérience montre que le
blocage du courant entrant de ca*t ou 1a diminution plus forte du
courant de C1~ se traduisent, dans le premier cas par une absence
d'excitation de la fibre (action du Mn++) et, dans le deuxieme cas
par une augmentation de 1'amplitude du P.A. (en milieu riche en

C17). Dans ce dernier cas, 1'augmentation du gradient de concentra-

tion pour le C1 pourrait entrainer un efflux moindre de c1 .
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L'hypothése d'un couplage des variations de perméabilités
de Ta membrane au Ca'' et au C1~ peut, semble-t-il1, étre retenue
en prenant en considération 1'existence de la perméabilité sélec-
tive au C1~ de S.T.T. de la fibre d'écrevisse (GIRARDIER et Coll.,
1963) et de la fibre musculaire de crabe (MOUNIER et GUILBAULT,
1970). En effet, ces derniers auteurs montrent qu'en absence de C1 ,
la fibre perd ses propriétés rectificatrices dont on sait, pour les
fibres de Vertébréé, qu'elles sont dues a une diminution de PK et
qu'elles siégent au niveau de ce S.T.T. (HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ;
KAO et STANFIELD, 1968 ; TAKEDA et OOMURA, 1969 ; ILDEFONSE, PAGER
et ROUGIER, 1969).

Cette hypothése de la rectification au C1~ de la membrane
du S.T.T. de la fibre musculaire de crabe, responsable de la phase
ascendante du P.A., se trouve, de plus, étayée par le fait que la
vitesse de cette phase est relativement faible, comparée a celle
des fibres excitables de Vertébrés : pour ces derniéres fibres, cette
phase ascendante est produite par un fort courant de Na® entrant
passant par des "canaux" spécifiques situés au niveau de la membrane

sarcolemmique.

Enfin, dans certaines conditions anormales, le maintien
d'une dépolarisation membranaire de la fibre de crabe, par exemple
lors de 1'action du T.E.A., pourrait correspondre & 1'apparition
d'une rectification potassique anormale. Cette hypothése pourrait

expliquer le maintien de la dépolarisation qui se traduit, en plus,
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par une inversion de la polarisation membranaire. La diminution
initiale de 1la PC] et 1'apparition d'une diminution de 1la PK SOous
1taction du T.E.A. entrainant une diminution importante des princi-
pales perméabilités de repos, expliqueraient cette inversion de po-
tentiel, dont 1a valeur tendrait vers celle de la pile de concen-
tration aux ions Ca't ou &ventuellement aux ions Na' notamment, dans
ce dernier cas, sous 1'action simultanée du T.E.A. et du Mn .

x
x x
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L'étude de 1'activité électrique de la fibre musculaire
de crabe que nous venons de présenter, s'intégre dans un travail
d'ensemble visant & expliquer le couplage excitation-contraction
de cette fibre.

IT importe enfin de préciser également que ces résultats
ne constituent qu'une étape dans la recherche des mécanismes ioni-

ques responsables de 1'activité électrique.
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Les résultats exposés dans le présent mémoire, portant

1) sur les propriétés électrophysiologiques de repos de la fibre de
crabe, ont permis :

- d'étayer 1'hypothése attribuant & la membrane sarcolem-
mique une perméabilité préférentielle aux ions K* et & la membrane
du systéme tubulaire transverse une perméabilité aux ions C1°.

- de suggérer, du fait de ces perméabilités préférentielles,
1'existence au repos de courants locaux parcourant la fibre.

- de supposer enfin une forte résistance longitudinale du
milieu intracellulaire, ce qui pourrait rendre compte de la non-

propagation du potentiel d'action.

2) sur les propriétés électrophysiologiques de la fibre en activite,
ont permis de déterminer les mécanismes ioniques probablement res-
ponsables du changement du potentiel de membrane.

- le potentiel d'action de cette fibre musculaire de crabe
posséde deux caractéristiques essentielles : d'une part, il ne dif-
fuse pas 3 1'ensemble de la structure membranaire selon une propa-
gation de type régénératif comme c'est le cas pour les fibres de
Vertébrés, mais électrotoniquement, et d'autre part il correspond a
une diminution de 1a conductance ionique membranaire globale de
repos.

- par 1'étude de 1'action des ions et des inhibiteurs, les

hypothéses suivantes rendant compte de 1'augmentation de la résistan-
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ce de la membrane pendant 1'activité de la fibre dans les conditions
normales peuvent étre formulées :

o la phase ascendante du potentiel d'action se tradui-
rait par une diminution de la conductance de la membrane au C1~
associée a 1'apparition de la conductance au Ca++, ces deux phéno-
ménes correspondraient & un couplage entre un courant de catt et un
courant de C1~ moindre, couplage dont 1'importance serait sous la
dépendance de 1a cdncentration du Na© extracellulaire, le Na© jouant
le role d'inhibiteur.

e 1a phase de repolarisation associée & un retour pro-
gressif de la résistance membranaire vers sa valeur de repos corres-
pondrait & une augmentation de la conductance de la membrane au c1

< . ++ <
et & une annulation de celle au Ca ', ces deux processus tendant a

permettre la repolarisation membranaire.

Ces mécanismes ioniques expliquent la faible amplitude du
potentiel, du fait, semble-t-i1, d'un maintien pendant 1‘'activite,
de la conductance au K" de 1a membrane & sa valeur de repos. Celle-ci,
néanmoins, pourrait diminuer dans certaines conditions anormales, ce
qui expliquerait 1'allongement en durée et en amplitude de ce poten-

tiel d'action.
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