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- INTRODUCTION -




1.

Le travail présent& déns ce mémoire a consisté i .es-
sayer d'établir un rapport entre la structure complexe‘de la
fibre musculaire striée squelettique de crabe Carcinus maenas
et ses propriétés électrpphysiologiques. En effet, les caracté-
ristiques‘ultrastructuralesl d'une part, et &lectrophysiologi-
ques  d'autre part; des fibres de Crustacé&s sont connues.
‘Néanmoins, les rapports possibles entre ces caractéristiques
n'apparaissent pas aussi clairement quévsur les fibres de Ver-—
tébrés, fibres qui. révéleﬁt d'ailleurs des différences impor-
tahtes par rapport & celles de Crustacés.

La fibre de Crustacé, et plus particuliérement celle
de crabe, posséde de profondes invaginations longitudinales de
la membrane sarcolemmique qui cloisonnent imparfaitement cette
fibre selon des plans radiaux. De plus, le systéme tubulaire
transverse, unique chez la fibre de Vertébré, est double chez
celle de Crustacé. On distingue en effet pour cette derniére
un systéme tubulaire transverse au niveau dé la strie Z (TZ)
et un autre au niveau de la jonction bande A-bande I (TAI)
(PEACHEY, 1967 ; SELVERSTON,_1967 s MATHIEU, 1970); En outre,
la fibre de crabe est poly—innervée (ATWOOD, 1963) 3 1l'inverse
de celle de Vertébré.

Si 1'on considére la localisation des permabilités
ioniqﬁes membranaires de repos, il apparait, & l'analyse de la

littérature, que la membrane tubulaire de la fibre de Vertébré




est préférentiellement perméable aux ions potassium alors que
celle de Crustacé l'estAaux ions chlorure. A 1'inverse, la mem—
brane sarcolemmique de la fibre striée squelettique de Vertébré
est perméable préférentiellement aux ions chlorure, celle de la
fibre de Crustacé aux ions potassium. .

A ces différences de pefméabilités membranaires de
‘'repos s'ajoutent &galement celles d'activité. En effet,yles
fibres de Vertébrés répondent toutes par.un potentiel d'action
de type tout—ou—rien, alors que celles‘de Crustacés possédent
différents types de réponse allant de la réponse tout-ou-rien
d la réponse passive en passant par la réponse graduée (FATT
et KATZ, 1953 ; ATWOOD et Coll., 1965). La nature ionique de
ces réponses est différente de celle des Verfébrés. En effet,
la phase de dépolarisation de la fibre de Vertébré est due a
1'activation rapide d'une conductance sodique inhibée par la
tétrodotoxine ; celle de la fibre de.Crustacé est due 3 1'acti-
vation lente d'une conductance, généralement de nature calcique,
inhib&e par les ions Mt ou Lav™t. En ce qui concerne la phase
de repolarisation de 1a réponse, elle est liée a des phénoménes
de rectification membranaire traduisant des variations de
conductance de la membrane, variations,/fonction du potentiel
et du temps. Ces variafions intéressent généralement la conduc~—
tance aux ions potassium. Ainsi, les ionsvtétraéthylammonium

inhibant les phénoménes de rectification responsable de la




phase de repolarisation augmentent la durée de la réponse &€lec~
trique, tant sur la fibre de Vertébré (HAGTWARA et WATANABE,
"1955) que sur celle de Crustacé (FATT et KATZ, 1953). Toutefois,
sur cette derpiére,les ions tétraéthylammonium accroissent éga=
lement 1'amplitude. |

Enfin, chez les fibres musculaires de crabe, l'absence
ou 1'existence de phénoménes de rectification membranairé est en
relation avec le type de.répOnse 8lectrique, comme le montrent
ATWOOD'et Coll. en 1965. Ne présentent une rectification anor-
male bien développée que les fibres répondant par une activité
tout—ou-rien. Cette rectification anprmalé traduit le fait que,
pour‘une méme  variation absolue de 13 valéur du_potentiel a
partir de celle de repos, le courant de membréne est plus impor=-
tant pour 1'hyperpolarisation que pour la dépolarisation. |

Compte~tenu de toutes ces différences existaﬁt entre
les fibres de Vertébrés et celles de Crustacés, notre &tude a
porté,pour une large part,sur les caractéristiques &lectrophy-
siologiques de la fibre de crabe (Carcinus Maenaé) au repos et

en activité ; elle est place dans différentes conditions expé-
rimentales de fagon 3 tenter d'établir une relation entre sa
structure et sa réponse électrique; C'est pourquoi dans ce mémoire
seront successivement présentés les résultats concernant :

- 1'8tude des caractéristiques morphologiques et

ultrastructurales(en se fondant sur les travaux de MATHIEU,




'1970) qui font ressortir que les systémes tubulaires transver-

ses TZ et T I posséderaient la méme fonction dans le couplage

A
excitation - contraction, du fait de la présence du méme type de
rapport de contiguité aux extrémités de chacun d'eux avec le
réticulum sarcoplasmique longitudinal (diades ou méme triades);

- la schématisation €lectrique de la membrane (3 par-
tir des travaux de EISENBERG, 1967) permettant d'expliquer ses
propriétés électriques et de prévoir comment elles peuvent &vo-
luer en fonction de modifications ioniques du milieu e%tracel—
lulaire;

~ la nature ionique du potentiel de repos et de la ré-
ponse &lectrique en relation avec les différentes conductances
membranaires impliquées;

~ finalement,la localisation de ces conductances
membranaires de repos et d'activité. Cette recherche de locali~
sation est fondée sur les modifications de la répqnse liées au

blocage de telle ou telle conductance déterminée par suppression

du systéme membranaire ol sidge cette conductance.
.




CHAPITRE I

CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET
ULTRASTRUCTURALES DE LA PREPARATION.

1 - Morphologie

2 - Structurg et ultrastructure

3 - Systéme tubuiairebtransverse - Caractéristiques - Role.
4 -"Conclusion

Les photographies de microscopie électronique con-
cernant l'ultrastructure de la fibre musculaire striée squelet-
tique du crabe Carcinus maenas sont empruntées i MATHIEU
(1970), sauf celles de la figure 5, empruntées & VERATTI (1902).




La fibre striée squelettique utilisée provient du
méropodite de 1'une des pattes locomotrices du crabe enragé
(Cancinus maenas}. Cet animal, en provenance des cBtes de la ré-
giondu Nord (Institut de Biologie Marine de WIMEREUX et
Laboratoire Maritime de LUC sur MER)'eét gardé en survie dans
&e 1'eau de mer renouvelée, aérée et maintenue 3 la température

de 10 3 12°C.

1 - MORPHOLOGIE

'La fibre &tudiée présente la caractéristique d'8tre
de grandes dimensions et de pouvoir &tre isolée aisément des

autres fibres.

1.1. Fibre en place

Elle est choisie au niveau du méropodite d'uﬁ pério-
pode indifféremment Pl’ P2 ou P3. L'accés se fait par sectign
selon les deux arétes de la carapace du méropodite isolé au
préalable par amputation du basi-ischiopodite et du carpopddite.
Les deux préparations ainsi obtenues sont immergées dans le 1i-
quide physiologique normal (de référence) dont la composition
est donnée pér FATT et KATZ en 1953 (eh mM : NaCl : 513 ;

2 2 3HNa : 2,6). Ce

milieu, renouvelé constamment (débit moyen : 0,5 1/h) a un pH

KCL : 12,9 ; CaCl, : 11,8 ; MgCl, : 23,6 ; CO

de 7,8 et une pression osmotigue (n) analogue & celle d'un




milieu contenant 1158 milliosmoles.

La figure 1 (p. 7 ) montre que les fibres en place
dans le méropodite sont disposées parallélement en quatre
faisceaux inser@s chacun au niveau de 1l'exosquelette (carapace)

et d'un lame calcaire, 1'endosquelette (apodéme ou axostyle).

1.2. Fibre isolée

Selon les besoins, la fibre étudiée est laissée en
place aprés dégagement des afférences connectives, ou isolée
en maintenant ses points d'insertion au niveau d'un fragment
de carapace et d'un fragment d'endosquelette comme le montre

la figure 2 (p. 8 ).

1.2.1. - L'aspect de cette fibre révéle une forme peu
cylindrique, comme le confirmeront des coupes transversales,
et une striation longitudinale interrompue qui correspond a des
.
invaginations radiales pli#s ou moins longues et plus ou moins

profondes de la membrane sarcolemmique de surface.

1.2.2, - Les dimensions se révélent variables selon
le crabe, le périopode choisi et 1'endroit ol la fibre est pré-
levée (voir figure 1, p. 7 ). Le diamétre moyen varie entre 50

et 400 uym.et la longueur de 300 & 1200 p m.

1.2.3. - Des fragments de filets nerveux révélent une

poly-innervation de la fibre musculaire caractérisée par un




Fibres musculaires -
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Ehdosquelet te m=e
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- Exosquelette —mee- ok
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Basi-ischiopodite ~c--3 . .
~-- Méropodite
N---- Carpopodite

“Sseee- Propodite .

—o=-== Dactylopodite

Figure 1 : Perdiopode PQ de Carcinus maenas.

rov

. TN
. Schema montrant La musculature de L'une des pattes -((?ig)
Locomotrices du crabe apnes section d'une partie de fLa carapace.
Le segment utilise est Le méropodite qui montre quatre faisceaux
de §ibres dispostes parallelLement et insends chacun sur La ca-
napace d'une part (exosquelette) et sun une Lame caleaire,
L'apodeme ou axostyle (endosquelette) d'autre part.

Echelle : x 3




Traces
. d'insertion
des fibres--\~

A Y
M- Carapace

" “~-Invaginations
longitudinales
- du sarcolemme

~ . .
terminaison
nerveuse

k-Axostyle

Figure 7 : Fibre musculaire strite squelettique de Carcinus
maenas .

La §ibnre est isolie a partin du mérnopodite de £'une

25 pattes Locomoirnices du crabe et maintenue dans du Liquide
physiologique. 1L est a notern Les strnies ALongitudinales corres-
pondant a des Lnvaginations du sarcolemme ef Les fragments de
§iLets nerveux.

‘Echelle : x 15 environ




grand noﬁbre de terminaisons nerveuses se situant au niveau des
striés 1ongitudina1eé décrites ci~dessus (SELVERSTON, 1967);
Cette poly—innervation ést variable selon le Crustacé puiéque
DORAI RAJ (1964) et FAHRENBACH (i967) attribuent é'chaque fibfe
muscﬁlaire du carpopodite de crabe (Cancer magisten) un axone
excitateur, deux selon HOYLE et WIERSMA (1958), ATWOOD et Coll.
(1965) et un axone inhibiteur. Mais LANG et Coll. (1970) mon-
trent que les fibres musculaires du propodife du crabe
(Paralithodes comichatica) poss&dent deux axones excitateurs
alors que SHERMANN et ATWOOD en 1972 n'observent qu'un seulv
nerf motépr pour la fibre musculaire du propodite de 1'araignée
- de mer (Hays areneus), le nerf &tant mixte dans ce cas.
D'ailleursvATWOODv(1963), LOCKWOOD (1968) et ATWOdDV(1973) cias~
sent les fibres musculaires de Crustacés en différentes catégo-
ries selon les caractéristiques de leur innérvation (axones

"lents" ou "rapides") et selon la longueur de leurs sarcoméres.

2 - STRUCTURE ET ULTRASTRUCTURE DE LA FIBRE

Les caractéristiques particuliéres de la fibre de

crabe concernent l'existence d'un double systéme tubulaire - froay
. AT i
transverse (STT) et d'invaginations du sarcolemme. e

2.1. - Cloisonnement longitudinal

La coupe transversale d'une fibre de crabe (figure 3,
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Figure 3 : Coupes transversales d'une gibre musculaine strniée
squelettique de Carcanus maenas. :

3 a : grossissement : x 250. Fixation osmique

A noten Les invaginations Longitudinales du sarcolemme vues en
coupes 5'enfoncant radialement @ £'inténieun de La gibre dont
Le contoun est nelativement iwnlgulien. :

(E;Z;‘f 3 b : grossissement : x 18000. Fixation au
i glutnnaldehyde.1,5 p. 100

Détail d'une invagination (C) du sarcolemme montrant La présence
de maténiel dense a L'inténieun et La naissance des tubules
trhansvenses (T).
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p-10 ) montre, outre la variabilité de la forme et des dimen=.
sions (figure 4, p. 13), 1'existence d'invaginations longitudi- .
nales déji observées d&s 1902 par VERATTI (figure 5, p.l4 ).
Ces invaginations radiales et longitudinales du sarcolemme ré-—
- vélent une structure constitude d'une membrane plasmatique re-
couverte extérieurément d'une basale de matériel amorpﬁe dont
1'épaisseur (quelques dizaines de um) est variable. A l'inté-
rieur des invaginations apparalt un matériel optiquement dense,
en continuité avec la basale externe, associé 3 un matériel
héférogéne constitué d'éléments conjonctifs, d'éléments figurés
de la lymphe et de terminaisons nerveuses (D'ANCONA, 1925 ;
MATHIEU, 1970). Ces invaginations longitudinales ("clefts"),
observées depuis trés longtemps (KULLIKER, 1866 ; RUTHERFORD,
1897 ; PEACHEY, 1966 , 1967, sur Carcinus maenas ; ROSENBLUTH,
1969, sur Homarus americanus ; HOYLE et SMYTH, 1963 ; BRIGDEN |
et Coll., 1.971, sur Balanus nubifus ; ORENTLICHER et REUBEN,
1971, sur Orconectes et Procambarusd), ont une disposition telle
qu'aucune partie du myoplasme n'est & une distance supérieure
d 50 ym du milieu externe po;r Carcinus et méme 3 2 um pour
'Baﬁc'mu/.s (BRIGDEN et Coll., 1971).

Ainsi,la fibre de crabe peut &tre considérée comme

- pseudo—cloisonnée longitudinalement (figure 6, p. 15).
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Conjonctif wmmmemeen

Figure 4 : Coupe transversale d'un faisceau de 6 §ibres montrant
L' inegulanits du contoun de chacune des fibres. :

ghossissement : x 100 . CT de 0,5 um.coloration Blew Azun 11.
A noten La complémentarite de forme des diffénentes fibnres du
faisceau, d'ailleurs nelites entre elles par du confonctif
qui hend L'ensemble difficilement dissociable.
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- Sarcolemme

‘ Invaginations
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--.du sarcolemme -
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figure ob

N\, '~ Sarcomére
\\ .
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Figure 5a

Figure 5 : Tmages de VERATTI (1902).

: 5 a : Coupe transversale d'une fibre musculaire de
patte de Carcinus maenas.

5 b : Coupe fLongitudinale de La méme préparation.

eI TP

 gifs
- spaisseur des coupes nelativement imponrtante présente L'avan-

tage de permettre La mise en gvidence du systime tubulaire
trhansverse et Heos sarncomines ainsd que de La sinie 7 bien diffe-
nencite, de méme que La jonction bande A - bande I.
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~ Strie Z ~ Sarcomére

Myofilaments—, o Ve Ve

+

Figure 6 : Reconstitution schématique de La §ibre musculaine
T dtulle squelettique de Carednus maenas.
Grossissement : x 6000,

Le sancolemme (S) présente des Anvaginations !.ongutud,ma,@u
(C] plus ou moind progondes qui cloisonnent La gibre plus ou
moins parfaitement et qui donnent naissance au systéme tubu-
Laine thansverse TZ auw niveau de La striee 1 deélimitant Les
sancomenes et Tpp au” niveau des fonctions bande A- bande 1.
1L est a noten Les fibres conjoncauu (C.C.) qui attachent
Les fibres musculaines.
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2.2, ~ Systémes tubulaires transverses

Qutre les invaginations longitudinales du sarcolemme
‘décrites ci-dessus, il faut noter la pré&sence, pour les fibres
de Crustacés, d'un STT particulier et complexe par rapport &
celui observé chez les fibres squelettiques de Vertébrés..En
. ) . av niveav de
effet, pour ces derniéres, il existe un seul STT csi——"
la strie Z, (figure 7, P.17) alors que pour les fibres de Crus-

tacés, outre un systéme analogue dénommé TZ, 1l existe un autre

le

systéme bubulaire transverse & la jonction bande A-~bande I

T

AT" Cette duplication du STT chez les Crustacés, associée i 1'exis~-

tence d'invaginations longitudinales du sarcolemme, permet une
trés forte pénétration du milieu extracellulaire dans la profon-

deur de la fibre.

11 se reconnalt sur les coupes microscopiques par sa
lumiére optiquement vide semblable 3 celle du STIT de la fibre
squelettique de Vertébré et surtout, par sa position au niveéu
des jonctions bande A — bande I des sarcoméres. Son origine
est variée;car il correspond, si 1'on considére ses caractéris-—
tiques ultrastructurales définies ci-dessus :

- soit 3 des invaginations de la membrane plasmatique du sar-
colemme ou des invaginations longitudinales de celles-ci.

- soit 3 des ramifications du deuxidme systéme tubulaire loca-
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.
aveomevre

Myofilaments

Jonction bande A - bande I

Strie Z

- Figure 7 : Detail de £'onganisation des myogilaments en
sancomenes
- ghossissement : x 2500. Fixation au glutaraldéhyde

Onganisation classique des sarcomines nelies entre eux au ‘
niveau de La stniee 7 situle au milieu de La bande claine is0-
Dwope (1). La bande sombre ou anisotrope (A) est sépanée en
deux parn une zone claire (zone H). A notern La stnie 1 plus ou
moins contowwnée et La fonction bande A - bande 1 ol se situent
Les deux systémes tubulaires t&anév@ﬂéeé~(TZ et T,7).
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1isé au niveau des stries Z, comme le montrent BRANDT et Coll.
- (1965) sur la fibre d’écrevisse et MATHIEU en 1970 sur la
fibre de crabe.

Ce TAI participe, pour une grande part, aux relations
entre le STT et le systéme constituant le réticulum sarcoplas-
mique longitudinal (RSL). Le contact se fait généralement a
1'extrémité du tubule avec un gonflement ‘du RSL appelé citerne
et situé au niveau de la jonction bande A - bande I (figure 8,
pP. 19‘et figure 9, p.ZO ). Ce contact dit diadique ou diade est
caracté@ristique des Crustac&s (PEACHEY et HUXLEY, 1964 ;
PEACHEY, 1967 ; ATWOOD, 1971) et des Arthropodes en général
(SMITH, 1965 , 1966 ; COCHRANE et Coll., 1972). Néanmoins,
chez le crabe, le TAI peut présenter avec le RSL des contacts
triadiques ou triades (MATHIEU, 1970), c'est-d-dire qu'il est
en relation bilatérale avec deux citernes voisines, ces tria-
des &tant caractéristiques des Vertébrés (PEACHEY, 1967). Ces

rapports de contiguité diades ou triades permettent d PEACHEY

(1965) d'accorder au T

AL de crabe les mémes propriétés fonction-

nelles que le STT unique observé chez la'fibre squelettique de
Vertébré (BIRKS, 1965'; PEACHEY, 1966 ; HOWELL, 1969).

I1 faut enfin remarquer que le TAI de la fibre de
'T“c;abe est observé par PEACHEY (1967) & la périphérie de la fi-
bre &manant du sarcolemme et de ses invaginations longitudinales

alors que MATHIEU (1970) observe qu'en profondeur &galement,
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Figure § : OhganiAaiion des systemes tubulaires thansverses
au niveau des sarcomenres de Aunface.

Grossissement : x 16000.

. Hire of
_ Le neticulum sarcoplasmique Longitudinal gorme un \\ﬁﬁy)
manchon autour des myogilaments. Le T;, & Lumidre opaque, s4tud

au niveau de La strnie 1 contowwe Les myofiComidds de surnface

et se subdivise en Longeant Les sarcomenes. Le Tpp Localisé au

niveau de La jonction bande A - bande 1 gonme des diades au

contact de nenflements du RSL (citernes).
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1 Me--contact
diadique

Figure 9 : Coupe Longitudinale montrant en profondeur £'ongani-

gy . sation du systeme tubulaire transverse, Le Ty Evolu-
&f:fé’ ant en Tyq donnant des contacts diadiques avec Le RSL.

grossissement ¢ x 22000 ; Fixation au glutaraldéhyde a 1 p. 100

On nemarque Le Ty de gros diametre (T,T) a Lumigre
opaque et Les tubules a Lumiérne vide qu4~£ongen% Les myo giLa-
ments (M) et donnent au niveau des fonctdons bande A - bande 1
des contacts diadiques (D, et 02) avec fLe RSL.
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le.:AI est issu du TZ‘

2.2.2. - TZ

n—

I1 se distingue du T

A7 P3F sa localisation en posi-

tion Z et optiquement, par une lumi&re remplie de matériel den-
se et opaque (figure 10, p.22 ).
Le TZ a une organisation et un décours tré&s complexe.
Comm
e pour le TAI’

de ses invaginations longitudinales. Dans la profondeur de la

il provient de digitations du sarcolemme ou

fibre; il se ramifie anarchiquement et chemine parallélemént
aux myofibrilles sur plusieurs dizaines de sarcoméres, ces
observations sont a r;pprocher de celles de COHEN et HESS
(1967) sur la fibre de crabe. A l'extrémité de ce systéme TZ,
en profondeur, il apparait des ramificétions courtes d lumiére

vide de méme aspect structural que le T,  observé, par ailleurs,

Al
a la périphérie (figure 11, p. 23). Cette particularité est
également observée par ATWOOD {1971)sur les fibres musculai-
res stomacales de langouste. Ceci cenduit 3 considérer la pro=~
babilité de rapport de contiguité de structure entre le sar-
.colemme et le RSL au niveau des citernes par 1'intermédiaire

des diades ou &ventuellement des triades, ces dernidres étant { 7%

localisées 3 toutes les extrémités du STT.
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Myofilaments

Fiaure 10 : Schéma de £'organisation du STT au niveau des
”R%EWH gl 5{tuis en profpondeun.
[ Grossissement : x 30000.
{/ FiNg-- .
gy Le STT en position Z (T7) & Lumilre opaque Emet des
digitations Tz qui Longent Les myofilaments (Tze) et des digd-
tations & Lumiene vide (Tp7) qui forment des diades au niveau
de La jonction bande A - bande 1 avec fLes citernes du R.S.L.
(D). Le STT en position Al ne parvient plus en progondeur.

- .




- Figure 11 : Coupe Longitudinale de La fibre musculaire de crabe
d un niveau profond montrant La differenciation du
TZ en TAI'

‘Grossissement : x 20000, Fixation : glutaraldéhyde 1 p; 100

Le T;7 de gros diameine (T7T1) en haut de £'image donne
deux divernticutes, un Longitudinal, Le T; L1 et un Longitudinal
puis nadial (T;T,) au niveau de La strie 7 des sarcomeres
sous-jacents. Ce T;T, emet au niveau de chaque sarcomere des
diventicules de 5a&b£e diametre (T,1) qui forment des diades auw
niveau des jonctions bande A - banée 1). o
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2.3. - Réticulum sarcoplasmique longitudinal

Sa structure est classique. Il se présénte comme un
muobilamenks

‘manchon discontinu entourant les wsmssmiwms (figures 8, p. 19

et 10, p.22 ). Il se différencie en citernes surtout au niveau

de la jonction bande A - bande I, 13 ou se situent les extrémi-

tés des tubules dont la lumiére est optiquement vide. En effet,

PEACHEY (1967), tout comme MATHIEU (1970), n'observe pas de
contacts diadiques au niveau des zones dé contiguité entre le
RSL et les tubules 3 lumiére opaque. bien qu'en profondeur.

les décalages entre sarcoméres rendent assez difficile la loca-

lisation précise des diades (figure 12, p.25 ).

3 - INTERPRETATION POSSIBLE DU ROLE DES DIFFERENTS SYSTEMES

TUBULATRES.

Le RSL, de par ses rapports de contiguité avec le
STT, comme il est montré& par de nombreux auteurs, est impliqué
dans le couplage excitation-contraction (BENNETT, 1955 ;

PORTER et PALADE, 1957 ; HUXLEY et TAYLOR, 1958 ; RUSKA et Coll.

1958 ; HUXLEY, 1959 ; BIRKS, 1965 ; SANDOW, 1965 ; PEACHEY,

1966 ; SANDOW, 1970 ; MOMMAERTS, 1971...). En effet,
le RSL régle 1'état des myofilaments par sa faculté d'accumuler
ou de relacher le Ca’ ' (SANDOW, 1965, 1970). La libdration du

++ . - . . - . ~
Ca  par le RSL est due d& la dépolarisation €lectrique née en




25.

/--Strie A

-~ memmmooJonction A.I. )

Vee= Myofilaments .

Figure 12 : Coupe £ongi‘,tud,éna£e de La §ibre musculaire de crabe
monthant Le décalage entrne sarcomires voisins.

' Giossissement : x 28000. Fixation : glutaraldéhyde a 1 p. 100.

Les stnies 7 ne sont pas alignées, ce qui rend difficile La
Localisation des tenminaisons des deux systemes tubulaires T4
et T, fonmant des diades (D) avec £e SRL (S.R.}).

1
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surface et transmise‘en profondeur au reticulum par 1'intermé-

diaire du STT. (BASTIAN et NAKAJIMA,-1974); Ce r6le du STT dans

la transmission de la dépolafisation est montré de différentes
fagons :

- soit en dépolarisant localemenf au niveau de 1la stgie Z chez
la fibre de Vértébfé, 13 ol est situé le STT. Cette dépolari-
sation entraine une contraction locale des myofilaments sous~

.jacents (travaux de HUXLEY et TAYLOR en 1956 et 1958 sur la
fibre de grenouille, de HUXLEY et STAUB en 1958 sur la fibre
de lézard) g

- soit en dépolarisant localement au niveau du L chez la
fibre de crabe’(PEACHEY, 1965) 4

- soit en détruisapt le STT pa? un choc osmotique. Ce procédé
entralne un découplagé entre 1l'excitation et la contraction
(OVERTON, 1902 ; STEGGARDA, 1927 ; HOWARTH,A1957 ; HODGKIN
et HOROWICZ, 1957 ; HOWELL et JENDEN, 1967 ; HOWELL, 1969 ;
EISENBERT et GAGE, 1967 ; KROLENKO, 1969). Dans ce cas, le
découplage, comme le montrent ces auteurs(entre autres),est
di & la rupture de la jonction sarcolemme-tubules, ce qui
rénd impossible 1le passage de la dépolafisation du sarcolemme
au RSL,

- soit en augmentant la résistance longitudinale des tubules

~comme le font, sur la fibre de gfenouille, CAPUTO et DIPOLO
{1973)par addition de Dextran au milieﬁ extracellulaire.

Cela: se traduit par un ralentissement des phénoménes élec-
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triques et mécaniques, et prouve ainsi le rSle du STT dans

la transmission de la dépolarisation du sarcolemme au RSL.

3.1. - Interprétation du couplage excitation-contraction

sur la fibre de crabe par PEACHEY.

PEACHEY et HUXLEY (1964), PEACHEY (1965, 1967) &labo-
‘rent sur la fibre de crabe le schéma du couplage excitation -~

contraction en considérant que le systéme TAI est seul impliqué,

le systéme T, n'ayant qu'un rSle de soutien. Ils se fondent sur
y yant q _

z

le fait que seul le I présente des rapports diadiques avec le

r‘EA
RSL comme, le STT unique des-fibres de Vertébrés. En outre,
PEACHEY est amené, en reprenant en 1965 les expériences de sti-
mulaﬁion ponctuelle de HUXLEY et TAYLOR de 1958 sur la fibre de
grenouille, & considérer le Tz comme un tissu de soutien ; en
effet, il montre qu'en dépolarisant le sarcolemme de la fibre
de crébe au niveau de la strie Z, aucune contraction localisée
des myofilaments sous—jacents n'apparait ; mais, par contre,
une méme d&polarisation por?ée au niveau de la jonction bande
A - bande I provoque dlors une contraction localisée.
L'interprétation de PEACHEY est d'autant plus valable
que jamais il n'observe'de rapport de contiguité entre le T, et

Z

le RSL sur la fibre de crabe.
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3.2, - Interprétation du .couplage excitation-—contraction
sur la fibre d'Bcrevisse par BRANDT, REUBEN,
GIRARDIER et GRUNDFEST.

Sur la fibre squelettique d'écrevisse, ces auteurs
en 1965 ainsi que REUBEN et Coll., en 1967, donnent Aes images
d'un systéme tubulaire unique non différencié en deux systémes
comme le décrit PEACHEY sur la fibre squelettique de crabe.

D'autre part, en provoquant le gonflement des tubules
par un efflux de Cl°, GIRARDIER et Coll. en 1963, BRANDT et
Coll. en 1968 montrent que seules les extrBmités du STT de la
fibre d'écrevisse subissent des modifications structurales ;
en aucune fagon, les invaginations du sarcolemme et le RSL ne
sont modifiés. En outre, les structures gonflées dans ces con-
ditions, d'ailleurs localis@es au niveau de la jonction bande Ar
bande I, sont en général en rapport avec le sarcolemme ou avec
ses invaginations longitudinales par 1l'intermédiaire des tubu-

les, le plus souvent en position Z 3 la surface de la fibre.

3.3. ~ Structure du STT de la fibre de crabe et son rdle

dans le couplage excitation-contraction.

-~

On peut admettre que le TZ est destiné 3 se différen-
cier, par digitations en profondeur, en une structure analogue
au TAI qui va former des contacts diadiques avec le RSL. Il

est ainsi possible de concilier les observations de PEACHEY

et celles de BRANDT et Coll. en structurant la fibre de crabe
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en une zone périphéfique et en uneiéone centrale profonde., Il
apparait que le rappdrt entre 1é sarcolemmé et le RSL, tant &

ia périphérie de la fibre qu'en profbndeuf;vse fait par le STT
au niveau des citernes, généralement par des contacts diadiques
ou méme triadiques. Ce STT peut révéler différents aspects,>mais
il apparait toujours en continuité anatomique avec le sarcolemme.
Ce dernier forme._soit la membréne externe de la fibre, soit

des invaginations longitudinales profondes, soit du systéme tu-
bulaire de large diamétre, 3 lumidre optiquement opaque, péné-
trant a 1'intérieur de la fibre de fagon radiale au niveau de

la strie Z puis se ramifiant en profondeur le long des sarcomé-
res. Il est ainsi possible de considérer 1'existence de struc-—
tures de pénétration a l'intérieur de la fibre ; ces structures
sont telles qu'aucun sarcomére ne se tfouve a plus de 50 ym de
la membrane sarcolemmique.vFinalement, le contact entre la.
citerne du RSL et la structure de pénétration définie précédem—
ment se fait par l1l'intermédiaire d'une autre structure de faible
diamétre 3 lumiére optiquement vide et sensible aux efflux'de

Cl , structure qui correspond 3 celle du I défini par PEACHEY.

La figure 13 (p. 30 ) montre 1'organisation des structures de

pénétration chez la fibre de crabe et le rapport entre le TAI

et le T,. En effet, il peut &tre admis, qu'en surface, le TAI

7°
prédomine puisgqu'il ne pénétre pas en profondeur. Seul,'le'TZ

pénétre profondément & l'intérieur, se ramifie et se différencie
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Figune 13 : Représentation schématique de L'organisation du STT
selon un plan radial.

En zone periphénique, Le systeme Tp1 en posdition jonction bande
A - bande 1 est caracternisé pan sa Lumiere vdide.

Vens La zone profonde descend Le systéme T en position 7 &
partin du sarcolemme. Sa Lumire est opaque, 4L chemine Le Long
des myofilaments et émet des digitations de structure analogue
a celle du systeme T AT de £a zone pejuphefuque



31.

~en TAI’ celui-ci assurant les contacts diadiques avec le RSL.

I1 est ainsi possible de disgernér ‘dans la fibre de crabe,

Epmme le montre la figuré 14 (p.32 )ideux‘zonéé conéentriques :

- 1a zone périphérique ol les contacts diadiques s'éfablisseht
de fagon prédominante avec le TAI défini par PEACHEY 3 posi-
tion essentiellément‘radiale; |

- la zone profonde centrale oli, en provenance de la surface,
aprés un parcour; radial en zone périphérique, le Ti chemine
longitudinalement et-oﬁ, finalement, illse différencie en
TAI'

La différence fonctionnelle entre les deux systémes
selon PEACHEY repose sﬁr leurs caractéristiques ultrastructura-~-
les (lumiére optiquement vide ou opaque) ,sur la non—-possibilité
de déclencher une contraction en dépolarisént 1oca1emen£ au ni-

veau du TZ et sur 1'obtention d'une contraction en dépolarisant

au niveau du TAI'

Cependant, si une contraction peut &tre dé-
clenchée par une dépolarisation en surface au niveau du TZ, elle
ne peut étre observée si elle se produit en profondeur. D'autre
part,la stimulation ainsi portée en surface est sous—-liminaire
et peut décroitre expénentieilement~§ partir du sarcolemme, et,

de ce fait, 8tre inefficace 3 1'extr&mité du tubulevTZ diffé-

rencié en T, ..
Al
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Figure 14 : Schematisation de La §ibre montrant son pseudocloi-

L sonnement Longifudinal (13 a) et La discrnimination
entre une zone periphlrigue et une zone profonde
(13 b).

A noten Les invaginations du sarncolemme & L'inténieur de La
gibre et Les deux zones concentriques.
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4 -~ CONCLUSION

L'analyse de la strucéure de la fibre musculaire
‘strige du crabe Carcinus maenas révéle une organisafion comple-
xe telle que le sarcolemme présente de nombreuses structures
de pénétration sous la forme d'invaginations-1ongitudinales
plus ou moins profondes et de tﬁbules transverses. Ces structu-

res de pénétration permettent au milieu extracellulaire d'8tre
les  wmyofilamenks sonk

proche des sarcoméres. D'autre part, wisenmsenssmwensiswwamg cntou-
ré¢d'un systéme clos constituant le réticuium Sarcoplasmique
longitudinal qui présentes aprés différenciation en citernes,
des contacts diadiques avec les extrémités du systéme tubulaire
transverse. La felation entre le milieu extracellulaire et les
sarcoméres est ainsi &tablie par le STT.

En se.fondant suf les observations de BRANDT et Coll.
en 1965 sur la fibre d'écrevisse, de PEACHEY en 1965 sur la
fibre de crabe, de MATHIEU en 1970 &galement sur la fibre de

crabe, on est améné 3 considérer deux zones concentriques.:la

zone périphérique qui présente, par le des contacts diadi-

Tar |
ques avec le RSL et la zone profonde oli les contacts s'établis-~
. ST

sent 3 1'extr®mité des tubules TZ dont la lumidre devient opti-i;;‘]

quement vide: Finalement, la dépolarisation née au niveau da
sarcolemme se propage jusqu'au RSL par 1'intermédiaire des dia—

des grace aux structures de pénétration.
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Compte—tenu de ce schéma de propagation de l'activité
électrique vers les sarcoméres, schéma élaboré i partir de
‘données ultrastructurales, il convient d'é€tablir, sachant ‘que
chaque systéme membranaire (le sarcolemme et le STT) peut présen~
ter des caractéristiques de perméabilité ionique propre, le
rapport entre cette activité &lectrique et ces différents sys-

>

témes membranaires.
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1 - INTRODUCTION ET CONSIDERATIONS GENERALES

Les propriétés électriqueé des fibres excitables sont
_explicables par la théorie ionique,élaborée.a partir des tra-
vaux réalisé@s sur la fibre nerveuse par HODGKIN (1951),

HODCKIN et HUXLEY (1952 a ; 1952 b ; 1952 c et 1952 i), généra-—
lisée aux autres tissus excitables par différents auteurs dont
NOBLE (1966), COLE (1968) et d'une fagon plus précise aux fibres
de Pu&kinje de Mammifére (NOBLE, 1960, 1962), aux fibres ventri-—
culaires de grenouille (BRADY et WOODBURY, 1957, 1960) et.aux
fibres‘squelettiques de grenouille (JENERICK, 1963, 1964 ;
INOUE, 1971). L'analyse théorique et biophysique des &quations
de HODGKIN et HUXLEY (BESSEAU, 1972 ; KOOTSEY et JOHNSON, 1972 ;
OFFNER, 1973 ; ADRIAN et PEACHEY, 1973 ; GILLESPIE, 1973 a, 1973 b;
MOORE et RAMON, 1974 ; ARMSTRONG, 1975, ...) rend compte d'une
bonne. corrélation eﬁtre les caractéristiques électriques mesu-
rées et celles calculées des structures excitables. Cette théo-
rie est fondée sur 1l'existence, au niveau membranaire de deux
piles de concentration dont 1'influence de chacune sur le po-
tentiel de.membrane est liée au rapport des conductances res-

. . + +
pectives (conductance au K : et conductance gu Na : gNa)'

&
La figure 15 (p.36) empruntée & HODGKIN et HUXLEY
permet de comprendre les propriétés électriques de la membrane

de 1'axone géant de calmar. Le.potentiel de repos (Er) est régi

soit par un équilibre thermodynamique, c'est-&-dire que le
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Figure 15 : d'aprnes HODGKIN et HUXLEY (1952)

Analyse du potentiel d'action de £'axone géant de
Calmarn selon La théonie de HODGKIN- HUXLEV La §igune donne Les
variations de conductances au Nat et K* et g ') en gonction
du femps. VK et Vyg reprlsentent La vaﬂeun ﬁ es de concen-
thation nespectives au K* et Nat par nappont au potent&eﬁ de
nepos. V donne L'évolution du potentiel -Lors de £’act4u4te,
. évolution Lite a La combinaison des activations successdives de
,’”h “ONa et gy

g

En encant, est schématise Le cineuit dlectrnique Zqui-
“valent de La membrane de L'axone, La branche (a) représentant
Le condenbateun membranaire, La branche (b) La pile d'equilibre
aux {ons K* en sénie avec 1/gg et La branche (c) La pile
d'équilibre aux Lons Nat en serdie avec 1/85q.



37.

pbtentiel de membrane a une valeur égqle 3 celle d'une pile de
concentration aux ions K+, soit dané certains cas par 1l'exis-
tence d'un poténtiel de diffusion aux ions K+, Na+, Cl™ dont la
valeur est donnée par 1'équation de HODGKIN et KATZ (1949) déri-
vée de celle de GOLDMANN (1943). Par contre, le potentiel d‘'ac— .
tion est la résultange des phénoménes successifs d'activétion

et d'inactivation des deux conductances membranaires spécifi-
ques gy et g.. L'activation de BNa entraTne, grice au gyadient
électrochimique aux ions Na@ existant de part et d'autre de la
‘meﬁbrane, la naissance d'un courant entrant de Na' qui peut dé-
polariser la fibre jusqu'd la valeur de la pile d'dquilibre aux

. + . . . +
ions Na (E Puis,1l'activation de la conductance au K ,

Na)'
activation appelée encore rectification normale retardée, fait
que, &tant donnée la valeur de la pile d'équilibre aux ions K
(EK)’ la membrane se repolarise alors que, simultanément, &Na
s'inactive (voir figurel5, p.36 ). Il est 3 noter que pour les
fibres musculaires, il est nécessaire d'admettre, faisant suite
3 1'activation de Bya ot précédant celle de 8g> 1e‘phénoméne

de rectification anormale qui consiste en une diminution de gx

-~

associée, pour le tissu cardiaque uniquement, & un relatif
Y
‘maintien de 8y, ©t a l'apparition de Boa® conductance membra-
. ++ . e s . .
naire au Ca . La présence de la rectification anormale explique,

dans ce cas, la durée de l'activité electrlque des fibres mus=

culalres squeletthues (HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ; NARASHI et
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Coll., 1960 ; ADRIAN, 1969 ; TAKEDA et OOMURA, -1969 ; TLDEFONSE
etFColl., 196§ a)vcelle des fibres striées myoqardiques (CORABOEUF et
Coll., 1958 ; BRADY et WOODBURY,1960 ; HUT'I'ER.et NOBLE, 1960 a ;
’ROUGIER_ et Coll., 1969 ; DE HEMPTINNE, 1971 a ; TARR, 19‘71 H

GETTES et REUTER, (1574) et celle des fibres du tissu de Purkinge
(WEIDMAN, 1955 ; CARMELIET, 1961 ; HALL et Coll., 1963 ;

REUTER, 1967).

Finalement, les équations de HODGKIN et HUXLEY repo~
sent sur une schématisation de lamemhrane excitable en un modéle
électrique plus ou moins complexe qui fait intervenir,tant des
forces &lectromotrices (piles de concentration 3 chaque ion pré-
sent de part et.d'autre de la membrane) que des résistances in-
ternes réactives de ces piles (conductances membranaires spéci-
fiques activables et inactivables), gue des résistances pures
:oﬁmiques" (milieux intra- et 'extrécellulaires) et que des
capacités (condensateurs diis 3 la présence des phospholipides
membranaires constituant un isolant imparfait) (figure 16,

p. 39).

Dans certains cas, il arrive que le schéma &lectrique
de la membrane puisse étre simplifié jusqu'd etre réduit 3 une
simple force &lectromotrice en série avec une résistance ne pré-
sentant pas de caractéristiques de résistance négative. C'est

_ le cas de la peau de gfenbuille et de la vessie de crapaud

(FINKELSTEIN, 1964) (figure 17, p.40 ). Mais ce schéma peut
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Fdgure 16 d'apaeA HODGKIN- e HUXLEY (1952)

Schéma 8Lectrnique Equivalent de £a membrane d'une
fibre excitable.

C, ¢ condensateur membranaire ; R et R nésistances
des milieux extra- et intracellulaires ; Eng, Eg & Ep : piles
de concentration aux {ons Nat, K* et autnes placées en strie
auec Les nésistances uan4ab£eA membranaines nespectives

“’@m Rmk (= 1/9¢) et Ryp 1= 1/gg).
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Figune 17 : d'apn2s FINKELSTEIN (1964)

Schéma &Lectrique Equivalent de La peau de ghenouille
et de La vessdie de crapaud.

La nésistance de peau R (qui ne présente pas La
canactinistique d'une nésistance négative) varie en gonction
du courant 4 qui est imposé. :
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également €tre amélioré pour rendre_compte d'une fagon plus
adaptée des'propriétés €lectrophysiologiques de la fibre exci-
table étudide. Pour cette raison FALK et FATT (1964),

FREYGANG et Coll. (1967),> ADRIAN et PEACHEY (1973) font inter-
venir sur la fibre de grenouille ﬁh‘rapport entre la structure
de la membrane et la valeur de sa capacité en localisant une
partie de cette derniére au niveau de la paroi des tubules
(figure 18, p.42 ). De méme EISENBERG (1967) sur la fibre de
crabe,rend'compte des propriétés capacitives de cette fibre par
la mise en parali&le de deux circuits intégrateurs résistance-
capacitd, 1'un étant dd au sarcolemme, 1'autre aux tubules
(figure 19, p.43 ). Quant i la localisation dés forces &lectro-
motrices respdnsables du potentiel de repos et du potentiel
d'action, elle dépend du type de fibre musculaire interrogée.
Sur la fibre squelettique.de Crustacé, les conductances au Kf

et Cl sont localisées spé&cifiquement, au niveau de la mem-—

&k
brane sarcolemmique et»gcl au niveau de la membrane tubulai;e
(GTRARDIER et Coll., 1963 ; REUBEN et Coll., 1964 ; BRANDT et
Coll., 1968 ; ORENTLICHER et REUBEN, 1971 sur 1'écrevisse ;
'SELVERSTON, 1967 ; MOUNIER et Coll., 1970 sur le crabe). En = ¢-
considérant ces localisations spécifiques de g et 8oy un
schéma &@lectrique peut rendre compte des propriétés de la fibre
musculaire, tel celui proposé par GIRARDIER et Coll. en 1963
(figure 20; p. 44 ), REUBEN et Coll. en 1967 (figure 21, p.45)

sur la fibre d'écrevisse.
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Figure 18 : d'apnes FREYGANG et Coll. (1967]

Schéma électrique Equivalent de La membrane de fLa
fibre squelettique de ghenowille superposé & un diagramme
schématique neprésentant L'ultrastweture de La gibre.

: La mesure du potentiel de membrane se fait entrne
L'exténieun et L'intérnieurn de La membrane. Le condensateun
membranaire est La résultante du condensatewr Cp, au niveau de
La membrane sarcolemmique et du condensateur Cp — au niveau de
La membrane tubuwlaire. La nésistance sarcofemmique est R, en

~ parallele sun C, alons que La résistance tubulaine (Rp) " seralt
Ef'iE\zocaLiAée au niveau des diades constituant Le contact entre Le
\UUES systeme tububaire transverse et Les citermes qui sont des gon-
fLements du réticulum sarcoplasmique Longitudinal.

Condemattun. membrom ace S CEwradlZ’ meomblream e |
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Figure 19 : d'aprds EISENBERG (1967)

Schéma &lectrique Equivalent de La membrane de La

§ibre squelettique de crabe montrant La discrimination entre La

membrane sarcolemmique et La membrane tubulaire, Le potentiel
de membrane Ztant mesurnd entre L'exténiewn (E) et K'LntenLeun
(1) de La 4ibne.

sancolemme : sont en parallele La résistance sarcolemmique
(Rg) et Le condensateur sarcolemmique (C,). Ry, neprisente La

- nesistance du maténiel curmphe conAtA/tue par La basale qui

necouvie Le sarcolemme et qui est presente a L'inténieun des

Anvaginations Longitudinales de celui-cL.

tubules : Le condensatewr de fa membrane tubulaire (Cy) eAt el
senie avee La nésistance Longitudinale des tubules (Rt) 2§
nésistance de La membrane de ces tubules étant conA&denee \Si&
comme . : '

eran i
Ji S N
~ t
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Figure 20 : D'apnes GIRARDIER et Cofl. (1963)

Schéma electrnique équivalent de La membrane de La
§ibre squelettique d'Ecrevisse monthant La discrimination entre
deux systemes membranaines (sarcolemme et tubules) et La Loca-
Lisation des différentes conductances membranaires aux Lons.

- sancolemme : fLes piles de concentration. au Na' et au K
(ENa et Ey) sont en sirie avec Les nZsistances membranaizes
nespectives “/GNa et I/GK), £'ensemble etant en parallile
sur Le condensatewr sarcolemmique (C_).
- tubules : fa discrimination est faite entre 2es extrémitis
des tubules (STT) et Les tubules radiaux proprement dits (RT).
la pile de concentration aux Lons chloruwre est Localisée au
niveau du STT et est en sérnie avec La nésistance de £a membra-
ne du tubule (1 /GCI,)’ n@sistance qui peut gventuellement étre
réactive. CSTT et CRT sont Les condensateuns hespectifs de La
membrane du STT et du RT, RRT étant La nésistance de ce
-,E,dw‘m&efc 12 imponrte ega,(iement de consdidénern La nésistance
:\,"{_ Longitudinale des Lumilres tubulairnes (R RT, ), nesdistance qui
varie avec La Longuewr méme du tubule mdm!i
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DIADE

Figue 21 : D'apnes REUBEN et ColL. (1967).

Schema électrnique equivalent de La membrane de La
§ibre Aqueﬁett&que d'écrevisse superpose au diagramme schéma-
tique de L'ultrastructure (sancolemme - tubule - diade -

G GCa
K
SARCOLEMMEN -
7\ | S T 2z 7z
e L___ T Fca T T

citerne = gonglement du reticulum sancoplasmique Zong&tud&na{ ).

Eg et Epq sont Les piles de concentration aux Lons K
en senie avec Les nésistances membranaires respectives

et Ca

(1/Gg et 1/G ) Localistes au niveau du sarcolemme. Ecp, pile
de concentn Ton aux Lons chlorune est située au niveau de La

membrane tubulaire, de méme que 1/Gep et CT hespectivement
nesistance et capacité tubulaines, R; est La nésistance du
milieu intracellulaine (myoplasme), Ry ta neALAtance Longitu-
dinale de La Lumitne des tubufes.

_/C.'c:z

o
-’
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Par contre, chez la fibre squelettique de Vertébré;
de nombreux auteurs, dont EISENBERG et GAGE. (1969), GACGE et
EISENBERG (1969), ALMERS (1972), ADRIAN et PEACHEY (1973) lo-
calisent gy au niveau du STT et 8oy au niveau du sarcolemme,
ce qui conduit 3 une localisation différente des forces élec-—
tromotrices sur les schémas électriques de cette fibre par rap-
port & ceux de la fibre de Crustacé.

Ainsi, en partant des équations de HODGKIN et HUXLEY
et en admettant des conducfances-ioniques spécifiques en rela-
tion avec 1'ultrastructure, les propriétés électrophysiologiques
d'une fibre excitable peuvent étre expliquées par un schéma

électrique relativement simple.

2 - SCHEMAS ELECTRIQUES APPLICABLES A LA FIBRE DE CRUSTACE

2.1. Schéma de EISENBERG (1967) sur la fibre de crabe

La membrane des fibres musculaires de Crustacés pos-
séde une capacité (Cm) de valeur relativement élevée par rab—
port & celle des fibres de Vertébrés : 24 a 83 uF/cm2 (FATT
et KATZ, 1§53), 36 a4 54 uF/cm2 (ATWOOD, 1963), 36,9 + 8,4 uF/cu?
(HAYS et Coll., 1968), 35,5 + 18,5‘uF/cm2 (MOUNIER, 1970) contre
5 uF/cm? (KATZ, 1948, 1949), 1 3 9 uF/cm2 (FATT et KATZ, 1951),
3,24 uF/cmz, (STEFANI et STEINBACH, 1969) sur la fibre squelet—

tique de grenouille et méme 0,81~uF/cm2 (WEIDMANN, 1968, f970,
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1974) sur les fibres cardiaques.
Cette valeur élevée de Cm pour la fibre de Crustacé

“est due & la surface importaﬁte de toutes lés structures de
.pénétration (FATT et KATZ, 1953 ; PEACHEY, 1967 ; FAIK et

FATT, 1964) et peut @tre ramenée, en tenant compte des surfaces
invaginées, 3 une valeur beaucoup plus faible : 1 uF/cm2 selon
PEACHEY (1965) et 5,7 ou 1,5 uF/cm2 selon SELVERSTON (1967).
Ces différénces entre les résultats de PEACHEY et ceux de
SELVERSTON proviennent essentiellement de la méthode de déter-
miﬁatibn de Cm :'celle-ci est faite soit en estimant la surface
tubulaire par analyse des coupes microscopiques (PEACHEY;

1965) soit par calcul & partir du résidu &lectrotonique d'un
courant.hyper— ou dépolarisant appliqué a la membrane
(SELVERSTON; 1967). Ainsi, il importe pour EISENBERG (1967) de
considérer que la capacité membranaire globalg de la fibre
muéculaire de crabe est la résultante de la capacité de lavmem~
brane sarcolemmique (Cm) et de celle des tubules (Ct); les
invaginations longitudinales &tant considérées comme apparténant -
au sarcolemme. La caéacité membranaire sarcolemmique se trouve
done ainsi‘reliée d 1'extérieur par une résistance (Rb) corres—
pondént au matériel -amorphe présent dans ces invaginations.

Les deux schémas proposés par EISENBERG en 1967 (Figure

19, p.43 et figure 22, p.48)se rapportant & la fibre du carpo~

podite de crabe (Portunus depurator et Carcinus maenas) diffé-~
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' E
SARCOLEMME TUBULES

!

>
EE Ry =E Ry
- ]
£ R Cs %E Ree j— Ct

Figure 22 : D'aprnes EISENBERG (1967)

Schéma électrique Equivalent de La membrane de fLa
‘fibre squelettique de crabe montrant La discrimination entre
Les deux systemes membranaires (sarcofemme et tubules), Le
potentiel de membrane dtant mesuré entre L'exténieun (E) et
L'inteniewn (I) de La gLibre.

. - Sancolemme : sont en parallile La nésistance membranaire du
sancolemme (Ry) et Le condensatewr membranairne (Cgz). Rp repré-
sente La nésistance du matérniel amonphe constitué par La
basale necouvrant Le sarcolemme et emplissant Les invaginations

(L?LHS Longitudinales de celudl-ci.
2L Tubukes : condensateur (Cf) et nésistance (Rpp) de £a membrane

tubukaire sont en parallele. R, est La resistance Longitudina~
Le de La Lumierne tubulaire.
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rencient de fagon appropriée les deux systémes membranaires dé-
finis précédemment. En appliquant la théorie du cable long
(COLE et CURTIS, 1936, 1938), un circuit lin€aire simple (Cm et
R.m en paralléle) ne peut pas rendre compte de la réponse de 1'im-
pédance globale membranaire (Zm) 4 un courant sinusoidal de
fréquence variable qﬁi lui est appliqué. Pour cette raison, en
mesurant 1'amplitude et le déphasage de la réponse &lectrique
membranaire de la fibre 3 des courants sinusoidaux qui lui sont
appliqués par microélectrodes, et aprés analyse, EISENBERG
propose les deux schémas ci-inclus, mettant en évidence un rap-
port structure-fonction et donnant des valeurs de Cm et Rm éna—
logues @ celles mesurées.

Le schéma de la figure 19 (p. 43) est celui qui pré-
sente le nombre minimum d'éléments pouvant rendre compte effi-
cacement des propriétés de la membrane. Les systémes membranai-
res sarcolemmique et tubulaire sont distincts ; R, . CS corres-
pond au circuit R . C . de la membrane sarcolemmique, Rt a la
résistance longitudinale des lumiéres tubulaires et Ct ala
capacité de la membrane tubulaire. Ce schéma admet que la ré-
sistance de la membrane du tubule est égaie a ©, Or, il semble
‘que ce ne soit pas le cas, puisqu'il existe une perméabilité
aux ions chlorure 4 ce niveau. Pour cette raison, le schéma
de la figure 22 (p. 48) parait plus approprié étant donné qu'il
fait intervenir Rce’ la résistance des memBranes tubulaires.

I1 est a noter que les valeurs calculées de C¢ et Cg par
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EISENBERG (1967) d'aprés les équations de FALK et FATT (1964)
sont de 1,6 uF/cm2 pour Ct et 4,5 uF/cm2 pour Cs' Ces valeurs

calculées sont compatibles, compte-tenu de 1'importance du sys-—

téme tubulaire et compte-tenu des résultats cités précédemment

de PEACHEY (1965) et de SELVERSTON (1967).

2.2, Schéma de GIRARDIER et Coll. (1963) applicable 3 la

fibre d'écrevisse.

Sachant qu'au niveau de la fibre musculaire d'écrevis—
se, le sarcolemme est préférentiellement perméable aux ions K"
et les tubules aux ions chlorure, GIRARDIER et Coll. (1963) sont
amenés 3 proposer un cirquit équivalent de la membrane de la
fibre d'écrevisse qui satisféit aux résultats qu'ils obtiennent
quant aux propriétés é@lectriques de cette fibre (figure 20,

p. 44).

La membrane plasmique (sarcolemme) est représentée
conventionnellement avec sa capacité Cm et ses deux conductan-
ces cationiques (gK et gNa)’ chacune étant en série avec les
forces électromotrices correspondantes (EK et ENa)'

La distinction est faite &galement pour les diffé-
rentes parties du STT : celle sujette aux gonflements produits
par un efflux de C1  (qui peut &tre considérée comme du TAI
selon nos observations) et celle des tubules radiaux (RT) as-
similable & notre T,. Le STT présente, du fait de sa conductance

Z

spécifique au Cl™, une pile au Cl”, puis une pile au C1 dont
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la résistance interne (R,,..) pouvant €tre pure ou réactive

STT

(dans ce cas R est en paralléle sur le condensa-

str = /8&c1)

teur de la membrane du STT (C ). Du fait de leur position

STT
a 1'extrémité des tubules RT, les éléments qui compbsent le STT
sont en rapport avec 1'extérieur par la résistancevlongitudina—
le RTL de la lumiére méme de ces tubules. Il importe de considé-
rer que ces tubuies RT possédent une membrane, donc une résis—
tance membranaire (RRT) et une capacité mgmbranaire (CRT). Les
différents €léments du STT sont en paralléle sur ceux du sarco-=
lemme.

Ainsi le schéma proposé sur la fibre d'écrevisse
rejoint celui d 'EISENBERG sur la fibre de crabe, ces deux
schémas tenant ccmpte de 1l'existence de deux systémes membra-
naires par des moyens d'approche différents. Néanmoins, le
schéma proposé par GIRARDIER et Coll. (1963) est plus élaboré
dans le sens oli il localise les différentes conductances ioni-
ques membranaires en particulier gg et 8op-

L'analyée des résultats obtenus sur 1a&fibre de
crabe par 1'étude de la réponse membranaire a des créneaux de
courant et & des modifications du contenu ionique du milieu
extérieur permet d'élaborer un schéma électrique équivalent

dérivé de ceux donnés ci-dessus.
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3 - ELABORATION DU SCHEMA APPLICABLE A LA FIBRE DE CRABE

3.1. Séparation des deux systémes.membranaires en

paralléle

3.1.1. Montage

Grace 3 1'emploi de microélectrodes, 1'analyse sur la
fibre de crabe des variations du potentiel.de membrane (Em) en
fonction du temps permet Qe donner, de la membrane, un schéma
électrique constitué de deux circuits intégrateurs R.C. en
paralléle (sarcolemme ét tubules). Une microélectrode mesure
Em et ses variations ; celles—ci sont consécutives a 1'applica—
tion d'un courant constant rectangulaire porté par une deuxiéme
microélectrode.

3.1.1.1. La microélectrode

Mise au point et utilis@e dés 1946 par GRAHAM et
GERARD, la technique de mesure de Em par une microélectrode est
trés utilisée. Néanmoins, il convieﬁt de connaltre les limites
de cette technique. En effet, le potentiel enregistré, outre
le fait qu'il est ponctuel, peut subir certaines altérations
provenant de la présence dfune capacité parasite et du poten-
tiel de pointe variabie selon 1'empalementidans la cellule
'(FERRIS et STEWART, 1974). Cependant, les causes d'erreurs
peuvent €tre maltrisées car elles dépendent en fait de la con-
formation de la microélectrode, et surtout de la pointe (le

diamétre en déterminant 1'impé&dance). Nos microélectrodes, réa-
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lisées selon les données de ALEXANDER et NASTUK (1953) et de
GESTELAND et Coll. ( 1959) sont en verre PYREX et remplies de
KC1, 3M. Elles ont une impédance comprise entre 5 et 10 M2, ce
qui correspond & un diamétre 3 la pointe de 1 i 0,5 um. Ne sont
conservées que celles dont le potentiel de pointe est inférieur
a8 4 mV. En effet, ce potentiel de pointe, fonction du diamétre

a la pointe, de la nature du verre, de la composition, de la
concentration et du pH de 1'électrolyte (SCHANNE et Coll., 1968)
est différent pour chaque microélectrode et doit donc &tre mesu-~
ré avant son utilisation, tout comme d'ailleurs le potentiel

de 1'électrode au contact du milieu extracellulaire lorsque ce
dernier est appelé a €tre modifié ultérieurement. Il est d noter
gyue 1'impédance de la microélectrode augmenté avec la longueur
de pointe implantée (CAILLE et GAGNE, 1971) mais, de toute
fagon, dans des proportions compatibles avec i'impédance d'en~-

trée de 1'appareil de mesure (montage &lectrométrique).

3.1.1.2. - Enregistrement de Em

La figure 23 (p. 54) donne le schéma du montage. La
forte impédance de la microélectrode, liée a la faible impédance
d'entrée de 1'oscilloscope (1 M) rend nécessaire 1'utilisation
d'un abaisseur d'impédance construit d'aprés CHEVAL (1966) et
CLOTTES (1969) dont les caractéristiques sont : impédance

d'entrée > 1000 M 2, impédance de sortie faible &= 10 k Q,
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Figure 23 : Schéma du montage utiliseé pour L'étude des propri@tés
Blectiiques de La §ibre rnusculaire squelettique de crabe baignant
dans Le Liquide physiofogique constamment renouvele.

- A gauche : Cirewit d'ennegistrement du potentiel de membrane
: (E, ). Celui-ci est mesuné grdce a La microelectrode (E,)

fichée dans La §ibre (F), par napport & une electrode indife-

nente (E;). Ep est visualisé sur £'écran de 2'oscilloscope

(V) parn §'intenmddiaire d'un abaisseurn d'impédance (A1) néces-

saine du fait de La valeur de £'impEdance de La microelectrode

(5 a@ 10 MQJ. Les @Lectrodes sont rendues impolarisables par

(BT-‘S 'utilisation de piles au calomel (EI : Ag/AgCL/KCE, 3M).
UUEfine boite de tarage (T) penmet £'Etakonnage. B est Le beindage.

- A drnoite : Cincwit permettant de modifier La valeuwr de E,
304% de facon temporaire (Sa) ou continue (G).
La perturbation est appontée par rapport a une électrode ex-
terne grace a une microdlectrode | Ey). Le cowrant (I), mesurd

~

grdce a La nésistance (1) de faible valeur (5 k @) est deli- £
WiE par un géndrateur permettant de deébiter dans £a membrane
un cowrant rendu constant du fait de L'interposition avec La v

micrnodlectrode d'une nésistance (R) de valeur élevie.

" .’&
.|




bande passante de 20 k Hz avec 10 M Q@ 3 1l'entrée et aprés com—
pensation de la capacité parasite, gain ramené a 1. Les élec—
trodes (de mesure et de référence) sont rendues impolarisables
par 1l'emploi de piles au calomel (Hg / HgCL / KCl, 3M). La
faible résistivité du milieu extracellulaire (20 Q. ;m, SHAW,

1955 a) permet de considérer 1'électrode de référence au con-

tact de la face externe de la membrane.

3.1.1.3. = Polarisation de la membrane

Elle peut @tre modifiée par application selon les
besoins, soit d'un courant constant hyper- ou dépolarisant,
transitoire ou permanent,soit d'un courant alternatif de fré-—
quence déterminée. L'application est faite, grace 3 un généra—
teur adapté, par 1'intermédiaire d'une microélectrode remplie
de KC1, 3 M. Celle-ci doit d'ailleurs €tre de faible impédance
(1 3a5MQ) et sélectiénnée pour son aptitude 3 ne pas recti=-
fier (FRANK et BECKER, 1964 ; KOPPENHOFER et SCHRAMM, 1974).
La figure 23 (p.54 ) donne le schéma synoptique du montage
utilisé pour modifier B

Em et le coﬁrant appliqué 3 la membrane sont visua-

vlisés et mémorisés sur oscilloscope TEKTRONIX 5031 puis photo-

graphiés grace 3 une caméra TEKTRONIX C70.
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3.1.2. ~ Analyse des deux systémes membranaires en

paralléle (sarcolemme et tubules)

3.1.2.1. = Formulation mathématique

3.1.2.1.1. = Schéma électrique équivalent

' Le schéma électrique équivalent de la membrane de la
fibre de crabe donné pér EISENBERG (1967) fait état de deux
ciréuits R.C. en paralléle. En considérant ce schéma comme un
€lément, la membrane de la fibre excitable doit €tre formée
dfun énsemble d'éléments identiques en paralléle réunis par
l'intermédiaire des résistances intra- et extracellulaires
(figure 24 a, p.57 ).'

Le probléme qui se pose est de savoir comment répond
cet ensemble d'éléments 3 la modification de la polarité de
1'élément de rang n, l'enregiétrement de la réponse se faisant
au niveau de l'élémeﬁt de rang n + Xx.

L'analyse mathématique d'un tel réseau étudié éar
LOUAGE (1975)montre que :

- les résistances Rb et Rt dues 3 la présence du

: matériel amorphe au niveau du sarcolemme et dans la lumidre
des tubules ne modifient pas 1'allure de la réponse mais in-

roduisent néanmoins un éloignement constant du potentiel des

/-gircuits R.C. de celui du milieu externe;
TR
L B S

Tt
A AT S ot «. e i P
et - 3 la condition que x, le nombre d'éléments sépa-

rant 1'élément perturbé de 1'élément interrogé soit supérieur
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Figure 24 a

Figure 24 : Schémas &lectrniques équivalents de La membrane de
La {<ibre de crabe placBe sous différentes conditions expérni-
mentales.

- 24 a : Schématisation de La membrane : celle-ci est formée de
n eléments placts en parallele et néunis Les uns aux autres
pan L' intemediaine des résistances du milieu interne (n;) et
du milieu externe {n,). Chaque élement est constitué de deux
eineuits R.C. (R, . C cornrnespond a La membrane sarcolemmique,

Rep - Cp @ La membnane tubulaine) placts en parallele.

Les schémas b, c et d conrespondent au schéma de EISENBERG
(1967) (voin 5¢gune 22, p.48 ) ol centains éLéments sont
modifLes :

- 24 b : La nésistance de La membrane Aaﬂcoﬁemm&que (R ) est N
Supprimée. - £

- 24 ¢ : fLa n@sistance de La membrane tubulaire (R,,) est
supprimge. v

- 24 d : tout Le c&ncuat R.C. comrespondant a fa membrane
Eutaine (R ) est supprimé.
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d 10, la membrane de la fibre excitable . répond comme un
seul élémen;. |

Tout donne lieu 3 penser qu'expérimentalement cette
condition est réalisée puisque ‘la distance interélectréde est
de 1'ordre de 100 um et que la distance séparant deux stries Z
est voisine de 4~5 uym (PEACHEY, 1966 ; MATHIEU, 1970).

Le développement de 1'analyse mathématique permettant
de dire que la membrane de la fibre excitable se comporte comme

un simple circuit R.C. est donné en annexe I.

3.1.2.1.2. - Réponse du modéle a un &échelon

de courant.

La réponse est telle que, outre une polarisation im-—
médiate due 3 la présence de Rb et Rt’ le potentiel (Vt) tend,
en fonction du temps, vers une valeur V maximum selon 1'équa-
tion PV, = v (1 - e—at) 6& a, coefficient de 1'exponentielle

ifén , R.C. dépendant bien é&videmment des caracté-

est égal i
ristiques €lectriques de chacun des deux circuits R.C. en
paralléle (correspondant respectivement 8 la membrane du sar-

colemme et & celle des tubules).

Avant d'@tudier la réponse de la membrane biologique,

en fonction de la schématisation équivalente qui en a &té faite,: -:

une simulation physique concréte est r@alisée 3 1'aide de com- ﬁ

posants électroniques.

- Le modéie utilisé dérive du schéma de EISENBERG
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(1967) (figure 22, p.k48). Les valeurs des résistances et capa*‘
cités sont telles que 1'hypothése de EISENBERG est vérifide. En
effet, les deux circuits R.C. correspondant au sarcolemme (RS
et Cg) et aux tubules (RCe et Ct),sont équivalents. Afin de
respecter'approximativement les rapports entre les valeurs
proposées pour chacune des caractéristiqﬁes €lectriques de la
fibre de crabe et celles de notre modéle de simulation ont &té
choisis : R, = 10 @ 3 R =22 ; R, = 12002 5 C_ = 10 u F;
Rce = 220 Q et Ct = 50 uF.

- Un créneau de courant constant est appliqué entre E
et I de fagon 5 modifier le potentiel entre ces points. L'évo—
.lution de ce potentiel est &tudiée en fonction du temps aprés
modification ou non du circuit.

- Lorsque tous les composants du mod&le sont présents
(figure 25 a, p. 61), la réponse v, (figure 25 b, p.61) &volue
en fonction du temps selon 1'équation v, = V(l-e —at) comme
1'atteste la courbe M 1| de la figure 26 (p.62 ). L'&quation
Log (V-v¢) = fit) est ;raduite par une droite avec un coefficient
de corrélation de . 999 (n = 27). Dans ces conditions, 1'équa-

tion de v, = f (t) peut s'écrire :

v = 1,826 (1 - &%) (¢ en 8).
R
ﬁfyuﬁe cette Equation, il est d&duit la valeur du circuit R.C. dans
e _3

ces conditions : R.C. = 12,8 . 10 ~° Q.F. correspondant bien

évidemment & ce que donne le calcul.
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Figure 25 : Modéle établi a partin du schéma proposé par
EISENBERG (1967). ‘ '

- 25 a : Schéma du modéle Electrnique utilisé. E
neprésente LTextérnieur de La membrane, 1 £'intérniewrn. Pour La
signigication de chaque &Lement, se reporter au schéma de
EISENBERG (1967, gigure 22, p. 48 ).

Rb =10Q; R, =229 ;R =120089 ; C

2 73 N
et C, = 50 qF. _ (:?E€>
LILLE
- 25 b : Enregistrement de La néponse (trac€ du haut) e
du modéle a un créneau de courant (trhacé du bas).

L'evolution de cette néponse (v,) en fonction du temps est
‘exponentielle comme Le montre 2% mise en gquation (voin texte).

s = 10 uF ; Rce = 220 @
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Figure 26 : Réponses {v,) du cineuit de simulation plus ou

moAns moH&é&e a des cx %neaux de counani‘qui Lul sont appliquis.
Les counbes M1, M2, M3 et M4 correspondent & £a représentation
grhaphique (5Lgune 26 a) de £'équation Log (V - vi) = ¢ (2).

Les enregistrements permettant de tracer ces COMbQA(ﬁLgU/LQ 26 b)
cornrespondent @ La néponse du modele au créneau de courant qui
Lul est appliqué (tracé du bas).

- M1 : néponse du modelLe non modifie (schéma 549une 25 a, p.61)
(qt = 1,824 (1 - e-78%) (& en 4).

- MZ : néponse du modéle dont La nésistance Ry est supprimée
(dchéma gigure 24 b, p.58) (v, = 1,668 (1 - e “57 &) (& en 8).

- M3 : néponse du modeﬂe dont fa ndsistance Ree 4% Supprimée

'(Achema figurne 24 ¢, p. 58) vy = 1,987 (1 - e-30 %) (£ en 8).

- M4 : neponse du modete dont Le cireuit R,, . C. est supprime

p. 58)
(v, = 1,248 (1- 1758 (2 en ).

L'intensite du courant appliqué au modele est telle que La valeur
de V est sensiblement La méme pour comparer plus aisément Les

- difgerentes pentes.
. En effet, un méme cowrant se tradult par une valeur de V qui
‘dépend de La composition du circult comme Le montrent Les

enegistrhements 26 A, 26 B, 26 C connebpondant nQAchZLvement

au montage complet, a La suppression de R et a celle de R
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- La suppression de Rﬁ et Rt (figure 27 a, p. 65)
fait que le point E est ramené directement aux bornes des
circuits R.C. ; la variation de potentiel instantange observa-
‘ble 34 1'établissement et 4 1'annulation du courant applicué
(figure 25 b, p. 61) disparait (figure 27 b, p. 65). Ainsi,

la présence ou 1'absencé de Rb et Rt ne modifie pas 1l'allure de
la réponse v, = f (t).

- Sur une fibre, inhiber une conductance ionique
iocalisée, par exemple au niveau de la membrane sarcolemmique,
revieﬁt 3 rendre la résistance de cette membrane pratiquement ©0
. .sans modification de sa capacité. Ainsi, en enlevant la ré-
sistance Rs'au modéle (figure 24 b, p. 58), la réponse Vt =
f (t) est modifiée comme le montre 1'enregistrement M2 de la
figure 26 (p. 62). La droite expérimentale M2 traduisant
Log (V‘Vt) = f (t) présente un coefficient de corrélation de

- 999 (n = 27). Ainsi, 1'équation de v, = £ (1) s'écrit :

v, = 1,668 (1 - e—57t) (t en s).

La valeur de R.C. calculée dans ces conditions est de

3

17,5.10 ° Q.F. En faisant abstraction de Rb le calcul donne

13,2. 1073 q.F.

;‘4:‘-
&
“oodt circuit R.C. correspondant au systéme tubulaire (figure 24 c,
P y g

~ De la méme fagon la suppression de la résistance Rce

p. 58) se traduit par une relation Log (V - Vt) = f (t) linéai-
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Figure 27 a

4.

Flgure 27 b

wie 27 : Reponses du modefe Lorsque Les nésistances R, et
lvaUL Achema de EISENBERG, figure 22, p. 48 ) sont
uen/te/s (§igure 22) ou non (figure 27 a).
La gigune 27 b montrne Le nole de ces nésistances. En eﬁﬁex
La suppression de Rb et R/t (trace 2) se traduit pan La dis-
parition de La variation instantande de v, & £'établissement
du courant observable dans Les conditions nonmales (trnacé 1).
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re comme le montre la droite M3 de la figure 26 (p. 62)
coefficient de corrélation : . 999, n = 27).

L'équation v, = f (t) s'écrit :

t

v, = 1,987 (1 - e—30 t) (t en s)

d'ol ilapparait que le circuit R.C. posséde une valeur de

33,33.107° q.F.

~ La suppression pure et simple du circuit R.C. cor—

respondant & la membrane tubulaire (Rce . C_ et Rt) (figure 24.d

t
p. 58) modifie de fagon importante la pente de la droite tra—
duisant la relation Log (V - vt) = f (t) comme le montre la
cqurbe M4 de la figure 26 (p. 62) (coefficient de corrélation :
. 994, n = 13). Dans ces conditions, 1‘ééuation Vt = f (t)
devient :

=175 t
e

v =}l,248 (1 - ) (t en s).

t

Le coefficient d'exponentielle permet de donner la

valeur du circuit R.C. dans ces conditions : 5,71.10.~3 Q.F.,
circuit qui ne correspond plus qu'au circuit.R.C. du systéme

sarcolemmique.

3.1.3.1.3. = En conclusion, 1'analyse de
la réponse d'un modéle simulant la membrane Biologique i partir
des données de EISENBERG (1967) permet d'affirmer que la mem—
‘brane bien que constituée de deux circuits R.C. en paralléle,

répond comme un seul circuit R.C. Toutefois, si, dans le dé-
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veloppement mathématique Rb et Rr peuvent étre négligées pour

montrer que v, = vV (1 - e—at), elles interviennent dans le caled.
de la pente de la rélation linéaire Log (V - vt) = f (t). En

effet, la mise en &quation de cette réponse conduit & donner une

-

valeur de R.C. qui ne correspond pas exactement i celle que le

calcul permet de donner en ne considé@rant que Rs’ R , CS et C_.

ce t

Ainsi, 3@ partir des valeurs données par EISENBERG (1967) il
"est possible d'établir le rapport dans lequel la valeur de R.C.

varie lorsque

- RS est o : R.C. x 1,368
- R este :R,C. x 2,600
ce A

- R C, et R  sont supprimées : R.C. x 0,446,

ce’ 't t

3.1.2,2. - Discrimination entre les deux

systémes membranaires de la fibre musculaire de crabe.

Connaissant la réponse d'un modé&le simulant la membrane
et sachant comment &volue cette réponse en fonction.des modifica—
tions que 1l'on peut apporter aux différents €léments constituant
le circuit, il est aisé de';avoir si 1'hypothése de EISENBERG
- ( 1967) se vérifie et si elle apporte, en outre, des éléments
importants d'information sur la localisation et d'éventuelles
modifications des perméabilifés membranaires sous certaines

conditions expérimentales. En effet, une étude similaire 3 celle

conduite gur le modéle (§ précddent), peut &tre entreprise
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sur la fibre musculaire squelettique de crabe. La perturbation
est apportée & la membrane par un créneau de courant de faible
intensité (hyperpolarisant pour‘éviter d'éveﬁtuels phénoménes
de rectification). La réponse enregistrée permet d'établir si
la relation (V - vt) = f (t) correspond 3 une exponentielle

et ainsi de connaitre la valeur du circuit R.C. équivalent de
la membrane.

En utilisant cegtains.milieux anormaux et certains
inhibiteurs, on peut bloquer, ou du moins fortement diminuer,
une conductance membranaire précise. Sachant que chaque systéme
membranaire de la fibre de crabe est préférentiellement perméa—
ble 3 une esp&ce ionique, 1'inhibition de la conductancé de
1'un des ions considéré&s revient & rendre « Rs ou RCe du modéle.
Il convient d'établir,dans ces conditiéns,le rapport dans lequel
se modifie la valeur du circuit R.C. en référence-au milieu nor-—
mal pour savoir si, sous certaines conditions, 1'élimination de

la membrane tubulaire ou externe est effective.

3.1.2.2.1. - Existence de Rb et Rt

L'analyse de la réponse E =f (t) de la membrane a
_des créneaux de courant constant permet de mettre en évidence,
i 1'établissement et 3 la rupture du courant, une variation ins-
tantanée de Em (figure 28, p. 69). Cette variation témoigne de
il’existence de la résistance R due au matériel amorphe existant

d la surface du sarcolemme et de celle de Rt correspondant 3 la
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Figure 28 : Ennegistrements des varniations de Ey (traces du haut)
de Za {ibre musculaire squelettique de crabe, en gonction du
temps Lons de L'application de créneaux de cowrants hyperpola-
nisants (thacés du bas).
La vardation instantande de Ep.a L£'établissement et a L£'annula-
Ltion du courant, nend compte de L'existence des nésistances
Rp (n2sistance du maténiel amorphe présent a La surface du
sancolemme et des invaginations Longitudinales de celui-ci)
et Ry (nésistance Longitudinale des tubules). i
L'gvolution de E, en fonction du temps népond & L'8quation |
} E =V (1 - ¢4002%) (tenas), .
ce qui donne une valBun du cirouit R.C. Zquivalent de La
membrane de L'ondre de 2,5.10-3 Q.F.

&)
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fésistance longitudinale des lumiéres tubulaires. Toutefois,
compte-tenu de la variabilité de ce potentiel instantané selon
les fibres et la possibilité d'un passage direct par capacité
d'une partie du courant de polarisation i 1'@lectrode d'enre-
gistrément,ril ne peut &tre donné d'estimation quan£ i la valeur

absolue ou relative de Rb et de Rt;

3.1.2.2.2. - Blocage du sarcolemme

Comme nous le verrons ultérieurement (§ 322),1les ions

H+vbloquent,sur certaines préparations, 1a conductance de surface

- (BROOKS et HUTTER, 1962 ; SPURWAY, 1965  s HUTTER et WARNER,
1967 a ; 1967 b) qui s'avére &tre sur la fibre de crabe une
conductance aux ions K+ (MOUNIER et Coll., 1970).

Ainsi,un milieu dépourvu d'ions K+ (12,9 mM de chlo-—-
rure de choline remplégant le KC1) et rendu acide par un tampon
biphtalate de K (5 mM) — Na OH (0,25 mM) (pH : 4,25) doit
diminuer gK,.donc rendre Rs trés élevée.

La figure 29 (p. 71) donne 1l'enregistrement de la
réponse 3 un créneau de courant hyperpolarisant d'une fibrf

aAvene

. de
placée dans les conditions normales (enregistremen:\l)set de la

niéme fibre aprds action pendant 20 mn du milieu anormal acide

. d&pourvu de K' (enregistrement {llde dvsite),
TN .
;i'équation donnant v,_ = £ (t) est :

-355 t
e

t

v, = 19,787 (1 -

N ) (t en s) dans les conditions

normales,et
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Figure 79 : Evolution de E, en fonction du temps consécutivement
‘a %'appuca/tion d'un créneau de counant hypenpolorisant dans Les
conditions nonmales et dans Les conditions ol £a conductance
sarncolemmique (1/R,) est bloque par Les ions H* et L'absence
de K* extracellulaire.

- 29 a : Variations de Ep consteutives a L£'application du méme.
chéneau de courant (tracés de bas) dans Les conditions normales
(figure de gauche) et apnés action du milieu acide (pH = 4,25)
depourvu d'ions K* (figure de droite). TN

- 29 b : Counbes traduisant La nelation Log (V - vg) = § (&) dans tues-
Zes conditions nonmales (courbe B 1) et apres blocage de La
conductance du sarncolemme (courbe B 2). La valewr du cirewit
R.C. augmente dans un rappont de 1,994. '




v, = 32,624 (1 - Py

) (t en s) aprés inhibition
de g+ En effet, les courbes B 1 et B 2 dé la figure 29 L

(p. 71) correspondant respectivement au milieu de référence et

au milieu anormal traduisant Log (V—Vt) = f (t) comme une relation

lingaire, compte—tenu des coefficients de corrélation respec—
tifs : .999 (n = 17) et .987 (n = 25).

Le calcul de la valeur du circuit R.C. équivalent de

la membrane dans les conditions normales (= 2,81.10—3

anormales (= 5,61.10_3 Q.F) permet d'établir le rapport dans

Q.F), et

lequel cette valeur s'est modifiée. Ce rapport de 1,994 est 1&-
gérement supérieur d celui dans lequel se fait 1'augmeptation
de la résistance membranaire de repos (1,649) et 3 celui préﬁu

par le modéle (1,368). Ces discordances conduisent d considérer,

compte-tenu des valeurs données par EISNEBERG, qu'effectivement,

dans de telles conditions, la conductance de surface est rela-

tivement faible.

3.1.2.2.3. -'Blocage des tubules

La suppression des ions chlorure du milieu extracel-

lulaire entralne une trés forte diminution de la conductance a

ces ions (MOORE, 1969) qui se trouve &étre localisée chez la
fibre de crabe au niveau du STT (SELVERSTON, 1967) comme cela
sera vu ultérieurement (§ 323).

Un milieu ol les ions :chlorure sont remplacés par

des ions propionate ou méthylsulfate, les autres ions restant a
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leur concentration de référence, augmente considérabieﬁent Rce'
| La figure 30 (p. 74) montre 1'évolution de la relation

v, = f (t) obtenue en milieu de référence (figure 30 b courbe B1l)
et aprés 30 mn d'action du milieu dépourvu d'ions chlorure
(figure 30 courbe B3;.

La relation Log (V - vt) = f (t) obtenue dans les
deux cas (courbes B | et B 3 respectivement) se révéle 8tre
linéaire. En effet, les coefficients de corréiation sont . 992
(n = 18) pour 1la courbé B 1 et .999 (n = 27) pour B 3.

L'équation v = £ (t) peut é'écrire :

v, = 33,082 (1 - e /8¢

t ) (t en s) pour le milieu de

référence et

v, = 44,080 (1 - e_]34t) (t en s) aprés blocage des
tubules.

Le coefficient d'exponentielle permet de donner au
circuit R.C. équivalent la valeur de 2,64.10-3 2.F dans les con-

3 Q.F. dans les conditions anor-

ditions normales et 7,46.10
males. Le rapport de ces deux valeurs (2,820) est pratiquement

analogue>é celui prévu par le modéle (2,600).

3.1.2.2.4. ~ "Détubulation" de 1la fibre

La lésion sélective du STT des fibres musculaires
striées peut €tre faite grice 3 un choc osmotique.
Depuis OVERTON (1902) et STEGGARDA (1927) . on sait

que l'hypertonie provoque une perte des phénoménes mécaniques.
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Figure 30 : Evolution de Ey, en fonction du Zemps Lors de
TTapplication d'un créneau de courant hyperpolarisant dans Les
conditions oii La conductance des tubules est considérablement

néduite pan absence d'ions chlomune du milion extracellulaire.

- 30 a : Vaiations de Ey Lons de £'application du méme créneau
de counant (trhacés du bas) dans Les conditions normales (fgigure
de gauche) et aprn2s action du milieu dépourvu d'ions chlorure

/ ({ons de nemplacement : ions propionate ou méthylsulgate)
(§igure de drodte). :

- 30 b : Courbes Log (V - vg) = § (%) dans Les conditions nor-
mafes (courbe B 1) et apnds blocage de La conductance de La
membrane des tubules (courbe B 3). ' :

La nésistance membranaine de nepos 4'accroit, ainsi que La valeur
du cirneuit R.C. Zquivalent {selon un facteur de 2,820).
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"L'effet glycérol" est obtenu lors du retour aux conditions
initiales de la fibre traitée au préalable par un milieu rendu

hypertonique par addition de glycérol (HOWELL et JENDEN, 1967 ;

'HOWELL, 1969 ; KROLENKO, 1969). Le choc osmotique se traduit

par un découplage entre l'excitation et la contraction
(YAMAGUCHI et Coll. 1962 ; BIRKS et DAVEY, 1969 ; ILDEFONSE

et Coll., 1969 b ; ADRIAN et Coll., 1970 a ; MIYAMOTO et
HUBBARD, 1972). Cet effet semble, pour la fibre de grenouille,
étre spécifique de l'emploi du glycérol comme substance rendant
le liquide physiologique hypertonique car 1'emploi,par exemple,
de saccharose n'entraine pas le méme phénoméne (FUJINO et Coll.,
1961 ; YAMAGUCHI et Coll., 1962 ; HOWELL, 1969). Toutefois,
1'urée se révéle pouvoir,sur la fibre de grenouille,remplacer
le glycérol (FUJINO et Coll., 1972) de méme que 1'éthyléne gly-
col (SEVCIK et NAkAHASHI, 1972) . Le choc osmotique se traduit
par un maintien de la valeur de Er 34 la condition d'ajouter des
ions divalents au milieu externe (HOWELL et Coll., 1970 ;
EISENBERG et Coll., 1971) car sans cette condition, HOWELL,
(1969), EISENBERG et GAGE, (1969) ; HENDERSON (1970) observent
de grandes'variations. Le pétentiel d'action est maintenu
(HOWELL, 1969 ; GAGE et EISENBERG, 1967, 1969 ; SEVCIK et
NARAHASHI, 1972 ; PARDO et Coll., 1974 ...). Il appa-

rait également que le post-potentiel négatif du PA est aboli
(EISENBERG et GAGE, 1967) ainsi que les propriétés de rectifi-

cation de la membrane (ILDEFONSE et ROUGIER, 1968 ; KAO et
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STANFIELD, 1968 ; ILDEFONSE et Coll., 1969 b) bien qu'une partie
de la rectification anormale se manifeste en surface (TAKEDA et
OOMURA, 1969 ; GAGE et EISENBERG, 1969). D'autre part, la rup-
ture des tubulesde la fibre de grenouille est attest&e par la
diminution de la valeﬁr spécifique du condensateur membranaire
(EISENBERG et GAGE, 1967 ; EISENBERG et Coll., 1972 ; PAPIR,
197?)‘qui, dans ces conditions, n'est plué fonction de la valeur
de’ la pression osmotique (VAﬁGHAN et Coll., 1972).
Ainsi, un processus expérimental &quivalent appliqué
a notre préparation est important pour 1'établissement du mo-
déle &lectrique qui doit &tre fait en fonction de 1'effet de
. la rupture des tubules sur la réponse &lectrique. Quant au mode.
d'action du glycérol sur'la structure de la fibre, il n'est pas
parfaitement connu (HOWELL, 1969 ; SEVCIK et NARAHASHI, 1972).
Cependant, i1 est bien &tabli que l'augmentétion de pfession
osmotique provoque une diminution du volume de la fibre par
sortie d'éau (BLINKS,‘I965) laquelle provoque un gonflement
des tubules (BOZLER, 1961 ; KROLENKO ethDAMJAN, 1967 ; |
FAPOPORT et Coll., 1968). Lors du retour aux conditions initia-—
lles, des vésicuiations du STT apparaissent dénotantvune des-
truction sélective de cette structure (EISENBERG et EISENBERG,
1968 ; KROLENKO, 1969 ; NAKAJIMA et Coll., 1969) probablement
en rapport avec des mouvements de glyc&rol (KROLENKO et Coliﬁ
1973). En définitive, 98 p. 100 des tubules sont désolidarisés

de la membrane sarcolemmique (EISENBERG et EISENBERG, 1968),
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ée'qui revient a dire que le comportement &lectrique de la mem-
brane de la fibre correspond exglusivemeﬁt 3 celui de la mem-
brane sarcolemmique.

Sur la fibre de crabe, la destruction des tubules est
vproduite grice i un choc osmotique broyoqué par un milieu hy-
pertonique (milieu normal additionné de 2376 mM de glycérOI)
de pression osmotique éga%e 2 3 fois la pression osmotique de
référence. Il apparalt nécessaire de soumettre la fibre & une’
pression osmotique plué élevée que sur la fibre de grenouille
pour obtenir le méme résultat, une pression osmotique double de
celle de ré&férence &tant suffisante pour cette derniére
(HOWELL et JENDEN, 1967 ; KROLENKO, 1969 ; HOWELL, 1969). Pour
cette fibre, le temps optimum d'imbibition dans le milieu hy-
pertonique s'avére &tre de 20 mn. Certaines fibres,soumises 3
1'action du glycérol,se lésent lors du retour aux conditions
initiales comme 1'atteste la chute importante de la valeur de
Er et celle de Rm' Seules sont conservées les fibres qui pré-
sentent, aprés traitement, une valeur de Er proche de la valeur
normale se maintenant au cours du temps e; une Rm supérieure
‘5 celle de féférence.‘

La figure 31 (p.78 ) donne un exemple d'enregistrement
de la relation v, = f (t) avant (enregistremental) et aprés
choc osmotique (enregistrementa?). La mise_en équations dgs re—

lations Log (V - Vt) = f (t) permet de dire qu'il s'agit de




78.

V- v, (mVj f ' e PdmN
Sms,
- — [1ona
Figure 31 a 1~
- lZOmV )
. |
\, sms,
\. — o e mi _IlouA
\. ‘ © Figure 31 a2
\.
A \\!\
0,21 A e
z B4 NB1 t (ms)
0 5 10 15

Figure 31 b

Figure 31 : Evolution de E, en fonction du Zemps aprls appli-
cation d'un cndneau de courant hyperpolarisant dans Les condi-
tions ol tout Le systime tubulaire est désolidarnise du sarcolem-
me.

La nupture des tubules est provoquée Lorsque La gibre, apres
avoin 818 soumise @ un milieu hypertonique (3 fois La pression
‘osmotique nowmale par addition de glycérol), est neplacée dans
Le milieu de négérence.

- 31 a : Variations de E, conséeutives a L'application d'un
‘meme cnéneau de courant hyperpolarisant (trhacés du bas) dans
Les conditions nommales (figure 31 all et apres nupture,

gugfun La meme fibre, des tubules (gtgure 31 a?).

\ULEB] b 2 Evolution de La nelation Log (V - vt) = § (&) dans Les
conditions nowmales {courbe B 1) et aprds nupture des tubules
{courbe B 4). La vakeur du circuit R.C. Equivalent chute
selon un rapport de 0,244. o
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droites (coefficients de corrélation respectifs : .998, n = 16
pour B 1 et .989, n = 13 pour B-4).

Donc 1'équation v, = f (t) peut s'écrire :

-V, = 13,491 (l.— e-420t) (t en s) pour le milieu
normal, '
et v = 15,394 (1 - e_l725t) (t en s) aprés choc
osmotique. |

La résistance de membrane s'est accrue dé 14 p. ldO
pendant qué,corrélafivement,la valeur du circuit‘R.C.‘équiva-
lent de 2,38.]0—-3 QF passe & 0,58.10_3 QF aprés rupture des
tubules, soit une modification selon un rapport de 0,244, infé~
rieur 3 celui trouvé 3 pa;tir du modéle dérivé de EISENBERG
(0,446). La baisse de la valeur du circuit R.C. équivalent,
bien que la résistance de membrane globale augmente, montre
que,effectivement,le choc osmotique supprime le cifcuit R.C.

di au# tubules. Toutefois, 1'augmentation de Rm globale moindre
que par blocage de gy Par absencg d'ions chlorure et la béisse
'corrélativé de la valeur de R.C.,plus importante que celle qui
‘peut @tre calculée 3 partir du modéle, laissent supposer que la
valeur de Ct est plus importante que celle prévue par EISENBERG
ou que, selon toute vraisemblance, des microlésions, i 1'endroit
des’connexions entre le sarcolemme et les tubules, shuntent

légeérement la résistance sarcolemmique.

\ -
S
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3.1.2.3. - En conclusion, il s'avére que, dans

les conditions expériﬁentales formulées plus haut, la réponse
de la fibre musculaire squelettique de crabe i un créneau de
courant faible appliqué trés 1o¢a1ement montre qu'au niveau de
l'enregistrement, la membrane se comporte comme un simple cir—
cuit R.C. séparé toutefois du milieu externe par deux ré&sistan-—
ces ohmiques (Rb et Rr)’ La valeur du circuit R.C. dépend de
chacun des deux circuits que constituent les systémes membranai-
res sarcolemmique et tuﬁulaire.C'est ce que montrent les &tudes
portant sur un modéle’de simulation &tabli & partir des travaux
de EISENBERG (1967) et sur notre préparation soumise & différents
milieux ayant pour but de modifier la valeur de 1'un ou 1'autre
des systémes membranaires.

En effet, compte-tenu des calculs précédents, on dis-
pose de données permettant d'évaluer la variation relative de
la valeur du circuit R.C. dans des conditions anormales en compa-
raison avec celle obtenue dans les conditions normales. Ainsi,

la valeur du circuit R.C. varie dans les rapports suivants :

R.C. x 1,994 lorsque Rs passe de sa valeur normale

1'e

[+14

- R.C. x 2,820 lorsque Rce passe de sa valeur normale

1'w

114

R.C. x 0,244 en passant des conditions normales a la

suppression de Rce . Ct et Rt'
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De plus, ceci nous permet de disposer d'un moyen pour
- apprécier l'importance et la localisation des perturbations

apportées a la fibre par certaines conditions expérimentales.

3.2. - Perméabilités membranaires ioniques au repos =

Potentiel de repos

3.2.1. - Données générales

3.2.1.1. - Potentiel de repos (Er)

La valeur de‘Er dépend des concentrations ioniques
intra- et extracellulaires et des perméabilités respectives de
la membrane 3 ces ions. Selon 1la théorie de BOYLE et CONWAY
(1941) qui prévoit que les ions sont distribuds passivement
selon un équilibre de DONNAN (1924), la valeur de Er peut étrg
déterminée par 1'équation de NERNST comme sur la fibre squelet—
fique de grenouille (HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ; HARRIS, 1963)
ot la conducfance de la membrane au Cl Q;Cl) est supérieure 3
celle au K' (&) (HUTTER et NOBLE, 1960 b ; ADRIAN, 1961 ;
ADRTAN et FREYGANG, 1962 a ; STEFANI et STEINBACH, 1969).

Néanmoins, 1'équation de NERSNT n'explique pas en-—
tiérement la valeur de Er de cette fibre-squelettique de gre—

-nouille, particulirement pour les concentrations de K extra-
cellulaire faibles (ADRIAN, 1956 ; HODGKIN et HOROWICZ, 1959).
D'autre part, 1'équation de GOLDMAN (1943) modifiée par HODGKIN
et KATZ (1949) dérivant de la théorieducﬁamp constant, appli~

quée par JENERICK (1953), ADRIAN (1956), HODGKIN et HOROWICZ -




82.

(1959), AKRELIENE (1973) donne une valeur satisfaisante.

Dans certains cas, Er ne peut &étre expliqué»par 1'une
ou l'autre des équations de NERNST ou GOLDMAN car il faut tenir
‘compte de 1'existence, 3 travers la membrane,de transports
actifs dont la somme algébrique est difféfente de 0.En effet,
pour la fibre lisse de Vertébré, par exemple celle du taenia-
coli de cobaye, la fibre n'étant pas en &quilibre thermodyna-
mique avec le milieu extracellulaire (KURIYAMA, 1963), la valew
mesurée de E_ (- 51 uV : BULBRING, 1954, HOLMAN, 1958) ne cor-
respond pas 3 la valeur calculée par 1'équation de GOLﬁMAN
(- 37 mV : CASTEELS, 1969). Dans ce cas, CASTEELS (1965, 1966)
montre que le Cl  est transporté 3 1'intérieur de la fibre con-
. tre son gradient &lectrochimique en relation avec 1'échange Na'-
K;.

En ce qui concerne les fibres musculaireé de Crusta-
cés, il ressort que, selon les fibres interrogées et selon les
auteurs, Er peut €tre expliqué soit par 1'équation de NERNST,
soit par 1'dquation de COLDMANN, soit finalement par 1'dquation
de GOLDMAN affectée d'un facteur révélant 1'existence d'un |
transport actif électrogéne.

La distribution passive des ions K et C1~ selon un
équilibre de DONNAN explique la valeur de E ¢ |
- de la fibre musculaire de balane (HINKE et GAYTON, 1971 ;
GAYTON et HINKE, 197'] s DIPOLO, 1972 ; DIPOLO et LATORRE,

1972 ; LAKSHMINARAYANATAH et ROJAS, 1973) en tenant compte
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du fait que le K+ intracellulaire est pratiquement»uniquement-
sous forme libre (90 p. 100 : ALLEN et HINKE, 1971 ; CAILLE
‘et HINKE, 1973), ‘ | | |

.- dé la fibre musculaire de homar& ol seule_une partie du c1r
intracellulaire est libre, 3 la fois dans le ﬁyoplésme et dans -
les tubules (DUNHAM ef GAINER, 1968),

- dé'la fibre musculaire de crabe bleu Callinectes sapidus
(HAYS et Coll., 1968), uniquement pour des valeurs de concen—
trations extracellulaires de K' supérieures 3 celle du milieul
de référence, si 1'on ne tient compte que des jons K et C1™
libres,

- de la fibre musculaire d'écrevisse Astacus KﬁuuiatiZiA
(HENCEK gtbou., 1962 ; ZACHAR et Coll., 1964), |

- et-méme de la fibre de crabe Carcinus maenas méintenﬁe en
survie dans du plasma Sanéuin:(SHAW, 1955 a ; i955 b).
Cependant, sur d'autres préparations, ou selon d'autres au-
teurs, la fibre de Crustacé ne se‘trouve.pas en équilibrg
thermodynamique avec le milieu extracellulaire. En effet, -
FATT et RATZ (1953) éur le crabe Pontunqé depuadton, FATT et
GINSBORG (i958) sur l'écrevisse Astacus fLuviatilis,

" MOUNIER et Coll. (1969 a, 1969 b), MOUNIER et GUILBAULT (1970)
sur le crabe Carcinus maenas, GIRARDIER et Coll. (1963),

- HINKLE et Coll. (1971) sur 1'écrevisse Pnacambanus clarkil,

KATZ et Coll. (1972) sur 1l'écrevisse Ornconectes, PARNAS et
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DAGAN (1969) sur la crevette Palaemon efegans montrent qu'en
modifiant la concentration extracellulaire du K' par un facteur
de 10 ([Clu]e et pression osmotique maintenues constantes), Er
varie linfairement certes, mais pas selon la pente de la droite
prévue par 1l'é@quation de NERNST. Dans ces conditions, il appa-~
ralt que 1'équation du champ constant puisse €tre applicable
bien que,pour SHAW (1955 a, 1955 b), GAINER et GRUNDFEST (1968),
HAYS et Coll.-(l968), HINKE et Coll. (1973), la conductance
membranaire aux ions Na+ (gNa) n'intervienne pas.

D'autre part, sur la fibre de crabe Carcinus maenas,
GOUBEL et GUILBAULT (1972 a, 1972 b), GOUBEL (1973) émettent
1'hypothése de 1'existence d'une pompe ionique &lectrogéne comme
~ dans le cas,par exemple,du muscle lisse taenia-coli de cobaye
(BULBRING, 1962 ; CASTEELS et Coll., 1971 a, 1971 b ; TOMITA
et YAMAMOTO, 1971), du tissu auriculaire de cobaye (GLITSCH,
1973) et du myocarde de cloporte Porcellio dilatatus (Crustacé
isopode) ( DELAiEU, 1974).

3.2.1.2, ~ Sélectivité des perméabilités

“ioniques des systémes membranaires (sarcolemme et tubule).

En ce qui concerne les fibres de Crustacés, quelle
que soit la loi régissant la détermination de la valeur de
Er’ il convient deconsidérer les rapports de perméabilités
d'une part et leur localisation respective d'autre part.

Le rapport de conductance au K+‘et Cl  de la membra-

ne dépend de la fibre considérée et des auteurs. Pour MOUNIER
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et Coll. (1970) che% Carclnus maenas , ggp est p:édominante :
55,7 p. 100 de la conductance membranaire glqbale (gm)-pour
f44,3 p. 100 en ce qdi.céncerne la conductance membranaire aux
cations (gK + gNa). Par contre, sur la fibre d'écrevisse

Procambarus clarkid, - domine, gg = 70 p. 100 = 30 p. 100

» &gl
(HINKLE et Coll., 1971) alors que pour 1'écrevisse Astacus

; fluviatilis, les conductanges 8g et 8c1 sontvégales (ZACHAR et

uColl.; 1964), il en est de méme pour la fibre musculaire de
crabe bleu’CallineciQA sapidus ot le calcul des conductances
d'aprés les travaux de HAYS et Coll. (1968) permetteﬁt de donner
en p. 100 de 8n 8g = 63 et 8o = 37.

Pour ce qui est de la localisation de ces deux per-
méabilités essentielles au repos, il est montré qu'elle différe
selon que 1l'on interroge la fibre de Vertébré ou celle de Crus-
tacé. En'effef,Apour-la fibre de sartorius de_grenouille, 8x
est localis@e au niveau du STT (HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ;
ADRTIAN et FREYGANG, 1962 a ; 19624b 3 GAGE et EISENBERG, l9§9)
alors que pour la fibre de Crustacé, dans les conditions nor=-
méles,(le STT est préférentiellement perméable au c1, 8x sié~-

géapt spécifiquement au niveau du sarcolemmé (GIRARDIER et Coll.,
1963 § REUBEN et Coll., 1964 ; BRANDT et Coll., 1968 ;
ORENTLICHER ét REUBEN, 1971 poﬁf la fibre musculaire d'écrevis-

se ; SELVERSTON, 1967 pour celle dé crabe). Toutefois, il con~

vient de signaler les travaux de HAGIWARA et Coll. (1968),
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BAGIWARA et Coll., (1971 ¢) sur la fibre musculaire de balane
qui conduisent & la conclusion que le sarcolemme, perméable
sélectivement aux cations 3 pH normal, devient perméable pré-
férentiellement aux anions 2 pH acide.

Ainsi, la fibre musculaire de Crustacé& est caractéri=
sée par un potentiel de membrane qui dépend des concentrations
ioniques intra- et extracellulaires. Ellg.est caractérisée
également par des conductances membranaires au Cl et au K"
variables, mais ces conductances &tant localisées préférentiel-
lement & ﬁn niveau sarcolemmique pour gy et a un niveau tubu-

laire pour gc1°

3.2.2. - Perméabilité de la membrane sarcolemmique

Les arguments qui nous conduisent & considérer que
e 4 sa e, = . + e e o .
la perméabilité membranaire au K est situ€e d un niveau sar-
colemmique sont de deux ordres : l'analyse des effets de mi-
lieux réputés pour modifier 8k d'une part, et le temps d'action
nécessaire & ces milieux pour obtenir 1'effet optimal, d'autre

. part.

3.2.2.1., - Milieu dépourvu de K’

Ce milieu est obtenu en remplagant mM & mM le KCl de
la solution de référence par du chlorure de choline, les ions
choline &tant réputés non perméants au niveau dela membrane de
la fibre de Crustacé (GAINER et GRUNDFEST, 1968). La courbe de

la figure 32 (p.87 ) montre l'action relativement rapide (10 mn)
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E,(mV
r(mv) tfmn]
oﬁf 5 10 15
501
o I
g_/_o;qu_/te_% : Evolution de La valeur moyenne de E, (+ son /",T\‘
cart-dype, n = 10) en fonction du temps d'action d'un miliew | )

dépourvu d'ions K+ (Les 12,9 mM de KCE du milieu de réfenence
sont nemplacéespar du chlorure de choline).

' E, passe de La valeur de 64,8 + 4,8 mV a celle de
67,1 + §,8 mV en un temps inférieur a 10 mn.
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5 . ‘s + . . o
et réversible du milieu sans K, qui se traduit par une légére

hyperpolarisation, Er passant de 64,8 + 4,8 mV & 67,1 + 8,8 mV.

3.2.2,2. - Milieu riche en K"

Ce milieu agit dans un délai allant selon les fibres
de 5 &4 10 mn. C'est le cas, par exemple, du milieu od [Kf}e est
multipliée par 10 : il est constatd que la variation de Er n'est

Pas compatible avec celle prévue par 1'éqﬁation de NERNST puis-
qu'é la température de 20°C, la variation est en moyenne de 37mV
ce qui confirme les résultéts obtenus par MOUNIER (1970) et

GOUBEL (1973).

3.2.2.3. - Milieu acide

I1 est admis que les ions H bloquent généralement la
perméabilité ionique de surface - (BROOKS et HUTTER, 1962, 1964 ;
SPURWAY, 1965 ; HUTTER et WARNER, 1967 a, 1967 b) en jouant sur
les charges fixées sur la membrane, charges qui permettraient
le passage spécifique des ions (HUTTER et WARNER, 1967 c sur la
fibre squelettique de gremouille ; HAGIWARA et Coll., 1968 sur
la fibre musculaire squelettique de balane ; SHRAGER, 1974 sur
1'axone d'écrevisse ; HILLE, 1968 sur 1'axone de grenouille).

Sur notre préparation,1e§ travaux de MOUNIER et Coll.
(1970) montrent que l'action des milieux acides se traduit,
pour la fibre au repos, par une dépolarisation et par une aug~
mentation de la résistanée membranaire. En &tudiant 1'é&volution

de Er selon_[Cli]e et selon le pH, ces auteurs montrent que les
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ions H' inhibent la conductance membranaire aux ions K .
Celle—éi,>compte—tenu de l'éction rapide des ions K' et des
‘ions H+, se trouverait localisée au niveau sarcolemmique.

| La nécessité d'utiliser le milieu acide (pH = 4,25)
pour détérminer la nature ionique de l'activité &lectrique con—
duit & des résultats qui nous montrent qu'effectivement, en
accord avec les auteurs cités ci—dessus, les ions H produisent
un accroissement de la résistance membranaire associé a une
dépolarisation comme le montre la figure 33 (p.90 ). De fagon

3 obtenir des effets réveréibles, la valeur minimale du pH du
milieu utilisé est de 4,25 ; 1'excés de protons est produit par
remplacement du tampén bicarbonate-acide carbonique du milieu
de référence par le tampon biphtalate de X (5 mM) - NaOH

(0,25 wM). Cette acidité est suffisante puisque, pour une [Kf]e
normale, la variation de E% pour une modification de 10 fois ™
[Cl—]e d la température de 20°C est de 60 mV, ce qui iﬁplique 
que la conductance.membranaire, en particulier au K+, est de-

venue trés négligeable devant celle au C1  (MOUNIER et Coll.,

1970 ).

3.2.3. - Perméabilité de la membrane tubulaire

L'analyse de la littérature montre que le sidge des
U ~ a1t . .
perméabilités de repos auwCl - et K des fibres musculaires de
' Crustacés est inverse de celles devVeriébrés, ce qui peut

. . . + N .
expliquer pourquoi les ions H en excés (agissant en surface)
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Figure 33 : Evofution de La valeur moyenne de Ey (+ son Zeart-
Type, n = 19) en fonction du temps d'action d'un milieu ewrichi
en protons (pH = 4,25) a £'aide d'un tampon biphtalate de K* -
NaOH.

Ces fibnres plactes dans ces conditions se dépolarisent
(Ey = - 53,4 + 3,3 mV) napidement (dans un temps de £'orndre
de 10 mn).
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influent sur les mouvements de Cl au niveau de la fibre
squeletﬁiﬁue de grenouille (MASHIMA et WASHIO, 1964 ; HUTTER
‘et WARNER, 1967 b, 1967 ¢ ; MAINWOOD et LEE, 1968 ; MOORE,
1969) et sur ceux de K au niveau de cellé de Crustacés |

(DE MELLO et HUTTER, 1966 ; REUBEN et Coll., 1962 chez 1'dcre—
visse Astacus fluviatilis ; MOUNIER et Coll., 1970 chez le
crabe Carcinus maenas). Il convient'toutefois de préciser que
HAGIWARA et Coll., (1968) chsidérent que la membrane de la
fibre de bglane (Balanus nubilus) se comporte, en fait, comme
uné membrane amphoté@re qui iibére, selon le pH, des sites anio-
niques (pH acide) ou des sites cationiques (pH normal ou alcdin);
~ cette hypoth&se conduit 3 considdrer que les effets des ions
B sur la perméabilité ionique de surface ne suffisent pas a
eux seuls pour permettre de conclure au sujet de la sélectivité
de la perméabilité du sarcolemme. NEammoins, d'autres investi-
gations étayent 1'idée de perméabilités 3 localisation préfé~
rentielle puisque,sur la fibre musculaire squelettique d'écre~
visse, GIRARDIER et Coll. (1963), REUBEN et Coll. (1964),
REUBEN et\ Col1.(1967), BRANDT et Coll., (1965), ORENTLICHER et
'REUBEN (1971) et sur éelle de crabe, SELVERSTON (1967) montrent
que le STT est préférentiellement perméable aux ions chlorure.

De plus, le temps d'action nécessaire aux milieux de

[pl_le variée pour obtenir 1'effet optimal sur les caractéris-

tiques &lectriques est beaucoup plus long qu'avec les milieux
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ol [K+]é est modifide comme cela va €tre montré ; ce temps
plus long plaide en faveur d'une conductance membranaire aux
ions chlorure au niveau des tubules.

Etant amenés 3 &tudier. l'influence de milieux de
[Cl—]e Qariée sur 1'activité &lectrique, le C1 dtant remplacé
par différents anions, nous pouvons relater 1'é&volution de
E_ et de R dans ces conditions.

Tout comme pour l'étude des milieux oili [Kf]e est
modifiée, il est possiﬁle de considérer trois types de milieux
ol [Cl—]e est mpdifiée : milieux sans Cl , appauvri en Cl et

enrichi en C1 .

3.2.3.1, - Milieux dé&pourvus d'ions chlorure

Le remplacement du C1~ du milieu de référence par des
ions propionaté, cet anion étant supposé non perméant (REUBEN
et Coll., 1964 ; CHIARANDINI et Coll., 1970),provoque dans les
cind premiéres mn d'action, des phéﬁoménes de contractures de la
fibre, phénoménes observés par ailleurs sur la fibre squeletti-
que de grenouilie (FOULKS et Coll., 1965 ; SANDOW,41965), sur
celle d'écrevisse (DUDEL et‘RﬁDEL, 1969) et méme sur notre pré-
_paration (MOUNIER, 1970 ; GOUBEL, 1973). Aprés stabilisation,
comme le montre la figure 34 (p. 93), R.In croit lentement jusque
F(}Qin. 100 en moyenne de sa valeur de référence, attestant une
gi&iminution importante de 801 - Pendant ce temps, Er diminue et se

stabilise, aprés un délai de 30 mn environ, & la valeur de
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E,(mV)

tfmn]

R [P.00]
200-

100

Figure 34 : Evolution de E, et de Ry de repos d'une gibre en
gonction du temps d'action d'un milieu ol tous Les Lons
chlorune sont nemplacés par des ions propionate.

Les variations de E, et Ry sont mesurdes apres un -
delai de 10 mn car, des Les premiZres minutes,des contractures { gils
se manifestent, nendant aliatoires ces mesures. Apazs 30 mn L
d'action de ce milieu anormal, E, 4e stabilise & une valeur
moyenne de - 40 mV, R, augmentant de 60 p. 100.
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- 38 mV, sans que 1l'on note de phénoméne de repolarisation,
alors que le retour aux conditions normales montre la réversi-
bilité du phénoméne.

Par contre, le remplacement des ions chlorure du mi- -
lieu de référence par des ions NO3— conduit 3 des résultats
différents quant aux variations de Er et de Rm, ce qui n'est pas
pour surprendré si 1'on s'en refére aux travaux réalisés par
différents auteurs. En effet, la membrane de la fibre squelet=
tique de grenouille est moins perméable d 1'ion NO3— qu'a 1'ion
c1 (HODGKIN et HOROWICZ, 1959 ; HUTTER et PADSHA, 1959 ; ADRIAN,
1961 ; HUTTER et WARNER, 1967 c). Par contre, en ce qui concerne
la fibre squelettique de Crustacé, les résultats concernant les
perméabilités membranaires a4 ces deux anions sont fonction de
1'espéce, du pH du milieu externe et du temps d'action. En effet,

GIRARDIER et Coll. (1963), GRUNDFEST (1967) trouvent que la

membrane de la fibre squelettique de 1'écrevisse Onconectes est

3 4
HUTTER (1966) sur la membrane de la fibre squelettique d'une

moins perméable au NO u'au Cl1 , alors que pour DE MELLO et

autre écrevisse, Astacus, les perméabilités au Cl et NO3— sont
‘identiques d pH 8,5 et en faveur de celle pour le NO3_ a pH
4,5. Les travaux de DUDEL et RUDEL (1969) sur la fibre squelet—
tique de l'écrevisse Onconectes montrent que le remplacement

du €1~ du milieu extracellulaire par du N03— produit initialement

une diminution de Rm puis,secondairement, une augmentation de
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cette Rm ginsi qu'une hype;polarisation’de repos. Finalement,
toujoufs sur la fibre squelettique d'écrevisse (Cambaws robusius)
LAW et ATWOOD (1971) montrent qu'en fait, la perméabilité mem-
branaire aux ions NO3; est généralement plus faible que celle
aux ions chlorure, mais dans des proportions variables selon
les gi:'ibres, en rapport avec leur u1trastructufe. La figure M13§
(p. 'g) montre que le reﬁplacement du €1~ du milieu de référence
par du NO3— se traduit, sur notre‘pféparation,par une hyperpola~-
risation moyenne de 8,5 vaaprés 12 mn d'action et par une 1&-
gére augmgntation de‘Rm (+ 30 p. 100) ; ceci laisse i éenser'que
les ions N03— remplacent effectivémentles ions chlorure.
Les résultats différents obtenus en absence de Cl
dans le milieu externe tendent 3 montrer, qu'effectivement, sur
notre préparation, les ions propionate sont bien des anions im-

perméants, alors que les ions NO3 seraient perméants.

3.2.3.2. - Milieu appauvri eﬁ ions chlorure.

Un milieﬁ ol [Cl_]e est égale 3 60 mM, (l'anion de
remplacement &tant le propionate) annule le gradient de concen-—
tration pour le Cl existant de part et d'autre de la membraﬁe,
si 1'on s'en référe aux valeurs de [iji'déterminées sur le
crabe par SHAW, 1958 a, 1958 b ([C1]; = 54 mM), PROSSER et
BROWN, 1962 ([C17]. = 53 uM), HAYS et Coll., 1968 ([c1], =
68 nM), GOUBEL et GUILBAULT, 1972 a, 1972 b ([c17], = 62,5 mM).

En outre, la présence d'un autre anion que le €1~ dans le milieu
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Figure 35 Evoﬂut&on de £a valemimoyenne de E, (+ son

ecarnt- type, n=4) et de La Ry, de nepos en ﬁonctaon du temps
d'action d'un m&ﬁ&eu dont Les éons chborure sont remplacés par
des Lons NO -

Une hypenpoka&ibation moyenne maximale de 8,5 mV est
observable ainsi qu'une augmentation de 30 p. 100 de La vafeur
de £La Rm de repos.
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éxtracellulaire diminue la perméabilité membranaire au c1”
(HOROWICZ, 1964 ; MOORE, 1969 sur la fibre squelettique de
grenouille ; HAGIWARA et TAKAHASHI, 1974 sur la fibre musculaire
striée de raie). '

Les modifications qu'entraine ce milieu appauvri en.
€l sur E et R de notre préparation s'opérent aprés un délai
long (supérieur 3 20 mn), comme le montre la courbe de la
figure 36 (p.98 ). Er prend une valeur moyenne de - 51,6 + 3,1 mV

aprés 30 mn d'action et R augmente (+ 100 p. 100) ce qui
dénote uné.forte diminution de Bc1» sinon un blocage. Ce temps
d'action relativement long est fonction de l'anion de remplace-

ment. MOUNIER et Coll. (1970) obtiennent des résultats similai-

- res,

3.2.3.3. - Milieu enrichi en ions chlorure

L'addition au milieu de référence de 594 mM de
chlorure de choline double [Cl_]e. La courbe de la figure 37
(p. 99) montre une hyperpolarisation de repos faible (moyenne

5 mV) obtenue aprés un délai supérieur & 10 mn.

Le temps -d'action relativement long nécessaire aux
milieux de [Cl»]e variable pour obtenir l'effet optimal, pourrait
s'expliquer dans la mesure oli la conductance membranaire au Cl

. - . o . + er
serait trés nettement inférieure 3 celle au X . Or, il n'en est
rien, puisque toute variation de [Cl ]e entraine des variations

importantes de E, et que le calcul des conductances membranaires
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Figure 36 : Evolution de La valeur moyenne de E, (* son
eant-Lype, n = 9) en fonction du temps d'action d'un milieu
appauvii en Lons chlorure ([CL-]  passe de 594 mM @ 60 mM, Les
Aons de nemplacement étant des Lons propionate).

La valeurn de E, décroit Lentement pour se stabiliser

apnes 25 a 30 mn d'action @ La valeun de - 51,6 + 3,1 mV.



E;(mV)

Figure 37 : Evolution de La valewr moyenne de E, (t son
ecant- /type, n=29), en gonction du temps d' aa,twn d'un milieu
emichi de 594 mM d'ions chlorure (sous forme de chlorure de
choline).

Les §ibres &'hypenpolarisent (E, prend La valeur
moyenne maximale de - 72,2 + 3,5 mV apnés un délal de 15 mn).
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donne, pour gclfune valeur de 56 p. 100 dé la conductance globa-
le & alors que gy , Na g'est que de 44 p. 100 (MOUNIER et
GUILBAULT, 1970).

L'ensemble de ces résultats conduit, en accord avec
de nombreux auteurs, 3 considérer la 8c1 4 un niveau profond,
c'est-a-dire au niveau du STT. |

Ainsi gcy et 8y sont localisées sur notre préparation
d'une fagon analogue i la localisation sur les fibres squeletti-
qués des autres Crustacés, c'est-i-dire, respectivement, au niveau
dé la membrane tubulaire et au niveau de la membrane sarcolemmique.
I1 importe de localiser également les conductances cationiques (au-
tres qu'au~K+) qui semblent intervenir surtout lors de l'activité

,éieCtrique.

P . +
3.2.4, ~ Perméabilités de la membrane aux ions Na

et aux ions divalents

I1 est 3 noter que la perméabilité membranaire aux
ions Na' de 1la fibre‘de Crustacé n'intervient pas dans le mginh
tien du potentiel de repos (SHAW, 1955 a, 1955 b sur la fibre
musculaire de crabe Carcinus maenas ; HAYS et Coll., 1968 sur la
fibre musculaire de crabe Callinectes sapidus) ou trés peu
(FATT et KATZ, 1953 sur la fibre musculaire de crabe Portunus ;
REUBEN et Coil., 1964 sur celle d'écrevisse Procambarus). |
MOUNIER et Coll. (1969 b), sur la fibre musculaire de crabe
Carncinus maenas montrent que 1'absence de Na® extracellulaire

hyperpolarise trés légérement la membrane et MOUNIER (1970),
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sur la méme fibre,montre que Er est fonction de [Na+Je, la varia-
tion étant de 10 mV & 20°C lorsque [Ha+}e est égale au 1/10e de
sa valeur de référencg. |

A 1'inverse des fibres musculaires de Vert&brés oii -
l'abéence de;‘Ca"'+ extracellulaire dépolarise la membrane
( BULBRING et Coll., 1956 ; EDMAN et GRIEVE,1963 ; FRANK et
INQUE, 1973), le ca®t ne parait pas intervenir dans le maintien
de Er des fibres de Crustacés. En effet, ZACHAROVA et ZACHAR
montrent‘en 1967 que Er de la fibre musculaire squelettique
d'écrevisse Astacus gluviatilis n'est pas affecté par les varia-
tions de [Ca++]e ; pas plus d'ailleurs que celui de la fibre
musculaire striée de homard Homarus americanus (GAINER, 1968)
‘et de crabe Cancinus maenas (HAUDECOEIR et GUILBAULT, 1972 a).
‘De la méme fagon, le Mg++ extracellulaire ne semble pas inter-
venir lors du repos comme i'ont montré HAFEMANN (1969) sur
1'axone géant de langouste Palinuus Antervwptus , O'DONNELL_et
ROVACS (1974) sur la fibre squelettique de grenouille, FATT et
GINSBORG (1958) sur la fibre musculaire squelettiqge d'écre&isse
Astacus fluviatilis, HAGIWARA et NAKA (1964) sur la fibre mus-—
culaire de ﬁalane Balahub nubilis, HAUDECOEUR et GUILBAULT,
(1972 b) sur la fibre musculaire squelettique ae crabe

Cancinus maenas.
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3.3. —~ Perméabilités membranaires ioniques lors de

1'activité. Réponse dépolarisante (Ed).

3.3.1., - Considérations générales

Si les perméabilités membranaires aux cations n'in-
terviennent pas, ou peu, dans le maintien de Er (hormis celle
au K+), elles sbnt responsables des phénoménes d'activité, leur
participation &tant toutefois variable selon le tissu excitable
considéré. En effet, selon les travaux de HODGKIN et HUXLEY,
(1952 a, 1952 b, 1952 ¢, 1952 d), 1la phése de dépolarisation
est due 3 1'activation de la éonductance membranaire au Na+, ce
qui conduit 3 une entrée d'ions Na'. Néanmoins, si cette activa—
tion du courant entrant concerne totalement la conductance sodi-
que pour la plupart les fibres nerveuses et pour les fibres
squelettiques de Vertébrés, il n'en est pas de méme pour les
fibres musculaires du tissu lisse et du tissu cardiaque, ainsi
que pour les fibres musculéires squelettiques d'Invertébrés,
ol le courant entrant responsable de 1la dépolarisation membra-
‘naire est provoqué soit,é la fois, par 1'activation de 8xa St de
soi£ d une seule activation de Bea + Na OU encore ex-

'gCa + Na’

clusivement & une activation de 8ca®

3.3.1.1. - Activation de 8Na seule

La phase de dé&polarisation du PA de la fibre nerveuse

est provoquée par un courant porté exclusivement par les ions
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Na*, quoique TASAKI et TAKENAKA (1963), TASAKI et Coll. (1965)
obtiennent sur l'axone géant de calmar des PA dans des condi~
tions ol [Na+]i est suPérieure a [Na+]e, ce qui, du fait de
1'inversion du gradient de concentration pour le Na+, conduit
a éupposer un flux entrant’d'ions ca't.

Depuis lés travaux de NASTUK et HODGKIN (1950) sur
la fibre squelettique de grenouille, on sait que le PA des fi-
bfes de Vertébrés est de nature exclusivement sodique, confir-
mation apportée entré autres par ROUGIER et Coll. (1968 a),
ADRTAN et éoll. (1970 a), MILDEDI et Coll. (1971), ILDEFONSE et
ROY (1972), ILDEFONSE et ROUGIER (1972), VENOSA (1974).

Cette nature exclusivement sodique du PA chez les
- fibres musculaires squelettiques de Vertébrds est parfois
retrouvée chez les fibres d'Invertébrés comme c'est le casspar
exemple,pour la fibre de mouche Philosamia cynthia (PIEK, 1974)
oli 1'entrée du Na+,1ors de 1l'activation,se produit 3 deux ni-

veaux, au niveau sarcolemmique et au niveau tubulaire.

3.3.1.2, - Activation de gNa‘et de 8Ca + Na

Depuis 1956 (CORABOEUF et OTSUKA) et 1958 (ﬁﬁTTGAU et
NIEDERGERKE), il est connu (ROUGIER et Coll. 1969 ; GOTO et
Coll., 1972) que le PA des fibres du tissu myoéardique est dd
d un courant de cinétique rapide (porté par des ions Na+) et 3

. o ' B . ++ +
un courant de cinétique lente (porté par des ions Ca et Na )

empruntant un "canal" non spécifique (TARR, 1971 ; KOHLHARDT et
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Coll., 1973). La phase initiale du PA inhib&e par la tétrodo-—-
toxine (CORABOEUF et VASSORT, 1968 sur le coeur de rat et cobaye;
ROUGIER.et Coll., 1969 sur les fibres atriales de grenouile ;
BESSEAU et GARGOUEL, 1969 , sur les fibres ventriculaires de
rat, entre autres) est de nature sodique alors que la phése tar=
dive, inhib&e par le Mn'" est de nature calcico-sodique (GARNILR
et Coll., 1969 sur le tissu auriculaire de grenouille ; ROUGIER
et Coll., 1969 sur les fibres atriales de grenoﬁille 3 MASCHER
et PEPER, 1969 sur lesAfibres des trabecules du ventricule de
mouton ; BEELER et REUTER, 1970 sur le muscle papillaire du
coeur du chien j; OCHI, 1970 sur le myocarde de cobaye). Des ré—
sultats analogues sont montrés sur le tissu conducteur de
Purkinfe par PEPER et TRAUTWEIN (1968), VITEK et TRAUTWEIN
(1971). En effet, les ions Mo provoquent une diminution de la
durée du PA en bloquant le courant entrant de cinétique lente
(dépendant de [Ca++]e) bien que DECK et TRAUTWEIN (1964),

REUTER (1968) attribuent le courant entrant responsable du pla—
teau du PA 3 une inactivation incompléte de la conductance mem—
branaire aux ions Na'. L'existence de ces deux canaux distincts
présents chez le tissh cardiaque de Vertébré (TRAUTWEIN, 1973)
"peut trouver analogie avec le tissu cardiaque de certains
Insectes (R&éSA et SZ6KE, 1972 chez le criquet locusta et 1la
mante religieuse Manta) et méme de Crustagés (HOLLEY, 1968 chez

le cloporte Porcellio dilatatus ; LASALLE et GUILBAULT, 1972
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sur le coeur entier de crabe Carcinus maenas). -

L'activation de deux conductances distinctes est une
propriété que 1'on retrouve essentiellement au niveau du tissu
cardiaque des VertéBrés. Néanmoins, il éxiste chez certaines
fibres mﬁsculaires striées des propriétés analogues. C'est le
cas par exemple d'un Ceéhalqcordé, 1'Amphioxus (Branchiostoma
californiense) ol deux mécanismes d'activation des conductances
de la membréqe au Na' et Ca++ existent indépendamment 1'une de
1'autre (HAGIWARA et KIDOKORO, 1971 ; HAGIWARA et Coll., 1971 a,
1971 b).

3.3.1.3. - Activation de 8Ca + Na

De zombreux tissus excitables ont leur PA d@ 2 un
courant mixte composé d'ions Na' et Ca++, suite 3 une activation
lente‘ﬁe la conductance membranaire aux ions Na' et Ca++. Le
“canal"” n'est pas,spécifique pour 1l'une ou 1l'autre de ces espé-
ces ioni&ues, mais un antégoﬂisme peut exister entre le Na' et
le Ca++ pour leur passage. Cet antagonisme, découvert par .
_LﬁTTGAU et NIEDERGERKE (1958) sur le tissu cardiaque existe sur
.Ia fibre musculaire stride lisse de Vertébré (BRADING et'Coll.,

1969 ; KATASE et TOMITA, 1972 ; PROSSER, 1974). Ainsi’le PA
de ces fibres est sous la dépendance du rgppor; {gﬁ;%f~ .
C'est le cas,par exemple,des fibres musculaires intestiiales

de chat (CONNOR et PROSSER, 1974) des fibres utérines de ratte

(MARSHALL, 1965 ; MIRONNEAU et LENFANT, 1971, 1972 ; MIRONNEAU,
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1974) des fibres Vésicéles de crapaud (SARAI et ITSUKA,_19725.
I1 convient toutefois de signaler que le courant entrant peut
étre chez certains tissus musculaires lisses exclusivement por-
‘té par des ions Ca'" comme pour les fibres musculaires du canal
déférent de cobaye (BENNETT, 1967) et les fibres‘du myométre de
cobaye (VASSORT, 1973 b). Le courant entrant’mixte responsable
du PA de la plupart des fibres musculaires 1i§ses se retrouve
sur certaines fibres squelettiques d'Invertébrés. C'est le cas,
par exemple,de la fibré mﬁsculaire squelettique de crabe
Porntunus depurator ( FATT et KATZ, 1953) et Carcinus maenas
(HAUDECOEUR et GUILBAULT, .1974 a). En effet, ces derniers au-
teurs montrent que lorsque [Ca++]e est multipliée par 10,
1'accroiésement de 1'amplitude de la réponse n'est que de 12 my,
valeur qui laisse & penser que Em ne tend pas dans ces condi-
tions vers la valeur d'une pile de concentration aux ions Ca++,
bien que MOUNIER et VASSORT (1973, 1974) observent, en modifiant
[Ca++]e,une variation du potentiel d'inversion de la pile (due
au courant entrant de Caf+) compatible avec la valeur déterminée
griace & l'équation de NERNST. Toutefois, 1'absence de Na' ex-
tracellulaire se traduitAtoujour& pour cette méme préparation,
| par une réponse d'amplitude plus ample (HAUDECOEUR et GUILBAULT,

1972 b).
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3.3.1.4, ~ Activation de 8ca

Dans certains éas, le courant entrant responsable du
'PA peut &tre porté essentiellement par des ioﬁs ca*’. Rappelons
les travaux de BENNETT (1967), sur la musculature du canal dé-
férent dé cobaye et de VASSORT (1973 b), sur les fiﬁres utérines
de cobaye. En ce qui concerne le myocarde, les travaux de
LASALLE et GUILBAULT (1972), LASALLE (1971), sur le lambeau
myocardiaque de crabe Carcinus maenas dépourvu d'éléments ner=
veux montrent la nature.exciusivement calcique du courant én—
frant responsable du PA., Des ré&sultats analogues sont trouvés
sur le éiésu cardiaque de.certains Insecfes (Mc CANN, ]971 sur
le Lepidoptére Hyalophora cecropia ; FOURCROY, 1967 sur la
mouche Musca domestica). Dans ce cas, le PA n'est affecté ﬁi par
les‘mddificatiqné de [Na+Je, ni par la tétrodotoxine, mais est
fonction. de [Ca++]e. '

Pour les fibres musculaires d;Invertébrés, il existe~-
rait un fA de nature essentiellement calcique. En effet, HIDAKA
et Coll. (1969 a, 1969 b, 1969 c), en étudiant les propriétés
électroﬁhyéiologiques des fibres musculaires somatiques longitu-—
dinales d'un Annelide, le lombric, montrent que le catt extré—
cellulaire est seul nécessaire 3 1l'activité. Chez le ver de
" terre Phenretima communiébima, 1'absence de Na+ extracellulaire

~est sans effet sur la fibre longitudinale puisque le PA obéit

d 1'équation de NERNST : l'amplitude du PA augmente de 26 mV
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lorsque [Ca++]e est muitipliée par 10 (IT?O et Coll., 1970).°
De méme, cﬁez certains Insectes, le PA n'est modifié ni par
la tétrodotoxine, ni par des variations de [Na+]e, mais est
fonction de [Ca++]e et est aboli par les ions Mn' T , comme par
exémple chez la fibre squelettique de criquet migrateur
Shistoceras grega/tia (WASHIO, 1971, 1972)., Sur les fibres mus-
culaires de Mollusques, KIDOKORO et Coll. (1974) montrent que le
PA de la fibre musculaire striée oblique de larve glochidium
d'Anodonte Anodonta meﬂiéata est consécutif @ une augmentation
de 8ca LEENDERS‘(1967) conclut au méme résultat sur les fibres
du muscle rétracteur du byssus de la moule Mytilus edulis,
1'absence de Ca'' extracellulaire entrainant la disparition du
P.A.

Enfin, chez les Crustacés, le PA est,ld encore,essen—
- tiellement di 3 un courant entrant porté par les ions ca’t
sur la fibre musculaire de balaﬁe, 1'absence de Na' extracellu-
laire est sans effet sur le PA (HOYLE et SMYTH, 1963 sur
Balanus nubilus ; KEYNES et Coll., 1973 sur Megabalanus
‘péiitacuA). L'analyse sur cette fibre des coufants membranaires
‘'selon la technique du potentiel imposé (HAGIWARA et Coll., 1969 ;
KEYNES et Coll., 1973 ; HAGIWARA et Coll., 1974) permet de
confirmer 'que la nature ducourant entrant lors de 1l'activité
est uniquement calcique (HAGIWARA et NAKA, 1964 ; HAGIWARA et
Coll., 1974) et est fonction de {Ca++}e (HAGIWARA et

TAKAHASHI, 1967).
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La fibre muscﬁlaire de homard peut dé&velopper des PA
namples en présence d'ions autres-que le Na® (REUBEN et Coll.,
1961 ; GRUNDFEST, 1961 ; WERMAN et GRUNDFEST, 1961). De la
méme fagon, un courant entrant,presque exclusivement transporté
par les ions ca™t (CHIARANDINI et Coll., 1970),est impliéué
dans la génése du PA de 1la fibré musculaire d'écrevisse (FATT
et GINSBORG, 1958 sur Astacus §luviatilis ; TAKEDA, 1967,
CHIARANDINI et Coll., 1970 ; VAN DER KLOOT, 1973 sur Orconectes
Uinilié). Des résultats analogues portant sur la fibre musculai-
re squelettique du crabe Callinectes danae (SUAREZ-KURTZ et Coll.
1972 ; SUAREZ-KURTZ, 1974) montrent que le.PA est produit par

- ++ P . - .
une entrée de Ca  consécutive 3 1'augmentation de 8ca*

Ainsi, 1'analyse de la nature du courant entrant,

-~

‘responsable de la phase de dépolarisation du PA des fibres ex—
citable;;révéle essentiellement trois types d'activités en re-
lation avec deux types de "canaux" : un "canal rapide" inhibé
par la tétrodotoxine spécifique au courant de Na' et un "canal
lent" iﬁhibé par le Matt d'une spécificité moindre & 1'égard

des ions portant le courant entrant.

'3.3.2. - La réponse dépolarisante (Rd) dans les

conditions normales - Allure et caractéristiques

Le courant modifiant la polarité de la membrane est

porté par une microélectrode, conformément au schéma donné
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antérieurement (figure~23, p. 54). Le potentiel de membrane ést
mesuré par une deuxiéme micfoélectrode.

L'énregistrement de la figure 38 (p.l111) donne un
exemple de 1'évolution de Em,en fonction du temps,d la suite de
1'application de part et d'autre de la membrane d'un courant
rectangulaire soit.hyper— soit dépolarisant d'une durée de 15 ms
et d'une intensité de 3 pA. Le courant dépolarisant produit une
réponse dépolarisante (Rd) caractérisée par 1l'absence d'inver-
sion de pqtentiel pour une distance inter—électrode d'environ
100 ym, cette distance, comme cela sera vu ultérieurement, pré-
sente une certaine importance. L'amplitude moyenne de la Rd
obtenue 3 la température ambiante (18 & 20°C) dans les conditions
ioniques de référence et & une distance de 100 um de la stimu-
lation est de 56,6 + 5,9 mV (n > 100), alors que la valeur moyen~
ne de Er,mesurée dans les mémes conditions, est de 68,2 + 4,8 mV.

L'allure de la Rd varie quelque peu d'une fibre 3
1'autre. Néanmoins, il s'avére que le seuil de déclenchement
de la réponse se situe toujours, dans les conditions normales, a
un mémé niveau de potentiel dont la valeur moyenne est - 42 mV
.et que les phases de dépolarisation et de repolarisation de Ry

sont relativement lentes (respectivement en moyenne 10 V/s et

5 V/s).
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Figure 38 : Exemple d'ennegistrement dans Les conditions normales

Eléé ua/uﬂa’om de E, de £a 4ibre squelettique de crabe soumise a

un crdneau de courant hypefcpo&vman,t (ue/us Le bas) et dépola-

nisant (verns Le haut). TN
La distance entre £'#lectrode de stimulation et celle 5

d'enregistrement est de 100 um. .,
Le trait honizontal du haut de La f4igure correspond

;u zotenae!, 0 de néférence. Les valeurns nega/twezs sont vens

e bas

e Wl
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3.3.2.1. - Influence de 1'intensité du courant

de stimulation sur la Rd

HOYLE (1967), OZEKI (1969) déterminent, chez les
Crustacés,différents types de réponses éléctriques, selon les
fibres. Il ést admis chez ces fibres, que la réponse &lectrique
est, soit du type'gradué, soit du:typevtout—ou—rien, c'est-a-
dire que son amplitude est ou n'est pas fonction de 1'intensité
supraliminaire du courant-de stimulation (fATT et KATZ, 1953,
éur la fibre musculaire‘squelettique du crabe Portunus ; FATT
et GINSBORG, 1958, sur cellé de 1'écrevisse Astacus 6£uvLaIZ£LA;
WERMAN et GRUNDFEST, 1961 sur le homard Homaruws ; ATWOOD et
Coll., 1965 sur le crabe Cancer magister ; OZEKI, 1969 sur
1'écrevisse Procambarus clarkii) figure 39 .(p.113). L'enregis-
trement de la figure 40 a (p.114) donne un exemple de 1l'allure
de la ”ﬁgd en fonction de 1'intensité du courant dépola-~
risant appliqué i la membrane. L'amplitude de la R, est sensi-—
blement la m@me, quelle que soit la valeur de celui-ci, c'est-a-

"dire qu'elle est du type tout-ou-rien. Par contre, la figure

.40 b (p.114) montre, sur uﬁe autre préparation, que la Ry peut
étre du type gradué@ puisque cet exemple montre que 1l'amplitude
de cette Rd est d'autant plus grande que le courant dépolafisant

~est plus intense.
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:20 ms (A,C,D)
5 ms (B)

Figure 39 : d'apnes 0ZEKI (1969).

Diffenents types de néponses de §ibres musculaines .’
dquelettiques strites d'écrevisse : nponse graduie (emregis-
Drement A) tout-ou-nien (ennegistrnements B, C et D).
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Figure 40 a

—— Figure 40 b

Figure 40 : Types de R, de fibres squelettiques strniies de
cnabe.

- 40 a : Exemple de R, de fype fout-ou-rien.

L'amplitude de £a Ry (trnaces du haut) n'est pas
fonetion de L£'intensité du courant dépolarisant appliqui de
part et d'autre de La membrane (trhacé du bas).

- 40 b : Exemple de Ry de type gradu? .
: Lonsque Le seuil de déclenchement de La Ry est
atteint, &'amplitude de cette Ry (tracés du haut) est gonetion
de £'intensité du courant appliqué de part et d'autre de La

//,_\qembnane {thacgs du bas). -

BUS Y

\Jtm Par La suite, ne seront etudides. que Les gibres pre-

“~~%entant une Ry du type tout-ou-rien, Le courant de stimulation
Stant d'intensite telle,que Le sewil de .potentiel pour Lequel
La néponse se déclenche,s0it juste dépasse.
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3.3.2.2. - Propagation de la Rd le long de

la fibre

Les énregistrements de la figure 41 a (p.116) montrent
1'allure de la Ry d'qne fiBre en fonction de la distance exis-
tant entre 1'électrode portant le courant de stimulation et
1'électrode d'enregistrement. En accord avec FATT et KATZ,
(1953) on constate que 1'amplitude de la Ry diminue lorsque la
distance (d) interélectrode augmente, le décwément de la répomnse
étant exponentiel comme le révéle la figure 41 b (p.117). Il

est & noter que, pour certaines fibres, la Rd présente une in-—

version de potentiel pour d < 50 um.

3.3.2.3. - Influenée de la durée du courant

~de stimulation sur la Rd

Du fait de la valeur élevée du condensateur membra-—
naire et de 1'impédance de la microélectrode de stimulation,
il s'avére impossible de déclencher une réﬁonse dépolarisante
par un créneau de courant tréé bref, car, dans.ces conditions,
1'intensité du courant doit &tre trés élevée (20 pA pour une
‘durée de 2 ms : HAUDECOEUR, 1971). Comme le montre la figure

42 (p. 1189, l'amplitude de la R, est fonction, entre certaines

d
limites tout au moins, de la dur&e du courant. De plus, cette

figure révéle, pour des chocs de stimulation brefs, dans la

mesure ol un seuil de potentiel est atteint, l'existence d'une
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Figuwre 41 : Propagation de £a Ry Le Long de La gibre.

- 41 a : Exemple d'enregistrements sun La méme §ibre a
digfernentes distances interélectrodes (d), £'electrode de
stimulation restant implantée au méme endroit et Le courant
appliqué de méme valeuwnr. -

~-d 1 =160 um
-d 2 = 560 um
-d 3 =1333 um.

- 41 b : Cowrbe traduisant La valeur moyenne {+ son cart-type,
n=12), de Ey au maximum de La Ry en fonction de La distance
intenélectrode (d) '

- 41 ¢ : Courbe traduisant Le Log de L'amplitude de La Ry en
gonction de La distance (d) intérelectrode.

Ces nésultats montrent que La propagation de La Rd
Le Long de La fibre est de type électrotonique avec une
constante d'espace de 1200 um environ.
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Figure 42 : Inﬁﬂuence_de La dunde du courant de stimulation
sun L'allure de La Ry- »

4 Cette figure donne un exemple d'enregistrements

(tracés du haut)obtenus dans Les conditions nomnmales de n@fe-

nence, L'intensité du courant de stimulation etant juste suffi-

sante pour dépassen Le seuil de potentiel permettant Le déclen-
“~~ghement de £a Ry).

Loshivy

\ e f 1L est nécessaine, pour obtenin Le déroulement de toute

-a R,,de maintenin Le couwrant dépolarisant. Toutefodis, Lornsque
Le seuil de déclenchement est atteint, {L apparait une r€ponse

dont £'amplitude croit avec £a durle du courant.




réponse de type tout-ou-rien.

3.3.2.4. - Relation entre Er et la Rd

On sait que,sur leé fibres excitables de Vertébrés,
tant nerveuses que musculaires, 1l'amplitude du PA dépend en dé-
finitive de 1'ampleur de 1'activation du courant entrant respon-~
sable de ce PA, laquelle est fonction de la valeur de Er' Dans
la mesure.oﬁ Er de la fibre musculaire de crabe est de valeur
.relativement faible et’varie selon les fibres interrogées et,
sur une méme fibre, selon 1l'endroit interrogé, il est logique -
de penser que la valeur de Er peut expliquer l'amplitude de la
Rd variable d'une fibre 3 1'autre (56,6 + 5,9 mV -~ Ecart type
élevé) et son absence d'inversion de potentiel. Cependant, les
enregistrements de R, obtenus cbnsécutivement“a 1'application
d'un courant rectangulaire de méme amplitude, soit aprés dépow
larisations (figure 43 a, p.120) soit aprés hyperpolarisations
successives (figure 43 b, p.120) produites par desbcourants
constants, montrent que 1'amplitude de la Ry n}est pas liée 3 la
valeur de Er' En effet, la figure 43 a (p.120) montre que,
paradoxalement, la dépblaris;tion dé repos peut conduire, sous
1'influence du courant de stimulation 3 une inversion de poten-
tiel. Elle montre &galement qu'il exis;e tbujours un seuil de
potenﬁiel,pour le déclenchement de la réponse qui varie selon la
valeur de Em. D'ailleurs, comme le montrent 1es enregistrements

de la figure 44 (p.121) une dépolarisation ample et durable
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Figure 43 a
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 Figure 43 : Tnfluence de £a vakewr de E, sur £a Ry.

‘ La valeur de E, est modigiée en appliquant a La

gibre un courant comtay& de- (Mgww 43 a) ou hyperpolarisant
gfgure 43 b).

- 43 a : diminution de La valeur de E,. L'intensiie
du couwrant de sfimubation (tracss du bas) n'est pas modifige.
LGA ennegistnements des Ry obtenues d différentes valeuwrs de

n (traces du haut) montrent que, paradoxalement, powr une
valeun basse de E,, La R4 présente une Lnversion de potentiek.

@ - 43 b : mémes processus expérimentaux. Mais E, est
deplact verns des valeurns plus négatives.

' 1L est nécessaine d'atteindre Le éeuu’, de potentiel
de - 42 mV pour que La R, se déclenche. .
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Figure 44 a

R [20 mV
200ms”
Im HA
Figure'44 b

© Figure 44 : Réponse electrnique de La fibre & des courants
H%po?lz'ﬂl‘am de grande dunrie, d'intensit? croissante négu-
Lierement (figure 44 a) ou constante (figure 44 b).

=44 a : La fibre est soumise & un courant depoﬂwu—
sant dont T'infensits croit Lindairement avec £e temps (trhace
du bas). La nZponse de La membrane est telle que, Lorsqu'un
seuil de potentiel est atteint, La fibre présente une activité
spontante dont L'amplitude est de plus en plus faible au fur
et a mesuwre que Le cowrant est d'intensité plus grande.

=44 b : mise en Evidence du seull de potentiel
permettant £’ appafwtwn de L'activite nepétitive Lornsque La
dunie des créneaux de courant dépofarisant est wpon/tan/te
(> 1 Aeconde)
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conduit 3 une activité répétitive.

3.3.2.5. - Conclusion sur les caractéristiques de

la Rd dans les conditions normales.

L'ensemble des résultats obtenus montre qu'il est né-
cessaire de tenir compte des facteurs qui modifient 1'allure de

la R,. En effet, les enregistrements ultérieurs de contrdle

q°
doivent @tre réalisés dans les mémes conditions afin de pouvoir
comparer les divers résultats entre eu#. I1 est doné tenu compte :

- de la distance interélectrode qui'est fixée & une
valeur de 100 pm, du fait de la propagation €lectrotonique de
la Rd en surface.;

- du courant de stimulation ‘dont la valeur est celle
qui améne Em juste au deld du seuil de potentiel pour lequel une
réponse est déclenchée.;

- du type de réponse. Les réponseé étant de type gradué,
ou tdut-ou—rien, les expériences ultérieures correspondent a des
Rd ol 1l'amplitude n'est pas fonction de la valeur du courant de

stimulation, le seuil de déclenchement &tant atteint.

- de 1la durée du courant de stimulation. Elle est fixée

.4 la valeur de 15 ms, durée suffisamment bréve pour éviter 1'ac~

tivité répétitive et suffisamment longue pour permettre le dérou—

lement de 1'ensemble de la Rd‘

D'autre part, l'examen des enregistrements de Rd
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obtenus dans les condiéions normales montrent que le seuil dé
déclencﬁement de la réponse varie en fonction de la polarisation
de la membrane (modifiée par un éourant consﬁant : cf figure

43, p. 120). Toutefois, si 1'on tient compte du fait que 1l'am-

plitude de la R, dépend également de la durée de la stimulation,

d
lorsque celle-ci est trés bréve (figure 42, p. 1]8), il est
possible d'admettre que la réponse tout-ou-rien serait déclen-—
chée; en profondeur; 3 un seuil de potentiel bign déterminé et
qu'en outre, cétte»réponse. pourrait dépendre de 1l'ampleur du
phénoméne de rectification anorﬁale de la membrane, mis en &vi-
dence par ATWOOD et Coll. (1965) sur le crabe Cdncer magisten.
Ces auteurs montrent, en effet, en courant imposé, que la rela-—
tion courant-potentiel n'est pas ﬁne fonction linéaire et que
les courants dépolarisants de faible intensité entrainent une

~augmentation de la Rm alors que les courants de forte intensité

entrainent par contre une diminution de Rm'

Ainsi, il est possible de supposer que la Rd enregis-
trée sur notre préparation est, en fait, une réponse tout-ou-
rien née en profondeur, mais affect@e par les phénoménes de

rectification de la membrane.

. 3.3.3. - Localisation du lieu de passage du"

courant entrant.

Comme cela a déji été précisé, le courant entrant

responsable, sur les fibres squelettiques de Crustacés, de la
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phase de dépolarisation de la R

d semble porté essentiellement

par les ioms ca’t et, selon le cas, aussi par les ioms Na+.”Sur

la fibre squelettique de balane, HAGIWARA et TAKAHASHI (1967)
montrent que 1'amplitude du PA (essentiellement de natufe cal~
cique) est déterminée par la densité de sites membranaires occu-
pés par les ions Ca++,,1e seuil d'activation du déclenchement

du PA dépendant de la densité de tous les ions divalents présents

au niveau de la membrane. Ces sites,pour les ions divalents, sont

" localisés sur la membrane sarcolemmique (selon ORENTLICHER et

ORNSTEIN, 1971 sur la fibre squelettique d'&crevisse (xnconectes
et Procambarus). Ces résultats suggérent donc une voie de passa—
=+ 4 ; ;

ge du courant de Ca 3 un niveau sarcolemmique. Or, certains

arguments laissent @ penser que cette voie de passage aux ions
4 " ’ % 2 .

Ca et, éventuellement, aux ions Na n'est pas exclusive : d'une

part, il existe une propagation de l'activité le long des tubu-~

les, d'autre part,il a été mis en &vidence 1'existence de sites

++ R ;
au Ca 3 1'extrémité des tubules. En effet, KEYNES et Coll.
(1973) suggérent, sur la fibre musculaire de balane (Balanus

psitiacus), que le sarqolemmé serait le siége & la fois des

sites pour le ca’t et pour le K (sites indépendants : HOYT,

1971) alors que les tubulesne posséderaient que des sites au
++ h » T "

Ca . De plus, il est montré que l'activité &lectrique se pro-

page le long des tubules, tant sur la fibre squelettique de

grenouille (BEZANILLA et Coll., 1972 ; PEACHEY et ADRIAN, 1973 ;
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CAPUTO et DIPOLO, 1973 ; BASTIAN et NAKAJIMA, 1974) que sur i;;
fibre d'Insecte (PIEK, 1974 sur la mouche Philosamia cynthia).
Toutefois, cette propagation ser;it soit électrotoﬁique (FALK
et FATT, 1964 ; FALK, 1968 ; ADRIAN et Coll., 1969 a) soit
régénérative (TAKEDA et OOMURA, 1970 ; COSTANTIN, 1970 ;
GONZALES-SERRATOS,.1971 3 COSTANTIN et TAYLOR, 1971 ;
BEZANILLA et Coll,, 1972).

D'autre part, KIDOKORO et Coll. en 1974 montrent,
en microscopie &lectronique, sur la fibre musculaire striée
oblique de la larve du bivalve Anodonta, apré&s action d'un
milieu dépourvu de ca’ . (celui-ci &tant remplacé par du La+++L
qu'il existe une voie de passage des jons Ca'’ & 1'extrémitéd
des tubules. En effet, le Lattt aBolit le PA et s'accumule 3 ce
niveau, 13 oli seraient, selon toute vraisemblance, les sites au
ca' " permettant, dans les conditions normales, le passage du cou-
rant entrant responsable du PA,

" L'ensemble de ces données suggére, qu'au niveau de
notre préparation, les sites impliqués pour le passage du cou-
rant entrant pourraient &galement se trouver & l'extrémité des
tubules, du fait des caractéristiques de la réponse. En effet,
la propagation de la Ry n'est pas du type régénératif, ce qui
laisse suépqser une localisation en profondeur de la conductance
membranaire responsable, lors de son activation, du courant en-

trant. Cette hypoth@se peut @tre étayée par le fait :
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- qu'il existe une réponse locale de faible amplitude,
de type tout—oﬁ—rien, démasquée lorsque ia durée du courant :
-dépolarisant est réduite (§ 3323, p.115 )

- que la réponse dépend d'un seuil critique de poten-—
tiel qui ést‘rendu variable par changement de Er produit par un
céurant constant.‘

Ainsi, 1'analyse de nos résultats, en relation avec
celle de la littérature, conduit 3 penser que l'activation des
éonductances membranaires aux ions portant le courant entrant,
lors de la Rd de la fibre musculaire stfiée squelettique de crabe,
ne serait pas localisée uniquement en surface, mais existerait
‘égalément en profondeur. Ces conductances seraient localisées 2
la fois,en surface et en profondeur, probablement au niveau des

structures T (zone périphérique et zone centrale, cf §

Al
structure), si 1'on s'en référe aux résultats de KIDOKORO et
Coll;, (1974) qui localisent justement 8ca d 1'extrémité des
tubuies, tubules dont le rdle dans le cduplage excitation -.

contraction est bien connu (SANDOW, 1965, 1970 ; MOMMAERTS,

1971 ;3 FUCHS, 1974).

3.4, - Schéma &lectrique &quivalent de la membrane

La figure 45 (p.127 ) donne de notre préparation un

schéma &lectrique &quivalent qui tient compte des données tant

S : )
q%glajllttérature que de nos résultats décrits et faisant suite.
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EXTERIEUR

[Eca ™ JEna -FEK Eca |ENa TECI
l |
SARCOLEMME 1 TUBULES
INTERIEUR

Figune 45 : Schéma mwuﬂe é%u,éualent de La §ibre musculaire
w

que de crabe étab ‘alde des donnZes acquises.

- Sarcolemme : Ecg, Eng et Eg sont fes piles de concentration
nespectives aux Lons Cat+, Na* et K* et Gpog, Gng et Gk Les
conductances membranaines d ces Lons. Ry est La nésistance
ohmique due a La présence de matériel amorphe & La surface du
sancolemme’ et a L'inténleun des invaginations Longitudinales
de celui-ci. Cy est Le condensateur du sarcolemme.

.

a

- Tubules : L'onganisation est identique & celle du sarcolemme

honmis Le fait que Egp et Gop nemplacent Eg et Gy & ce niveau.
Cs est Le condensateur des tubules, Ry La nesistance Longltu-
dinale de ces tubufes. _

£

Y,
Y
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Deux systémes membranaires caractérisés par la spécificité de-
leur conductance aux ions peuvent &tre discernés. Les conductan-—
ces essentielles impliquées dans le maintien de Er sont locali-~
sées au niveau du sarcolemme pour 8 et des tubules pour a1’
chacune de ces conductances étant en série avec la pile de
concentration aux ions correspondante.

Compte—~tenu de la nature ionique du courant entrant
responsable de la phase de dépolarisation, les conductances
- impliquées (au Na® et au Ca++) sont placées en paralléle sur
8oy ot sur g. |

L'existence de R et de R, en série respectivement
avec g, et g.; selon le schéma de EISENBERG (§ 21, p. 46 ) est
corroborée par 1'étude de la variétion de Em en fonction du
temps lors de 1'application, & 12 membrane, d'un courant cons-
tant rectangulaire (§ 31221, p. 68). En effet, au temps t = 0
+ € ms, la variation de potentiel n'est pas nulle (figure 28,
p. 69 ).

Ce schéma est donc considéré@ comme une hypothése de
travail qu'il convient maintenant de vérifier par une analyse
plus poussée des propriétés &lectrophysiologiques d‘'activité

de 1a fibre musculaire,




CHAPITRE III

NATURE IONIQUE DE LA REPONSE

- Le courant entrant

Probabi]ité.d'un shunt de la réponse

- Le courant sortant.

Phénoménes de rectification membranaire
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L'évocation,‘lors du chapitre précédent, du éouranf
entrant a &té faite uniquement ‘dans le but de localiser, sur le
schéma électrique équivalent de la membfane, les conductances
ioniques impliquées. Il importe de connaftre non seulement la
nature des ions qui portent le courant entrant, mais aussi
d'expliquer la phase de repolarisation de la réponse dépolari-
sante. En conséquence, trois parties sont successivement envisa—
gées pour expliquer la nature ionique de la’Rd s

= celle concerpant la nature du courant entrant, mise
en &vidence par analyse des effets de milieux anormaux de concemr
trations variées en ions susceptibles de le porter et des effets
d'inhibiteurs réputés spécifiques des conductances concernées;

- celle concernant le courant sortant, responsable de
la phase de repolarisation ; il esf €tudié d'une fagon analogue
‘au courant entrant;

- celle concernant les conductances ioniques membra-—
pnaires responsables tant,dﬁ courant entrant que du courant

sortant, étudiées par analyse de la relation courant-potentiel.

1 ~ COURANT ENTRANT LORS DE LA Rd

11 - Nature du courant entrant

111 = Action d'un milieu sans Na'

Le milieu sans Na© obtenu par remplacement du NaCl de
la solution de référence par du chlorure de choline (513 mM)

entraine, en accord avec FATT et KATZ, aprés 20 mn d'action,
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“une légére hyperpolarisation (4 mV en moyenne, MOUNIER et Coll,,

1969 b), une augmentation de Rm de repos (20 p. 100 en moyenne)
et surtout une réponse dépolarisante plus ample(figure 46,
p. 131 ) ; 1'augmentation de 1l'amplitude de la réponse atteint en
moyenne 42 p.- 100, ce qui se traduit par une inversion de poten—
tiel,

Ainsi, le Na' n'est pas indispensable 3 1'initiation

: . +
de la R,, ce qui permet de supposer que les ions Na ne portent

d
qu'en partie le courant entrant responsable de la phase de dépo-
larisation, ou d'admettre avec FATT ef KATZ (1953) que dans ces
conditions expérimentales précises, 1'ion choline 4 participerait
au courant entrant. Toutefois, NASTUK et HODGKIN (1950),

HODGKIN et HOROWICZ (1959), NAKAJIMA et Coll. (1962) montrent,
sur la fibre squelettique de grenouille,que 1'ion choline’ n'est
pas perméant, bien que sur la méme préparation, RENKIN (1961)
observe une accumulation intracellulaire de 1'ion choline®

z 14
marquée au C.

112 — Action de la tétrodotoxine (TTX)

Cette drogue est maintenant bien connue comme substance
inhibitrice d'une conductance s'activant trés rapidement
(NARAHASHI et Coll., 1960 - voir également la revue de question

publiée en 1974 par NARAHASHI). La TTX bloque en effet sélec-

* | tivement le courant entrant "rapide" responsable du PA porté

: + ! - : .+
par les ions Na ou leurs substitutsque ‘sont les ions Li
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Figure 46 : Action d'un milieu depourvu d'Lions Na® sun

La Ry (Lon de nemplacement : choline*).

R4 d'une §ibre dans Les conditions nonmales (gigure

46 a) et apnes 20 mn d'action du milieu deépouwrvu d'ions Na*
(§4gure 46 b), Le courant de stimulation (trac?s du bas) etant
de méme Lntensite.

La Ry présente une augmentation moyenne de son ampli-

tude de 42 p. 100 (n = §).

8HS
@
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"~ (ROJAS et‘ATWATER, 196i ; MOORE et Coll., 1967 assur 1'axone
géant ; EVANS, 1969 sur la fibre nerveuse myélinisée de rat).
Elle bloque également gNa‘de repos lorsqu'elle existe (FREEMAN,
1969 ; 1971). Elle agit en se fixant sur les sites du 'canal
rapide’" (MOORE et Coll., 1967 b ; COLQUHOUM et RITCHIE, 1972 ;
HENDERSON et Coll., 1974).

Sur la fibre de crabe, 1'addition de TTX (107 m) au
milieu de référence n'entraine pas de modifications significa-

_tives de lfactivité électrique comme le montre 1l'exemple de la
figure 47 (p.133 ).

Ainsi,l# Rd de la fibre musculaire squelettique de
crabe Cancanus maendas n'est pas provoquée par un courant entrant
"rapide" ; ce que montrent égalemeﬁt MOUNIER et VASSORT (1973)
en potentiel imposé& par la technique de double séparation de
saccharose.

Etant donné que 1'absence du Na+ du milieu extracellu—
laire se traduit par une augmentation de l'amplitude de 1a_Rd,
on peut penser que le céurant entrant serait consécutif_é 1l'acti-
vation d'une conductance calcico-sodique de cinétique lente qui
éerait inhib&e par les ioms M.

113 — Action des ions Mn+,+

. ++ - 2 . .
Les ions Mn  sont réputés pour inhiber le "canal

lent" calcico-sodique,tant sur le tissu cardiaque (VITEK et

»~
.

__TRAUTWEIN, 1971, sur le tissu de Putkinje ; ROUGIER et Coll.,
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Figgre 47 a

. , fe Izornv
mig. .. e

— : br** | T [lO;LA

Figure 47 b

Figune 47 : Action de fa tétrodotoxine (TTX & La concentration
de 1076 mM) sur fa Ry-

Ry d'une fibre dans Les conditions nonmales (figure
47 a) et aprnes 20 mn d'action de La TTX (figure 47 b).
La Rd n'est pas modifice.
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1969 ; VASSORT et Coll., 1969 sur les fibres atriales de
grenouille‘; OCHI, 1970, sur les fibres yentriculaires de
coﬁaye) que sur les fibres musculaires squelettiques de Crustacés
(HAGIWARA et NAKAJIMA, 1966 ; HAGIWARA et TAKAHASHI, 1967 ;
HAGIWARA et Qoll., 1969 sur la balane ; MOUNIER et VASSORT,
1973 sur le crabe Carcinus maenas). Ils n'affectent pas le
courant rapide (CHIARANDINIet STEFANI, 1973 ; SAKAI et Coll.,
19743 sur la fibre squelettique de grenouille).

L'addition de 10 mM de MnCl2 au milieu de référence
entraine,sur notre préparation, comme le montre f'exemﬁle de
la figure 48 (p.135 ),1a disparition de la Rd aprés un temps
d'action moyen de 15 & 20 mn. |

Cevrésultat tend a prouvér que la Rd de la fibre de
crabe est bien due 3 1"existence d'un courant entrant transitant
par un "canal lent", d'autant que l'absence de Ca'’ dans le

milieu extracellulaire entrafne des effets similaires 3 la

. . ++
présence d'ions Mn .

114 - Absence de Ca++ extraéellulaire

Le remplacement du-CaCl2 du milieu de référence par
23,6 mM de chlorure de choline se traduit par une abolition de

la R, aprés environ 10 mn d'action. Cette disparition réversible

de 1la Ry n'est pas imputable 3 une augmentation éventuelle du

seuil de déclenchement de cette réponse. La figure 49 (p. 136 )

. bas g ++
donne un exemple de l'action d'un milieu dépourvu de Ca  sur

.2 S0
L% Sk

Vadis
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4 = —— Izo mV
: sms
- - 14 pA
Figure 48 a

Figure 48 b

Figure 48 : Action des ions Mn'® (4 fa concentration de 10 mM)
s La Rd. .
R, d'une fibre dans Les conditions nommales (figure
48 a) et apnes 25 mn d'action des ions Ma' (figune 48 b).

La R, est abolie par Les ions Mn'”.

_Lnud'
ey e
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_Figure 49 a

Figure 49 b

Figune 49 : Action d'un milieu dépourvu d'ions Ca osun La R4
123 & 7l de chlorune de choline nemplacent £es 11,8 mi de CaCly).

Ry d'une §ibre dans Les conditions noamates
\‘qul(ﬂLquhe 49 a) et apneAls mn (figure 49 b) d'act&on du milieu

dépounvu d'ions Ca .
L'absence de Ca*+ extnaca&tuﬂa&ne abolit La neponAe
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1'activité &lectrique, Er n'étant pas significativement modifié.
< . ‘e . ++

Ce résultat confirme 1'importance du Ca = extracel-

lulaire dans 1'initiation de la R, et permet de supposer que le
qetp PP q
courant entrant, empruntant le 'canal lent" (inhibé par les
. ++ . . . ++ .
ions Mn ) est porté essentiellement par les ions Ca , N Tovbe for's
+ . - .
smm 1'absence de Na extracellulaire entraine une augmentation
de 1'amplitude de la réponse. Ce dernier point laisse supposer
que le courant entrant, transitant par le '"canal lent", serait
o e . . ++ . +
porté a la fois par les ions Ca et les ions Na . wiiANEND
' ' < s ~ =+ -
L'absence de réponse en milieu dépourvu de Ca laisse & penser
que la composante calcique dominerait celle au Na , ou que la
réponse née en profondeur serait atténuée en surface, atténua-
. C . . . . _ +

tion qui ne permettrait pas de démasquer la pile aux ions Na

.y ++
(ENa) faible devant celle gu Ca .(ECa)’

115 - Relation entre 1'amplitude de la R

4 et [Ca++]

e

La courbe de la figure 50 (p.138 ) donne la valeur
moyenne du potentiel atteint lors de 1a-Rd lorsque la concentra-
tion en ions Ca' ' du milieu normal est modifiée. En effet, la
valeur du pétentiel, au maximum de la réponse, varie linéairement
avec le Log de [Ca++]e tout au moins pour des valeurs de ICa++Je
supérieures & 2,36 mM. Cependant, la variation de ce potentiel,
lorsque [Ca++]e est augment@e dans un rapport de 10, n'est que ,fé&E\

\Bore S

e

de 12 mV.
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Figure 50 : Variation de Em au maximum de La ré€ponse en fonction
du Log de [Ca’™]e (£'apport en ions Ca’’ est gait par du pro-
pionate de ca’?).
Le potentiel au maximum de £a R, (moyenne + son
Geant-type, n = 8) croit de 12 mV Lorsque [Ca++]e passe de
/\;‘“\!1,8 mM a 118 mM. ,
i f L'aceroissement de £a pression osmotique simultand
a L'appont de ca’ est sans Anfluence sur La R. |

s

e
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Ainsi, ce r&sultat laisse supposer que, lors de la ré-

ponse, la valeur de Em ne tend pas vers celle d'une pile de con-
- . . ++ . . P

centration aux ions Ca . La faible amplitude de la réponse

pourrait €tre due, comme cela sera expliqué au chapitre IV :

- soit @ un faible courant entrant consécutif 3 une .
activation peu importante de la conductance calcico-sodique, les
conductances de repos restant relativement importantes devant
8ca + Na;

~ soit & la présence d'une activation précoce de 1la
conductance responsable du courant sortant masquant ainsi le

courant entrant.

116 - Influence de l'accroissement de [Caf+]e et de

[Na+]e' sur Rd

81 1la [Na+]e est multipliée par 2 par addition de
513 mM de propionate de Na® au milieu de référence, lg Rd est.
abolie comme le montre 1'exemple de la figure 51 (p.140 ).

Par contre, si parallé&lement 3 1'augmentation de [Na+]e,
[Ca++]e est aussi augmentée, la Rd réapparait; En effet, dans un
milieu ol [Ca++]e est multipliée par 6 etf[Na+]e par 2 (par
-addition de 59 mM de propionate de ca’’ et 513 mM de propionate
de Na+, il se produit, aprés 20 mn d'action, upe augmentation de
1'amplitude de la Rd de 32 p. 100 en moyenne,sans modification

de sa durde.et une baisse corrélative de Er de quelques mV

(figure 52, p, 141),

[
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Eigue 51 : Action du mikieu emichi en fons Na" sur fa Ry
e propionate de Nat sont additionnges au milieu
de négerence).
R4 d'une fibre obtenue dans £es conditions normales
(g{gurne 51 a) et apres 15 mn d'action du milieu ewichi en Lons

/3us\Nat (gigure 51 b). .

\ uug L'exces de Na extracellulainre entraine La dispari-

" tion de fa R,. L'accrodissement de £a pression osmotique simul-
tané a L'apport de Na* n'est pas responsable de £'abolition de
La Ry puisqu'en milieuw, de méme pression osdmotique, enwrichi en
ions chlorurne, La Ry devient plus ample et plus durable que
celle obtenue dans %QA conditions de néférence {gigure 71,
p.187 ). ‘

e . .
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Figure 52 : Action d'un milieu enrichi simultandment en ions Na®
‘et Ca’ sun Ra R, (59 m de propionate de Ca’” et 513 mi de
propionate de Na® sont additiomnéesau milieu de neference) .

Ry obtenue dans Les conditions nonmales |(gigure 52 a)
et apnds action du milieu enrichi en ions Na' et en ions Ca'®
ig-oune 52 b) ; apnes 5 mn (thact 1) ; apres 10 mn (thacé 2) ;
apnes 15 mn (thace 3)3apres 20 mn (trace 4).

L'exces simubtans d'ions Ca'’ et Na' dans Le milieu
extracellulaire permet Le maintien de La Ry et méme. L' augmenta-

Lion de son amplitude (32 p. 100 en moyenne, n = 5 ). 365\

uui/
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117 -~ Conclusion sur la nature du courant entrant

Nos résultats,portant sur les modifications de la Ry

_ . ++ -+ -
provoquées par des changements de [Ca ]e et de [Na ]e'et

eas e e e P . ++
par l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques (TTX et ions Mn ),
tendent @ montrer que la phase de ‘dépolarisation de cette répon-
se est due 3 un courant entrant,principalement porté par les
: ++ » " ' ] . = 1 :
ions Ca  empruntant un 'canal lent", et sujet & l'antagonisme
. + .

des ions Na . Cet antagonisme s'effectue probablement, selon le

" processus décrit par LUTTGAU et NIEDERGERKE (1958) puisque 1'am~

plitude de R

4 semble dépendante d'un rapport [Ca++]e/[Na+]e.

La nature du courant entrant &tant définie, il convient
maintenant d'essayer de déterminer la valeur du potentiel de
. . o, + ++ .
diffusion aux ions Na et Ca vers lequel tendrait Em lors de

1'activité.

12 - Recherche de la valeur du potentiel de diffusion 1i&

aux mouvements des ions: responsables du courant entrant ECa + Tla

Au vu des résultats acquis concernant 1'amplitude de

d

de déterminer la valeur du potentiel d'inversion de la pile de
, P P

la R, dans les conditions normales, il semble assez difficile
iffusion E vers laquel end E_ lors de ré

diffusio Ca + Na vers laque le tend n 1OTS 1§ ponse,

car, de toute &vidence, cette valeur n'est pas - 10 mV. De plus,

dans certaines conditions une valeur de + 80 mV peut &@tre obte-

[ . ++ . + : . .
nue sans modifier ni [Ca ]e’ ni [Na ]e' Toutefols, 11 est pos—
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sible de proposer certaines valeurs de ECa + Na’ soit par ana-
lyse de la littérature, soit par exploitation des courbes

courant-potentiel obtenues par la technique du potentiel imposé.

121 - Application de 1'@quation de NERNST

A 20°C, si 1'on admet comme valeur de [Na"']:.L celle
proposée par PROSSER et BROWN (1962) soit 54 mM, on peut donner
3 E,_ une valeur de + 57 mV.

Na

En supposant que E__ n'intervienne pas, et que seule

Na
EC& joue, il convient, afin de déterminer cette derniére, de
‘ R . ++ .
proposer umne valeur & la concentration du Ca libre intracellu-
laire. La détermination de cette concentration est d'un point
" de vue dosage, relativement complexe,du fait de 1'importance du
++ . . . . . . .
Ca  intracellulaire 1ié. Toutefois, il est possible de fixer
. . . - ++ . .
une limite supérieure & [ca ]i libre en connaissant la concen-

. L+ . . .. .
tration de Ca  pour laquelle il y a activation de la contraction
des myofilaments de la fibre considérée.

REUBEN et Coll. (1970), REUBEN et Coll. (1971) sur les
myofilaments de la fibre squelettique 'd'@crevisse déterminent &
7

10"’ M la concentration de Ca'' du milieu pour laquelle il se

produit une activation du phé&noméne mécanique. HASSELBACH (1966)
détermine 1a [Ca++] critique & 10_8 M pour le muscle squelettique
de grenouille et 5.10_7 M pour celui de balane. PORTZEHL et Coll.

(1964) déterminent la concentration critique permettant 1'acti-

vation minimale des myofilaments de fibre squelettique de crabe
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Maia squinado 3 1,5 - 3.107% .

Sur notre préparation, l'analyse des résultats de
BRULE et GUILBAULT (1975) révéle que, pour uh milieﬁ dit sans
.Ca++, les myofilaments isolés développent déja une tension moyen—
ne de 1l'ordre de 18 p. 100 de la tension maximale, ce qui indique
que la concentration des ions catt 1ibr;s doit @tre trés basse
au repos, de l'ordre de ]0-_7 M comme le proposent de nombreux
auteurs (WEBER, 1966 ; HAGIWARA et Coll., 1964 ; HAGIWARA, 1966 ;
CHIARANDINI et Coll., 19705 ou 5.10_7 M,notamment pour la fibre
de baléne (KEYNES et Coll., 1973).

Le calcul de E, selon 1'équation de NERNST, pour une

. Ca
f[CaT+]e normale de 11,8 mM et en prenant pour [Ca++}i la valeur

P -7 -
critique de 10 ° M, donne 3 20°C la valeur de + 147 mV.
Ainsi, si le courant entrant n'est porté que par les
. ++ o, . .
ions Ca , Em pourrait,au maximum,atteindre cette valeur de
+ 147 mV. En admettant qu'intervienne, non pas une pile de con-
. . . . . . ++
centration, mais une pile de diffusion pour les ions Ca et
+
Na 1liée 3 la variation de E_ devrai rendre une’
8Ca + Na’ “m ait p v

valeur comprise entre + 57 mV (E, déterminée précédemment) et

Na
+ 147 mV (ECa)'

La valeur du potentiel atteinte lors de la Rd est
sans commune mesure avec ces valeurs hypothé&tiques, ce qui
laisse a penser que le courant entrant est,soit masqué par un

courant sortant, soit capté incomplétement du fait de la locali-

sation de 1la 8ca +'Na par rapport i celle de la conductance de
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surface.

122 - Valeur du potentiel d'inversion du courant

entrant déterminée par MOUNIER et VASSORT, 1973

En potentiel imposé,selon la technique de la double
séparation par saccharose, ces auteurs déterminent 3 + 30 mV la
valeur du potentiel pour laquelle le courant entrant (de nature
calcique ; absence de courant dynamique de Na+) s'annule et
s'inverse, soﬁstraction-faite du courant de fuité.

Cette valeur est relativement basse, et n'est pas com—-
patible avec la concentration de ca*t intracellulaire libre,géné-
ralement_admise.'Pour + 30 mV, le calcul donne une valeur de
([ca

une importante contraction des myofilaments (cf § précédent).

++]. ++]

1,6 mM 3 [Ca = 11,8 mM) ; cette concentration permet
Cette valeur faible du potentiel d'inversion du courant entrant
++ ‘ . .

de Ca (+ 30 mV) est expliquée par ces derniers auteurs :

ils proposent 1'hypothése selon laquelle le courant sortant,res-—

ponsable de la phase de repolarisation,serait activé trds pré-

cocement et masquerait partiellement le courant entrant,en dépit

du fait que la variation du potentiel d'inversion du courant de
++ . . . ++ . ~

Ca ' pour une variation de 3 fois [Ca ]e suit celle prévue par

1'équation, de NERNST.
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123 - Valeur déterminde par potentiel imposé selon la

technique des microélectrodes

1231 - Montage

La technique du potentiel imposé& par microélectrodes,
mise au poin£ par ADRIAN et Collf, (1966, 1968, 1970 a, 1970 b)
et utilisée sur la fibre squelettique de grenouille,consiste a
insérer dans la méme fibre 3 1'une de ses extrémités trois micro—
électrodes, 1'une mesurant le potentiel, 1l'autre permettant de
déterminer le courant de membrane, la troisiéme délivrant le
courant nécessaire au maintien de E - La figure 53 (p.147 ) mon—
tre la position des microélectrodes et le montage de 1'amplifi--
- cateur contrdlant le potentiel imposé (Ei)' Le courant injecté
au niveau dé 1'électrode VS est contrdlé par rétroaction pour

donner au niveau de Vl un potentiel imposé, soit continu soit

sous forme de créneaux de tension. La quantité de courant tra-

versant la membrane de 1l'extrémité de la fibre au niveau de Vl’

-~

pour une longueur 1, est estimée & partir de la différence de

‘potentiel entre V2 et V].Vll est admis que la méme densité de

.courant traverse la membrane entre Vl et V2, d la condition que

V1 soit situle 2 ggale distance de V2 et de 1'extrémité de la

fibre, La waleur du courant de membrane im est donnée par

2

2 (E , - Emz) / 31° . s E , et Em2 sont respectivement les

ml ml

valeurs de Em en V1 et en V2 3 1 est la distance entre 1'extré-

mité de la fibre et V,, ainsi qu'entre V, et V, ; r. est la

i’ 1 2
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‘Figure 53 : Schéma du montage utilisé poun £'étude des courants
de membrane par fLa technique du potentiel imposé a L£'aide de
microélectrodes. :

Les trhois micnoélectrodes (Vg, Vg et Vg) sont implan-
Lees a L'une des extrnémités de La fibre (F) baignant dans Le
Liquide physiologique. & est < @ A/2.

E est une contre-batterie permettant d'annulen Le
potentiel a L'entrnée éLectrométrique de L'amplificateurn Alj.
Dans ces conditions et en absence d'impulsion de temsion pro-
duite parn G a L'une des entrées de L'amplificateur Aly, ce
dernien ne peut débiter aucun cowrant dans La préparation. Ey
est ainsi §ixZ a La valeur de E, (Enj).

Vo - V1 donne £'image du courant traversant La mem-
brane entre L£'extnémité de La fibre et Vi. La valeur de ce
courant, a condition que Vi soit d Egale distance de Vg et de
L'extnemite de La fibre, est donne par £'équation :

- _ 2, . ;
I,=1 (EmZ Eml) /3 4fn; L s A/2 ST

E. et Enp etant nespectivement La valeur de Eaon Vet V,. \ et

2




résistance interne longitudinaie par unité de longueur de
fibre. Cette estimation de im 3 partir des caractéristiques d'un
cable long homogéne peut &étre entachée d'une erreur de moins de
5p. 100 s1 1 € %-,A 8tant la constante d'espace (A # —, r
étant la résistance de la membrane de 1'unité de longueur).
A de la fibre de crabe &tant compriseentre 0,7 et
1,4 mm (FATT et KATZ, 1953 ; MOUNIER et Coll., 1969 a), 1 est
prise &gale 4 400 pym.Le maintien du potentiel se fait par'un am-
plificateur dont les caractéristiques sont :‘produit gain x
bande passante > 10 Mz ; tension de sortie + 120 V., Le courant
injecté,pour "verrouiller" Em,est transporté par l'intermédiaire

de la troisiéme électrode Vs’ d'impédance faible (1 M Q) implan~-

tée a 25 um environ de V2.

1232 - Le courant de membrane

La figure 54 (p.149 ) donne un exemple de 1'image du
courant de membrane (Im) péur différentes valeurs de Em imposé
(Ei)’ le potentiel imposé de ré&férence (Eri = "Holding poten-
tial") étant fixé a la valeur de Er'

L'analyse de.cette.figure révéle 1'existence d'un
courant entrant qui s'active pour une valeur de Ei de ~ 40 mv,
et dans un.temps relativement long (de 1'ordre de 2 3 3 ms au
maxiﬁum de courant). Il est toutefois difficile de déterminer/’
vdirectement la valeur du potentiel pour laquelle le courant

- entrant s'annule et s'inverse,du fait de 1'existence du courant




Figure 54 : Enregistrnement, dans Les conditions nosumales,
EZIL courant de membrane (I,) (thac@s du bas) pour différentes
valeuns de Ep {mposé (E;) (tracés du haut).

. Existence d'un courant entrant pour une valeur seull
de E; ; ce cowrant 3'active d'autant plus vite que £'amplitude
des ﬁépaﬂw@aﬂom Ampostes est plus grande.

Le potentiel impose de néférence Es; est égal a E,.
Les depolanisations impostes (vens Le haut) traduisent des
varniations positives du potentiel, Les hyperpolarisations Limpo- .
8%es (vens Le bas), des variations négatives. Le courant esi
sontant et positif quand L€ 8'insenit au dessus de La Ligne
de néférence ; il est entrant et négatif dans Le cas inverse.

\ u‘\.'\_i
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cépacitif (constante de temps de 1,5 & 2 ms), d'une rectifica-~
tion anormale et d'une activation précoce (pour de fortes dépo-
larisations) de la rectification retardée comme cela sera vu
ultérieurement.

De plus, des oscillations de Im apparaissent, oscil-
lations attribuables 3 des artéfacts de contraction (ADRIAN
et Coll., 1968) ce que confirment nos observations,étant donné
que ces oscillations disparaissent lorsque le phénoméne contrac—
tile est sgpprimé ([Ca++]e = 0). De plus, elles sont atténuées
lofsque, sur certaines préparations, la contraction est de faible
valeur. Néanmoins, compte—tenu de 1'activation lente du phénoméne
contractile, il ne semble pas que le courant initial soit per-
turbé,

La courbe de la figure 55 (p.151 ) donnant T (global
initial) en fonction de Ei montre que ce courant global (Ig)
s'active pour Ei'= - 40 mV, présente son maximum entrant pour
Ei = 0 et s'inverse vers E, =+ 40 mV. Cette derniére valeur
‘correspond a3 celle déterminée par MOUNIER et VASSORT (1973)
aprés soustraction du courant de fuite.

Toutefois, il est certain que + 40 mV ne correspondent

)

. ta  sqs . . .
pas au potentiel d'équilibre de la pile de diffusion (ECa + Na

vers lequel tendrait Em lors de 1a Rd' En effet, il est nécessai-

re de tenir compte du courantde fuite I_, que 1'on peut détermi-

f’
"mer aprés extrapolation de celui-ci & partir des valeurs négati~
if

S o ;

J
/
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Of——o I g
. o I f )
E; {mv)
— 300 .20 ./;/Eri o’{ ' 100 = 200 300 +

40-

Figue 55 : Canactiristiques cowrant initial (Ig) - potenticl
(E;] Ten potentiel impose) dans Les conditions normales.

Vg - Vi donne L£'image du courant puisque

2. (v, - v
1 = [ADRIAN, 1970)
m o3 22 .
AL -
14 est Le cowwant de fuite mesun? en fin d'impulsion
(At = 15 mb§ 1€ est extrapolé pour Les valeurs de Ef plus
positives que Eyi. 1L est suppose, dans Le cas de La figune,

van&en Lintainement avec Le potentiel.

14 8'active pour B¢ = - 40 mV, 4'annube et 5'inverse
pour E; = +740 mV.

L'abscisse correspondant a L'intersection de Ig et de
1; donne, théoniquement, La valeur de La pile aux ions thans-
‘porntant Le courant entrant. Cette valeuwr est, dans Le cas de La
§igure, tres positive. Cecd Laisse & pensern que T¢ ne varierait
pas Linéainement avec Le potentiel ou, plus vraisemblLablement,
que, sdmultaniment en courant entrant, L existerait un courant
dii aux phénomenes de rectification.

®
UMES
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ves de Ei (< Eri)' Cependant, on ne sait pas si ce courant varie

linéairement avec le potentiel et de plus, il faut tenir

compte des phénoménes de rectification de la membrane

(HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 b). En supposant que le courant
de fuite varie linéairement avec le potentiel, en négligeant
les phénoménes de rectification et en retranchant au courant
global (Ig) le courant de fuite extrapolé&, la valeur de Ei’
pour laquelle le courant entrant s'inverse, se situe dans les
conditions normales, selon les fibres interrogées, entre + 140
et + 250 mV. Ces complications pour déterminer la valeur du
potentiel d'inversion du courant entrant nous ont amenés &
utiliser une autre méthode.

En effet, la détermination du potentiel pour lequel lev
courant entrant s'annule et s'inverse, peut se faire selon
la méthode qui consiste 3 appliquer d la fibre une préimpulsion
bréve dépolarisante d'amplitude suffisante pour activer la con-
ductance responsable du courant entrant, et, en fin de préim-
pulsion, d'amener E, a4 différentes valeurs jusqu'a obtentioﬁ de
1'inversion du courant entrant. La figure 56 (p.153 ) montre que

le courant initial est entrant pour des valeurs de Ei inférieures

"ou égales a + 120 mV et qu'au deld, il tend i s'annuler. D'autres

résultats donnent des valeurs analogues.



E.=E_=-60mV

Fibre b

Figure 56 : Détermination, dans Les conditions nonmales (en
potentiel

Ampose), de La valeur de E ; pour Lagquelle Le courant
entrnant 4'annule et 5'invernse.

~ Une preimpulsion dépolarisante d'amplitude suffisan-
Ze et de counte durie est appliquée & La membrane de facon &

- activen fa conductance responsable du courant entrant ; a La f§in
de £'impulsion, Le potentiel est amené & differentes valeurs.

L'examen des trhacss obtenus surn deux §ibres différentes
la et b) permet de trouver La valeuwr de + 100 et + 120 mV au  /girgy
potentiel pour Lequel Le courant entrant 4'annule. (\Huf

-
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124 - Conclusion

Quelque soit son mode de détermination, il apparait
que le potentiel d'inversion’correspondant au courant entrant,
se situe vers une valeur nettement plus positive que celle donnde
paf MOUNIER et VASSOR& (1973).

Ainsi, il semble probable que le potentiel de diffu-
sion pour les ions portant le courant entrant lors de la Rd,ait
une valeur &levée. Ceci sera d'ailleurs confirmé au chapitre IV.
En effet, dans des conditions de concentrations ioniques extra—
cellulaires anormales, avec pourtant,maintien de la [Ca++ e ot
de la [Na+]e 3 leurs valeurs respectives de référence, l'inveru

sion de potentiel de la R

4 peut atteindre une valeur de + 80 mV.

Or,dans les conditions physiologiques normales, la Rd ne présen—
te pas d'in&ersion de potentiel ; Em est loin de tendrg.vers une
valeur de potentiel tr@s positive.

Deux hypoth&ses, entre autres, peuvent expliquer
cette discordance :

- soit que la stimulétion;portée dans nos conditions
expérimentales par miqroélecfrode dans les conditions de courant
.imposé,trop ponctuelle, conduirait 3 une activation localisée
du courant entrant. De ce fait, la réponse‘se trouverait shuntée
par le reste de la fibre qui ne serait pas activé.;

- soit que 1'activation du courant entrant serait

concomitante d'une activation précoce du courant sortant, comme




le suggérent MOUNIER et VASSORT (1973).

2 - PROBABILITE D'UN SHUNT DE LA REPONSE

21 - Stimulation homogéne

Etant donné que la stimulation de notre préparation
est faite par miérdélectrode, il éonvient de s'assurer que cette
stimulation ponctuelle ne se traduit pas par une activation
incompléte des conductances responsables du courant entrant.

- MOUNIER et VASSORT (1973), interrogeant un faible
élément de fibre isolé partn;doublepont de saccharose, n'ob-
tiennent pas, en courant imposé, une réponse électrique d'am-
plitude supérieure 3 celle obtenue dans nos conditions de cou=
rant imposé par microélectrode. Or, compte-tenu de leur technique
et de la faible résistivité des milieux baignant la fibre, il
est possible d'admettre que 1l'excitation de la fibre et la dépo—
larisation de la membrane ﬁar le courant soient homogénes.

- Néanmoins, avec la technique des microélectrodes, la
‘recherche d'une condition de stimulation homogéne est entreprise.
Celle—éi consiste & n'utilisér gu'une partie de fibre isolée
électriquement'de son ensemble. La longueur de cette partie de
fibre est choisie inférieure 3 la valeur de la constante d'es~
pace (A = 0,8 mm au repos) et la stimulation est portée par la
microélectrode placée au milieu du cylindré de fibre. Ce dernier

est délimité&, d'une part par 1l'extrémité de la fibre (carapace
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ou axostyle) et d'aufre part, par une ligature réalisée i
1'aide de fil de nylon de 20 ym de diamétre. La ligature est
placée 3 une distance de 200 & 400 um de 1'extrémité et elle
apparailt non traumatisante puisque Er;le long de la fibre,ne
chute que de quelques mV aux abords immédiats de la ligature et
que sa valeur, pour 1'é1éméﬁt iéolé, nest pas différente de ce
qu'elle est sur la fibre entiére. La figure 57 (p.157 ) montre,
en outre, que 1l'élément est bien isolé et que la ligature forme

bien un bloc de conduction total, la R, n'@tant pas captée au

d

deld de la ligature lorsque la stimulation est portée au centre

de 1'élément de fibre isolé. L'amplitude de la R, apparalt iden—

d
tique, pour une méme valeur du courant de stimulation, quel que
soit 1'endroit de 1'élément de fibre interrogé. De plus, 1'am-

plitude moyenne de la R, enregistréedans ces conditions (52,2

d
+ 6,4 mV) n'est pas significativement différente de celle enre-

gistrée sur une fibre eﬁtiére (56,6 + 4,8 mV).

22 - Conclusion
I1 apparait,au vu de ces résultats,que la technique de
stimulation et de recueil de 1'activité par microélectrodgs ne
'soit pas la cause de 1l'enregistrement d'une R; de faible ampli-
tude. En effet, en rendant la stimulation homogéne & 1'ensemble
de la membrane interrogée, 1'amplitude de la R, n'est pas modi~-

d

1§éfﬁ I1 apparait donc qu'il faille .envisager (compte-tenu
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Figure 57 a

d [umj

Oﬁf w240 % 4530 ce- @m0 7%0
- 50

60- .

7ol G Figure 57 b R

Figure 57 c

Figure 57 : Valeur des potentiels de nepos et d'activité d'une
Zzgne cloisonnie parn Ligature et baignant dans du Liquide
physiologique.

- 57 a : schéma montrant Les implantations successives

du micrnoélectrodes : S, 2Lectrode de A:amuiaaon est placée au
milieu de £"¢lement dousonne

- 57 b : valeurs de E, en fonction de La distance (d)
43parant La m&cﬂodec&ode rnecueillant Le potentiel de £'extne-
mte de La fibre.

- 57 ¢ : R, obtenue en E;, E7 et E3 , La stimulation
étant toufouns pontée au méme end/w.(,t(S)

n'est pratiquement pas mod&ﬁ&e, saud aux abords
AmmedLats c(L La Ligature. La Ry de £'élément cLoisonnt edt
analogue a celle obtenue sur La fibre intacte et La Ligature
constitue bien un u.so!iawt
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de 1'existence d'une pile E de forte valeur positive

Ca + Na A
vers laquelle R, devrait tendre), l'hypothése selon laquelle la
réponsé pourrait @tre masquée au niveau méme de 1'é1ément de
membrane. En effet, selon le schéma &lectrique équivalent de
la membrane, proposé au chapitre précédent, il apparait que la

ile E serait en paralléle sur la résistance du sarcolem—-
P

Ca + Na
me et sur celle des tubules par 1'intermédiaire de résistances
série. Comme la résistance sarcolemmique correspond, chez les

fibres de Crustacés, essentiellement 3 1'inverse de la conduc-

: + ; . .
tance aux ions K , conductance qui en s'activant serait respon-

sable sur la plupart des tissus excitables du courant sortant

1lié 3 la phase de repolarisation de la réponse électrique, il

convient maintenant d'étudier le courant sortant.

3 - COURANT SORTANT

I1 est généralement admis que le courant sortant, lors

1 et ‘ 3 . s +
de 1'activité des fibres excitables, est porté par les ions K ;

.tant sur la fibre nerveuse que sur la fibre musculaire squeletti-~

que de Vertébré, et que les phénoménes d'activation et d'inacti-

vation obéissent, aprés modifications des coefficients, aux

équations de HODGKIN et HUXLEY (1952). Toutefois, une différence

marquante existe entre la fibre nerveuse et la fibre musculaire.
En effet, en plus d'un courant di @ la rectification anormale,

propre a la fibre musculaire, qui dépend seulement du potentiel,
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le courant sortant retardé,chez la fibre musculaire squeiettique,
s'inactive complétement durant une dépolarisation prolongée
alors que ce processus d'inactivation n'existe pas sﬁr la fibre
nerveuse (NAKAJIMA et Coll., 1962 ; HEISTRACHER et HUNT, 1969 ;
HUTTER, 1970 ; STANFIELD, 1970 ; ADRIAN et Coll., 1970 a ;
ARGIBAY et HUTTER, 1973, sur la fibre de grenouille). De plus,

' les résultats de ADRIAN et Coll., (1970 b) montrent que 1'inac-
.tivation du courant retardé est masquée par le développement
.d'une autre composante iente du courant sortant. De méme, sur

le tissu cardiaque, il est montré, en plus de la rectification
anormale, l'existence d'une rectificatiom normale retardée
(ROUGIER et Coll., 1968 b). Le courant sortant rétardé présente
deux composantes (BROWN et NOBLE, 1969 a, 1969 b ; DE HEMPTINE,
1971 a, -1971 b ; OJEDA et ROUGIER, 1974) qui peuvent &tre assi-
milées.aux courants ix] et ix2 décrits par NOBLE et TSIEN

(1969 a) sur le tissu de Puwikinfe. Il est & noter que la valeur
du potentiel d'inversion pour la deuxi&me composante du courant
retardé (la plus tardive) tend 3 montrer que ce courant n'est
pas uniquement porté par les. ions X~ ; ce courant serait moins
spécifique que celui de la premiére composante (OJEDA et
ROUGIER, 1974) . A 1'appui d'une participation au courant sortant
d'ions autres que les ions K* exclusivement, il importe de
signalerlle cas des fibres du tissu de Pu&kinje. Un courant sor-
tant s'activant pour une valeur de E, de - 20 mV contribue 5 la

repolarisation de la fibre lors du PA selon DUDEL et Coll. (1967).
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Ces derniers auteurs trouvent que ce courant dépend de [Clw}e
et pensent qu'il serait porté par les ions chlorure. Les travaux
- de HIRAOXA et FOZZARD (1972), FOZZARD et HIRAOKA (1973) montrent
que le courant initial sortant (selon REUTER, 1968), encore
appelé courant dynamiqﬁe,car di & une rectification membranaire
( PEPER et TRAUTWEIN, 1968 ), est porté essentiellement par les
ions chlorure. Ce courant, masqué dans les conditions normales
par le courant de Na+, posséde une vitesse d'inactivation ou de
réactivation qui est fonction de la valeur du potentiel et du
temps.

L'existence possible sur certaines fibres excitables
d'une participation des ions chlorure au courant sortant s'avé-
re €tre d'une extréme importance, comme nous le verrons ulté-
rieurement quant 3 l'interprétation de nos résultats, d'autant
plus que,sur la fibre musculaire d'écrevisse, GIRARDIER et
Coll. (1963) émettent la possibilité de 1'existence d'un courant

dynamique de C1 .

31 = Action du chlorure de tétraéthylammonium (TEA)

311 ~ Données sur ses propriétés

Le TEA est bien connu depuis 1957 (TASAKI et
HAGIWARA) pour bloquer (en agissant sur .les sites situés & 1l'inw-
térieur de la ﬁembrane) la conductance potassique d'activité
de 1'axone géant de calmar, sans que la &g de repos soit affec-

tée (ARMSTRONG et BINSTOCK, 1965 ; ARMSTRONG, C.M., 1969, 1971).
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I1 en est de méme sur la fibre nerveuse myélinisée de batraciens
anoures,au niveau du noeud de Ranv{ier (ARMSTRONG et HILLE, 1972 ;
MOZHAYEVA et NAUMOV, 1972 ; HILLE, 1967 ; VIERHAUS et ULBRICHT,
1971 3 KOPPENHBFER, i967 H KOPPENHHFER et VOGEL, 1969) oii il est
montré que le courant sortant retardé de K' est totalement aboli
sans.que le courant rapide sodique et le courant de fuite ne
soient en aucun cas affectés. Toutefois, NEHER et LUX (1972)
montrent ,sur le neurone d'escargot, oili il existe deux composantes
‘distinctes pour le courant sortant, Que l'action du TEA dépend
de sé concentration. A faible concentration, seule la composante
lente retardée est abolie, alors que la composante rapide ne
1'est pas, sauf si le TEA agit sur la face interne de la membra—
ne ou 3 trés forte concentration 3 1'extérieur. L'action du TEA
sur les fibres musculaires donne des résultats semblables. En
effet, en 1953, sur la fibre de crabe Portunus et Carcinub

(FATT et KATZ), en 1955 sur la fibre squelettique de grenouille
(HAGIWARA et WATANABE), en 1958 sur celle d'écrevisse  (FATT
et GINSBORG), en: 1967 sur la fibre myocardique de rat et cobaye
CORABOEUF et.VASSORT) , en 1974 sur la fibre cardiaque de cobaye
(OCHI et NISHIYE);fIlJestiﬁbﬁtréxqueilefTﬁAnprolonge.la durée

du PA. Ce retard,dans la repolarisation,est attribué & un blo-
cage des sites responsables du courant sortant porté par les
ions K+,comme 1'ont montré entre autres STANFIELD en 1970 ;

VOLLE et Coll., en 1972 sur la fibre squelettique de grenouille.
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Toutefois, il est montré, sur certaines préparations,que le TEA
ne bloque pas tout le cdurant softant, comme par‘exemple, sur

70 p. 100 (KEYNES et Coll., 1973). Il convient aussi de faire
référence aux travaux de BAULIEU et FRANK (1967), qui montrent
que le TEA, sur la fibre musculéire squelettique de grenouille,
facilite les mouvements des ions Ca | en libdrant des ions

des sites calciques; et 8galement i ceux de SUAREZ-KURTZ wemusmsmm
(197@9 qui attribuent 1'augmentation de l'activité &lectrique

sur la fibre de crabe, en présence de TEA,3 un accroissement de

. ++
la conductance aux ions Ca .

312 - Action du TEA sur la Rd

L'addition de 20 mM de TEA Cl au milieu de ré&férence
se traduit rapidement (5 mn) et réversiblement, par une augmen-
tation de l'ampli;ude de 1la Ry (Eﬁ au sommet de la réponse passe
a3 une ﬁaleur moyenne de + 12,5 mV + 2,5, soit un accroissement

de son amplitude (de 22 mV en moyenne)et de sa durée (4 a 5 fois

1a durée normale). La figure 58 (p.163 ) donne un exemple de

1'action du TEA sur la Ry Ni E_ ni R de repos ne sont affectés.

Ainsi, il apparait que le TEA agit sur la Rd en blo-

quant le courant sortant responsable de la phase de repolarisa-

. tion, courant qui s'activerait dans les conditions normales

. ..trés précocement puisque son inhibition entraine une réponse




163.

u\ . , *Izomv

10ms
pemrmsrmamnd
s I4uA'
Figure 58 a
Pism.
\\‘
.\.- i 3
Izom\l
oms
Fa 1'4 MA

Figure 58 b

: + :
Figure 58 : Action des ions TEA bur La Ry (20 mM de TEA C2
ZE%I‘EHHZILonnézAau milieu de néfénence).

Ry obtenue dans Les conditions normales (gigure 58 a)
et apnes 5 mn d'action du TEA (figure 58 b).

L'amplitude de La néponse 8'accrnoilt de 22 mV en
moyenne aindi que fa durée (4 a 5 fois, n =11 ).
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plus ample. Il est également possible d'admettre, avec FATT

et KATZ (1953) sur la fibre squelettique de crabe (faisant agir
le TEA en remplacement du Na+ extracellulaire) et avec

WEINGART (1974) (montrant, sur le myocarde de mouton, 3 l'aide

de TEA marqué au 140 injecté par ionophorése 3 1'intérieur des

fibres éue la membrane est perméableﬂaﬁnTﬁA), qu'un courant de
TEA+ pourrait participer sur notre préparation, au courant en-

trant responsable de la Rd'

Selon cette derniére hypothése, en modifiant [TEA+]e,
1'amplitudé de la réponse devrait €tre &galement modifiée. La
figure 59 (p. 165) donnant la valewur de Em au sommet de‘la Rd
en fonction de [TEA+]e, montre qu'il n'en est rien puisqu'il
n'y a pas de variations significatives de cette valeur pour les
différentes concentrations de TEA. Toutefois, un temps d'action
supérieur est requis aux faibles concentrations (10 mM) pour
1'obtention de 1'¢ffet optimal sur 1'amplitude de la Ry. Par
contre, la durée de la phase de repolarisation, (mesurée entre le
niveau maximum de la dépolarisation et le retour 3 Em initial)
croft avec [TEA+]e. En effet, la figure 60 (p.166 ) donnant la
durée de la phase de repolarisation en fonction du temps d'ac-

tion de deux milieux enrichis en TEA (20 et 100 mM) montre

1'existence d'un rapport de 1 & 6.

[y

?“€* ' Ainsi, méme en changeant le gradient de concentration
335

: + ~ . . .
<..pour les ions TEA", la réponse ne varie pas en amplitude ; ceci

. + . .
permet de supposer que ces ions TEA ne participent pas au
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Figure 59 - Valeur moyenne de E au maximum de La R 40 en fonc-
- on de La concentration ex,tjcace,&liuza,me de TEA. (moyeymu +
Ceant-type, n = 24,6 et 16 nespectivement powr [TEA]

30 et 100 mM). Le TEA est appofute sous gorme de TEACE Ke/s
concentrations des autrhes Lons etant maintenues a Leur valeur

de négerence. , ‘ @
E,, au maximum de La Ry n'est pas fonction de [TEAT) o

du moins au-deld de 20 mM.
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Figure 60 : DunZe moyenne de La phase de repolarisation de La Rd
en fonction du temps d'action des Lons TEA aux concentrations

de 20 et 100 mM (moyenne + Ccant-type, n = 12 et § neApect&ue—
ment pour [TEA] = 20 et 100 mM)

La §igure montre que La durde se stabilise aprés 5
a 10 mn d'action et est fonction de [TEA+]Q.
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courant entrant. Par contre, comme 1'amplitude de la Rd'est
accrue, celd corroborerait 1'hypothése de MOUNIER et VASSORT
(1973) selon laquelle le courant entrant de Ca++ serait masqué
.par un courant sortant de K s'activant précocement, Toutefois;
les travaux de NOBLE et TSIEN (1969 a, 1969 b) ; FOZZARD et
HIRAbKA (1973) ; OJEDA et ROUGIER (1974; obligent 3 ne pas
affirmer d'emblée que ce courant sortant serait uniquement porté
par les seuls ions K'. En ce qui concerne l'influence de [TEA+]e
sur la durée de la Rd’ il est possible d'émettre une hypothése
semblable célle proposée par NEHER et LUX (1972) sur le neurone
d'escargot, & savoir que le couragt sortant serait & plusieurs

composantes et que chacune d'elles possé&derait un niveau d'inhi-

bition dépendant d'une [TEA+]e déterminée,

32 - Action du Rb¥

Rappelons pour mémoire qu'il est admis que les ions
Rb" sont féputés abolir la rectification anormale ("inward
going rectificatioh") sur la fibre squelettique de grenouille
(ADRIAN, 1964) et la conductance retardée aux ions K (HUTTER et . -

R

 WARNER, 1972 ; VOLLE et Coll., 1972 ; HARRIS et OCHS, 1966). )

321 - Un milieu old le KC1 de la solution de référence <
est remplacé par du RbCl (12,9 mM) ne modifie , comme le mon-
trent les enregistrements de la figure 61 (p. 168), ni la valeur

de Er’ ni celle de Rm de repos, ni 1'allure de la Ry-
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Figure 61 a

Figure 61 b

Ny
Figwie 61 : Action des ions Rb™ sun 2a Ry (Les 12,9 mi de KCE
u eu de neference sont nemplacées par du RbCL).

R, d'une §ibre obtenue dans fLes conditions normales
(figure 61 a) et apres 40 mn d'action des ions Rb* (figure 61 b).

La Ry n'est pratiquement pas modifiZe.
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L'absence d'effets résulte probablement de 1'impossi-
bilité de remplacer le K’ intracellulaire par le Rb" (expérimen-
tation d'une durée de 1'ordre de 30 mm) surtout que la fibre mus—
culaire de crabe présente, comme cela a déja &té mentionné, un
important systéme tubplaire et des invaginations nombreuses
du sércolemme.

C'est la raison pour laquelle, en référence au proto-
cole proposé par ADRIAN en 1964, l'expérimentation est reprise
~ sur des fibres de crabes qui sont maintenues pendant plus de 8
jours dané de 1l'eau de mer artificielle réguliérement renouvelée
o le K' est remplacé par du Rb+. Le dosage réalisé au spectro-—
photométre de flamme (voirldétails en Annexe II) montre que, dans
ces conditions, 55,7 p. 100 (+ !,3) du K+ intracellulaire
(98,02 + 4,76 mM/kg de fibre) sont remplacés par du Rb'. Dans
ces nouvelles conditions, 1l'activité €lectrique des fibres mus-
culaires de ces crabes se trpuve étre modifiée (figure 62,

p.170 ). En effet, la réponse voit son amplitude moyenne accrue
de 20 mV par rapport & celle obtenue dans les conditions norma-—
les, le potentiel atteint au maximum de dépolarisation &tant

&e + 16,3 + 5,2 mV (n = 295, sans variatiéns significatives de
'Er (Er =~66,3 + 6,1 mV, n = 37). Il apparait, en plus, que la
Rm de repos augmente sans qu'il soit ﬁossible de donner 1la va—.
leur de 1'accroissement (en p. 100), &tant donné la non possibi-
lité d'avoir la référence. Toutefois, la valeur du courant dépo-

larisant nécessaire pour obtenir le déclenchement de la Rdgst,en
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Figure 67 : R, d'une §ibre dont Le K Aintracellulainre est nem-
Z%ce en parntie parn du Rb+ (a 55,7 p. 100 en moyenne)

(voin ANNEXE 11).

La R, présente une inversion de potentiek, E au
max{mum de depota/uwaaan prenant La valewr moyenne de + 16,3
+5,2mV (n=29). E, n'est pratiquement pas modifig
6, = - 66,3+ 6,1 ml, n = 33).
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moyenne ,réduite de moitié& par rapport i celle nécessaire dané
les conditions normales (le seuil de potentiel &tant inchanggé).
Ii est donc ainsi possible d'affifmer que la*Rm de repos est
bien accrue. L'augmentation de 1l'amplitude de 1la R, en présence
de Rb” suggére l'activation précoce, dans les conditions nor-
males, d'un courant sortant qui masqueréit le courant entrant
et qui serait porté par les ions K'. Ces résultats seraient
conformes & ceux obténus en présence de TEA. Les ions Rb+ et
TEA® inhiberaient le courant retardé responsable en partie de

la phase de repolarisation de la réponse €lectrique dans les

conditions normales.

322 - 20 mM de chiorure de TEA additionnéesau Ringer-
Rb augmentent 1'amplitude de la Rd des fibres placées dans les
conditions relatées ci-dessus (remplacement d'une partie du K"
intracellulaire par du Rb+). L'augmentation de l'amplitude de
la Rd est en moyenne de 30 ﬁV, comme l'attestent les enregis-—
trements de la figure 63 (p.172 ). Le TEA se montre encore actif
sur la Rd bien que le Rb intracellulaire ne puisse plus perﬁet~
tre la .naissance d'un éventuel courant sortant retardé de K+.
Cependant, la R4 des fibres dont le X' intracellulaire est en
partie remplacé par du Rb+,n'est pas modifiée en durée, mais
seulement en amélitude, alors que le TEA modifié la Rd des fi-

bres normales,i la fois en durée et en amplitude. Ainsi,le

courant sortant lors de 1l'activité@ pourrait @tre constitué de
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Figure 63 : Action du TEA (20 mM) depuis 10 mn sur une fibre
ont Le K+ intrnacellulaine est nemplacé par du Rb* (Le KCE
extracellubaine est, Lul aussi,remplace par du RbCE).

La R, est accrue en amplitude . (29,6 + &,9 mV,
en moyenne, n = 6) et en dunde.
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. - . + -
deux composantes, la premiére portée par les ions K , supprimée
P + PSS R .
en présence de Rb et la seconde, liée & la rectification retar-—
dée, pouvant €tre de nature autre que potassique.

Pour étayer cette derniére hypothése, il devenait
nécessaire d'étudier les phénoménes de rectification membranaire
en milieu extracellulaire modifié de fagon 3 discerner la nature
ionique du courant global sortant lors de l'activité,

4 - PHENOMENES DE RECTIFICATION MEMBRANAIRE '

L'analyse de la relation courant-potentiel, sur les

fibres musculaires striées de Vertébrés,révéle deg phénoménes de
rectification de la membrane, c'est-3d-dire de variations de con-
ductance. Il est distingué'déux types de rectification : la
rectification normale ou retardée ("Outward going rectification")
et la rectification anormale ("Inward going rectificétion").
Ce phénoméne de double rectification mis en évidence,entre autres ,
par KATZ et LOU (1947), KATZ (1949), BURKE et GINSBORG (.1 956) ,
NOBLE (1965) ; STEFANI et STEINBACH (1969), ADRIAN (1969) sur
la fibre squelettique de grenouille, HALL et Coll., (1963) sur
la fibre de Purkinje, est dii essentiéllement 3 des mouvements
d'ions K'. |

En ce qui concerne la fibre squelettique de»cfabe,
ATWOOD et Coll. (1965) mettent en &vidence ce phénoméne de

rectification membranaire sur les fibres de crabe Cancer magister.
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La figure 64 (p.175 ) montre que la réponse de la membrane (Em)
au courant QUi'1Ui est imposé (Ii) est variable selon le type ée
fibre. En effet, le type de réponse électrique (tout~ou-rien,
gradude ou absente : réponse passive) est 1ié &troitement & la

relation courant-potentiel.

41 - Etude des phénoménes de rectification membranaire en

courant imposé.

411 - Dans les conditions normales

Le montage utilisé (figure 23 p. 54 ) permet d'imposer
des créneaux de courant & la membrane (Ii)' Lé réponse (Em) a
ces courants, mesurée 3 son état stable, permet, comme le montre
la figure 65 (p. 176), de tracer la courbe traduisant la rela-
tion Ii -E.

La variation de potentiel dans les conditions normales,
pour les courants hyperpolarisants, est une fonction linéaire de
Ii et la pente de la droite représente la résistance Rm de reposT
Pour les valeurs dépolarisantes de Ii’ la courbe traduit une
augmentation de la R jusqu'ad la valeur de E_ pour laquelle la
Rd se déclenche.

Cette relation Ii - Em correspond, sur la fibre sque-

lettique de crabe Carcinus maenas, & celle obtenue par ATWOOD

et Coll. (1965) sur les fibres de crabe Cancer magister présen-—

. tant des réponses de type tout-ou-rien (cf. figure 64, p.175 ).

I1 importe de savoir sur notre préparation, pour
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Figure 6 : d'apres ATWOOD et Coll. (1965)

Counbes potentiel-courant établies surn des fibres dont
La nEponse est :

a) tout-ou-nien
b) graduée
¢) passive.

Les abscisses positives reprnésentent La valeur des
cowrants dépolarnisants, Les ondonnBes positives, celle des
dépolanisations membranaines. L'échelle placée a droite de cha-
que cowrtbe comrespond a Ey, La valeur du potentiel de repos Ey
cornespondant au 0 des abseisses et ondonnges. Eo est La valeun
du potentiel pourn Laquelle L£'activité mecamque commence a se
manigesten.

Seules, Les 4ibres népondant parn une Ry fout-ou-rien,
ou g/naduee, p/LéAQMQVUC Le phénomene de rectification anoamale,
tnes marque dans Le cas de fa Mb&e ngpondant par une Ry
Tout-ou-rien. o

By
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— Figure 65 a
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Figure 65 : Relation couwrant (IL) - potentiel (E ) (en meeieminied
Ampose) de La f4ibre de crabe dans Les conditions normales.

- 65 a : Réponse de La membrane (thacés du haut) a

- cheneaux de courant hypern- et dépolarnisants (traces du bas).
I . .
\Qiff/ - 65 b : Courbe 1; = § (E ) etablie & £'Etat siable

en §in d'impulsion (AT = 15 ms). Le trait interrompu correspond
a La valeur de E, pour Laquelle £a R, se déclenche.

La membrane présente un phénoméne de rectification
anonmale pouwn Les valeuns de E_ plus positives que E,-
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connaitre la nature des phénoménes de rectification de la mem-
brane, comment &volue la relation Ii - Em lors de la modifica-
tion du contenu ionique extracellulaire et lors de 1'emploi d'in-

hibiteurs spécifiques de perméabilités.

412 - Relation I, -E en milieu sans Ca''

++ . - . .
L'absence de Ca  extracellulaire entraine la dispari-

tion de la R,, donc du courant entrant (porté essentiellement

a4’
par les ions Ca++, cf § 1, p.129 ), Ainsi, le milieu dont le ca*t
est remplacé par du chlorure de choline (23,6 mM) permet d'ob-
tenir la relation»Ii - Em en absence de courant entrant.

La figure 66 (p.178 ) donne un exemple de relation

. - v . - ++ .
obtenue sur une fibre placée en milieu dépourvu de Ca  depuis

30 mn : aucune modification sensible de Er n'est observable.
Par contre, une augmentation de la R, de repos est observée

(del'ordre de 30 p. 100 en moyenne). La courbe traduisant la
relation Ii - Em fait apparaitre le phénoméne de double recti-
fication, rectificaﬁions anormale et normale retardée. Ce phé-
noméne observé sur la fibré de crabe est d'un type analbgue a
celui donné par ADRIAN et FREYGANG (1962 b), STEFANI et

* STEINBACH (1969), ADRIAN (1964), (1969) entre autres,sur la
fibre squelettique de greqouillé; Ces auteurs montrent que les
propriétés de rectification de la membrane sont en relation
avec les mouvements des ions K puisqu'ils subsistent en milieu

K2804 isotoniqﬁe, et sont abolis en présence de rbY.
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blicen absence de Cat+ extracellulaine (23,6 mM
de chlorure de choline nemplacent Les 11,8 mM de CaCKz)

BUS Relation 1; - Ey obtenue dans Les conditions normales

JHUELs2ablie en §in d'impulsion : At = 15 ms) (cournbe 1) et apais
30 mn d'action du milieu dépourvu d'ions Catt (établie en 44in
d'impulsdion At = 125 ms) (counbe 2 ef enrepistrement du haut).

La counbe 2 montre Le phénomene de double rectifica-
tion membranaire (anormale et nonmale) ainsi qu'une augmentation
de Za R, de nepos. La R 4 1t abolie.

e 66 Canaotewuque cowrant- po/temd (en yvisgmininnl
B 62
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Ainsi, sur notre préparation, si les phénom@nes de
‘es . . o 'e +
rectification membranaire sont diis 3 des mouvements d'ions K
comme sur la fibre squelettique de grenouille, en milieu isoto-
. + P . .
nique de K, ces phénoménes doivent persister. Cependant, en

absence de Cl~ extracellulaire, la R, est abolie (HAUDECOEUR et

d
GUILBAULT, 1972 a) et, comme cela va &tre montré, les phénomé-

nes de rectification sont égalerert supprimés.

413 ~ Action de milieux appauvris ou dépourvus d'ions

chlorure

4131 - En remplagant le NaCl du milieﬁ de réfée-
rence par du propionate de Na© ou du méthylsulfate de Na+ - |
(513 mM), une chute de Er est observable,ainsi qu'une augmen-
tation de la Rm de repos (ch. II, § 332, figure 34, p.93 ). M
)

En outre, ce milieu appauvri en ions chlorure ( [Cl—]e = 60 wily)
entraine,réversiblement ,une disparition de la Rd (figure 67,
p-180 ) aprés un temps d'action supérieur 3 10 mn, disparition

non liée & une éventuelle &lévation du seuil de déclenchement

de la réponse ou 3 la baisse corrélative de Er'

4132 - Le remplacement de tous les ions chlorure
par des ions propionate ou méthylsulfate se traduit,sur la Ry
et Er,par des résultats analogues. |
La traduction de la relation I, ~E) révéle
(figure 68, p. 181) la perte de tout ph&noméne de‘rectification.

En effet, la fonction qui traduit cette -relation est une droite,
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Figure 67 : Action d'un milieu appauvid en Lons chlorure Aur
Za Ry (534 mM des 594 mM d'ions chlorure du milieu de #2f4érence

3 dont nemplacéebpar des ions propionate).
@ La R4 obtenue dans Les conditions normales {figure

67 a) disparait aprnés 30 mn d'action du mo&ceu appauvrli en Lons
chlornure (figure 67 b).

La suppression presque totale des Lons ch!,onwte
abolit La R d°
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Figuie 68 : Caracténistique courant-potentiel etablie (en
cowrant «mpose) en absence d'ions chlorune, dans Le milieu
extenne (tous Les Lions chlorure sont nemplaces pan des Lons

 propionate).

: Evolution de La relation 1 Pl obtenue dans Les
conditions nonmales (etablie en §in “d'impulsion : At = 15 ms) ,

(courbe 1) et apnds action du milieu dépourvu d'ions chlorurne |

P

£
34 ;.\

TET S A
(etablie en fin d'impulsion : At = 125 ms) pendant 10 mn \'-;/

(cournbe 2), pendant 20 mn (courbe 3) et pendant 45 mn (courbe 4).

Les phénomenes de nectification sont abolis. Le
nesultat est Lidentique quand Les <ons chlorure du milieu sont
nemplaces parn des Lons methylsulgate. -
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le coefficient de corrélation étant de . 995. Ce résultat est
obtenu en absence des seuls ions chlorure, la présence des au-

++ +
et Na é&tant respec-

tres ions, en particulier des ions K+, Ca
tée, ainsi d'ailleurs que la pression osmotique et le pH. Il
apparalt ainsi que les ions chlorure jouent‘un rdle important
dans les phénoménes électriques)de la membrane, tant sur 1l'ini-
tiation de la Rd que sur la propriété de rectification.

4133 - En présence des seuls ions K (6,45 mM de
méthylsulfate de K+) et Ca'' (11,9 mM de propionate de Ca++),
l'évolﬁtion de la relation I, - Em est analysée. Le maintien
des ions Ca'' dans le milieu présente le double avantage de ne
pas d'une part modifier la cohésion moléculaire de la membrane
cellulaire (O'DONNELL et KOVACS, 1974) donc ses propriétés, et
de ne pas, d'autre part, modifier les phénoménes de rectifica-
tion,déns la mesure oi lesbmouvements de X' sont impliqués. La
figure 69 (p.183 ) montre qu'aprés 20 mn d'action, la relation
I, - E est linéaire, 1l'équation de la droite de régression
présentant un coefficient de corrélation de .999, n = 24). ta
perte de la rectification pouvant résulter de la dépolarisation
membranaire de repos (Er =~ 48 + 4,5 mV), la fibre est repo-
larisée 3 sa valeur initiale. Cette repolarisation, comme le

montre la figure, ne fait pas réapparaitre les phénoménes de

rectification membranaire. Cependant, dans ce cas, la perte des

*#rectifications membranaires pouvant &tre due & la trés faible
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Figure 69 : Caracténistique courant-potentiel établie (en
courant Amposé) apnes action d'un milieu ne contenant que des
Lons K* (6,45 mM de KgS0y4) et Cat++ (11,8 mM de propionate de
- Catt), La pression osmotique Etant compensée par apport de.

~ saccharose et Le pH stabilisé a 7,8.

- La nelation 1; - Ey obtenue dans Les conditions
nonmales (Etablie en gin d'impulsion : At = 15 ms) (courbe 1)
trhaduit Re phénomene de rectification. Apres 15 mn d'action du
milieu anonmal, La nelation 1; - Epn (non dépendante du temps)
gvolue et montre La disparnition de ce phinomine de reetification
que La fibnre ne s0it pas (courbe 2) ou s04it nepolarisie
(counbe 3). _

: Les phénomenes de rnectification sont abolis bien que
Les Lons K+ sodent présents dans Le milieu extracellulaire.
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force ionique du milieu anormal concerné, c'est la raison pour
laquelle un milieu riche en ionsiK+, dépourvu d'ions chlorure
a été testé.

4134 - Ce milieu anormal est constitué de 387 mM
de méthylsulfate de K (correspondant 3 30 fois la [K+]e normale)
et de 11,8 mM de pfopionate de éa++. La pression osmotique est
ramenée 3 une valeur identique 3 celle du milieu de référence
par apport convenable de saccharose. Les effets de ce milieu se
traduisent_(figure 70, p. 185 ) :

- par une dépolarisation de repos, Er prenant la valeur
moyenne de - 2,6 mV + 2,6 (n = 5);

- par l'absence des phénoménes de rectification. La
courbe représentant la relation Ii - Em est une droite (coeffi-
cient de corrélation : . 987) méme si Er est maintenu 3 sa
valeur de référence grice 3 un courant repolarisant.

Aussi, en présence seulement,dans, le milieu extracel-
lulaire, d'ions K’ 3 forte concentration et d'ions Ca++, la
membrane perd ses propriétés de rectification. Ceci semble pou~
voir étre imputé 4 1'absence des ions chlorure dans le milieu
éxtracellulaire, en dépit de 1'existence d'un doute puisque la
Rm diminue (les variations de Rm en fonction de Em pouvant &étre
masquées par la faible valeur initiale de celle-ci). Ainsi, sur

la fibre de crabe, les propriétés rectificatrices de la membrane

L e,

S . ~ . < . + .
- pourraient ne pas €tre liées i des mouvements d'ions K, mais
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Figure 70 : Caractenistiques couwrant-potentiel etablies (en
courant imposé) en milieu de &éﬁé&ence et en milieu ne contenant
que des Lons K+ (193,5 mM de K ) et Ca++(17 &§ mM de propLionate
de Ca++) La phession OémOILQuQ etant compenéee par apport de
‘sacchanose, Le pH Stant §ixé a 7,8.
‘ Evolution de fa nelation I, - E, obtenue dans fes
conditions normales (&tablie en §in d'impilsion : At = 15 ms)
(counbe 1) et apnes 20 mn d'action du milieu anormal {non
dépendante du temps), La §ibre n'étant pas (courbe 2) ou étant
repolari see(courbe 3).
L'exées d'dons K ([K'], = 30 fois ([K'], nonmate) ,
" en absence des autres ions ne permet pas Le maintien des phe- (E%E;)
nomznes de nectification de La membrane.. ~
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lutdt 3 des mouvements d'ions chlorure (effet direct), &
%

. . . . +
moins que ces derniers n'influencent les mouvements des ions K

et ceux des ions Ca'’ (effet indirect). En effet, 1'absence de
c1™ éxtracellulaire entraine une disparition de la Rd (figure
67, p. 180) et au contraire, 1'§ccrdissement de [Cl—]e (milieu
de référence additionné de 513 mM de chlorure de choline) 1'aug-
mente (figure 71, p.187 ) en amplitude (55 p. 100 en moyenne) et
en durée (30 & 100 ms).

414 —~ Effets de milieux ol seuls les ions chlorure

‘ sont présents.

4141 - La figure 72 (p.188 ) donne un exemple
de la réponse Em de la membrane 3 des courants constants dé- et
hyperpolarisants de 150 ms de durée aprés 30 mn d'action d'un
milieu ne contenant que des ions chlorure (chlorure de choline :
594 mM —vpression osmotique compensée par apport de saccharose -
pH normal par tampon bicarbonate). Les courbes de la figure 74 a
montrent que la membrane de la fibre de crabe, placée dans de
telles conditions, présente les phénoménes de double rectifi-
cation anormale et noﬁmale‘ahalogues a4 ceux observés en absence
de courant entrant (§ 411, p.174 ) et & ceux obtenus par ADRIAN
(1969) sur la.fibre squelettique de grenouille. La richesse du

systéme tubulaire transverse et les nombreuses invaginations

gitudinales du sarcolemme de la fibre laissent 3 penser malgré
feae 1

~ . + .
gott, qu'une rétention de K au contact de la membrane est toujours

—
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Figure 71 b

Figure 71 : Effets d'un exces d'ions chlorure (addition de
594 mM de chlonure de choline au milieu de negerence) sur La Ry

Ry d'une fibre dans Les conditions nonmales (figure o .
71 a) et apres 20 mn du milieu enrichi en Lons chlorure L BuEN
(g§igure 71 b). ‘ uEg
La Ry devient plus ample et pfus durable. .
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Figure 72 : Caracténistiques courant-potentiel établies (en
couwnant Amposé) en présence,uniquement, d'ions chlorure dans
Le milieu externe (594 mM de chlorure de choline) ; Les autres
Lons Etant absents, La pression osmotique sdmmk compensée par
apport de saccharose. ek .

Evolution de La nelation 1, - E, obtenue dans £es
conditions nonmales (Btablie en §in ~d'impulsion : At = 15 ms)
{counbe 1) et apnés action du milieu anonmak (Etablie en fin
d'impublsion : At = 125 ms) pendant 10 mn (courbe 2) | ° pendant
20 mn (courbe 3)et pendant 30 mn (courbe 4). '

Les phénoménes de double nectification membranaire
subsistent en présence des seuls ions chlonure ; L8 sont
sembLables & ceux obsenvés en absence d'ions Cat+ extracellu-
Laines (gigure 66, p.178 ).
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possible. C'est la raison pour laquelle 1'établissement de la
relation Ii - Em a été faite dans les mémes conditions, sur des

fibres de crabe ayant séjourné,au préalable,huit jours dans de

1'eau de mer artificielle dont le K' est remplacé par du Rb'.

4142 - Les fibges prélevées sur ces crabes pré-

sentent une réponse dont 1'amplitude est accrue par ré}port F:1
celle des fibres placées dans des conditions normales (§ 32,
p.167), 1la Rm de repos &tant trés supérieure 3 la valeur normale.

La figure 73 (p.190 ) montre que le milieu ne contenént»
que des ions chlorﬁre (594 mM de chlorure de choline),aprés 20
mn d'action, permet le maintien des ph&noménes de rectificétion.

Ainsi, lorsque le K' intracellulaire esf reémplacé par
dﬁ Rb+, les résultats obtenus aménent 3 penser que les phénomé=
nes de rectification ne.sont pas liés,dans les conditions nor—
males, 3 des mouvements de K puisque, sur la fibre de grenouil-
le, 1le RbY remplagant en partie le K’ intracellulaire abolit ces
phénoménes (ADRIAN, 1964). Cependant, il .est possible de consi~
dérer que, sur la fibre de crabe, ié sélectivité du "canal" de
rectification aux ions K Sérait plus faible que sur la fibre
de grenouille et que ,ans ce cas,le Rb" peut remplacer le K+.
Il convient toutefois de remérquer que si cela ést, la Rd obte-
nue sur les fibres ayant séjoufné 8 jours dans 1l'eau de mer ar-
tificielle (o le Rb+ remplace le K+), ne devrait pas &tre plus

ample que celle obtenue dans les conditions normales. Or, il
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‘Figure 73 : Canactiristiques counant-potentiel etablies (en '
cowrant imposd) en présence d'ions chlorune (581 mM de chlorure
de choline) et Rb* (12,9 mM de RbCL), Les autres sons etant
‘absents, sur des fibres dont Le K+ intracellulaire est remplace
~\par du Rb* (voir ANNEXE 1I). '
\3‘3& Evolution de La relation 1; - E, obtenue dans fe
milieu de néférence dont Le KCEL est nemplacé par du RbCE
" (etablie en §in d'impulsion : At = 15 ms) (courbe 1) et apnes
20 mn d'action du milieu ne contenant que des Lons chlorure
et Rb+ (établie en gin d'impulsion : At = 125 ms) (courbe Z).

Les phénomenes de hectification de La membrane existedt.
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n‘en.est rien (§ 322, p.171 ). En outre, le TEA, inhibiteur du
courant sortant, agit, comme cela a &té montré.précédemmént,

(§ 312, p.162 ) en augmentantla Ry en amplitude et en durée,
alors que le Rb* ne 1'augmente qu'en_amplitude. Ainsi, mainte-
nant se pose le probléme de savoir si le TEA supprime, comme sur
la fibre squelettique de grenouille (KAO et STANFIELD, 1970), 1la
rectification retardée qui serait due, au niveau de la fibre.de
crabe, d un mouvement d'ions chlorure.

4143 - A la concentration de 100 mM, le TEA abo-
lit presque totalement - & plus de 90 p. 100 ~ 1la rectification
normale retardée chez la fibre de grenouile (STANFIELD, 1970).
Pour cette raison, les effets d'un milieu anormal ne contenant
que des ions chlorure (494 mM de chlorure de choline), addition-
né de 100 mM de chlorure de TEA, a &té test@ sur notre prépara-
tion.

| La comparaison des enregistrements de la figure 74
(p.192 ) montre que le TEA accroit,trds légérement,la Rm de
repos et supprime,pour une large part, la rectification retardée.
La figure 75 (p.133 ) traduit 1‘'&volution sous 1'effet du TEA,
en fonction du temps,.de 1é_re1ation Ii ---Em obtenue en milieg
ne contenant que des ions chlorure. Cette‘relation montre que le

maximum d'effets est obtenu aprés 20 3 30 mn d'action.

Ainsi,l'augmentation en amplitude et en durée de la
R, par le TEA s'explique par la diminution du courant sortant

responsable,en partie,de la repolarisation. Ce résultat
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 Figure 74 : Réponse electrique de fLa membrane a4 des courants
“consTants sous L'effet d'un milieu contenant uniquement des
dons chlorune (594 mM de chlorure de choline) (figwre 74 a) puis
Aous L'effet du méme milieu contenant des Lons TEA* (494 mM de
chloruwre de choline et 100 mM de chlorure de TEA*) (figure #4 D).
La pression osmotique de ces milieux est compensée par apport
/ w\ie sacchanose et Leurn pH maintenu a 7,8.

L uid f Les néponses sont ennegistrées Lonsque Les eggm des
e’ milleux respectifs sont opixnaux (apres 25 mn d'action pour Le
premiern milieu anormal puls apres 30 mn pour Le second).

o~

(“7‘ k La gigure 74 a Laisse apparaltre Les phenomenes de
. necxxéLcaixon membranaine anormale et normale, cette derniérne
T Zendant a disparaitre sous L'action du TEA (figure 74 b).
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Figure 75 : Canacténistiques courant-potentiel ttablies (en
‘courant Amposé) a partin des trhaciés de La figure précédente.
Evolution de La nelation 1; - Ep obtenue en milieu

de négérnence (etablie en fin d'impulsion : At = 15 ms) (courbe 1)
apres action successive des milieux anormaux (etablie en f§in FAt

d'impulsdion ¢ A% = 125 ms) : pendant 25 mn powr Le milieu e

ne contenant que des Lons chlorure (courbe 2) puis pendant 30 mn
pour Le méme milieu additionné de TEA (courbe 3). ‘
Le TEA néduit notablement La rectification normale @

netandée de La membrane sans affectern sensiblement ni La
nectification anonmale, ni La R de nepos.

T
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concernant l'action du TEA tend 3 montrer, qu'effectivement, le
TEA inhibe le courant sortant 1ié 3 la rectification normale.

P - . + -
retardée de la membrane. Le mécanisme par lequel le Rb accroit
1'amplitude de la Rd serait différent de celui du TEA permettant

- . . ' . 'e + .
un méme accroissement,puisqu'en présence d'ions Rb intracellu-

.

laires, la rectification retardée subsiste et qu'en absence
' |

d'ions chlorure la rectification est abolie. De plus,d 1'appui
& -~ * ) - - - + ) -~
de cette derniére hypothése, il a &té montré que le Rb accroit

1'amplitude de la réponse sans modifier sa durée alors que le

TEA agit,3 la fois,sur la durée et 1'amplitude.
Puisque des mouvements d'ions chlorure pourraient

étre impliqués dans les phénoménes de rectification, les effets

de différents milieux contenant uniquement du chlorure de cho-
Vline'sont étudids sur la relation courant-potentiel,pour essayer
de rendre compte des modifications de la R.d sous 1l'influence des
variations de [Cl—]é.
| 4144 - Un milieﬁ dont la [Cl—_] est de 60 wilm mM

(pression osmotique identique 3 celle du milieu de référénce
par apport de saccharose) entraine la disparition de la Rd
comme cela a déja &té montré (§ 413, p.179 ).

La figure 76 (p. 195) donne un exemple de la courbe
traduisant 15 felation I, - Em de la membrane de la fibre de

- erabe sous l'action de ce milieu anormal. Aprés 20 mn, temps

nécessaire 3 1'8tablissement d'un &tat stable en ce qui
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Figure 76 : Canactérnistiques courant-potentiel établies (en
cowrant Lmpose) en solution ‘de chloruwre de choline (60 mM),

La pression osmotique étant compensée par apport de saccharose
et Le pH maintenu a sa valeur de référence (7,§).

Evolution de La nefation I; - E, obtenue dans Les

conditions de nédénence (Etablie en fin d'impulsion : At =
15 ms) f{counbe 1) apnes 30 mn d'action du milieu anornmal

(etablie en fin d'impulsion : At = 125 ms), La §ibre n'étant P
pas {courbe 2) ou étant repolarisie |courbe 3). T

En miliew pauvre en {ons chlorure, de faiblLe fonce 1\_“_‘;}
Lonique, Les phenoménes de nectification membranaine subsistent
bien que thds atténuds.

AN

!
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concerne Er’ la relation montre, outre une dépblarisation de re-
pos importante (Er = - 30 mV en moyenne), l'existence du phéno-
méne de double rectification observé par ailleurs, lorsque le
milieu extérieur est d'une force ionique trés voisine de celle
du milieu de référence ([Cl—]e = 594 mEq). En repolarisant la
membrané, la courbe présente une allure identique avec, cepen-
dant, un maintien de la Rm i sa valeur de repos jusqu'i la
valeur de Em de - 35 mV alors que, dans les conditions normales,
cellefci augmente a partir de la valeur de Er (- 65 mV). Ceci
peut rendre compte de la difficulté, et méme de 1'impossibilité
de déclencher une réponse en milieu pauﬁre en ions chlorure,

en dépit de la repolarisatiop provoquée par 1l'application d'un

" courant constant repolarisant.

4145 - En revanche, 1'addition de 594 mEq d'ions
chlorure_sous forme de chlofurede choline se traduit par une
réponse ample et durable (figure 71, p. 187). En ce qui concerne
les phénoménes dé rectification de la membrane, 1'augmentation
de la [Cl-]é par le facteur .2 (1188 mM de chlorure de choli~

‘ne), les autres ions &tant absents, se traduit (figure 77,
.p.197) par, outre un maintien de ces phénomé@nes de rectification,

un déplacement vers les valeurs positives de E_ du seuil de dé-

adplecement o
clenchement de la rectification normale. Ce peut ainsi

n

rendre compte de 1'augmentation en amplitude et en durée de la Rqe

c et
Lt

(ST 4146 - Conclusion

B

Les résultats obtenus en courant imposé
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Figure 77 : Caractirnistiques courant-potentiel etablLies (en
- cowrant Ampose) en solution de chlorure de choline (1188 mM)
tamponnée a pH 7,8, Les autrhes {ons etant absents.

Evolution de Ra relation 1; - E, obtenue dans Les
conditions nonmales (Etablie en fin d'impulsion At = 15 ms)
apnis 45 mn d'action du milieu anonmal (etablie en f4in
d'impulsion : At = 125 ms) La §ibre n'étant pas (courbe 2)
ou étant nepolarnisée (courbe 3).

Les phénomenes de rectification sont maintenus.

BYs
U
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montrent,par l'analyse de la relation Ii - Em;que la rectificé;
tion retardée de la membrane de la fibre de crabe, inhibée par

le TEA, serait liée & des mouvements d'ions chlorure plutdt qu'i
ceux des ions K+. D'autre part, le déplacement des seuils de
rectification provoqué par la modification de [Cl-]e peut expli-
quer la modification de la Rd dans de telles conditions. La per=
sistance des phénoménes de rectification, quand le k' intracel-
lulaire est remplacé par du Rb+, et 1'augmentation de 1'amplitude
de 1la Rd,sous ces conditions,semblent démontrer que les ioms Rb+,
en remplacement des ions K+, entraineraient une diminution du

courant de fuite ce qui provoquerait un plus grand effet du cou-

rant entrant responsable de la phase de dépolarisation de la Rd'

42 - Etude des phénoménes de rectification en potentiel

imposé,

" L'étude des phénoménes de rectification, lors du pré-
cédent § a été faite 3 partir de résultats &tablis en courant
imposé par microélectrodes.

Il est certain que cette technique est sujette &
caution, du fait>de 1'application trés localisée du courant,
la densité de celui-ci n'étant pas homogéne. Toutefois, il sem-
‘ble, au vu des résultats obtenus, que 1'é&lément interrogé soit
représentatif de 1'ensemble de la membrane puisque les phénomd~.
nes de rectification ne dépendent pas de la zone interrogée.
De plus, la théorie (chépitre II, § 312, p. 56 ). assimile 1la

membrane d un réseau de circuits R.C. &lémentaires disposés en
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paralléle et fait que la zone interrogée répond comme un seul
circuit.

Néanmoins, dans le seul but de vérifier les résultats:
obtenus concernant les phénoménes de rectification en courant
imposé, 1'@tude de la relation courant de membrane (Im) -
potentiel imposé (Ei)’ a été entreprise.

421 -~ Choix de la technique pour 1'étude du courant

de membrane en potentiel imposé.

L'étude des courants Qe membrane, grdce & la technique
du potentiél imposé par double séparation de saccharose (mise
au point par STAMPFLI en 1954, JULIAN et GOLDMAN en 1960 et
JULIAN et Coll. en 1962) peut étre faite sur les fibres muscu-
laires excitables tant cardiaques que squelettiques et que
lisses (ROUGIER et Coll., 1966 ; ROUGIER et Coll., 1968 b ;
TARR, 1971 ; KLEBER, 1973 ; Mc GUIGAN, 1974 ; LEOTY, 1974 ;
ANDERSON, 1969 ; MIRONNEAU, 1974 ; ROUGIER, 1963, 1964 ;
ILDEFONSE et ROUGIER, 1969, 1972 ; MANDRINO, 1973 ; BASTIAN et
NAKAJIMA, 1974 ; NAKAJIMA et BASTIAN, 1974).

I1 convient de signaler les réserves apportées i la
technique du potentiel imposé en général (KATZ et SCHWARTZ,
1967), technique qui admet une distribution homogéne du courant
ce que ne semble pas confirmer 1'@tude biophysique (PLONSEY,
1974). De plus, KEYNES et Coll. (1973) sur la fibre musculaire
de bélane, estiment al&atoire, & cause de la structure parti-

culiére de cette fibre, la mesure des courants de membrane par

S ——————
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la technique du poteﬁtiel imposé par double séparation de
saccharose. Mc GUIGAN (1974), sur la fibre ventriculaire de
Mammifére, montre 1'importance, lors de 1l'utilisation de cette
.technique, de la dimension de la zone de membrane iﬁterrogée

sur les courants de fuite et sur la distribution homogéne du

potentiél. ) .

Compte;tenu de la structure trés complexe dé notre
préparation, en'particulier de 1l'existence d'invaginations lon-
gitudinales du sarcolemme et, en profondéur,des‘ramifications du
systéme T, (chapitre I), il convenéit de connaltre, par avance,
le comportement au cours du temps d'une petite surface de mem—
‘brane de la fibre au repos compartimentée artificiellement par
un pont de saccharose (figure 78, p.201 ), 1l'indice du compor-
tement choisi &tant E 3 E_ est mesuré entre 1'€lément de membra~
ne de la fibre baigné par le milieu de référence et celui, oppo~
s€, amené au potentiel O par son lavage avec un milieu dont les
concentrations ioniques sont proches de celles du milieu intra-
cellulaire (en mM selon PROSSER et BROWN, 1962 :[§a"] = 54,
[c17] =53, [K'] =122, [ca™] =5,2, [Mg'"] = 16,9).

La figure 79 (p. 202 ) donne 1'évolution de la valeur
moyenne de Er mesuré avec cette technique en fonction du temps.
La valeur maximum de E_ est atteinte en moyenne aprés 10 mn
(75,1 + 9,9 mV) pour chuter ensuite. Ce dé&lai correspond, en
fait comme lé montre la figure 80 (p.203 ), au temps nécessaire

au milieu de PROSSER et BROWN (1962) pour annuler le potentiel
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AT

Figure Montage utilise poun £'e,tade du poteﬂtcd de fcapo,$ ,_
Hiﬂmne musculaine de crabe par La techmque du pont de :
daccharose.

la §ibre musculaire (F) est uozée ot dauonnee en
trhois compan,tcmem% 1, 11, TI1 :

: compartiment témoin contenant La solution phy-
Awlogx_que nonmake (R).

compa)z,tcmzni comfenawt La s0lution de AacchMOAe
(S) uooAmoi;uzue de La sofution (R}. .

111 : compartiment contenant £La solution dont £a con-
centrhation ionique isoosmotique de (R) est. pfwche de ceLEe du
milieu intewne de La §ibre (1) ,

- la dc“é}tence de potentiel est mesurde sur 2'050@&804-
- cope {V) parn L'intermédiaine d'électrodes &mpolamabﬁ% (piles
© . au calomel) (EI) et d’un abaisseur d'impédance (AI).
ca.ablzwteufc ‘
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Ep(mv) - t"[mn]-

,L. (moyenne + Geant-type ; n = 27)

Figute 79 : Evolution de E,
mesurd parn La technique du pont de saccharose en gonction du

Zemps. .
E@ E, &'tablit Lentement & La valeur moyenne maximale
N~ de 80 mV. ¥ temps nécessaire pour obtenin cette valeur maxi-
male correspond d celui requis pour annufer E, d'une fibre
- placte dans Le milieu dsterming pan PROSSER et BROWN [dont
\ .Les concentrations ioniques sont analogues a celles du milieu
“intracellulaine) (gigure 80). :

E, décrnolt apnes avoirn atteint son maximum.
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Figure 80 : Evbzut{on, en gonction du temps, de E, mesuré par
microele

cthode sur une fibre baignant dans un miliew dont Les

concentrations Loniques sont analogues d celles du milieu
intracellulaine (selon PROSSER et BROWN, 1962).

E& A'annule Lentement (en 10 mn).
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de repos de la fibre dans le compartiﬁeht concerné.

Ainsi, ces ré&sultats préliminaires expliquentll'abaﬁ-
don de cette technique pour 1'&tude de la fibre musculaire strige
de crabe. Par contre, sur la fibre nerveuse du méme animal,

BOUKOULOU (1975) montre que la technique de double séparation

de sacchérose est parfaitement applicable. En effet, le poten-
tiel de repos de cette fibre nerveuse, dans les conditions de
référence, posséde une valeur moyenne de - 60 mV qui reste sta-
ble pendant deux heures au minimum.

Dans le cas de la fibre musculaire, notre choix s'est
porté sur la technique du potentiel imposé par microélectrodes,
technique qui s'avéré applicable, comme cela a &té montré précé—‘
demment et qui, de plus, présente l'avantage de permettre &
tout instant un contrdole de la valeur de Er' Le dispositif expé-

rimental est donné au § 1231,figure 53 (p. 147).

422 - Etude des phénoménes de rectification membranaire

En potentiel imposé, le courant entrant induit une
contraction qui, de ce fait, emp&che une bonne analyse du cou-
rant sortant.

4221 - i'addition de 10 mM de MnClzau milieu
.de référence abolit la R.d (figure 48, § 113, p. 135) obtenue en
courant imposé, et, comme le confirme 1'exemple de la figure 81
;gos ) fait disparaitre le courant entrant.

L'analyse de 1arelationIm - E; obtenue dans de telles
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=~

Figure 81 : Emregistnement des courants de membrane, (en poten-
agZ Amposé) en présence d'ions Ma*t (10 mM de MnCly sont addi-
Tonnges au milieu de néférence).

L'enregistrement des courants de membrane Iy, donnés
parn Vy - Uy (traces du bas) selon La valeur du potentiel imposié [ gy
E¢, (traces du haut) montre La disparnition du courant initial Ly
entrant sous L'action{pendant 30 mn) des ions Ma*+ et une
diminution progressive du courant sortant pourn des fortes dépo-
Larnisations imposées. S
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conditions montre la présence d'une double rectification membra-
naire, cette relation étant similaire 4 celle obtenue en courant

imposé (figure 82, p. 207).

4222 - La suppression du ca’" extracellulaire

(CaCl, remplacé par 23,6 mM de chlorure de choline) conduit 3 des

2
résultats analogues (figures 83 a et b, p. 208). Cependant, il
subsiste ,dans ce cas;un courant entrant (figure 83 a) qui,
compte;ténu des effets dﬁ Mn*t (figure 81, pfizos),doit 8tre
porté par les ioms Na®. Ce résultat confirme 1'hypothése selon
laquelle il existerait un canal calcico—sodiqﬁe. D'ailleurs,
comme cela va €tre maintenant montré&, l'abolition de la rectifi~

cation normale par le TEA permet de bien mettre en évidence ce

++ .
courant entrant, en absence de Ca extracellulaire.

4223 - Un milieu dépourvu de ca®’ et contenant
100 mM de TEA (la concentration des autres ions étant maintenue
3 la valeur de référence) eﬁtraine,aprés 30 mn d'action, le dé-
veloppement d'un courant entrant (figure 84, p.209). De plus,
les courbes de la figure 85 (p.210 ) traduisent la relation
;m - Ei au maximum de courant et aprés 320 ms. Ces courbes Iﬁ;
Ei révélent, soit une inactivation relativement lente du courant

entrant, soit l'existence d'un processus d'accumulation & 1'in-

térieur de la fibre, soit le développement concomitant du
e

\éourant sortant (non inhibé totalement par le TEA) ou soit la

combinaison de plusieurs de ces différentes possibilités. A ce
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Figure 82 : Canacténistiques courant-potentiel établies (en
potentiel impost), en présence d'Lons Ma** ( 10 mM de MnCEp

sont additionndes au miliew de référence) & partin des thaces

de La gigure &1. o~

7 nn
Evolution de La nekation 1, - Ei obtenue dans Les | tff’é:‘
conditions nommales (etablie en fin d'impulsion : AL =15 ms) S
(cournbe 1) aprgs 30 mn d'action des Lons Mn'" (Etablie en fin

d'impulsion : At = 140 ms) (courbe 2).



42;60ndizion4-nonmaﬂeé(étabzie_en fin
S (counbe 1) et apnes action du milieu dépourvu d'ions Ca*+
Wbz (gtablie en §in d'impulsion : At = 150 ms) (counbe 2).
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Figutre 83 : Relation cowrant-potentiel établie (en potentiel
Ampose) en absence d'ions Cat+ (23,6 mM de. chlorune de choline
remplacent Les 11,8 mM de CaCly du milieu de néfirence).

: 83 a : Courants de membrane (tracés du bas} en
fonction du potentiel imposé (tracés du haut) apres 22 mn
d'action du milieu deépourvu d'ions Cat+.

§3 b : Canacténistiques 1, - E; obtenues dans Les
d'impuksions : AL = 15 ms)

o La figure 83 a nevéle, pourn Les valeurns de E; plus
positives que E,;, La prisence, malgré L'absence de Cat* extra-
cellulaine, d'un couwrant entrant qui semble disparaitre au
couns du temps comme fLe montre La caractinistique courant -
potentiel de La gigure 83 b.
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UL-S/
Figure 84 : Counants de membrane obtenus (en potentiel imposé) c:ﬂ:_

apnes 55 mn d'action du milieu de négérence privé d'ions Ca*t
et additionné de 100 mM de chlonure de TEA, Les autres Lons
etant maintenus a Leur concentration de néference.

Le courant entrant ponté parn des ions autres que Les
Lons Catt apparait ires nettement Lons de L'inhibition pa& Le
TEA de La hectification netardie. ;
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Figwie 85 : Caractirnistiques courant-potentiel établies (en
potentiel imposé) & parntin des tracés de La figure précédente,
au maximum de couwrant entrant (ou sontant minimal) (courbe a)
et en gin d'impulsion (At = 320 ms) (courbe b).

Apres un délai relativement imporntant (At > 300 ms),
Le counant est encore entrant.
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propos, il est 3 noter que KEYNES et Coll. (1973) montrent, sur
la fibre musculaire de balane, 1'absence d'une inactivation du
++
courant entrant de Ca .
Ces résultats confirment l'existence d'un canal lent
. . - o . . ++
calcico~sodique emprunté préférentiellement par les ions Ca .
1 L] ++ . = . +
Mais, en absence d'ions Ca ', un courant porté par les ions Na
(démasqué par 1'inhibition du courant sortant par le TEA) peut
ainsi @tre mis en &vidence.

Une preuve concernant la possibilité de mouvements
d'ions chlorure responsables de la rectification normale, inhi-
bée par le TEA peut &tre apportée par 1'@tude des relationms
Im - Ei obtenues d'une part, en absence de Cl  extracellulaire

: . ++
ou, d'autre part, en présence de Mn et de TEA.

4224 - 11 est observé en courant imposé, que les
phénoménes de rectification disparaissent lorsque les ions chlo-—
rure du milieu extracellulaire sont absents. (§ 4132, figure
68, p. 181). En potentiel imposé&, 1'analyse du courant de mem-—
brane est faite en milieu sans ca’t et séns Cl~ (les ioms chlo—
rure éﬁant remplacés par des ions méthylsulfate). Un tel milieu,
;omme le montre la figure 86 (p. 212) supprime les phénoménes degzzgx ;
rectification de la membrane puisgue la relation Im - Ei est li- %ﬁij

ndaire (avec un coefficient de corrélation . de . 990).

4225 - L'action d'un milieu contenant 100 mM de

++ . P . -
TEA et 10 mM du Mn (les autres ions &tant maintenus d leur



212.

+ |V2-V; (V)
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Figure 86 : Caractinistique courant-potentiel établie (en
potentiel mec;ée) en milieu dépourvu d'ions Catt et d'ions

chlorure (Les Lons chlorurne sont nemplacis par des ALons yemmemrne
ambn, Los ions Catt par du saccharose).

Cette caracteristique 1, stablie apnes 37 mn

d'action de ce milieu anormal, se Macﬁu par une droite et
est independante du temps.

H\gl sulc-s.
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concentratiog de référence) produit;gomme le montre 1'exemple

de la figure 87,(p. 214) 15 dispérition du courant entrant
(figure 87 a) et une inhibition incompléte de la rectification
retardée (figure 87 b). Il se trouve confirmé par ces résultats
que le TEA inhibg¢en partieLla rectification retardée et que le
Mt bloque le candl lent calcico-sodique responsable du courant

entrant lors de la Rd'

423 ~ Conclusion

Ainéi la technique de mesure du courant de membrane
par potentiel imposé permet de confirmer les résultats obtenus
en courant imposé, 3 savoir qu'il existe, au niveau de la membra=-
~ne de la fibre musculaire striée de crabe; des phénoménes de
double rectification anormale et normaie.Il apparait, en outre,
que les mouvements des ions chlorure pourraient &tre a l'origine
de ces phénoménes de rectification membranaire témoignant de
1'existence d'uﬁvcourant dynamique de €1 comme 1'ont déja sug-
géré entre autres, NOBLE (1972)sur les fibres atriales de gre-
nouille, PEPER et TRAUTWEIN (1968), HIRAOKA et HIRAOKA (1973),
FOZZARD et HIRAOKA (1973) sur les fibres de Putkinfe, GIRARDIER N

/€88 N
et Coll. (1963) sur la fibre musculaire d'écrevisse, ﬁ:f‘g

<]

e

De plus, il se trouve confirmé que le courant entrant,

responsable de la phase de dépolarisation de lg Rd,empruntefait

. . . 4 o1 ++ '
un canal lent calcico-sodique inhibé& par le Mn . Par ce canal,

. . Py . . ++ . .
transiteraient préférentiellement les ions Ca , mais aussi
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l200mV
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— I2ornV
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L
e Erl = E = - 63 mV
4% , V¥, (mV)
. Figure 87 a + 50l

/ E; (mV)

-200 ! 0 Eir 50 +50
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) Figure 87 b

-50

" Figure 87 : Relation courant-potentiel Ztablie (en potentiel
AmposZ] en pnésence d'ions TEA* et Mntt (100 mM de chlorwre de
TEA* et 10 mM de MnCRl2 sont additionnées au milieu de néférence).
La concentration des autres Lons est maintenue constante, ce
qui entratne une Légére hupertonie du milieu du fait de £'apport
de 100 mM de propionate de Na*.

87 a : Cowrants de membrane (tracés du bas) en fonction
du potentiel Amposé (tracés du haut) apnés 25 mn d'action des
(ons Mn*+ et TEA*.

(S
3u£ §7 b : Carnactenistique courant-potentiel établie a

aaifg des traces de La gigure 87 a (en 5&n d' impulsion :
0 ms).

e En absence de courant entrant bLoqué par Les Aons
Man , La nectigication nowmale retandée, b&en qu'attenuet,
penALAte capendant en partie.
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. + . . . - . .
les ions Na . La repolarisation serait due & 1l'activation retar-
dée du courant sortant, inhibé& par le TEA et oli seraient impli--

qués les ions chlorure.




CHAPITRE IV

LOCALISATION DES CONDUCTANCES
MEMBRANAIRES

1 - Localisation des conductances de repos
2 - Localisation des conductances d'activité

21 - Localisation des phénoménes de rectification

22 - Localisation de la conductance calcico-sodique
221 - Existence de 1a réponse en profondeur
v222 - Blocage de la conductance sarcolemmique

223 - Blocage des conductances’sarcolemmique et
tubulaire

224 - Importance de la pile aux ions chlorure.
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Les conductances ioniques de la fibre musculaire
squelettique de crabe, celles de repos et celles d'activité,
seront considérées successivement afin d'en faciliter la locali~

satiomn.

1 - LOCALISATION DES CONDUCTANCES DE REPQOS

Il semble que le maintien de Er soit. 1ié essentielle-
ment 3 des mouvements d'ions chlorure et d'ions K¥. Néanmoins,
les mouvements de Na© participent, pour une moindre part certes,
au potentiel de repos. En effet, la suppression du Na+ extracel-
lulaire entraine une légére hyperpolarisation de la membrane
(chapitre II, § 324, p;IOO ). De plus, MOUNIER (1970) montre
qu'en bloquant gc1 (en présence de Na® extracellulaire 3 la con-
centration de référence), la pente de la droite donnant 1a
valeur de Er en fonction du log dg [K+]e. n'est que de 47 mV
lorsque [K+]e varie selon un facteur de 10. Ce résultat indique
que, dans 1es‘conditions normales, les mouvements d'ions Na®
interviennent dans le maintien de E_.

Toutefois, en ce qui concerne le repos, la localisa-
ﬁion de gy, D sera pas précisément con;idérée, compte-tenu de
sa participation relativement faible au maintien de Er.bll est
toutefois possible d'envisager une localisation de gNa-de repos

analogue & celle d'activité qui sera étudiée ultérieurement.
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11 - gx

Rappelons que l'analyse des données bibliographiques
et de nos résultats permet de localiser gg de repos au niveau
de la membrane du sarcolemme.

Les arguments expérimentaux, permettant d'étayer cette
hypothése, sont de plusieurs ordres :

- les milieux réputés agir sur la g voient leurs
effets optimauxse produire trés rapidement, ce qui laisse suppo-
ser une localisation en surface.

~ les protons réputés agir sur les sites de surface
(BROOKS et HUTTER, 1962, 1964 ; SPURWAY, 1965 ; HUITER et
WARNER, 1967 ; HAGIWARA et Coll., 1968 ; SHRAGER, 1974) bloquent,
sur la fibre musculaire de crabe, les mouvements d'ions K
(MOUNIER et Coll., 1970, chapitre II, § 322, p.86 ).

- un choc osmotique provoqué par le glycérol (ch. II,

§ 312, p.56 ) isole le STT du sarcolemme (EISENBERG et
EISENBERG, 1968 ; HOWELL, 1969 ; EISENBERG et GAGE, 1969 ;
KROLENKO, 1969)f Dans de telles conditions, sur notre prépara-
fion, la R.m augmente de 38 p. 100 en moyenne et 1l'analyse du
décours électrotonique montre, qu'effectivement, le systémé R.C.
des membranes tubulaires n'intervient plus (ch. II, § 312,

p.56 ). De plus, comme le montré La figure 88, p.219 ), en
multipliant,daﬁs de telles conditions [K+]e par 10 (par apport

de 55,05 nm{ de K,,SO4 au milieu de référence), la valeur de E.
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Figure 88 : Vaniations de E, (moyenne + Zearnt-type ; n = 5] en
fonction du Log de }:K”] sun 2a §ibre "détubulZe" par choc
osmotique (courbe 1) et sur La §ibre normale (courbe 2).

Lonsque [K']  passe de La valeur nonmale (12,9 mM)
a 129 m (addition de 5,05 md de KgS0,), £a membrane de La
gibre intacte se depoﬂaa4Ae de 37 mV aﬁoaé que celle de La f§ibre

"de/tubulée"/sg dépolarise de 42,1 my. ‘ : =
| ' (,Lu.fi}
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a 20°C,passe de 63,5 + 1,9 & 21,4 + 2,8 (n = 5), éoit une dépo~
larisation de 42,1 mV, Cette valeur est supérieure & celle
obtenue dans des conditions analogues sur une fibre n'ayant
pas subi de choc osmotique (37 mV). Ce résultat indique donc que
la valeur de Er se rapproche davantage, dans ces conditions, de
la valeur définie par 1'équation de NERNST en ce qui concerne
le potentiel d'@quilibre de la pile aux ions K. Ce résultat
est en accord avec une participation de la membrane de surface
ila gy et avec une parficipation de la membrane tubulaire 3 la
8c1-
12 - Egl

Cette perméabilité sidge préférentiellement au niveau
de 1a membrane du STT si 1l'on s'en référe :
- au temps nécessaire aux milieux dépourvus ou enrichis en ions
chlorure pour agir. Ce temps d'action, long par rapport a celui
nécessaire aux milieux anormaux modifiant gg» Suppose une loca~-
lisation en profondeur de 81
- aux travaux de GIRARDIER et Coll. (1963) qui montrent, sur la
fibre d'écrevisse, un.glonflément des tubules se produisant en
absence de Cl  extracellulaire ou aprés injection d'ions chlo-

rure 34 1'intérieur de la fibre.

13 - Ainsi, et g,p semblent €tre localisées, tout au

&g

moins au repos, respectivement au niveau de la membrane sar-

colemmique et au niveau de la membrane tubulaire, localisation




inﬁerse, comme cela a déja été mentionné, de celle des fibres
musculaires squelettiques de Vertébrés (HODGKIN et HOROWICZ,
1959 3 ADRIAN et FREYGANG, 1962 é, 1962 b entre autres). Les
mouvements d'ions chlorure et d'ions K responsables de lé va="
leur de E (en négligeant ceux des ions Na+) se feraient donc,
pour chaque espéce ionique, préférentiellement au niveau d'un
systéme membranaire. Toutefois, il convient de signaler que
RICHARDS (1969) sur la fibre de crabe Maia Aquinado, met en
évidencg deux voies dé passage pour les ions chlorure (influx

et efflux), sans leur préciser de localisation spécifique.

2 = LOCALISATION DES CONDUCTANCES D'ACTIVITE

I1 a été montré que la phase de dépolarisation de la
: P . 2 4 +
Rd est liée 3 un courant entrant porté par les ions Ca et Na
(chapitre III, § 1, p.129) et que les phénoménes de rectifica-—
tion membranaire seraient 1iés 3 des mouvements d'ions chlorure
(chapitre III, § 1, p.123). Il convient maintenant d'essayer

de les localiser.

21 - Localisation des phénoménes de rectification

211. Considérations générales

I1 est admis, chez la fibre musculaire striée de
grenouille, que les phénoménes de rectification,dis 3 des mou-

e + e ; :
vements d'ions K  sont localis@s au niveau de la membrane du STT.

En effet, ce STT, nécessaire au couplage excitation—contraction
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(SANDOW, 1965 ; GAGE et LISENBERG, 1967) traﬁsmet 1l'activation
de la surface 3 la profondeur, soit de fagon &lectrotonique
(FALK et FATT, 1964 ; FALK, 1968 ; ADRIAN et Coll., 1969 a ;
ADRIAN et Coll.,1969 b)soit de fagon régénérative
(GONZALEZ—SERRATOS, 1966, 1971 ; TAKEDA et OOMURA, 1970 ;
BEZANILLA et Coll., 1972 ; BASTIAN et NAKAJIMA, 1974 ; CAPUTO
et DIPOLO, 1973 ; ADRIAN et PEACHEY, 1973 ; SUGI, 1973, 1974).
Les travaux de ILDEFONSE et ROUGIER (1968) montrent que 1l'appli-
cation de préimpulsions.hyperpolarisantes a la fibre de grenouil-
le permettent une activation plus importante du courant sortant
retardé. Ce processus peut &tre expliqué par des variations de
la concentratién en ions K de la lumiére des tubules, les mou=-
vements des ions K se situant.a ce niveau. L'interprétation
de ce résultat va dans le méme sens que les hypothéses attri-
buant 3 la membrane du STT les propriétés rectificatrices res-—
ponsables du courant sortant retardé (ADRIAN et FREYGANG,
1962 a ; FREYGANG et Coll., 1964 a ; FREYGANG et Coll., 1964 b ;
KAO et STANFIELD, 1968).

La destruction sélective du STT produite par un choc

osmotique, en passant d'un milieu rendu hypertonique par addi~

‘tion de glycérol au milieu normal, entraine la disparition du

post-potentiel négatif du PA (EISENBERG et GAGE, 1967 ; GAGE et
EISENBERG, 1967) et, de ce fait, des propriétés de rectification
anormale et normale (ILDEFONSE et Coll., 1969 a, 1969 b ; KAO

et STANFIELD, 1968). Toutefois, les résultats de TAKEDA et
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OOMURA (1969) obtenus sur la fibre musculaire de grenouille trai-
tée au glycérol, indiquent que deux composantes, au moins, de la
conductance membranaire, sont responsables de la rectification
anormale, 1'une située au niveau du systéme membranaire inﬁerne,
1'autre en surface.

En résumé, sur la fibre squelettique de Vertébré, il
est admis, en général, que les phénoménes de rectification mem-
branaire diis 4 des mouvements d'ions K siégent, au moins pour

une large part, au niveau de la membrane du STT.

212 - Localisation des phénoménes de rectification

sur la fibre squelettique de crabe Carcinus maenas.

Les phénoménes de rectification'membranaire‘semblent
étre liés 3 des mouvements d'ions chlorure. Or, au repos, il.
apparailt que gc1 siége sélectivement au niveau de la membrane
du STT. Dans ces conditions, il est nécessaire de vérifier si,
par analogie avec le comportement de la fibre de Vertébré, les
phénoménes de rectification de la membrane de la.fibre de qrabe
se situent au niveau du STT.

Il a été montré (§ 11, p.218) qu'en soumettant la
fibre successivement 3 une forte pression osmotique (€quivalente
a trois fois celle du milieu normal) puis & la pression osmo-
tique du milieu de référence, le STT semble &tre désolidarisé
du sarcolemme. En effet, la Rﬁ augmente légérement (de 38 p. 100

de la valeur de référence, § 11), ce qui est conforme au schéma
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équivalent et aux valeurs proposées par EISENBERG (1967),
celui-ci donnant une prédominance & la résistance du sarcolemme
par rapport a celle QgiSTT.D'autre part, Cm chute (chapitre II,
§ 312, p. 56 ), ce qui s'explique par la perte, dans ces condi-
tions, du condensateur membranaire du STT de valeur trés élevée
(cf le schéma équivalent proposé par EISENBERG). Il apparait
également que la membrane de la fibre,traitée par le glycérol,
répond aux variations de K d'une fagon analogue @ la membrane
de la fibre intacte en absence de Cl extracellulaire (§ 11,
P 2185. Ainsi, si les phénoménes de rectification siégent au
niveau du STT, dans ces conditions, ils doivent étre abolis.
C'est ce que confirme la figure 89 (p.225 ). Cette derniére
montre, en effet, que la relation Ii = Em obtenue en courant
imposé sur une fibre ayant subi un choc osmotique (milieu de
référence + 2376 mM deglycérol pendant 20 mn, puis milieu de
référence), est traduite par une droite (Ii = 0,461 Em =B34
avec un coefficient de corrélation de . 999 pour n = 18).

Ce résultat montre, qu'effectivement, sur la fibré
musculaire squelettique de crabe ,les phénoménes de rectification
anormale et normale siégeraient au niveau de la membrane du

STT.
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- ‘Figure 89 : Caractiristiques courant-potentiel {en couwrant
Ampose) dans Les conditions nommales et apnds rupiture des
tubules par choc osmotique.

Evolution de La nelation 1; - E, obtenue dans Les
conditions de négérence (etablie en Zin dm/c'mpw&i.on : AL = 15 ms)
(courbe 1), apres choc osmotique (etablie en gin d'impulsion :
At = 125 ms) (counbe ?). ' :
EIEN 3
k\i.fii.x'r

Les phénomenes de nectification membranaines sont
abolis. : ‘
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22 - Localisation de la conductance calcico-sodique

responsable Jlors de son activation,du courant entrant

Les résultats antérieurs, tant en courant imposé qu'en
potentiel imposé, tendent 3 montrer que le courant entrant res—
ponsable de la phase de dépolarisation de la Rd est porté, i la
fois, par les ion’s.Ca++ et les ions Na~ empruntant un m€me
“'canal calcico-sodique".

Rappelons les travaux‘de KIDOKORO et Coll. (1974)
qui montrent, sur la fibre musculaire de larve d'Anodonte en

utilisant le La+++, que la localisation du lieu de passage des

. ++ . . P
ions Ca serait au niveau de 1'extrémité des tubules, en

accord avec 1l'hypothése de KEYNES et Coll., (1973) sur la fibre

de balane. Ces résultats nous conduisent & supposer que la con—
ductance d'activité 8Ca + Na serait localisée 3 1l'extrémité des
tubules de structure TAI’ donc 3 la fois en zone périphérique

et en zone profonde (chapitre I, § 33, p.28 ). Des résultats
complémentaires étayent cette hypothése qui, en fait, revient 2
dire que la conductance -calcico-sodique (gCa + Na) est en paral-
lele sur 1'ensemble constitué par gg en série avec l'inverse

des résistances du matériel amorphe des invaginations longitu-

dinales du sarcolemme et tout ou partie de la lumiére des tubu-

les.
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221 - Existence de la R, en profondeur

d

2211 - Le traitement de la fibre par le
glycérol (pression osmotique de référence multipliée par 3) se
'.traduit, parfois,‘par une chute de E; dénotant les 1lésions de
la fibre (pne pression osmotique moindre donnant des résultats
aléatoifes). Toutefois, lorsque Er se maihtient & une valeur
. normale, il est encore possible de déclencher une R , mais de
trés faible amplitude (figure 90, p.228 ). En effet, 1'amplitude
‘ moyenne n'est que de 20 p. 100 de 1l'amplitude initiale (n = 11).

Il semble donc que la maJeure partie de la Rd provien—
ne d'une activation de Ca + Na O profondeur, une partie sub-
sistant toutefois en surface.

2212 - La confirmation de ces résultats
péut_étre apportée par les travaux de BRULE (1972) concernant
les ph&noménes mécaniques de 1a’fibre isolée de crabe. En effet,
par stimulation externe de ia fibré dans son énsemble, grﬁce 5
des chocs de 10 ms en milieu appauvri en ions chlorure ([Cl ]

= 81 mM), la tension mécanique développée est, en moyenne,d'une
valeur égale 3 7 p. 100 de la tension maximale obtenue en mi-
lieu de référence,.dans les mémes conditions de stimulation.
Compte—tenu de la forte diminution de la conductance de la
ﬁembrane tubulaire par diminution de [Cl—]e, seraient stimulés
des myofilaments de surface, c'est-d-dire ceux corfesﬁoﬁdént E]
la zone périphérique définie antérieureméntv(chapitre I, § 33,

p.28).
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Figure 90 : Ry d'une gibre "détubulie" pan choe osmotique.

Evolution de La Ry obtenue dans £es conditions nonma-
Les (figure 90 a) et apnds choc osmotique {gigure 90 b).

La Ry est considérabfement diminuge. I£ ne subsiste,
en moyenne, que 20 p. 100 de £'amplitude initiale (n = 11}.
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2213 -~ En conclusion, il semblerait que l'acti-
vation de 8ca + Na S¢ fasse, pour-une large part, en profondeur.

De ce fait siégerait effectivement au niveau des struc—

* 80a + Na

tures TA terminant les tubules de surface et les tubules de 1la

I

zone profonde. Ainsi, la ré&ponse de faible amplitude, enregistrée

dans les conditions normales,pourrait s'expliqﬁér par le faifqu;elle
prendrait naissance 3 1'extrémité des tubules, son recueil,

de part et d'autre de la membrane.sarcolemmique,ne traduisant.ainsi

que son reflet., Une tentative de vérification de cette hypéthése

peut étre afportée en augmentant la résistance, soit du sarco~

. lemme, soit des tubules et du sarcolemme.

222 - Augmentation de la résistance du sarcolemme

2221 - Le Rb+,remplagant le K' intracellu~
laire de la fibre squelettique degrenouilie, accroit la Rm?vde
repos et bloqué les phénoménes de rectification (ADRIAN, 1964).
- Sur la fibre de crabe, déns des conditions analogues, il ng—
mente seulemenf la résistance de repos (chapitre III, § 32,
§.167 ). ies fibres dont le K intracellulaire est en partié
éemplacé par du RbY (voir ANNEXE II), sont soumises au milieu
de référence dont le Kt est'remblacé par du Rb'. Une Rd émple

est obtenue, sans que soit modifiée la durée (figure 62,

Sy
i

chapitre III, § 321, p. 167). Cet accroissement de 1'amplitude
de 1la Rd (20 mV en moyenne) peut €tre expliqué pér une diminu-
tion du courant de fuite, comme le montre la figure 91 (p.230)

donnant 1'&volution de la relation I; - Ep obtenue en courant
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Figwe 91 : Caract@ristiques courant-potentiel obtenues (en
courant Amposd) en milieux dépouwrvus d'ions chlorure et contenant
des Lons K* ou Rb*. Ces deux milieux anormaux ne contilennent

que du propionate de Ca** (11,8 mM) en présence de KCE (12,9 mM)
powr £'un, et de Rb* (12,9 mM), pour £'autre. La pression osmo-
tique est compensie par apport de saccharose ; Le pH est main-

™ tenu a 7,8. :
(:;;;) Evolution de La nelation 1; - E, obtenue dans fes

~“conditions nonmales (en fin d'impulsion : At = 15 ms) (cowrbe T)

apres 15 mn d'action du milieu ne contenant que des fons Ca**
et Kt (etablie en fin d'impulsion : At = 125 ms) (courbe 2},
puis apnes 10 mn d'action du milieu ne contenant que des Lons
Ca*t et Rb™ (établie en fin d'impulsion : At = 125 ms), La
§ibre n'étant pas (courbe 3a) ou Etant nepolarisée {(courbe 3b)-

En présence de Rb, La Rm augmente de fagon importante.
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imposé. En effet, la pente de la droite traduisant cette rela-
tion modifiée par l'action d'un milieu contenant 6,45 mM de
KZSO4 et 11,8 mM de CaSO4 (pression osmotique compensée) est
réduite considérablement lorsque les ions K' de ce milieu sont

- . +
remplacés par les ions Rb .

2222 - En combinant le blocage de la conductance
sarcolemmique et 1'inhibition des ph&noménes de rectification
(par le TEA) on devrait s'attendre, au vu des résultgts précé-
dents, 3 obtenir une Rd de grande amplitude, amplitude supérieu—
re d celle obtenue dans les conditions oli seulement le phénoméne
de rectification retardée est_inhibé en partie par le TEA (100 i)
En effet, un milieu contenant 100 mM de TEA Cl et 12,9 mM de
Rb C1 (les autres ions, d 1'exclusion du k' &tant présents a la
concentration de référence) agissant sur une fibre dont le K
intracellulaire est remplacé par du Rb+, entraine 1'apparition

»d'une Rd de grande ampiitude et de grande durée. La figure 92
{p.232 ) donne un exemple de Rd obtenue dans ces conditions :
Em,au maximum de dépolarisation,atteint la valeur de + 48 mV ;
la durée de la phase de repolarisation est proche de 1 s. L'en-
semble des résultats obtenus donne,du potentiel maximum atteint
par la,Rd la valeur moyenne de + 31,0 + 9,9 mV (n = 10) et de
la durée de la phase de repolarisation,celle de 560 + 95 ms.

o "Nl = »
L'absence de Na du milieu anormal concerné ci-dessus

entraine, corme le montre 1'exemple de la figure 93 (p.233 ),
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Figure 97 : Ry d'une fibre de crabe ayant sefourne § fours dans

e £7eau de men witificielle, dont Le K est nemplacé par du
Rb* sous £'action du milieu de régérence modifie, contenant .
100 mM d'ions TEA*, Les fons K* etant nemplacis parn Les ions Rb .

La Ry est ample et durable. En moyenne, sa dunie est
95 ms et £'amplitle de £'inversion de potentiel est de
9 o

‘de 560
mv (n = 10).

+
*3],0 + 9,
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Figure 93 a

- r I20mV
|’ looms

1
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Figure 93 b

T

Figuwee 93 Mod&ﬁ&cat&on de La R, d'une §ibre (dont Le K Lntna~¢:;“_
Z%ZEZ&A&Q est partiellement remplace pan du Rb*) obtenue en pré=--.
© sence de TEA* et de Rb* (nemplacant Le K') Lonsque Le Na* extaa

cellulaine est supprimé.

Ry en milieu de néférence mod&ﬁ&e par addition de TEA
(100 mM) et AgbAt&tutLon du K* pan du Rb™ (figure 93 a) puis en
absence de Na' apngs 10 mn d'action (figure 93 b).

. L'absence de Nat extracellulaine ¢ thadult par une
neponse plus ample (+ 6,6 + 4,6 mV ; n = 6).
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une augmentation de 1'amplitude de la R,. Cette augmentation

d
dont la valeur moyenne est de 6,6 + 4,6 mV,est faible. Toutefois,
elle confirme les résultats obtenus sur la fibre placée en ab-
sence de Na® extragellulaire (chapitre III, § 111, p.129 ), &
savolir qu'il existe un canal calcico-sodique.

Le blocage de la conductance sarcolemmiqué (gK) peut
également €tre obtenu par les ioms H (chapitre II, § 3223,
p.88 ) et par absence des ions K' du milieu extracellulaire. En
associapt d ce blocage de gy une inhibition du phénoméne de
rectification par le TEA, des résultats analogues & ceux obser-
vés précédemment doivent étre attendus. Le milieu anormal con-
 tient 100 mM de TEA Cl, les concentrationé_en ions chlorure,
Na+, Ca++ et Mg++ étant maintenus iléur valeur de référence.
Le pH est amené 3 la valeﬁr 4,25 par utilisation d'un tampon
biphtalate de K+ (5 mM) - Na OH (0,25 mM). Les effets de ce mi;
lieu anormal consistent en une Ffaible hyperpoiarisation de repos
(Er = - 70,1 + 8,6 mV) et en une augmentation de la Rd’ i la
fois de son amplitude (il apparéit une inversion du potentiel
de + 72,2 + 11,3 mV, n = 14) et de sa durée.

La figure 94 (p.235 ) donne un exemple de la R, en-—

d

registrée dans ces conditions. Cette R, est analogue 3 celle

d
obtenue en remplagant le K par du Rb™ . Toutefois, 1'inversion
ée;poyentiel obtenue lors de la Rd’ en bloquant gy par les ions

ﬁt&?h'72,2 mV), est supérieure 3 celle obtenue en remplagant les
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Figwie 94 : R, d'une gibre immengde dans Le milieu de réfénence
mogll'ﬁx.e: : ac,ége (pH 4,25) et additionné de TEA (100 mM)»Les
autnes Lons etant maintenus 4 Leun concentration nonmale. -

. Dans ces conditions, fLa Ry devient durable et ample m
(La valeur moyenne de L'inversion de poienteil atteint \ e
+ 72,2 + 11,3 m0 ; n = 14). S 2
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ions K par les ions Rb (+ 31 mV)i Cette différence peut s'ex-
pliquer en considérant que, dans ce dernier cas, un courant de
fuite prenant naissance au niveau sarcolemmique subsiste, la
conductance sarcolemmique n'étant pas bloquée entiérement. Par
contre, elle le serait plus totalement par les ions H*.

2223 - Ainsi, ces résultats obtenus en modifiant
la résistance de la membrane sarcolemmique incitent 3 penser
que :

~ dans les conditions normales, la R, se trouve shun-

d

tée par la présence de la résistance sarcolemmique inhé&rente i

8x*

~ lors de cette Rd’ Em doit tendre vers la valeur d'un
potentiel d'équilibre au moins égal 3 + 72,2 mV, ce qui confirme-~
rait les valeurs du potentiel d'inversion de la pile aux ions

responsables du courant entrant, valeurs déterminées en potentiel

imposé (chapitre III, § 12, p.142 ).

223 - Augmentation simultanée des résistances

membranaires sarcolemmique et tubulaire

‘" Le blocage de gy par les ions H+_et 1'augmentation de
la résistance de la membrane tubulaire par diminution de [Clije

devraient augmenter 1'amplitudede la R,, &tant donné que

d

E.o . Na D€ devrait plus Etre shuntée par I/gCl et I/gK dans la

mesure ol 8ca + na St en paralléle, a la fois avec gc1 et &
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2231 - Un milieu permettant le blocage de Bg>
([Kf]e = 0,3 pH = 4,25) et la diminution de o1 Par réduction de
[Cl—]e ([Cl—]e ='60 mEq), ne modifie pas la Ry dans le sens atten~

du; comme le montre 1'exemple de la figure 95 (p.238 ). En effet,

d

gnant ,lors de la phase de dépolarisation,que la valeur moyenne

1'amplitude de cette R, diminue, le niveau de potentiel n'attei-~

de - 26,2 + 6,7 mV. Cette faible valeurde 1'amplitude de la R,
n'est due,ni d& la dépolarisation de repos (le maintien de Er

a sa valeur de référence ne la modifiént pas), ni 3 une modifi-
cation &ventuelle du seuil d'initiation de la réponse.

Ainsi, le fait de diminuer gcy Pe démasque pas la
_possibilité ala Rd d'atteindre une valeur élevéé de potentiel.
Ceci peut s'expliquér de différentes fagons :

- il subsiste des phénoménes de rectification, le
seuil de la rectification retardée étant déplacé vers une valeur
de potentiel moins négative que dans les conditions normales
(chapitre III, § 4144, p. 194).

- la courbe d'inactivation du courant entrant de ca™t
§erait, en milieu pauvre en c1, déplacée dans le sens des hy-
perpolarisations, selon 1'hypothé&se de MOUNIER et VASSORT
(1974). |

| - la polarisafion de la membrane en profondeur serait

différente et plus basse que celle de la membrane de surface ;

ceci pourrait expliquer une inactivation de 8ca + Na en'profon~
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"Figure 95 a

Figure 95 b

ULy

Figure 95 : Rq d'une §ibre immergle en milieu acide (pH = 4,25)
appauvid en Lond chlorurne (534 mM des 594 mM du milieu de n24é-
nence sont remplacies, mM a mM, par des Llons propionate).
Evolution de La Ry obtenue dans Les conditions normales
(figure 95 a) et apnes 30 mn d'action du milieu anormal

(§4igure 95 b).
La Ry est d'amplitude plus faible que dans Les conditions

norumales .,
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deur, sans pour autant invoquer un déplacement vers les hyper—
polarisations de 1'E&ventuelle courbe d'inactivatién'de la con—
ductance calcique. En effet, sur la fibre de balane, KEYNES et
Coll. (1973) montrent qu'il n'existe pas de phénoméne d'inacti-
vation de la conductance calcique. Dans ces conditions :

-~ une accumulation de‘Ca++ d 1l'intérieur de la fibre
selonll'hypothése de KEYNES et Coll. diminuerait la valeur dé

ECa'

2232 -~ Une.accumulation d'ions Ca'" dans la par-
tie non stimulée de la fibre pourrait se produire suite 3 1'ac-
tivation de 8cat Cette activation peut étrg due 3 la dépolari-
sation consécutive 3 1'effet du milieu pauvre en C1 . Il s'en
suivrait,de cekfait,une diminution de la valeur de ECa + Na°
Cette éventuelle accumulation peut atre €liminée en réduisant
la fibre & un élément de faible longueur par ligature (longueur
de 1'ordre de 400 uym) et en répolarisant 1'élément de membrane
interrégé. Dans ces conditions, le milieu utilisé précédemment

(§ 2231, p. 237) bloquant gy et diminuant 8c1° (milieu acide

pauvre en Cl-), ne permet pas d'obtenir de‘_Rd plus ample. f;;“a

64

E VRN
(fzgures 96 a, p.240 et 96 b, p.240 ). En effet, la repolarlsajﬁjf’L
tion et méme 1'hyperpolarisation homogene, par un courant
constant, de l'élément de fibre cloisonnée,(Em est maintenu 3

une valeur de l'ordre de - 100 mV), ne permét pas d'accrolitre

la réponse. Ce résultat semble infirmer 1'hypoth&se selon




240.

somV
sms ©
: — [
— ’-----------iy J]O[LA
Figure 96 a
Isomv
20ms
IlOuA
Figure 96 b .

Figure 96 : Réponses dépolasiisantes en milieu acide (pH = 4,25)
et appauvni en Lfons chlorure (60 mM au Lieu de 594 ; Les 4Lons
b nemplacement sont Les Lons propionate sur fibres cloisonnées

N

WEf

\t)an Ligature.
’5\:‘\. g

96 a : Ry d’un tLement de dibre dont Le potentiel

u o= < > 0 L ,
- de nepos eAT maintenu a sa valeur initiale apres 20 mn d'action

du milieu anormak.

96 b : Ry d'un @Lément d'une autre gfibre dont Le

potentiel de nepos est maintenu @ une valewr trhes négative
(- 130 mV dans Ze cas de La gigunre) pendant toute La durie
d'action du miliew anornmal (25 mn).

La Ry neste de trés faible amplitude.
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laquelle,en milieu pauvre en Cl ,il y aurait, si le processus
existe, un déplacement de la courbe d'inactivation de la con-

ductance calcique vers les valeurs négatives de Em'

2233 - En conclusion, il semble que la localisa—

. O T . - ] - -
tion de 8ca + Na »corresponde bien & 1'hypothése formulée 3 la
fin du chapitre II. En effet, la trés forte amplitude de la Ry
obtenue en bloquant gx (soit par les ioms H' et 1'absence de
] : . . . + .
K extracellulaire, soit par remplacement des ions K intra- et
extracellulaires par les ions Rb+) et les phénoménes de recti-
fication (par le TEA), rendent compte de la position en profon—
deur de la conductance 8ca + Na P accord avec le schgma propo-—
s& au chapitre II, § 24, (figure 45, p.127). -

I1 apparalt :

- que E , en profondeur, ne serait pas diminuée

Ca + Na
par une &ventuelle accumulation de ca’® 3 1'intérieur de la
fibre, accumulation suggérée bar KEYNES et Coll. (1973) sur la
fibre musculaire de balane.;

- qu'en milieu appauvri en ions chlorure, la faible
amplitude de 1la R4 ne serait.pas due 3 un déplacement de la
courbe d'inactivation de 8o g COMmE le proposenf MOUNIER et
VASSORT (1974) sur la fibre de crabe. Ainsi, si la conductgnce
8ca + Na ©St localisée a l'egtrémité des tubules, il est pro-

bable qu'une partie de la forte résistance iongitudinale de ces

tubules et celle correspondant aux invaginations du sarcolemme

oo
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font qu'en surface, le potentiel d'activité@ soit trés atténué.
En effet, la résistance longitudinale des tubules ne peut E€tre
négligée, compte-tenu de leur diamétre (0,2 um en moyenne) et
de leur longueur (qui peut dépasser largement 100 pm). Sur ces
bases de dimensions moyennes, et en considérant la 1uﬁiére des
tubules remplie de liquide physiologique, dont la résistivité
est de 20 Q.cm selon SHAW (1955 a), le calcul donne une valeur
de résistance de l'ordrg de 2000 MQ. Cette valeur élevée expli-

querait qu'en surface E ne serait enregistré qu'aprés
C

a + Na
sa chute dans tout ou partie de cette résistance; la conduc-—
tance au C1  du STT pouvant ,dans les conditions normales,shun-
ter plus ou moins cette résistance.

Enfin, si le processus d'inactivation est bien présent
sur la fibre de crabe (MOUNiER et VASSORT, 1973), bien que sur
la fibre de balane, ce processus n'existe pas (KEYNES et Coll.,
1973), il pourrait expliquer pourquoi, dans les conditions de
blocage de gy et de diminution de gc1» la Ry est de faible am~-
plitude, dans la mesure oli la concentration intracellulaire de
Cl™ libre,dans les cogditioﬁs d'état stable,n'est dé&pendan-

‘tet ni du potentiel Er’ ni de [Cl—]e (c'est-d—-dire dans la
mesure ol il existe un phénoméne de transport actif de c1).
En effet, la disponibilité de l'activation de la conductance

. ++ + . .
membranaire au Ca et Na serait en relation avec la valeur

de ECl et donc avec 1'dventuelle existence d'un transport ac—

P

tif. Ceci n'est pas inconcevable dans la mesure ol il a été
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montré que, chez les fibres de Crustacés, les mouvements d'ions
chlorure pourraient ne pas &tre exclusivement passifs (RICHARDS,
1969) ; GOUBEL et GUILBAULT, 1972 a, sur la fibre squelettique

de crabe ; DELALEU (1974) sur la fibre myocardique de cloporte).

c1 pour l'activation de 8ca + Na

224 - Importance de E

2241 - Considérations générales

" Les résultats obtenus sur notre préparation, concer-
nant la détermination des processus responsables des mouvements
d'ions régissant Er’ montrent que le K" et le c1’ ne peuvent

- 8tre distribués passivement selon leur gradient &lectrochimique,
puisque la membrane est perméable au Na® (chapitre II, § 321,
p. 81 ).

En effet, MOUNIER (1970) montre que 1a¢pehte de la
droite traduisantvla relation'Em -Vlog [K+]e est de 47 mV en
absence d'ions chlorure extracellulaire et de 33 mV en prééence :
ae ceux—gi, lorsque [K+]e est modifiéepar un facﬁeur_de 10.
Sachant, de plus, que gc1 représente 56 p. 100 de la conductance
membranaire totale de repos et g, + gy , 44'p. 100, (MDUN}ER
et GUILBAULT, 1970), il est difficile d'expliquer E_'sans faire
intervenir un mouvemeﬁt net d'ions chlorure, d'autant qu'en
milieu aéide, la fibfe se comporte justement comme une &lectrode

aux ions chlorure et que le calcul de [Cl_Ji donne une valeur de
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62 mM (MOUNIER et Coll;, 1970), supérieure 3 ce que prévoit
la distribution passive. De méme, GOUBEL et GUILBAULT (1972 b),
GOUBEL (1973), en &tudiant les variations simultanées de Er et
de 1'activité du C1 intracellulaire consécutives 3 des modifi~
cations du contenu ionique du milieu extracellulaire, sont ame-
nég a émgﬁtre 1'hypothése d'un transport actif d'ions chlorure
puisque 1l'activité de ces ions,dans le.ﬁilieu intracellulaire,
reste constante, quelle que soit la valeur de Er 3 ceci,de
toute &vidence, traduit 1'existence d'une distribution non ex-
ciuéivemené passive. Cette hypothése est proposée par ailleurs
pour expliquer 1'électrogénése de repos des membranes de fibres
excitables d'Invertébrés et de Vertébrés (voir THOMAS, 1972).
- RUSSELL. et BROWN (1972) montrent 1'existence d'um transport
actif d'ions chlorure sur le neurone géant du ganglion abdomi-
nal de 1'aplysie Aplysia californica ; de méme, la mesure de
[Cl-]i des fibres ventriculaires de rat donne une valeur qui
conduit POLIMENI (1974) & supposer une distribution non passive
des ioms chlorure. |

De plus, sur notre préparation, les effets du 2-4
dinitrophénoi, de l'éuabaine et du froid conduisent 3 la méme
hypothése.

- Le 2-4 dinitrophénol (DNP) est connu pour bloquer
la chafne des oxydations cellulaires au niveau des transporteurs
d'ions H'. A la concentration de IO—S‘g/ml, le DNP dépolarise

trés rapidement et réversiblement la membrane de la fibre



musculaire de crabe (Er passe de - 65,4 mV & - 58,5 mV : (GOUBEL
et GUILBAULT, 1972 b ; GOUBEL, 1973). Cette dépolarisation est
expliquée par 1l'inhibition dé-lé pompe &lectrogéne bermettant le
fransport actif des ions chlorure et celui des ions K@ et Na'.
De plus, ils montrent que l'activité du Cl™ intracellulaire est
indépendante de la dépolarisation membr;naire consécutive 3 des
modifications de [K+]e, mais par contre, qu'elle devient dépen—
dante en présence de DNP. Cette hypothése est confirmée par

VAN DETH (1974) qui montre que le DNP est sans effet sur la
valeur de Er et celle de Rm de la fibre de crabe maintenue a
basse température.

- L'ouabaine inhibe sélectivement la pompe Na® - K+,
ce qui est montré,entfe autres, par RUSSELL et BROWN'(1972) sur
le neurone d'aplysie, CASTEELS (1966), MAGARIBUCHI.ét KURIYAMA
(1972), BRADING et WIDDICéMBE (1974) sur le muscle lisse taenia-
coli de cobaye, ARMSTRONG, W.M.D. (1969) sur la fibre musculaire
squelettique de grenouille, BITTAR et Coll. (1973), BITTAR et

Coll. (1974), sur celle de balane. De méme, sur la fibre de cra—
be, 3 la concentration de 1077 g/ml, 1'ouabaine rend E., dépen—
dante de Er.pour dgs [K+]e voisines de la normale, ce qui revient
d dire que la distribution des ions chlorure devient passive:
(GOUBEL et GUILBAULT, 1972 b; GOUBEL, 1973). Par contre, un

excés de K+ tend 3 rendre, en présence d'oﬁabaine, E.. non dé—

Ccl

- ‘ . + - “
pendante de Er,conformement au fait que le K en excés léve

~

1'inhibition de la pompe Na® - K© par 1'ouabaine. Ainsi, le
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mouvement actif des ions chlorure serait couplé 3 ceux des
cations Na@ et K+, ce qui est 3 rapprocher des résultats de
CASTEELS sur le‘taenia coli de cobaye (1966) ; cet auteur sug-~
gére un passage des ions K+, a travers la membrane, en associa-
tion avec un anion. Compte-tenu des effets rapides et réversibles
des inhibiteurs du métabolisme, 1'hypothé&se de l'existence sur
notre préparation, d'un courant de nature active dans le maintien
de Er,grace a4 une pompe &lectrogéne,se retrouve sur d'autres
tissus excitables. C'est le cas des.fibreé musculaires d'Insec—
tes ol HUDDART et WOOD (1966), RHEUBEN (1972) expliquent la
valeur de E_ par 1'existence d'une pompe électrogéne, ainsi que
PIEK et Coll. (1973), mais d'une fagon moins affirmative.

— Un autre moyen d'inhiber les transports actifs et
dont il a déja été question précédemment (VAN DETE, 1974), con-
siste 3 refroidir la préparation. Il convient, toutefois, de
tenir compte du_coefficient R.T. affectant les mouvements passifs
d'ions.

22412 - Effet de 1'abaissement thermique

224121 - sur E
- r

La figure 97 (p. 247 ) montre 1'évolution moyenne de
Er et de Rm de repos de la fibre squelettique de crabe en fonc-

!éibnfde la température (8) (le temps nécessaire & l'obtention

i \u tia o

d"un &tat stable &tant respecté). La droite de régression

(E, = 1,78 8 — 47,25 avec un coefficient de corrélation de
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n = 24],a £'état stable,en %oncf/éon Qe ta température. ,
100 p: 100 de Ry, conrespondent a La valeur de régénrence.

L'abaissement thermique dépolarise La membrane tout
en augmentant forntement La nésistance. _
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. 990) montre que Er passe de la valeur — 65,1 + 5,5 mV 3 6 =20°C.
'a celle de - 52,1 + 7 mV 3 6 = 4°C (n = 24). La dépolari-

sation de la membrane est donc de 13 mV pour un abaissement
tﬁermique de 16°C ; corrélativement, la Rm s'accroit réversible~
ment selon un facteur de 2,5. Ces résultats sont conformes 3
ceux trouvés, sur la méme préparation, p;r KERKUT et RIDGE
(1961) qui donnent une variation de 5 mV pour Er’ lorsque 6
passe de 17,5°C 3 24°C et sur la fibfe de balane par HINKE et
Mc LAUGHELIN (1967) ol Er varie de 13 mV pour un abalssement
thermiqde de 18°C.

Ces variations de Er ne sont pas explicables par le

nF

En effet, lorsque 6 &volue de 20°C 3 4°C, le calcul donne, si

terme T de 1'expression EE"affectant 1'équation de GOLDMAN.

1'on considére que les autres termes de 1'équation du champ

constant ne sont pas affectés, une variation de Em de 3,1 mV,

Er devant passer de - 65,1 mV 3 - 62,0 mV. Cette valeur de 3 mV
est loin des 13 mV obtenus expérimentalement, ce qui permet de
suggérer, avec KERKUT et RIDGE (1961), que le maintien de Er,.dans
les conditions normales, est 1ié, entre autres, 3 l'existence
d'un transpoft actif. De méme, ROTHBERG (1973), sur la fibre mus~-
culaire de balane Balanus nubifus,émet 1'hypothése selon laquelle
les variations de Er’ sous l'effet de 1'abaissement de tempéra-
ture, seraient corrélatives de 1'inhibition d'une pompe &lectro-
géne, bien que FISCHBARG et SPYROPOULOS (1971), FISCHBARG (1972),

LATORRE et DIPOLO (1971) montrent que les effets diis aux varia-




249 .

tions de lé température ne sont pas abolis par les inhibiteurs
métaboliques. Pour cette raison, DIPOLO et LATORRE (1972) suggé-
rent que les variations de Er lides a4 la température sont essen—
vtiellement causées par la valeur différenﬁe des rapports de pér~
méabilités passives. En effét, FISCHBARG (1972),.étudiant les
variations de ces rapports, conclut que.chaque ion perméant est
associé 3 un site membranaire propre eﬁque l‘équilibre ion-site
est dépendant de la température. Toutefois, il n'exclut pas 1l'inm
fluence de cette derni&re sur la pompe électrogénique sodique.
I1 est 3 noter, cepéndant, que la fibre de balane se comporte,
vis-3-vis de la température, différemment de celle de crabe. En
effet, sur la fibre de balane, deé variations de Er selon 1la
températﬁre s'observent en présence ou non d'inhibiteurs

(DNP, ouabaine) appliqués extdrieurement (FISCHBARG, 1972)

alors que,chez la fibre devcrabe, les inhibiteurs sont sans

effet 3@ basse temp&rature (VAN DETH, 1974).

224)22 - sur la Rdv

L'abaissement de la température se traduit par 1'ob-

tention d'une R, dont 1'amplitude est telle qu'une inversion

de potentiel apparaisse (E;, etteint + 14,0 ¢ 5,6 mV,.h = 25).

d

immergée dans le milieu de référence sous 1'effet d'une varia= -

La figure 98 (p. 250) montre 1'évolution de la R, d'une fibre

tion progressive de la température de 20°C 3 4°C. La vitesse

1

de la phase de d&polarisation de 13,3 V.s = i 20°C devient




250.

- 20mV
\\ sms
| ——

- — ]IO uA
N e —— d————

|

AN fonw
~ 7 sms
.:-_—— —— Ilo HA
- //\\ |
/ \\\“‘ 0mv
\ / ﬂg.
-— » l\OpA
. o - /-\\. ot —————
// \\\\
/ . — ]zomv
\ ~ sms
__ _— lloaA
_cl —
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~ b) 8 = 11°C
<§E§) c) 8 = 8°C
- d) e = 4°2 ¢C

L'abaissement thermique,tout en dépolarisant La
membrane, accroit.’ L'amplitude et La durie de La Rd.
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1 | |
, comme le montre

égale & 5,5 V.s— 3 4°C. L'amplitude de la Ry
la figureA99 (p.252 ), n'est pas foﬁction de 1'intensité du
courant de stimulation. De plus, il n'est pas nécessaire que le
courant dépolafisant, appliqué 3 la membrane, soit maintenu pour
permettre le développement de la Rd (figure 99 b, p.252),
laquelle présente un posﬁ—potentiel gonsécutif négatif trés
durable (figure iOO, p- 253 ). Enfin, dans’certains cas, 1'am—
plitude de la dépolarisation de repos est telle que,le seuil
critique de potentiel atteint, une éctivité sponténée apparalt
(figure 101, p. 254).

En conclusion, l'accroissement de 1'amp1itudg de 1la

réponse, sous l'influence de 1'abaissement thermique, peut &tre
expliqué si 1'on tient compte de la tr&s forte augmentation de
la résistance membranaire sous 1'effet du froid. En effet, les
courbes de la figﬁre 102 (p. 255) traduiéant la relation Ii -
Em obtenue en courant imposé, montrent 1'augmentation importante
de la résistance membranaire sans que change significativement
}e seuil de potentiel pour lequel la Rd se-déclenche.

Ainsi, 1'effet du froid sur la Rd se révéle assez

. . ) . + .

comparable 3 celui obtenu lorsque les ions K intra- et extra-
. ~ . + o R

cellulaires sont remplacés par des ions Rb , 4 la seule diffé-

rence, qu'3 basse température, une augmentation de la durée des

différentes phases de la R, se manifeste. Cette augmentation (;.;;

d

peut &tre simplement attribuée 3 une diminution des constantes

de vitesse d'activation des conductances responsables de 1'ac-

-
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Figure 99 b

Figure 99 : In,gzuence de La durnie et de £'intensite du couwrant
de Ai}(_mLTZaL(,on sun La Rd d'une - §ibre placée dans Le milieu de
négenence regroidi (2,4°C).

a - pour une grande durde de stimufation (120 ms)
2 b - pour une durnle breve (7 ms) .

X 2o L'amplitude de £a Ry a basse température, est Andé-
pendan,te de La durde et de L'intensité du cowrant appliqué
a La membrane. N
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Figure 100 Mise en @uidence de L'importante durde de pou-'v
pofentiel négatif de La R, & basse temperatune (5,5°C). |
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CFégure 101 : Activits spontange d'une fibre placie dans Le
Frﬁl'eu de négenenceydéclenchée par La dépolarnisation consécu-
tive 4 £'abaissement thenmique de 20°C & 6°C).
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Figure 102 : Caractinistiques courant-potentiel &tablLies (en

' cownant impost) en milieu de rZftrence & 20°C et a 4°C.
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Le sewil de potentiel, pour Lequel £a R, se déclenche,
n'est sensiblement pas modifié par L'abaissement thermique.




256.

tivité électrique.

22413 - En conclusion, si au niveau de la
fibre de crabe, il existe un transport actif de c1L cdmme 1'en~
semble des résultats expos&s ci-dessus semblent le démontrer,
les effets de la diminution de [Cl-}e peuvent s'expliquer s'il
existe, comme le proposent MOUNIER et VASSORT (1974) un processus
d'inactivation de la conductance calciqué et dans la mesure od
le potentielben profondeur est contr6lé par Ecl’ De plus,
1l'existence d'un accroissement de la Rm de repos par 1'abaisse—
ment thermique peut rendre compte de 1'accroissement en amﬁli—

+ .
tude de la R, comme dans le cas du remplacement du K intra et

d

extracellulaire par du RbY.




CONCLUSIONS GENERALES




257.

La fibfé musculaire stride squelettique de crabe Carcinus
maenas posséde un sysféme tubulaire transverse trés riche et de
nombreuses invaginationg longitudinales de son sarcolemme. Par
ces-structures de pénétration, le milieu exfracelluiaire se trou-

ve trés proche des myofilaments, conformément aux observations

de BRIGDEN et Coll. (1971) sur la fibre de balane, de PEACHEY
(1967) et notamment celles de MATHIEU (1970) relatives 3 notre

préparation. Le TAI’ caractérisé par une lumiére vide, est en

position jonction bande A-bande I et assure le rapport de conti-’
guité eritre la membrane et le réticulum sarcoplasmique. Le TZ,

situé au niveau des stries Z, est 3 lumiére opaque et s'enfonce

-~

profondément d l'intérieur de la fibre, tout en se ramifiant et
en longeant 1es‘m&ofilaments sur des distances importantes comme
COHEN et HESS (1967), MATHIEU (1970) le mettent en &vidence.

Bien que PEACHEY (1967) n'attribue au T, qu'un simple rdle de

Z
soutien, il apparait des observations de MATHIEU (1970) qu'il

joue un rble analogue 3 celui du TAI‘ En effet, le TZ présente,

d ses extrémités, une différenciation de structure identique 3

celle du TAI et surtout des contacts diadiques avec le réticulum

sarcoplasmique longitudinal. Ainsi, il est possible d'admettre
que le T,; assure le couplage excitation-contraction de la zomne
périphérique de la fibre de crabe alors qu'en profondeur, ce cou-

plage est réalisé griace au TZ différencié, 3 ses extrémités, en

TAI.
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v+ La membrane sarcolemmique eét préférentiellemeﬁt
perméable aux ionmns K+, alors que la membrane tubulaire 1'est
préférentiellement aux ions chlorure. Ceci est conforme aux tra-
vaux de GIRARDIER et Coll. (1963), de REUBEN et Coll. (1967);
de ORENTLICHER et REUBEN (1971) sur la fibre d'écrevisse, de
SEtVERSTON (1967), de MOUNIER et GUILBAULT (1970) sur celle de
crabe. La sélectivité de chaqué systéme membranaire est &tablie
sur notre préparation i partir :

- des résultéts obtenus aprés choc osmotique. Dans
ces conditions, Er répond davantage comme une éile de concentra-
tion aux ions K’ (lorsque [K+Je varie) ;

- des résultats obtenus en milieu acide (milieu qui
bloque la conductance de surface). Dans ces conditions, la
membrane tend 3 se comporter comme une &lectrode aux ions chlo~-
rure, les variations de [K+]e n'ayant aucune influence sur Er ;

- des temps d'action optimaux des milieux modifiant
gg OU 8- Les milieux modifiant 8k agissent rapidement et ré-
versiblement, alors que les milieux modifiant 8c1 agissent

beaucoup plus lentement, la réversibilité de leurs effets étant

_ 8galement beaucoup plus longue & obtenir.

. Le potentiel de repos de la fibre de crabe ne peut

-~

8tre assimilé 3 celui d'une pile de concentration, bien que
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SHAW (1955)"et HAYS et Coll. (1968) considérent qu'une distri-
bution passive des ions Cl~ et Kf, selon un équilibfé devDONNAN,
expliqUe la valeur de_Er. Cependa‘nt,gC1 représente 56 p. 100 de.
la conductance membranaire globale (MOUNIER et GUILBAULT, 1970)
.et, en ébsence d'ions_chlorure,la‘pehte de la droiﬁe'traduisant
la relation E = f(iég' [K+]e) est de 47 mV 1orsQﬁe [kf]e Qarie
selon un rapport de 10 (alors qu'elle n'est que de 33 mV en pré-
sence d'ions chlofure). De ce fait, la membrane.ést perméablé

au Na+ et de plus il est nécesséiré de faire intervenir un mou-
Qement net d'ions chlorure. Dans ces qondiFions, lfexistence d'un
transpor£ actif peut &étre postulée, d'autant plus que les inhi-
biteurs du métabolisme (DNP, ouabaine et froid) agissent réver-—

\ .
siblement sur Er (GOUBEL et GUILBAULT, 1972 b ; GOUBEL, 1973 ;

VAN DETH, 1974) et que la mesure de l'activité des anions trés
mobiles (Cl principalement) par électrode spécifique révéle que
cette activité est constante, quelle que soit la valeﬁr de E_
(GOUBEL, 1973). Ainsi, Er de la fibre de crabe est di, essen-
tiellement, 3 des mouvements d'ions K’ et c1, sans qu'il féillé
pour autant négliger les ions Na® s la perméabilité au Kf,siér
éeant préférentieliemént eﬁ surface, cellé aﬁ €l au niveau dest

tubules.

. L'étude de 1'activité électrique de la fibre de

-

crabe donne des résultats analogues 3 ceux obtenus sur d'autres

Crustacés (FATT et KATZ, 1953 ; FATT et GINSBORG, 1958 ;
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WERMAN et GRUNDFEST, 1961 ; ATWOOD et Coll., 1965 3 +ss). la
réponse électrique est de type soit tout—ou~rien, soit gradué,
‘soit passif ; sa propagation & la surface de la fibre,le long de
'1a membrane sarcéaemmique n'est pas régénérative, ce qui laisse
supposer l'absence, en surface, de 1'activation de la conductance
responsable de la réponse, absence peué—étre corrélative a la
poly-innervation de la fibre.Les différents types d'activité

sont 1iés aux propriétés rectificatrices de la membrane (ATWOOD
et Coll., 1965) : la rectification anormale ("inward going

rectification") apparait chez les fibres qui possédent une ré-

ponse de type tout-ou-rien ou graduée.

. La réponse est due 3 des mouvements d'ions consécu-
tifs & 1'activation d'une conductance calcico-sodique pour le
courant entrant et 3 1'activation d'une conductance pour le cou—
rant sortant, ce dernier &tant porté, pour une grande part,
probablement par les ions chlorure. Le courant entrant, aboli
par le Mn++, emprunte un '"canal lent" calcico—sodique aﬁalogue
d celui observé sur les fibres cardiaques. Il n'existe pas de
courant entfant porté par les ions Na® empruntant un canal

rapide étant donné que la TTX se révéle sans effet. Comme 1'ont

montré LﬁTTGAU et NIEDERGERKE (1958) sur la fibre cardiaque,

. . . . + . ++ .
il existerait un antagonisme Na -Ca = compte-tenu du fait :
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. . . N .
- qu'en absence de Na extracellulaire, la réponse est
plus ample ;
' p S + P
- qu'en présence d'un excé&s de Na -extracellulaire, la
‘réponse est_abolié et qu'elle est rétablie en présence d'un
- . . ++
excés simultané de Ca .
Le courant entrant peut n'dtre porté que par les iomns

+ ., . T .. . ++ .
Na puisqu'en potentiel imposé&, en absence de Ca extracellulai-
re, il peut &tre démasqﬁé, et ceci d'autant plus aisément que le
courant sortant est inhibé& partiellement (addition de 100 mM de

. , ++ P .
TEA au milieu dépourvu de Ca ). Ce courant, porté& par les ions

+ =+ . . . - .
Na en absence de Ca ', s'inactiverait trés lentement, puisqu'en
imposant 3 la fibre un potentiel suffisant pour 1l'activer, il
est toujours encore tré&s nettement entrant aprés 300 ms. De plus,
cette inactivation ne pourrait €tre qu'apparente puisque le TEA
ne bloque qu'imparfaitement la conductance du courant sortant,
comme le montrent &galement KEYNES et Coll. (1973) sur la fibre
de balane. Dans ces conditions, la persistance d'une rectifica-

. L L ’ gt
tion normale retardée expliquerait que le courant entrant de Na
"diminuerait d'amplitude" sous 1'effet de l'activation du courant
sortant. D'ailleurs, KEYNES et Coll. (1973) montrent, sur la
fibre de balane, qu'il n'existe pas d'inactivation du courant

_ - - I = er e
entraint, porté exclusivement par les ions Ca , mais simplement
un phénoméne d'accumulation & 1'intérieur de la fibre. La déter:-
mination du potentiel d'inversion de la pile aux ions portant le

courant entrant donne une valeur trés positive et tré&s supérieure
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a celle atteinte par Em, au maximum de dépolarisation'lors de
la réponse. Cefte faible amplitude de la réponse peut rendre
compte d'une possible activation de la conducténce du courant
enfrant en profondeur. Cette hypothése est corroborée par
différents résultats :

.~ lorsque la stimulation est homogéne (fibre cloi-
sonnée) la réponse n'est pas d'amplitude accrue ;

- lorsque 1é conductance de surface est bloquée (par
les protons ou les ions. Rb" remplagant en partie le K’ intra-
cellulaire) 1l'inversion de potentiel de la réponse peut attein-
dre une valeur de + 80 mV, le courant sortant &tant partielle-
ment bloqué par le TEA (100 mM) ;

- lorsque les tubules sont désolidarisés du sarcolem-
me par choc osmotique, la répoﬁse est presque abolie ; cette
faible amplitude n'est pas corrélative 3 un shunt de la membrane,
puisque Er se maintient 3 une valeur tr@&s proche de la normale
et que, de plus, la résistance de membrane augmente.

Le probléme de 1'amplitude de la réponse peut donc
étre envisagé :en fonction de la localisation en profondeur de
la conductance aux ions portént le courant entrant. En effet,
au vu des résultats de KIDOKORO et Coll. (1974) qui localisent
les "canaux" empruntés par les ions Ca*t 3 1'extrémité des tu-
siégerait

bules et des ndtres, il s'avére que la pile Eca 4+ Na

au niveau des structures T I des tubules (en zone périphérique

A

et en zone profonde). Ainsi, conformémert au schéma de la figure
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, .. s 19 ez
103 (p.264), la position de 8Ca + Na’® 2 1'extrémité des tubules,
fait que la majeure partie de cette conductance est en paralléle
sur g, et sur g par 1'intermédiaire de la résistance Ri et qu'il

n'est pas possible d'enregistrer complé&tement ECa + Na dans nos

conditions expérimentales, c'est-d-dire aux bornes de la membra~

ne sarcolemmique.

. L'étﬁde de la relation courant;potentiel en courant
imposé‘ou en potentiel imposé permet de mettre en &évidence
1'existence de la double rectification membranaire. La phase de
repolarisation de la réponse est due & 1'activation d'un courant
sortant retardé inhibé partiellement par le TEA et portéypour
une part, par les ions chlorure. La rectification retardée de la
membrane responsable du courant sortant est mise en &vidence
(tant en courant imposé qu'en potentiel imposé) en présence de
Mn'" ou en absence de Ca++Aextrace11ulaire. La destruction des
tubules par choc'osmotique abolit les phénoménes de rectifica-
tion, ce qui permet de localiser ces phénoménes au niveau de la

‘membrane tubulaire en accord avec ILDEFONSE et ROUGIER (1968),
.KAO et STANFIELD (1968), ILDEFONASE et Coll. (1969 b) sur. la
fibre de greﬁouille, bien qu'une partie de 1la rectification anor-
male‘siégerait en surface (TAKEDA et OOMURA, 1969) sur cette
dernizre préparation.

L'absence d'ions chlorure dans le milieu extracellu-

laire abolit les phénoménes de rectification, phénoménes qui
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ﬁersistent, par contre, 1orsque‘1e milieu.extérne contient uni-
quement des ions chlorure. En effet, un milieu isbtonique de K+,
'3 1'inverse de ce qui se produit pour la fibre de grenouille
(ADRIAN, 1969), ne permet pas le maintien des phénoménes de
rectification. Les ions Rb+, remplagant ie K intracellulaire,
\inhibent, sur la fibfe de grenouille, la rectification anormale

(ADRIAN, 1964) et la conductance retardde aux ions K (HUTTER

et WARNER, 1972 ; VOLLE ethColl., 1972) . Dans ces mémes condi~
tions, en absence de C1™ extracellulaire, la fibre de crabe perd
ses propriétés rectificatrices, alors qu'elle’les.conserve en
présence, uniquement, de €l et Rb'. Ces résultats tendent a
prouver que les phénoménes de rectification de la membrane de la
fibre de crabe sont 1iés 3 la présence d'ions chlorure extra-
celluiaires, le seuil de potentiel pour lequel la rectification
retardée apbarait étant fonction de [Cl—]e. Cette hypoth&se est
d'autant plus acceptable Que, sur le tissu cardiaque, le courant
sortant serait 3 deux composantes (BROWN et NOBLE, 1969 ;

DE HEMPTINNE, ]971'; OJEDA et ROUGIER, 1974) la seconde n'étant
pas portée exclusivement pa;>1es ions K' (OJEDA et ROUGIER,
1974) . De méme, sur leé tissu de Purkinge en particulier, le
‘courant sortant dynamique; responsable du rebond lors de la .

. phase de repolarisation, (DUDEL et Coll., 1967) est porté,éxélﬁfi&
sivement, par les ions ch1orure (HIRAOKA et'FOZZARb? 1972 ;
FOZZARD et HIRAOKA, 1973). Ainsi, le Rb® en bloquant les sites

. + , .y P :
aux ions K et le froid en augmentant la résistance membranaire

.
;
SRYIR
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permettent 1'obtention d'une réponse ample uniquement par dimi-
nution du courant de fuite, alors que le TEA agirait én inhibant
la rectification retardée. Le rSle du TEA serait donc de bloquer
le systéme membranaire, siége des phénoménes de rectification et
non de bloqugr un courant sortant retardé de nature potassique
exclusivemenf. En conclusion, au vu de nos résultats, une analo-
gie de comportement peut &tre faite entre notre préparation et la
fibre cardiaque, oli chez cette derniére, le canal rapide serait
bloqué par la TTX. La phase de dépolarisation est due & un cou-
rant calcico-sodique empruntant un '"canal lent" inhibé par les
ions Mn++, celle de repolarisation 3 un courant dynamique sortant

porté par les ions chlorure.

. Compte-tenu de i’eﬁsemble de nos résultats, un sché=
ma &lectrique équivalent de la fibre peut €tre proposé (figure
103, p.264) en localisant les différentes conductances membra-

- naires.

L'exploitation de la réponse impulsionnelle de la
‘membrane permet d'affirmer que celle-ci répond de fagon analogue
au schéma proposé par EISENBERG (1967). En.effet, la membrane
est constitude de deux circuits R.C. en paralléle,; correspondant
chacun respectivement 3 celui de la membrane sarcolemmique'et a
celui de la membrane tubulaire.

Le schéma proposé (figure 103) mbntre, de fagon sim-—

plifiée, chaque systé@me membranaire portant sa conductance ioni-
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que préférentielle : GCl pour la membrane tubulaire, GK pour‘

la membrane du sarcolemme. La conductance relative au courant
entrant (gca + Na) est placée 3 1l'extrémité des tubules en po-
'sition jonction bande A - bande I pour la périphérie de la

fibre (T,) et en position Z pour la profondeur (T,). La résis-
tance Rb représente celle du matériel amorphe présent au niveau
du sarcolemme et dans les invaginations longitudinales de
celui-ci 3 Ry représente la résistance de la lumidre des tubules;

La position de 8Ca + Na® ©° paralléle sur gg °t 8¢
et en série avec I/Rt, peut expliquer la faible aﬁplitude de 1la
Rd enregistrée dans les conditions normaleé;

Ce schéma permet 8galementd'expliquer qu'en milieu
pauvre ou dépourvu en ions chlorure, il soit difficile et méme
impossible de déclenchervune réponse. En effet, si le Cl™ n'est
pas distribué pgssivement comme le suggérent de nombreux résul-
tats, le contrdle du potentiel en profondeur se ferait, princi-
palement, par 1l'intermédiaire de ECl' Ainsi, 1'impossibilité
d'enregistrer au niveau de la membrane sarcolemmique le potentiel
de 1la pilé de diffusion aux ions portant le courant entrant,
peut s'expliquer par la présence de Rt et 1l'importance de ECl
au niveau tubulaire. Dans le cas oi 8c1 de repos est bioquée,‘
(milieu sans'Cl—), le potentiel en profondeur n'est plus contrd--
1é que par EK (en surface). La présence de Rt rend difficile ce

contrGle, et dans ces conditions, le potentiel 3 1'extrémité

des tubules serait tré&s bas par rapport & celui de la surface.
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Ainsi, 1'activation de la conductance aux ions portant le courant
entrant serait sous l'influence de [Cl—]e’ en fait de ECl dans
la mesure ol la distribution des ions chlorure ne serait pas
exclusivement passive. L'influence de [Cl_]e sur la réponse
pourrait ainsi €tre expliquée. Si 1l'on admet, avec KEYNES et
Coll. (1973), qu'il n'existe pas d'inactivation de géa, selon
notre derniére hypéthésé, une accumulation de Ca' @ 3 1'intérieur
de la fibre pourrait se produire du fait de la faible valeur du
potentiel au niveau des tubules, la conductance aux ions Ca++
étant en activation permanente. Néanmoins, en contrebalangant

la dépblarisation membranaire consé@cutive 3 1'application d'un
milieu appauvri en c1 (60 mM) et méme en maintenant une hyper-
polarisation importante par un courant constant. sur une fibre
cloisonnée, une réponse ne peut &tre déclenchée. Dans ces con-
ditions, 1'absence de réponse ne peut &tre consécutive 3 un
processus d'accumulation de ca** (KEYNES et Coll., 1973) pas
plus d'ailleurs qu'd celui relatif 3 une inactivation (MOUNIER
et VASSORT, 1974). D'ailleurs, nos résultats montrent en effet
qu'en absence de Ca++ et en présence de TEA (le courant entrant
étant porté par les ioms Né+ dont la cinéﬁique peut rendre
compte des propriétés de fonctionnement du canal "calcico-sodique"
bloqué par les ions Mn++), le courant entrant ne semble pas
présenter de processus d'inactivation puisqu'il reste entrant
méme aprés 300 ms (figure 84, p. 209) et que le "courant de

queue" est également entrant. Cependant, sur le tissu cardiaque,
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il est bien connu qu'en absence de Ca*t extracellulaire, le
+ -
courant "lent" de Na reste entrant tr@s longtemps, alors qu'en
. ++ . .
présence de Ca , ce courant reste bien moins longtemps entrant.
Ceci, en définitive, pose le probléme de 1l'existence d'un seul
" * . H " + ++
canal "calcico sodique" ou de deux canaux lents de Na et de Ca
o ) ++
bloqués par les ions Mn .

L'explication de 1'absence de réponse en milieu pauvre
en Cl peut cependant &tre apportée en examinant la relation
courant-potentiel mettant en &vidence les phénoménes de rectifi--.
cation. Le seuil de rectification retardée se trouve €tre dépen-
dant de {Cl—]e. En milieu riche en Cl , le seuil est déplacé vers
les valeurs moins négatives de potentiel, alors qu'il est dé&placé
dans le sens opposé en milieu pauvre en Cl  par rapport aux con~

ditions normales.

+ Le travail concernant la fibre musculaire stride de
crabe Carncinus maenas, tendant & montrer le rapport qui lie sa
structure 3 ses propriétés &lectriques, a &té &tabli a partir de
preuves indirectes constituées par des résultats en courant im-
posé et confirmées par quelques uns obtenus en potentiel imposé.

Finalement, se pose le probléme de localiser les
"canaux" par oli transitent les ions, probléme qui peut &tre
enVisagé en bloquant ces sites par des inhibiteurs et en locali-

sant ces inhibiteuxs.,I1 convient d'essayer &galement d'établir

un rapport entre les conductances préférentielles des membranes
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et la nature du matériel qui tapisse 1l'extérieur de ces membranes,
notamment au niveau du sarcolemme et du'systéme tubulaire
transverse 3 lumiére thiquement opaque.

L'étude des courants de membrane par la technique des
microélectrodes est applicable & notre préparation. Dans ces
conditions, les vitesses d'activation et éventuellement, d'inac-
tivation des deux conductances responsables de la réponse dé-
polarisante peuvent &tre déterminées & partir des équations de
HODGKIN et HUXLEY. Toutefois, en ce qui concerne le courant
entrant, la contraction entraine 1'apparition d'artéfacts ren-
dant aléatoire 1'&tude de la cinétique de ce courant. Néanmoins,
un excés d'ions chlorure dans le milieu extracellulaire découple
le phénoméne €lectrique du ph&noméne mécanique et une &tude des

courants de membrane dans ces conditions est rendue possible.



RESUME
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La structure de la fibre musculaire striée squeletti-
que phasique de crabe Carcinus méenab'est de naturé complexe
de par les invaginatioﬁs longitudinales de son sarcolemme et de
par’son double'systéme tubulairg tranéverse, 1'un au niveau de
la strie Z, 1l'autre au niveau de la jonction bande A-bande I.

Dans 1es.conditions de repos, chaque systéme membra-
naire présente une perméabilité ionique préférentielle, aux
ions potassium pour le sarcolemme, aux ions chlorure pour les
tubules.

Le potentiel de repos est dii 3 des mouvements passifs
nets d'ions K+, Cl™ et Na'.

La réponse dépolarisante ne présénte pas, dans les
conditions normales, d'inversion de potentiel et n'est pas con-
duite de fagon régénérative le long de la membrane sarcolemmi-
que. Sa phase de dépolarisation est due i un courant entrant
porté, essentiellement, par les ions catt et Na' (en majorité
par les iomns Ca++> empruntant un canal lent "calcicosodique"
‘inhibé par les ions Mn*t. sa phase de repolarisation est liée 3
des.phénoménés de rectification si&geant au niveau du systéme
tubulaire transverse et probablement diis, tout au moins en par-
tie, 3 des mouvements d'ions chlorure.

La faible amplitude de la réponse dépolarisante enre-
gistrée dans les conditions normales est liée 3 la structure de

la fibre et & la localisation des différentes conductances. Un
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schéma Electrique &quivalent dérivé de celui d' EISENBERG
(1967) permet d'expliquer pourquoi le potentiel de la pile de
. . . ++ +
diffusion aux ions Ca et Na portant le courant entrant ne peut
€tre atteint. En effet, la variation de potentiel provoquée par
e i ++ +
1'activation de la conductance aux iens Ca et Na - (se trouvant
d 1'extrémité des thbules) ne serait enregistrée en surface que
partiellement, du fait de sa chute dans les résistances tubulaire
et sarcolemmique et dans les résistances passives constituées par
le matériel amorphe contenu dans les lumiéres tubulaires et les

invaginations longitudinales du sarcolemme.
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ANNEXE I

ETUDE DE LA REPONSE IMPULSIONNELLE
DU CIRCUIT ELECTRIQUE-EQUIVALENT

A LA FIBRE DE CRABE.

1 - Expression de la tension relevée en un point de circuit

2 - Réponse du circuit équivalent.
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Cette analyse pérmet de déterminer la valeur du
potentiel en un point du circuit selon le courant appliqué a

‘ce circuit en un autre point.

1 - EXPRESSION DE LA TENSION RELEVEE EN UN POINT DU CIRCUIT

La membrane de la fibre peut €tre schématisée de la

fagon suivante :

I : v

Z(p)

Xi : (n+x)

T, est la résistance interne

Z(p) est 1'impé&dance équivalente de 1'é&lément
Ta " . - ] o éme P
L'échelon de courant est envoyé d& 1l'abscisse X dun élément,

' . éme ..
et 1'on mesure la tepsion aun + x élément.
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Si 1'on considére un élément n quelconque :

V-1 N Va A Vn+
ry ry
Z(p)
il peut @étre écrit :
_Vn + Vn—l —Vn'+ Vn+1 —Vn
+ + =0 (Loi du noeud)
T, r, 2
i i 1§:))
' 2
Posons : V -2V -V = A"V
n+l n n—1 ' n
. T
On a alors : A2V = 1 \'
n Z n
(p)

Or, on peut montrer,qu'en effectuant une approximation au

second ordre :

32V AZV
n n

8x2 sz

Ceci revient & une discrétisation de 1'&quation aux dérivées

partielles :
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82Vn
V = e—
%) 'n 92
Yy 2
avec : “(b) = Ax .
‘ Z
(p)

Si 1'on suppose que les variations de V en fonction de x,

entre chaque accroissement Ax sont linéaires, on a :

w(P) Vn = 0

Ces différentes approximations signifient concritement que :

. si 1'on se trouve 3 une distance suffisante du point d'appli-
cation du courant (par exemple 10 &léments)

. si 1'on ne tient pas compte de ce qui se passe pendant un
temps 1 trés faible (< a 1 us) juste‘aprés 1'application du

courant,

tout se passe commé s'il n'y a qu'un seul élément qui fépond

3 1'échelon de courant d'entrée suivant les constantes de

temps exprimées par Z(p).

Il fauf mentionner, enfin, que cette méthode ne permet d'étudier
que 1l'allure de la phase transitoire 3 partir de 1'instant Tt

et non pas la valeur de la tension en régime permanent.
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2 -- REPONSE DU CIRCUIT EQUIVALENT

Etudions la réponse d'un élément tel que celui

ci-dessous :

= INTERIEUR
I v
rj r.

—1_Cs . .
Rg Ce

Ree
Ry Re
- EXTERIEUR
Rb = Résistance du matériel amorphe présent & la surface

du sarcolemme et dans les invaginations longitudinales
de celui-ci. '

RS = Résistance de la membrane sarcolemmique
Cs = Condensateur de la membrane sarcolemmique
R, = Résistance longitudinale des tubules

Rce = Résistance de la membrane tubuiaire

Ct = Condensateur de la membrane'tubulaire

r, = Résistance du milieu intracellulaire

La résistance du milieu extracellulaire est négligée.
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- Calcul de V = £(I)

Il suffit d'exprimer la valeur de ZCP)' Le calcul de

1'admittance donne :

Yp = YS + YT
Ys : admittance du sarcolemme
YT ¢ admittance des tubules.
En posant : a = ! H B = 1
L] - ’ -
s Rb'cs s RS.Cs
] 1
a, = . B, =
t Rt Ct H t Rce.Ct
_ pt+ta +lr3S
on a : ZS = Rb . g
P s
pta_+28
et : Z =R t t
to Tt g
p t
, p+B_ , p+8
D'od i Y = = + 2
Rb(p+as+ss) (p +a, + BIR,

La tension s'exprime par :

vV, .=2_ .1

(p) p P

Comme il est appliqué un &chelon de courant :

IO
Ijd = 7
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L'examen de la forme de Y(p) montre que la réponse temﬁorelle
du systéme est du type :

-At At
v, = v [1 + K(e I - e 2 )]

Si 1'on bloque 1l'une ou 1l'autre partie du circuit, la ré&ponse
est du type :

ot

v, = V(i -e )

o, coefficient d'exponentielle est &égal & ila-.

La détermination, par calculateur, de 1'équation de la

relation V - v_ = f (t) permet de déterminer o, donc la valeur

t

du circuit R.C. équivalent de la membrane.




ANNEXE 11

DOSAGE DES IONS KT ET Rb*
DANS LE MILIEU INTRACELLULAIRE
DE LA FIBRE STRIEE DE CRABE

1 - Préparation
2 - Appareil et étalonnage

3 - Résultats




XLViI.

* 1 = PREPARATION

Les fibres des crabes placés dans les conditions
normales (eau de mer), d'une part, et de ceux ayant s&journé
~ + -
dans 1'eau de mer artificielle dont le K est remplacé& par du

+  tem iz P p

Rb , d'autre part, sont disséquées, pesées et places dans une
quantité connue d'eau bidistillée. Elles sont ensuite broyées
et centrifugées., Le surnageant est prélevé afin d'en doser le
+ + .
K et le Rb . Chacune des valeurs obtenues aprés dosage est

ramende 3 une quantité par unité de poids de fibre (mM)/Kg.

2 - APPAREIL ET ETALONNAGE

Les dosages sont faits au SPECTROPHOTOMETRE de flamme
"UNICAM" SP 1900 (Air-acétyléne).

La longueur d'onde d'émission est réglée 3 766,5. nm
pour le K et 780,0 nm pour le Rb'.

Une gamme &talon est &tablie pour chaque éspace ioni-
que dosée. D'autre part, le dosage du K" est fait en présence de
Rb+ et vice versa pour noter une éventuelle interférence dans
. les émissions.

Un dosage de 1'eau bidistillée est réalisé pour dé-
tecter d'éventuelles traces d'ions K  ou Rbf.

L'interférence avec les protéineé est nulle comme cela

a été vérifisa.
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21 — Dosage du K+

La figure 104 a (p.IL ) correspond 3 la courbe
d'étalonnage donnant la déviation en fonction de [K+] dans une
gamme allant de O & 50 mM. Chaque valeur de déviation correspond
3 une série deﬁhoyennage;de 4s de durée.et se révéle stable
(a uné unité prés).

Le dosage de 1'eau bidistillée fait apparaltre des
traces de K+ négligeables (< 0,04 mM). |

L'interférence du Rb+.sur le K est également négli-
geable. Une solution de 100 mM de KC1l donne une déviation de
621‘divisions, alors que la méme solution, contenant en outre
10 mM de RbCl,donne une déviation de 634 divisions, soit une

erreur de 1l'ordre de 2,00 p. 100.

22 - Dosage du Rb*

La figure 104 b correspond & la courbe d'étalonnage
donnant la déviation en fonction de [Rb+].
| Le dosage de 1'eau bidistillée ne révéle pas la
présence de Rb".

L'interférence du K’ sur le Rb® est négligeable car
une solution de 10 mM de RbCl donne une déviation de 345 divi-

sions alors que la méme solution, additionnée de 10 mM de KCI1,

donne une déviation de 347 divisions, soit une différence de

‘:i!prdre de 0,87 p. 100.
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Figure 104 a

/ 2 4 6 8 10—~ [Rb*] [mM}
or 10 20 30 40 50
Figure 104 b

Figure 104 : Courbes d'étalonnage établies au spectrophotométre
de gflamme donnant La déviation (en unités arnbithaines) en

fonction de fLa concentration (en mM) du K* (figure 104 a) et -
du Rb* (figure 104 b). | @
_ wi '’
Longueurns d'onde d'émission : i

766,5 nm pour Le K*
780 nm pour Le Rb*

n o




3 - RESULTATS

31 - Sur les fibres prélevées sur des crabes placés

dans les conditions de survie normale (eau de mer).

Le dosage du K  "intracellulairé donne 98,01 +
4,76 mM/kg de fibre (4 dosages provenant chacun de 6 crabes
différents). Le dosage de Rb+,sur ces fibres de crabes normaux,

révéle des traces (0,06 mM/kg de fibre).

32 - Sur les fibres prélevées sur les crabes ayant

séjourné dans de l'eaude mer artificielle dont le KCl est rem-

placé par du RbCl.

- Séjour 80 heures :
[Rb*]_ = 39,4 mit/kg de fibre

&',

60,0 mM/kg de fibre

Ce qui revient & dire qu'en 80 h, 39,6 p . 100 du K’ intracel-

. - 5
lulaire est remplacé par du Rb .

- Séjour 160 heures :

Dans ces conditions, 55,7 + 1,3 p. 100 du k" "intra-
cellulaire" est remplacé par des ions RbT. I1 subsiste donc
44,3°p: 100 de K' sur les 98,4 + 8,5 mM/kg de fibre d'ions Rb"

k y
% “i'a’
< K f’?‘;o-f’
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33 - Ces résultats montrent que le protocole expé-
rimental utilisé par ADRIAN.sur la fibre musculaire de grenouil-
le,en 1964 pour remplacer le g intracellulaire par du Rb+,esﬁ
applicable & la fibre de crabe. Toutefois, comme le montre la
figurg 105 (p.1I );sﬁr la fibre de grenouille,en 120 heures,
plus de 80 p. 100 environ du K' intracellulaire est remplacé par
du Rb' alors que,pour un temps de 160 h sur la fibre de crabé,
55,7 p. 100 est remplacé.

I1 convient toutefois de signaler qu'un séjour plus
long des crabes dans de 1'eau de mer,dont le KCl est remplacé
par du_RbCl,se traduit par lamort de ceux-ci. Cependant, la
coricentration interne en ions Rb+ (de 52,7 mM/kg de fibre),
obtenue aprés 160 H, semble &tre suffisante comme le révélent
nos enregistrements électrophysiologiques obtenus dans ces

conditions.




