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INTRODUCTION
ET ‘
POSITION DU PROBLEME

Si le potentiel d'sction se révale eétre le dé-
nominnteur commun de toutes les activités électriques des
cellules excitrhles, ses corerctdristiques (décours et sn-
plitude notemment) peuvent différer. Des veristions colisi«
dérahbles ont été nises en évidence en fonction de
différents critéres. L'un de ceux-ci réside dons le type
de tissu étudié ; les potentiels d'action du tissu nerveux
ou nusculaire sont en effet bien moins duresbles que ceux
du tissu cardisque pfésentpnt une phase de repolarisstion
lente avec un plstesu. Un autre critédre de différencinstion
des potentiels provient, pour un méme tissu, de l'espéce
animale considérde ; 2insi, pour les fibres musculrires,
l'activité électrique recueillie sur la fibre d'un Verté-
bré, tel que la grenouille, se traduit per un potentiel
ample de type tout ou rien 2lors que la réponse des fibres
d'Invertébrés & des stimulations supreliminesires se carnc-

térise le plus souvent por des potentiels locaux et gradués

de faible ecmplitude.




Ce n'est que grace aux travaux des électrdphy—
siologistes conjugués aux études de microscopie photoni-
que puis électronique que 1l'on a pu décrire et interpré-
ter les différentes propriétés des membranes cellulaires.
En particulier, pour les fibres de Crusfacés, 1'abondance
des résultats expérimentaux ainsi que leur concordance
attestent d'ﬁne bonne connzissance des propriétés éleé—
trophysiologiques de ces muscles. Ces études, associées
aux résultats relatifs a 1'ultrastructure des fibres ont
permis de comprendre les ceractéristiques différentes
apparaissant entre les fibres musculsires d'Invertébrés
et de Vertébrés. llous ferons un rappel des données es-
sentielles acquises, dans le chapitre Historique de ce
travail.

Cependant, en ce qui concerne 1'activité élec-
trique des fibres musculaires de Crustacés, maolgré le
grand nombre de travesux effectués, une question, décou-
lant de 1l'observation des potentiels enregistrés, appa-
rait toujours posée : comment expliquer la faible ampli-
tude de ces potentiels ainsi que ia variabilité de leurs
décours ? C'est 1'un des principaux problémes que nous
aborderons dans ce travail.

Afin d'atteindre un tel objectif, il appereis-
sait importsnt d'enregistrer, non seulement les varia-
tions de potentiel masis égonlement les courants ioniques.
survenant au cours de l'excitation. L'étude de ces cou-

rants se situera dans le codre de 12 théorie développde




par HODGKIN et HUXLEY (1952, a, b, ¢, d). Cette théorie,
base de notre travéil expérimental, fera l'objet d'un
exposé succint.

Les coursnts ioniques‘mis en jeu lors de
1'activité électrique des fibres musculaires de Cruste-
cés n'ont fait jusqu'alors 1l'objet que de quelques‘étu—
des sur les fibres musculsires de bzrhacle ou d'écrevisse
et ne répondent pers totalement 2u prohldme posé
(HAGIVARA et coll., 1969, 1974 ; HENCEXK et coll., 1969 ;
KEYNES et coll.,, 1273). ¥ous reprendrons donc, sur la
fibre muéculﬁire de crabe, 1'étude des courants ioniques
impliqués dens le processus d'activité électrique.

Une telle &tude est rénlisable grace & 1o tech~
nique du potentiel imposé. Le dispositif expdérimental
que nous esvons choisi pour 1'étude des coursnts ioniques
de la fibre musculsire de crabe est celui du double
sucrose~-gap (ou double pont de saccharose), utilisé por
ROUGIER et c0ll1.(1968 a,bilette technique, qui sera expo-~
sée et discutée permet l'utilisction d'électrodes exter-
nes et nous 2 prru mieux convenir & 1l fibre musculsire
de crabe présentent une grende frogilité et des contrnc-

tions souvent trés amples (LTWOCD et DORAI RAJ, 1964

ATWOOD et coll., 1965 ; DRULE, 15872).

o2
L

Lo mise en 4dvidence des diffdérents coursuts

¢

“ioniques nous permettrs de proposer d'une pert une in-
terprétation de 1» foible emplitude et de 1la forme des

potentiels enregistrds et de discuter d'outre prrt des




roles respectifs des différents coursnts dsns l2 régu-

lation de 1'activité électrique.
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A ~ CARACTERISTIQUES MEMBRANAIRES DE REPOS.
Etude comnarée des propriétés des fibres

musculaires strides de Vertébrés et de Crustacés.

Les études électrophysiologiques ont permis
dtétudier les propriétés passives membranaires qui peu-

vent &tre représentées par le schéma suivant (Fig. 1)

b Figure 1 : Circwit electrique
r & . nepresentant £es proprietis
A —AARA physiques passives de La mem-
Voo ‘ brane en un point.
Ch, n, @ h@sdstances extrha et

e’ 4

1
L4
2

Antrhacellulaines parn
unite de Longueun.

€ —-——
vav,_LLAANMN Ry Cp 3 nesistance et capaci-

; > r té de La membrane en
un point.

lecmpeam

I - Résistance (Rm) et Capacité (Cm)

membransires des fibres musculaires de

Crustncés, Influénce de lfultrastructure.

A partir des propriétés électriques passives
des fibres, de trés nombreuses mesures de résistance de
membrane ont été effectudes aussi bien sur les muscles
de Vertébrés que sur les muscles d'Invertébrés. L'en-
semble des résultats laisse apparattre des différences
importantes (Tableaux 1 et 2). Par rapport i la R des
fibres musculaires de Vertébrés et plus précisément
celles de grenouille, 1la Rm des fibres d'Invertébrés
et notamment des Crustacés est au moins dix fois plus
faible. Inversement, la Cm de 1la fibre musculaire d'In-

vertébrés est treés élevée.




Veleurs de Rm et Cm obtenues sur des fibres musculrires

de Vertébhrés,

AUTEURS MATERIEL o, ‘m
&lem®) (MF/cm®)
KATZ Grenouille 1500 5
(1948) M. adductor magnus 4000 5
M. extensor longus | : )
sartorius (entier) 1180 ; 2080 8,7 ; 5,2
FATT et KATZ Grenonille
(1951) sartorius 4000 6 4 8
DEL CASTILLO Grenouille 1628 8,7
et MACINE srrtorius (en fonc- N 3
tion de la tempéra-.
(1953) ture) 2415 11,7
JENERICK
(1953) 2500
MEVES et
VOLKNER Grenouille 2860 8
(1958)
ADRIAN Grenouille
(1960) sertorius 2,5
2ADRIAN et
FREYGANG 2800
(1962)
FALK et FATT Grenouille
(1964) sartorius 3430 6,7
ROUGIER Grenouille
(1964) seni-tendineux 1550
£DRIAN et Grenouille
PEACHEY iliofibularis 3140 6,8
(1965)
GAGE et Grenouille
EISENBERG sartorius (dons 3858 6,1
(1969) glycérol)
Tableau 1 (BUS
L
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AUTEURS

MATERIEL

mn

(ILcmz)

C
n a2
( pF/en”™)

FATT et KATZ
(1952}

Creobhes

Corcinus meennss
Portunus depurrtor
M. extenseurs du
carpopodite.

130

24 a &3

FATT et
GINSPRONG
(1958)

Ecrevisce Astacus
fluviatilis
M. extenseur du

carpopodite

20

FALK et FATT
(1964)

Tcrevisse Astacus
fluvieatilis
M. extenseur du

corpopodite

21,2

| ATWOOD

(1963)

Crabe
meehas
M. adducteur
- fibres types A
et B
(disoretre 105r»)
-~ fibres type C
(dinmétre:w&lOrn)

: Cercinus

36

54,5

EISENBERG

(1965)

Crotes Crrcinus

meenss et Portunus
denurctor

M., fléchisseur du

cernopodite

173

PEACHEY

(1965 a)

- M., extenseur du
crrpopodite
Croles Portunus
et Crrcinus

- M. sdducteur du
carpopodite.
Creoke : Corcinus

42

36 a 55°

SELVERSTON

(1967)

'; " p——
T 8L
EILLE
N, s

ha SO &

Crahe Carcinus
meenns
M. odducteur du

carpopodite

50 30

14,7

VAT

9 (surfrce)

47 (tubules)
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AUTEURS MATERIEL B, “n
(L em”) (rLF/cm )
HAYS, LANG Croalke callinectes
et GAINER sopidus . 465 36,9
: M. oddveteur du
(1968) crrpopodite (+ 27) (+ 8,4)
MOUNIER Crobe : Carcinus
meennss 100
(1970) M. extenseur du A 35
méropodite 180
PAPIR Crabe Ocypoda
‘ cursor
(1973) M. adducteur du 29 + 4,9
propodite
Tableau 2

Valeurs de Rm et Cm obtenues sur des fibres musculsires

de Crustocés.

# Selon ie type de fibres

¥ Selon la méthode de mesure :
d'action (50) ou par propagation d'un courant

sous-~liminsire (14,7).

au pied du potentiel




12,

~ Figwre 7 : Section transverse d La surnface d'une
gibre musculaire de crabe Carcinus maeanas.

Dans La partie drnoite de La photo, Les myofibrilles
ont 8té couples a trhavers Leurs baﬁdeb I et Leurns Lignes 1.
On nemarque que Le sarcolemme 4'invagine et on observe un
tubute Z (TZ).

Dans La partie gauche de fa photo, Les bandes A
des myogibrilles sont dans Le pﬂan de La section et un
tubule A (TA) &'tend ve&a Z LntenLeun et fonme une diade
avec Le néticulum sarncoplasmique { SR ). D'autres diades
peuvent étre obsernvies plus profondément dans La §ibre

(x 22000).

- D'apnes PEACHEY (1967) -
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Figure
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Ces résultats apparemment trés dissemblables
peuvent s'expliquer si 1l'on tient compte du fait que 1l»
fibre musculsire de Crustrcé présente une tras grande
complexité ultrastructurale. La membrane externe de ces
fibres émet d'importanfes invaginations, formant un
systéme complexe de canalicules ouverts sur le milieu
extérieur. Cette structure, mesintenant bien connue, a
été décrite pour 1la fibre musculaire de grenouille par
HUXLEY (1964), PAGE (1964), PEACHEY (1965 b) et ENDO
(1966). Si la fibre musculrire de crabe présente le
méme type de structure, des différences apprroissent
dans l'abondance et la distribution des membranes
(Fig. 2 et 3). En effet, les invaginations de 12 membra-
- ne externe sont particuliérement développdées et profandes
comne l'ont observé PEACHEY et HUXLEY (1964), ATYWOOD
(1863, 1965), BRANDT et coll. (1965), ROSENBLUTH (1969)
pour les fibres d'écrevisse, HOYLE et SMYTH (1963),
FAHRENBACH (1967), pour les fibres'de barnacle. En outre,
les invaginations ne traversersient pas seulement la
- fibre transversalement comme cela se produit pour le
muscle squelettique de grenouille, mais bifurquercient
4 »ngle droit, s'étendent longitudinnlement, paralldle-
ment aux myofibrilles (MELVIN et HESS, 1967). Enfin,
PEACHEY (1967) démontre qu'il existe deux systimes sé-~
perés de structures tubulaires : Z et Al =2insi appelés
A cause de leur locnlisntion respective prés des lignes

Z (systime TZ} ou & 1l'extrdémité de chrque bande 2 2 1a
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Figune 3 : Reconmstruction d'une petite porntion dg-
gibre musculaine (crabe Carcinus maenas) dans La zone d'une
dnvagination (C). Les Lettrnes font néférence a La nomencla-
fure deja indiquée dans La Légende de La figure 2.

DR = citerne terminale dilatie du néticulum sarcoplasmique.

(x 10 000).

SUS)
LILLE
b

et

td

- D'apnes PEACHEY (1967) -
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jonction avec la hande I (systéme TAI). Seul le systéme

Ty

mant & ce niveau une structure en dirdes déjid signolée

p St étroitement 1ié ~u réticulum sarcoplasmique for-

par PEACHEY et HUXLEY (1961) et différnnt des structures
en trindes rencontrdes chez les Vertébrés. De plus, on
s'nccorde gdénidrrlement & reconncitre A4 ce systdne un

role primordirl dons le couplrge excitetion-contraction
déns 12 mesure ol celui-ci sembile responschle de 1a cou-
duction de 1l'execitrtion & 1'intéricur des fitres (IUNLEY
et TAYLOR, 1053 ; GAGE ot BDISTUBIENG, 1657 ; BEZAUILLA

et coll., 1972) et contribue, du frit de son excitshili-
té, & 1n répounse ndcrnique (BADTIAN et NARMAJIMA, 1971).

- Ln corr4lrtion entré cette ~Liondonte structure
nmenbrennire interne et les mesures des crrrctidristiques
Rm et Cm dz 1r membrrae cpprroit de fngon convsinernte
grace nux trovsoux Je SILYERSTON (2957) sur 1esAfibres
de Brlenus nubilus et de Corcinus nrenss et d!'LISENBERG
(1967) et de PEACHZIY (19587) sur les fibres de Cﬂrcinus.
Ces nuteurs démontrent que les nesures de Cm varient
considéreblement selon que 1l'on con51dhrn 1a surface de
1a membrerne reprdésentdée psrvln portion de membrone exter-
ne formont des replis, ou par cette derni2re surface
augmentée de la surface des invaginstions internes (tu-
bules). FALK et FATT (1964) estiment en effet que 1a
plus grande partie de Cm est 1ocﬁllsée au nivenu des
cloisons membranaires du systéme tubulrire transverse

(STT). Les coupes de microscopie électronique ont permis
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d'effectuer des corrections pour la surface invaginée

au niveau des tubules. PEACHEY (1965 a) calcule que Cm
passe d'environ 40 4 1 ,.;.F/cm2 et EISENBERG (1967) trouve
4,5 r-.F/cm2 pour la capacité membranaire de surface et
1,6 NF/cm2 pour la capacité membranaire tubulaire.
SELVERSTON (1967) propose 1,5 ,.n.F/cm2 au lieu de 14,7.

‘ Leé propriétés électriques membranaires ont
également été étudides & partir de la forme du pied dﬁ
potentiel d'action et de la vitesse de conduction
(HODGKINet NAKAJIMA,1972 a,b). Récemment, PEACHEY et
ADRIAN (1973) ont montré que des mesures effectuées
dans ces conditions reflétent les propriétés électriques
du systéme tubulaire. Plusieurs types de modéles sont
actiiellement proposés pour rendrevcompte de l'influence
du systeéme tubulaire sur 1'activité électrique. Trois
d'entre eux  analysés de fagon détaillée par VALDIOSERA
et coll. (1974 a, b) different par l'emplacement de 1la
résistance s'opposant au passage radial du courant. Le
modéle "lumped" attribue toute la résistance & 1l'ouver-
ture des tubules ; le modéle "disk" place cette résis-
fance dans 1la lumiére‘des tubﬁles ; le modélé "ﬂ&ﬁfidJﬁ
prévoit deux résistances & chacun de ces emplacements.
Le modéle "lumped" représante le premier modéle envisagé,
dés 1964 par FALK et FATT, puis par FREYGANG et coll.
(1967). Ce mod2le, mathématiquement simple, traduit assez
correctement les propriétés électriques de la fibre mus-

culaire de crabe dans certaines conditions expérimentales
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dépéndant des solutions physiologiques‘utiiiSées

(ADRIAN et ALMERS, 1973, 1974 ; VALDIOSERA et coll.,
1974 a, b). Les modéles "disk" et "hybrid" sembleraient
mieux décrire le systéme tubulaire. En effet, le premier
permet de mesurer les capacités des membranes de surface
et tubulaire égales dans la plupart des conditidns expé-
rimentales ; le deuxiéme améne A trouver des valeurs
compatibles avec la capacité membranaire de surface pour
des fibres glycérolédes. SCHNEIDER (1970) considére que
le mod&le “lumped" conduit & une surestimation des com-
posants de surface (Rm et Cm) et que seule une distribu-
tion spatiale représentée bar son modéle "lattice" rend
compte d'une égalité entre leé capacités de surface et
tubulaire., Cependant VALDIOSERA et coll. (1974 b) admet-
tent que les mod2les '"disk" et “hybrid" présentent éga-
lement des imperfections et que, sans soutenir l'existence
réelle d'une résistance concentrée A l'ouverture des tu-
bules, le modéle "lumped" décrit assez correctement les
propriétés du systéme tubulaire.

Pour la fibre musculaire de crabe, il faut se
reporter aux tra#aux d'EISENBERG (1967) qui propose deux
schémas de membrane (Fig. 4). Ces circuits sont simpli-
fiés dans la mesure ol : i) la membrane de tous les tu-
bules est concentrée en un élément Rce Ce en série avec
la résistance Re d'acceés aux tubules - ii) 1la membrane
sarcolemmique et ses nombreux replis sont concentrés en

un élément constitué par le sarcolemme A la surface
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A

SarcolemmeT Tubules
¢ Rp
iRe
Rpmi —— O™ Ce ——

=
B

|
|
Q
=

o
©
Q
@

| |
|

Figute 4 : Schimas electriques de La membrane de fa
§ibre de crabe proposés par EISENBERG [ 1967)

R, : ndsistance du matériel amonphe entourant Les §ibres
et emplissant Les Anvaginations

Rm : nésdstance du sarcolemme
Cm : capacife du sarncofemme

(Ei?)» Re : nésistance d'acces aux fubules

W R ¢ ndsistance de £'ensemble des tubules
C.  : capacité des membranes fubulaires
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exférne, 1'ensemﬁle étant groupé dans le facteur

R.m Cm' Une simplification supplémentaire peut eétre ef-
fectuée pour le schéma B en considérant que Rcé est
trés grande, ce qui nous raméne alors au cas du mod2le

présenté en A et qui correspond & un modéle "lumped”.

En conclusion, il apparait que la détermina-
tion des caractéristiques passives de 1la membrane de
surface peﬁt etre assez aisément effectuée, eh introdui-
sant une correction de la surface externe abondamment
invaginée. Par contre, les propriétés membranaires du
syst2me tubulaire sont plus difficiles A introduire dans
un modéle facilement analysable. Nous verrons comment
cette complexité ultrastructurale peut &tre retrouvée

dans nos enregistrements de courant capacitif.

I1 - Potentiel de membrane de revos (P.R.)

U S I A Tt e T BB W m - - s S0 e v S VR Ao et Yo von WD S St e W ek v

D Gant S v e B SV AU UHE Gy T PV W e S WD (8 N W P W S ot S S D T WA S B o S VP Govd e W G s

BERNSTEIN (1902) formule le premier une
théorie ionique du potentiel de membrane. Il relie le
potentiel de repos & l'existence d'une pile de concen-

“tration résultant d'une distribution inégale des ions

de part et d'autre de 1la membrane cellulaire. Il assi- .
mile ensuite cette pile de concentration A une pile auxx:
ions potassium et ndmet que la membrane au repos est

uniquement perméable A ces ions. Lors de l'activité,
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cette pile serait court-circuitée et 1la membrane devien-
drait perméable A tous les ions : le potentiel d'action
correspondrait ainsi 3 une annulation du potentiel de
repos.

Si une telle hypothése avait, a 1l'époque, l'a-
vantage de jeter les bases d'une théorie ionique, elle
présentait néanmoins certaines insuffisances et inexac-
titudes. En effet, selon la relation de NERNST,la varia-
tion du potentiel de membrane én fonction du logarithme
de la concentration potassique doit &tre linéaire : or,
généralement, pour de faibles valeurs de la concentration
cette relation n'est pas vérifide, ce qui traduit 1l'exis-
tence d'une perméabilité non négligeable & d'autres ions
présents dans les phases intra et extracellulaires. De
plus, HODGKIN et HUXLEY (1939) montrent sur 1l'axone
géant de calmar que le potentiel de membrane ne s'annule
pas lors de l'excitation mais change de signe.

En 1941, BOYLE et CONWAY émettent l'hypothése
que la membrane cellulaire est, au repos, perméable aux
ions potassium et chlore mais imperméable au Na. Ils
suggeérent l'existence -d'un équilibre de DONNAN- pour les
ions K et Cl, la valeur du potentiel de membrane Em

pouvant alors &tre traduite par 1l'équation de NERNST :

RT E{+]e _ RT E:f:li

E =~ Lo sl

n " F GRS
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dans laquelle R et & sont les constantes thermodynamiques
usuelles, n la valence de l'ion, T la température absolue
et [Kfli s [Cli]i s [K+]e , [pli]e .les concentrations
du potassium et du chlore respectivement dans le milieu
intérieur et le milieu extérieur.

Quelques années plus tard, l'utilisation d'é-
léments marqués (LEVI et USSING, 1248 ; HARRIS et
BURN, 1949) conduit A une nouvelle notion : la membrane
serait également perméable aux ions sodium. Cette per-
méabilité permettait d'expliquer que 1la vaieur absolue
mesurée du potentiel de repos était toujours inférieure
4 1a valeur théorique calculée par la relation de NERNST.
HODGKIN et KATZ (1949) proposérent pour rendre compte de
la valeur exacte du potentiel de membrane d'utiliser une
équation basée sur la théorie du champ constant de
GOLDMAN (1943). Cette équation tient compte, non seule-
ment des concentrations des ions dans les milieux,intra
et extracellulsires mais également de la perméabilité

de l1a membrane vis A vis de chacun d'eux.
RT

E =2L 10g pK [K-}e + PNa E‘Ia:'e + PCl [Cl_;li (2)
no ¥ Py [KJi + Py [Na]i + Poy [Cl_Je

ol
Em est le potentiel de membrane

PK 3 PNa 3 PC1 sont les constantes de perméabilité

de la membrane vis A vis de chaque

espace ionique.
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ADRIAN (1956), CONWAY (1957), HODGKIN et
HOROWICZ (1959) observent, pour la fibre musculaire de
grenouille, que, si le potentiel‘dé membrane est proche
du potentiel d'équilibre. pour les ions potassium 10rsdue
[K]e est élevée, il s'en écarte pour les faibies valeurs
de [K]e, les ions chlore &tant répartis passivement
(HODGKIN, 1958 ; HARRIS, 1963, 1965) ; leur potentiel
d'équilibre est égal 4 E et 1'équation (2) peut eétre
réduite aux seuls termes en K et Na. La relation propo-

sée est alors

Kl, + & Nal
Ep = %% Log %ﬁj: + cc[yﬂ i (3)
on - X . oo
4 Py

- S St o > " e e e G T s T S — o G T . WY T —

R e e Rkt ]

Les études du potentiel de repos effectuées
sur les fibres musculaires de Crustacés accordent une
importance tras nettement prépondérante aux ions K+ dans
le maintien de E (SHAW, 1855 a-b, 1958 a-b ; ZACHAR et
coll., 1964 ; HAYS et coll., 1968), comme pour les fibres
musculaires squelettiques de grenouille. Le potentiel
de membrane peut étre traduit par 1l'équation de NERNST
pour les valeurs de [K]e éupérieures A 10 mM. I1 n'en
diffare que lorsque [ﬁ]e est faible et, dans ces condi-

tions, 1l'équation 3 peut étre appliquée (SHAW, 1955 b),
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1'influence de la perméabilité sodique sur le potentiel
dé repos devenant non négligeable et les ions Cl~ étant
distribués passivement. De plus, REUBEN et coll. (1964)
considérent que les fibres musculaires d'écrevisse ne
sont pas caractérisées par une distribution des ions
kKt et C1” suivant 1'équilibre de Donnan.

Différents travaux mettent en évidence 1l'absen-
ce de concordance entre les mesures des concentrations
internes des ions déduites de 1'équation de NERNST et
celles obtenues par analyse chimique. Les travaux de
GAYTON et HINKE (1968) et HINKE et GAYTON (1970) effec-
tués sur la fibre musculaire géante de barnacle montrent
que ces résultats ne sont en fait pas contradictoires
si deux considérations sont prises en compte

i) 1'équation de NERNST est
utilisée pour calculer les concentrations des ions en
admettant que les coefficients d'activité de K' et C1™
dans le myoplasme et dans la solution externe sont iden-
tiques. En réalité, cette équation aurait da faire in-

tervenir les activités des ions et &tre transcrite sous

l1a forme :
E - &L Log (e _ BT Log (e (4)
m ¥ (a)y F Gagy)e

ol (aK)i, (aCl)i, (aK) (aCI)e sont les activités du

e’

potassium et du chlore respectivement dans le milieu

intérieur et le milieu extérieur.




‘ ii) les concentrations myoplas-
miques [k]i et Gcﬂ 3 sont déterminées en considérant:
que tous les ions k' et C1” sont dissous de facon homo-
géne dans l'eau intracellulaire de la fibre. Ce posfulat
est en fait infirmé par un ensemble de travaux mettant
en évidence une distribution hétérogéne des ions et de
l'eau, pour les fibres musculaires de Crustacés (JINKE,
1959 ; ROBERTSON, 1961 ; Mc LAUGHLIN et HINKE, 1966 ;
DUNHAM et GAINER, 1968 ; HINKE, 1970), hétérogénéité
qui serait particuliérement accentuée pour les ions
chlore (GAYTON et HINKE, 1971). Ainsi, les mesures des
cinétiques des échanges de 3501 et du flux sortant de
Cl entre le milieu extracellulaire et un milieu pauvre
en chlore (RICHARDS, 1969 sur la fibre de crabe ;
GAYTON et HINKE, 1971 sur la fibre de balane) confirment
1'idée que le chlore intracellulaire ne serait pas dis-
tribué de fagon homogeéne. Les résultats indiquent que:
le chlore intracellulaire est réparti en deux fractions
presque égales |

- L'une serait constituée d'ions Cl~ sous
forme libre dans le myoplasme et représenterait une
fraction facilement échangeable. Cette forme semble &tre
absente d'environ 45 % de l'eau intracellulaire et ap-
parait, sur la fibre musculaire de barnacle, en équilibre
passif avec le milieu externe. Dans ces conditions, 1le
potentiel de membrane de repos suit 1l'équation de Nernsf.

HAYS et coll. (1968), sur la fibre musculaire de crabe,
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arrivent & la méme conclusion en estimant i 64 %
1'eau de la fibre servant de solvant aux ions Cl .

- L'autre fraction, étudiée par DUNHAM et
éoll. (1964), DUNHAM et GAINER (1968), HAYS et coll.
(1968) présenterait une cinétique d'échange lente.
Le chlore y serait soit sous forme combinée, par liai-
son & des protéines notomment, soit sous forme comparti-
mentée. La premiére hypothése résulte des études réalisdes
in vitro montrant que les protéines, y compris la myosine,
peuvent fixer du chlore (SZENT-GYORGYI, 1947 ; SAROFF,
1957 ; ZEPPEZAUER et coll, 1969). La deuxiémé hypotheése
est étayée par les travaux de ALLEN et HINKE (1970)
relatant les quantités et les vitesses d'échange entre
le sodium interne et externe. Celles-ci sont semblables
aux valeurs obtenues pour la fraction lente du chlore.
Ces auteurs admettent alors que les ions Cl~ pourraient
étre concentrés sous forme de NaCl dans-un compartiment
interne qui pourrait &tre le réticulum (COSTANTIN et
PODOLSKY, 1967 ; KEYNES et STEINHARDT, 1968 ; BIRKS et

DAVEY, 1969).

Enfin, pour terminer cette bréve étude du po-
tentiel de repoé des fibres musculaires de Crustacés,
rappelons les différentes valeurs du P.R. obtenues i
1l'aide de microélectrodes. Sur la fibre musculaire de
crabe Carcinus,le potentiel de repos est compris entre

60 et 70 mV, valeurs comparables aux P.R. généralement
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mesurés sur de nombreux muscles d'autres Crustacés

(Tableau 3).

MATERIEL AUTEURS Hesures du P.I.
m o+ sy (mV)
Crahe
Carcinus maenas | FATT et KATZ (1953) 70,0 + 0,5
Carcinus maenas | SHAW (1955 a) 58,0
Carcinus maenas | KERKUT et RIDGE (1961) 63,4 + 1,4
Carcinus maenas | MOUNIER et coll. (1969) 65,0 + 0,6
Callinectes HAYS et coll. (1968) 71,4 + 0,5
Balane BRINLEY (1968) 68,1 + 0,8
Ecrevisse . ORKAND (1962)
—— 60 a 80
‘ SUGI et OCHI (1967)
Bernard l'ermite | WIERSMA et BOBBERT 65
(1961)

Tableau 3 : Valeurs du P.R. relevées sur
différents muscles de Crustacés.

: sm* : Erreur standard par rapport a4 1la

moyenne.

II1 - Conductances ioniques membranaires de

repos des fibres musculaires de Crustacés.

Deux ions, le potassium et le chlore particiQ

pent de fagon déterminante A4 la conductance de repos.
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La conductance relative de chacun de ces ions a été
déterminée sur les fibres musculaires de crabe (MOUNIER,
1970) dans trois conditions expérimentales différentes
1°) variations soudaines dés concentrations ioniques
externes des ions K et Cl1~ et détermination par la mé-
thode d'HODGKIN et HOROVWICZ (1959) des valeurs T

K
TCl définies ci-dessous. Ces valeurs peuvent &tre esti-

et

mées 2 partir des équations suivantes

G

T, = X (5)
G
m
G,
et T - £l (6)
Cl G
m
sachant que
Gm = GK + GCl (7)
Gm : conductance membranaire totale
GK : conductance potassique

Gop : conductance des ions c1”

2°) mesure de la variation relative de résistance
de membrane (Rm = é—) en milieu avec ou sans chlore.
Dans ces conditions? l'augmentation de. résistance ré-
sulte de la suppression de la GC1 de repos (MOUNIER et
GUILBAULT .1970).

3°) blocage de la perméabilité vis A vis d'un ion

par modification du pH de 1la solution externe. Sur la fibre
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musculaire de crabe, un milieu de pH 4,25 entraine une
augmentation de Rm associdée & la chute de la conductance
potassique (MOUNIER et coll., 1970).

Ces trois méthodes aboutissant A des résultats
identiques pour la fibre musculaire de crabe permettent
de déterminer une conductance au chlore supérieure a 1la
conductance botassique. Leurs valeurs respectives moyen-
nes sont

= o
Gcl 55, 7 /0 Gm

et

GK = 44,3 % Gm

Ce résultat est comparable & celui obtenu sur
la fibre musculaire de grenouille” par HODGKIN et
HOROWICZ (1959), ADRIAN (1960), HUTTER et NOBLE (1960)
bien que, pour cette fibre, la conductance au chlore
soit supérieure (GCl = 68 %). HENCEK et coll. (1962),
ZACHAR et coll. (1964) trouvent des contributions sen-
siblement équivalentes des ions XK' et C1™ & 1la conduc-
tance membranairé des fibres d'écrevisse (TK = 0,46 et

T = 0,435;Bicn Que ce résuliet ;pppraisse différent

Cl
de celui obtenu pour la fibre de crabe, il convient de
signaler toutefois qu'il cor}espOnd A 20 p. 100 de nos
mesures. Nous avons en effet observé que, sur certaines

préparations, la conductance potassique était légérement

supérieure 2 la conductance au chlore. Par contre,
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K = 0,67 et TC1 =

0,19 sur des fibres musculaires d'écrevisse, valeurs

HINKLE et coll. (1971) obtiennent T

que nous n'avons jamais rencontréeé pour la fibre de
crabe.

Enfin, différentes investigations ont tenté
de préciser les voies de passage de ces ions et d'attri-
buer un roéle distinct & 1la surface membranaire et au
systéme tubulaire transverse. La membrane du STT serait
sélectivement perméable aux anions et représenterait le
site d'efflux du chlore (GIRARDIER et coll., 1963 ;
BRANDT et coll., 1965 ; RICHARDS, 1969)., La conductance
potassique de repos semblerait par contre localisdée dans
une zone plus immédiatement en contact avec la solution
externe, vraisemblablement le sarcolemme. Cette hypothése
résulte de la mesure comparée des délais d'établissement
de E lorsque sont réalisées des modifications des con-
centrations externes en ions K' ou Cl™. Le P.R. se fixe
toujours plus lentement & une valeur stable lorsque 1la
concentration externe en chlore varie, laissant supposer
que ces ions s'échangeraient au niveau de sites profonds
entratnant alors un délai de diffusion (MOUNIER, 1970 ;

ORENTLICHER et REUBEN, 1971).
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B ~ L'EXCITATION : Le potentiel d'action et la théorie

ionique
I - Fibres nerveuse et musculasire squelettique
de Vertébrés. |

et W ar Shx S e TV S o T T P DI S e BWD ST WU WD s Sms S R S B ot ama e our

La théorie de BERNSTEIN prévoyait que lors de
1'excitation, 1la membrane devienne perméable & tous les
ions. De méme, COLE et CURTIS (1939) observent que le
potentiel d'action est accompagné d'une diminution d'im-
pédance interprétable par un accroissement de perméabi-
1lité ionique. Les travaux effectués ensuite ont permnis
de préciser que le potentiel de membrane change de signe
au moment de l'activité et qu'une perméabilité particu-~
liére vis a vis‘d'un ion doit étre envisagée.

Sur 1la fibre musculaire squelettique, la con-
ductance menmbransire augmente pendant l'activité élec-
trique (KATZ, 1942 ; FATT et KATZ, 1951). Dés 1936, FENN
et COBB mettent en évidence que la cellule s'enrichit
en sodium et perd du potassium pendant 1l'activité.
HODGKIN et coll. (1949), NASTUK et HODGKIN (1950) mon-
trent que l'amplitude du potentiel d'action dépend de
la concentration sodique externe ou interne tandié que
la vitesse de repolarisation parait liée & la concentra-
tion intracellulaire en potassium (DESMEDT, 1953). Les
études.récentes en potentiel imposé confirment ces pre-
midres constatations (ILDEFONSE et ROUGIER, 1969, 1972 ;

ADRIAN et coll., 1970 a). Ainsi, d&s lors que la phase

-
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rapide de dépolarisation correspond & une augmentation
de perméabilité membronaire aux ions sodium ~favorisant
une entrée de ces ions dans la cellule~ et que la repo-
larisation correspond 4 une asugmentation de perméabilité
aux ions potassium -ceux-ci sortant de la cellule-, on
peut imaginer que surviennent une augmentationlprogres—
sive de la concentration sodique interne et une dimi-
nution progressive de la concentration pétassique inter-
ne. En fait, il existe un mécanisme capable, grace a

un apport d'énergie, de chasser le sodium entré et de
reprendre le potassium perdu, afin de vaincre 1es gra-
dients électrochimiques dé ces ions (HODGKIN et KEYNES,
1955 ; CONWAY et coll., 1961 ; CONWAY, 1964 ; CROSS

et coll., 1965 ; ADRIAN et SLAYMAN, 1966),
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Lors de 1eurs.premiéres expériences en voltage
imposé, HODGKIN et KATZ (1949) puis HODGKIN ef coll.
(1952) enregistrent le courant ionique global en fonc-
tion du potentiel et du temps.

Le courant global est égal a

I, =1 + 1 + I, + 1 (8)

ol IC est le courant capacitif, INa le courant sodique,

IK le courant potassique et IL un courant ionique non
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spécifique encore appelé "courant de fuite" (L = leak)
comprenant souvent les ions C17.

HODGKIN et HUXLEY (1952 a) extraient du cou-
rant global les composants sodique et potassique et con-
sidérent que chaque espéce ionique se déplace de fagon
indépendante et

i - passivement sous l'influence
du potentiel électrochimique ou "driving-force" défini
par (E - ENa) pour les ions Na', et (E - EK) pour les
ions KV,

ii - en fonction de 1la facilité
avec laquelle 1la membrane laisse passer chacune de ces
espaces, autrement dit selon la perméabilité membranaire

exprimée en termes de conductance membranaire gN? ct

g
K.

Les courants ioniques membranaires peuvent

alors étre définis par les équations suivantes

Ina = 8xa (B - Eyp) (2
Iy = By (E ~ EK) 10)
avec ENa = %1: Log ENal]e
Naj.
i
et
K
E, = % Log ke,

Xl

Pour le courant capacitif on a

Ic = Cm dE/dt

od C  est la capacité membranaire,




Dans ces conditions, pour un potentiel donné
E, 1'évolution des courants en fonction du temps traduit
celle des conductances membranaires.

La technique du potentiel imposé a donc con-
sisté A mesurer les courants ioniques traversant une
surface définie de membrane lorsque le potentiel de cette
surface est fixé pendant un temps donné & un niveau choi-
si et constant.

Quel est 1'intérét d'une telle technique ?

Dans la mesure olt les perméabilités dépendent
du potentiel plutdt que du courant, les enregistrements
4 potentiel constant permettront & une interprétation
plus facile que les enregistrements A& courant constant.

De plus, l'application d'un échelon de poten-
tiel 4 la membrane provoque une charge rapide de la ca-
pacité membranaire, ce qui permet de séparer dans le
temps, les courants ioniques du courant capacitif.
L'application d'un courant dans la cellule, (technique
du courant imposé), provoque, en raison de 1la valeur
élevée du produit Rm.Cm un retard important dans le dé-
cours du changement de potentiel ce qui risque de masquer
les processus rapides initisux.

Il découle de ces considérations que toute
mesure de conductance n'est possible que si

'~ le potentiel de membrane au niveau duquel
doit étre mesurée la conductance est établi sans délai,

ce qui nécessite 1'élimination ou la réduction du temps
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de charge de la capacité membranaire.

- le potentiel de membrane est rigoureusement
fixe pendant toute la durée de la mesure,

On congoit alors que,ées conditions impératives
étant réalisées, 1la technique de mesure soit préféren-
tiellement celle qui permet de mesurer le courant cor-

respondant & une valeur imposée de potentiel.

W ww m T em mm mw e em ewm ww s
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Dans son principe, cette technique consiste &
opposer 4 la batterie de membrane (de f.e.m. E et de
résistance interne élevée Rm) un générateur de potentiel
constant de f.e.m. : Ei et de résistance interne nulle
par définition. La capacité de la membrane est alors
court-circuitée par la résistance interne nulle de Ei‘
Le produit Rm.Cm du circuit est nul, ce qui revient 2
imposer instantanément le potentiel Ei (Fig. 8). 8i Ei
= E, aucun courant ne circule & travers Rm. Si Ei est
différent de E, wun courant traverse Rm ;  le sens de
ce courant dépend du signe de la ddp (E - Ei)'

En pratique, la résistance interne équivalente

de E, (résistance interne + résistance des électrodes)

i
n'est pas nulle. En outre, la résistance de membrane
est variable et peut devenir trés faible, si bien que E

ne suit pas Ei et Rm Cm est loin d'étre négligeable. Il

importe donc de délivrer au circuit un courant auxiliaire
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I, ajusté de telle facon que toute tendance de E &
dévier de la valeur Ei soit immédiatement et exactement
compensée, Ia doit étre éganl, & tout instant, au cou-

rant qui traverse la résistance de membrane Rm (voir

Fig. 5).

oxt

int

Figurne 5 : Repr@sentation simplifite du prnincipe de
La technique du potentiel imposé. Le Achéma Equivalent de
La membrane cellulaine est représenté en trhait Epais.
Cm est La capacite de membrane ; R est La nésistance de
mémbrane et E Le potentiel de memblane. E. est Le génénra-
Zeur de tension imposle et 1 Le génénateuk de courant
assenvd.

- D'apnes BERGMAN (1969) -

Un tel résultat ne peut étre obtenu que si
1'on dispose d'un générateur de courant asservi au po-
tentiel de la membrane. La solution fut trouvée par
COLE et MARMONT (1949) qui proposaérent d'utiliser, comme
générateur de courant, un amplificateur_a contre-réaction
extérieure. Le "stabilisateur de tension'" consiste donc
généralement en un amplificateur A contre réaction to-
tale externe de type amplificateur opérationnel. La

différence de potentisl entre les deux entrées de l'an-
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plificateur bouclé est théoriquement nulle; En plagant
une de ses entrées A un potentiel choisi et en reliant
1'autre & 1l'intérieur de 1o fibre, on fixe le potentiel
de membrane, bloqué au niveau choisi par le réseau de
contre-réaction.

De nombreux montages ont été utilisés; résul -
tant des diverses configurations des réseaux d'entrée
et de contre-réaction en fonction des possibilités d'im-
plantation des électrodes c'est-A-dire en fonction des
tissus étudiés.

Dans les premiers traﬁaux réalisés A 1'aide de
cette technique, le potentiel était imposé entre une
électrode axiale (fil métallidue) placée A 1l'intérieur
de 1a fibre et une &lectrode extérieure entourant cette
méme fibre. Les deux électrodes étaient relides au cir-
cuit stabilisateur de tension. L'insertion d'une élec-
trode A& 1'intérieur d'une fibre requierf évidemment que
les fibres soient d'un dismétre suffisamment important
pour ne pas étre lésées.meme si les électrodes sont trés
fines. Cette méthode, appliquée & 1'axone géant de calmar
ou de seiche (CCLE, 1949 ; MARMONT, 1949 ; COLE et MOORE;
1960 a,b), fut quelque peu modifide par HODGKIN et coll.
(1952). Ces auteurs insérérent dans l'axoplasme non plus
une, mais deux électrodes métalliques qui, avec deux
autres électrodes annulaires extérieures, constituent
les deux paires d'électrodes par lesquelles sont appli-

quéds sépardément, de part et d'autre de la membrane, le




potentiel impose Ei et le courant de contre-réaction Ia
(Fig. 6A). -

Actuellement, toutes les techniques de poten-
tiel imposé, appliquées A des structures’cellulaires
diverses, font appel 4 ce principe général. Nous limi-
terons volontairement cet exposé A& un rappel des diffé--
rentes adaptations de la technique du potentiel imposé
a 1'étude des courants ioniques sur les fibres musculai-
res de Crustacés.

~ HAGIWARA et coll. (1969) et plus récemment
KEYNES et coll. (1973) pour les fibres musculaires de
barnacle utilisérent une technique par insertion qd'é-
lectrodes dans le myoplasme, technique compsrable &
celle que nous venons de décrire (Fig. 6B).

- Une autfe possibilité envisagée por
STRICKHOLM (1963) sur les fibres de crabe consiste 2
mesurer le potentiel de membrane ﬁ 1'aide d'une micro-
électrode et & enregistrer le courant gréce A des ma-
croélectrodes placées 4 1la surface de la fibre (Fig. 6 C).

- L'emploi d'électrodes externes constitue
une méthode différente de potentiel imposé. Elle néces~
site la réalisation d'un "noeud artificiel” en rédui-
sant la partie accessible d'une fibre & un pont étroit
isolé entre deux compartiments de saccharose. Cette
méthode, dite du double sucrose-gap permet généralement
de mieux observer les phénoménes rapides (DODGE et

FRANKENHAEUSER, 1958 ; BERGMAN, 1969 ; I"CIIT, 1969,




Figure 6 :

: Technique de potentiel imposé par Eéfectrodes intracel-
Lubaines de grande surnface pour Le controle du poten-
tiel et La mesune du couwrant selon COLE (1949), HODGKIN,
HUXLEY et KATZ (1952) napponté pan KATZ (1966).

: Technique de potentiel impose dérnivéie de A et utilisée
par KEYNES (1973) sur Les §ibres de barnacle (d'apres
BEZANILLA et cokl., 1970). Partie gauche : condition de
couwrant Amposé ; parntie droite : condition de potfentiel
imposé, Le contact étant akons Btabli entre La sontie
de £'amplificateur et L'électrode axiale.

: Technique de potentiel imposeé d'apnes STRICKHOLM (1963)
powr Les fibres musculaires de crabe.

VI = potentiel intracelluwlaine ; Re : nésistance des
macropipettes ; R. : nésdstance de fuite ou shunt.

: Technique de potentiel Aimposé parn doublfe sucrose-gap
d'apres ROUGTER, VASSORT et STAMPFLI (1948 b).
Contnole du potentiel et meswre du cowrant par éLec-
trodes externes.

Voin explications détaillées dans Le chapitre
"Maténiel et méthodes". '
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pour la fibre nerveuse myélinisée ; JULIAN et coll.,
1962, pour 1l'axone géant de homard ; ROUGIER et coll.,
1968 b, pour le faisceau sino-auriculsire de grenouille
(Fig. 6 D) ; ANDIERSON, 1969, pour le muscle utérin de
ratte et ILDEFONSE, 1970, pour la fibre musculaire
squelettique). C'est cette méthode que nous avons uti-
lisée sur la fibre musculaire de crabe et que nous pré-
senterons de facon plus détaillée dans levchapitre
"Matériel et Méthodes",

- Enfin, une variante de la technique du
double sucrose-gap a été réalisée par HENCEK et coll.
(1969) pour les fibres musculaires d'écrevisse. La mo-
dification apportée résulte du fait qu'une contracture
importante se développe dés que la surface de la membrane
est lavée pér une solution isoténique de saccharose.

Cet inconvénient se retrouve également pour 1la fibre de
crabe et nous exposerons ultérieurement (Techniques) le
moyen adopté pour résoudre cette difficulté. HENCEK et
coll., quant 4 eux, modifient le dispoéitif d'imbibition
de la fibre dans les solutions de.saccharose. Ils réali-
sent un "annular sucrose gap" dans lequel les “comparti-" =
ments de saccharose sont circulaires et ont une largeur

trés faible,

- wm erm mm me ww s T e e e e W Gwe e aem s

Nous avons vu que, pour un potentiel donné,

1'évolution des courants en fonction du temps traduit
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celle des conductances membranaires (éqﬁations 8 4 10).
HODGKIN et HUXLEY supposent que la perméabili-
té membranaire dépend de 1'état ou de la position de
groupes de particules chargdées dens la membrane, Le
passage des ions est subordonné 2 1l'état de ces '"sites"
dont le nombre, pour la surface de membrane considérée
est constant, limité et normalisé a 1. Il existerait
pour ces sites deux ¢états possibles : un état disponiltle
ou ouvert "K" et un état indisponible ou fermé "5'3
le nombre de sites dans 1l'état Q,du B dépendant du po-

tentiel pour des particules chargées.
i) Perméabilité au potassium

Pour une valeur du potentiel de membrane, 1le
nombre de sites dans l1l'état & est n, ce qui revient a
dire que (1 - n) sites sont dans 1'état B .

Pour E = E, (potentiel de repos) n = n_ est

R o

trés petit, par contre, (1 - no) est grand. Si la mem-
brane est brusquement dépolarisée, n tend vers une
valeur n supdrieure A n, et le nombre de sites dans
1'état B devient : (1 - n). En d'sutres termes, les
sites g vont se convertir en sites ¢ . La vitesse de
cog;ersion est :OLn ; par analogie, la vitesse de con-
version de 1'étato( a4 1'état p est Pn.

Les vitesses de conversion o(n et ﬁn ont donc

des valeurs qui sont dans le rapport du nombre de sites

X et & .
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n

soit fﬁﬂ =
ﬁn (1-n)

Lors d'un brusque changement de potentiel, la variation
de n est telle que

-d__'t-:- =qn (1-n)—Bnn
A 1'6tat stable, gquand la conversion est achevée, Em
est constant, n prend une valeur stationnaire n__ et

dn .
dar est nul, donc

noo (Wn,+pn) = O

n

X n
Il s'en suit que : n = S
oo °(n+Pn
Si 1'on admet que chaque site dsns 1l'état &«
se convertit en un site dans 1'état ﬁ , la transition
d'une valeur stationnaire d'origine (no) 4 une autre
valeur stationnaire (neo) doit se développer selon une

exponentielle de constante de temps ?7

T

- 1
nT &G F R, | SR

n telle que :

Dans ces conditions, 4 1l'établissement brusque
d'une impulsion rectangulaire de potentiel, n doit varier,

en fonction du temps, selon 1l'équation :

Ch .
n =n  + (noo - no) 1 - e ) (11)
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. Lors du relachement du potentiel imposé, n

doit varier selon 1l'équation de "retour"

~t/fh

n=n - (n - n‘) e (12)
oo o

o0

L'expérience montre que les transitions de Ex
ne sont pas toutes deux des exponentielles du temps
la phase d'augmentation de conductance potassique lors
d'une dépolarisa{ion n'est pas exponentielle mais d'al~
lure sigmoide ; la phase de retour étant, par contre,
exponentielle.

Les équations ne rendent donc pas compte des
faits expérimentaux si 1l'on admet que la perméabilité
au potassium est simplement proportionnelle & n, hypo-
thése qui éerait valable si chaque site était représenté
par une seule particule chargée. Les résultats expéri-
mentaux conduisent 2lors A supposer qu'un site est en
réalité représenté par x particules. Dans ces conditions,
les équations 11 et 12 doivent &tre respectivement rem-

prlacées par les équotions 13 et 14 soit

T ‘t/fh %
n=tno+(noo-no) 1 - e ):ll (13)

et n =-Ln°o- (n_, - no) (e (14)
La valeur de l'exposesnt x traduit en pratique
le retard de la variation de gg par rapport au début du

changement de potentiel. Ce retard est d'autant plus
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grand que x est élevé. HODGKIN et HUXLEY, dans le cas

de 1l'axone géant de calmar, constatent que la variation
de conductance observée expérimentalement peut étre dé-
crite si{;{ est proportionnelle a4 n4.

&

ii) Perméabilité au sodium

Le comportement de la conductance aux ions
sodium est, pendant 1la période initiale de dépolarisa-
tion imposée, identique A celui de g4 4 la différence
prés que la constante de temps de la variable "d'active-
tion sodium" (m) est beaucoup plus faible que celle de

1la variable d'activation potassium. m varie donc beaucoup

plus vite que n.Q% croit, comme ™ , avec la dépolarisa-

tion.
-Le méme type d'équations est propose,
notamment
dm _ - - '
5 —o(m (1 - m) (ﬁm m)
d'o m X m

® °%1*'?m :

_Lors d'un changement brusque de potentiel

imposé, m varie, selon 1l'équation @

--vt/z'm “ %

-

maEno+(moo—mo) 1 -e

Si 1a dépolarisation imposée cesse brusquement
au moment ol le courant sodium est maximum, le retour

progressif suit 1'équation
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3 —t/zm”}x
m =EP°° - (moo - mo) (e )

La principale différence de coﬁportement de gNa par
rapport a Er vient du fait que 1'augmentation de gNé
produite par une dépolarisation n'est pas maintenue‘mais
est 1l'objet d'une inactivation.

HODGKIN et HUXLEY supposent donc qu'une varia-
ble "d'inactivation sodium" (variable h) gouverne aussi

la perméabilité aux ions sodium.

Le systéme d'équations est alors

b(h (1 - h) - phh

ALz

00 An * B n

Cw

i

1
Xh * Pn

Lors d'une dépolarisation, h varie, en fonction

du temps, selon les équations

| “t/Tn
h=ho+(h°a-ho)(1-e )

-t/
h
h=hp°—(h°o-ho)e

Enfin, contrairement 4 n et m, et étant donné
que Cih décroit avec les dépolarisations, h décroit avec

le potentiel de membrane.
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Figure 7 : Processus déterminant La conductance

potassique dans La théornie d'Hodgkin et Huxley.

a)

b)

c)

Evolution de n Lons d'une dépolarisation brusque : La
fraction n de groupes dans L'état a, initidalement faible
(o, est petit, B, est ghand) augmente exponen/tie,&@ement- |
par suite de L'augmentation de a, et de La diminution
de B, par La dépolarisation. La grandeur rnelative des
coefficients a et B est Andiquée par L'Zpaisseur des
§Leches.

partie supirnieune : variation des constantes de vitesse
en gonction du potentiel En (Em = potentiel de nrepos,
dépolarisation verns La gauche).

Partie inferieune : variation de n (n, = a fa + 8 )
et ni en gonction de Em.

Evolution de n et 9k Lons d'une dépolarnisation brusque. .

- D'apns NOBLE ( 1966 ) -
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Figure & : Processus déterminant La cc)nduc,tance

sodique dans La théonie de Hodgkin et Huxley.

a)

b)

c)

Evolution de m et h Lons d'une dépolarisation brusque.
Initialement m est petit et h grand ; Lons d'une dépo-
Larisation o " devient tnes grand et m augmente ainsi
napidement, 8, est &galement augment? mais, puisqu'il
est plus petdil que @, h ne diminue que Lorsque m a
atteint sa valeur presque maximale. La grandeur nela-
tive des coefficients o, B, a, et B, est indiquie
par L'épaisseur des gLeches.

Partie supériewre : variation des constantes de vitesse
en fonction du potentiel.

Partie Lngé/u’eune : vardation de m et h_ en gonction
du potentiel.

Evolution de m, h et gy, .Kons d'une depolarisation

brusque.

- D'apres NOBLE (1966) -
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En conclusion, le développement de ces équa-
tions a permis de rendre compte de la majorité des pro-
priétés électrophysiologiques de 1l'axone de calmar
(phénom2nes d'excitation et d'accomodation, forme du
potentiel d'action, vitesse de propagation et propriétés
de rectification) les valeurs calculées recouvrant les
données expérimentales.

On retiendra principalement que les valeurs
des constantes de vitesse & (m, n, h) et {S(m, n, h)
dépendent du potentiel de membrane uniquement. Les va-
riables m, n et h peuvent, par contre, prendre toutes
les valeurs comprises entre O et 1, en fonction du
temps et du potentiel. Les schémas des figures 7 et 8
empruntés A NOBLE (1966) résument 1'évolution de ces
paraméf%es déterminant les conductances sodique et
potassique.

Enfin, ce modéle élaboré pour la fibre ner-
veuse, demeure valable, dans ses grandes lignes, et
applicable, avec certaines modifications proposées par
NOBLE (1962, 1966) a un grand nombre de cellules exci-

taples.

II - Autres structures excitables

intervention des ions calcium

Dans leur modéle, HODGKIN et HUXLEY (1952,d)

ne prennent pas en considération 1la participation
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d'ions Ca++ en tant que tranéporteurs de charges pour le
potentiel d'action de 1l'axone de calmar, Cependant, a
1'aide de traceurs, HODGKIN et KEYNES (1957) ont; sur ce
méme tissu, mesuré un accroisseﬁent de 1'influx calcique
lors de chaque potentiel d'action (0,006 pmole/cmz).’
Cet influx comparé & 1'influx d'ions Na (4 pmole/cmz/PA)
montre que la contribution des charges calciques est né-
gligeable. Le probléme d'une augmentation transifoire

de perméabilité aux ions Ca a été repris par BAKER et
coll. (1971) qui ont couplé les études en potentiel
imposé é l'observation de 1l'émission lumineuse en pré-
sence de Ca d'une photoprotéine : 1l'aequorine.

Dans d'autres structures nerveuses, une contri-
bution importante du calcium a été démontrée, notamment
par KOKETSU et coll. (1959) sur le ganglion spinal de
1la grenouille et par GEDULDIG et YUNGE (1968), MEVES
(1968), GEDULDIG et GRUENER (1970), CONNOR et STEVENS
(1971 a) sur le soma des neurones géants de Mollusques
(Aplysia et Helix). Dans tous ces cas, la dépendance-
de la dépolarisation vis & vis de 1l'entrée d'ions catt
est suggérée par

- 1l'existence de potentiels d'action en milieu
dépourvu d'ions Na,

- la dépendance de ces PA vis & vis des cations
alcalino~-terreux (Ca, Sr, Ba dans le milieu extracellu-

laire),
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-~ l'insensibilité de ces PA a4 la tétrodotoxine
alors que les ions La, Mn ou Co provoquent leur suppres-

sion.

De nombreuses structures musculaires présentent
les mémes caractéristiques. Une insensibilité de la phase
ascendante des potentiels d'action aux variations de 1la
concentration sodique extracellulaire a éfé rapportée
sur :

- le muscle lisse et plus précisément sur le
cobaye pour le vas deferens (BENNETT, 1967), le taenia _
coli (BRADING et coll., 1969 ;4BﬁLBRING et TOMITA, 1969,1970)
et 1'utérus (VASSORT, 1973, 1975),

-~ les fibres musculaires d'insectes, soit

myocardiques (Mc CANN, 1971), soit musculaires squelet-

tiques (WASHIO, 1971).

Dans le cas du muscle cardiaque, l'amplitude
du plateau du potentiel d'action est sous la dépendance
d'un courant calcique. La suppression des ions Na n'a
que peu d'influence alors que ces ions détermiftent 1la
dépolarisation rapide et initiale du PA (CORABOEUF et
OTSUKA, 1956 ; NIEDERGERKE et ORKAND, 1966a,b ; COR?BOEUF

et VASSORT, 1967, 19683 ; BEELER et REUTER, 1970 b).

Pour la plupart des tissus, la spécificité du

canal lent vis &4 vis des ions Ca n'est cependant pas
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clairement établie puisqu'une variation de 25 & 28 mV

de 1'amplitude du PA pour une variation de 10 fois [Cal_
n'esf fréquemment observée que lorsque le milieu externe
ne contient pas d'iOQS'Na. Ceci éuggére donc une partici-
pation conjointe des ions Na et Ca qui 2 pu &tre proposée
aussi bien sur 1l'aplysie (GEDULDIG et GRUENER, 1970) que
sur le muscléllisse (ANDERSON et coll., 1971 ; MIRONNEAU
et LENFANT, 1971 ; MIRONNEAU, 1973, 1974) ou sur le mus-
cle cardiaque (ROUGIER et coll., 1969). Une analyse dé-

taillée de 1'influence des ions Ca’ ' sur différents tissus

a été effectuée par REUTER (1973).

III - Fibres musculaires de Crustacés

20w 2 e 720 Ao o s e WU P SHD s Ay s G4 W ek e St Pom S et e TR = * T v ove D - o~

Les fibres musculaires de Crustacés constituent
un matériel de choix pour la mise en évidence de la par-
ticipation des cations divalents 4 la genése du potenﬁiel
‘d'action. Les premiers travaux montrant que les cations
divalents peuvent se comporter comme des transporteurs de
charges sont dus & FATT et KATZ (1953) sur les muscles de
crabe. Les fibres sont excitables lorsqu'elles sont placées
dans des solutions dépour%ues de sodium mais contenant
du calcium et du magnésium. FATT et GINSBORG (1958) sur

les muscles d'écrevisse, HAGIWARA et NAKA (1964),
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HAGIWARA et coll. (1964) sur les muscles de barnecle
constatent ~2nsuite que ni le sodium, ni le magnésium

ne sont indispensables pour maintenir l'excitabilité
alors que la suppression du calcium extracellulaire
aholit rapidement le PA., De plus, ces auteurs ainsi que
WERMAN et GRUNDFEST (1961) sur les muscles de homard
montrent que les ions Sr et Ba se révélent etre des
cations capables de produire des réponses en absence

de calcium, les potentiels‘étant alors trés amples et
trés durables. Des potentiels, indépendants de [Na]e

et dépendahts de [pa]e ont été également déterminés sur
les muscles extenseur et fléchisseur d'écrevisse et de
homard par ABBOTT et PARNAS (1965) et TAKEDA (1967). Ces

potentiels, dépendants de [Ca]e-sont insensibles A 1la

TTX (OZEKI et coll., 1966 ; TAXEDA, 1967). L'augmentation

de 1la concentration calcique externe provoque une aug-
mentation d'amplitude du potentiel et un déplacement du
seuil d'excitation dans une direction positive (HAGIWARA

et NAKA, 1964). Dans la gamme de [Cg]e'comprise entre

20 et 100 mM, 1la relation entre la valeur du potentiel

4 la pointe du PA et le logarithme de [Ca]e est linéaire
aveé une pente de 29 mV pour une variation de 10 fois
[ca], (HAGIWARA et NAKAJIMA, 1966 b). De plus, les me-
sures des influx de 450a sur les fibres musculaires de

barnacle apportent une preuve supplémentaire de l'aug-

mentation de 1l'entrée de calcium durant l'activité
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(HAGIWARA et NAKA, 1964). Plus récemment, l'injection
d'aequorine dans ces préparations, a clairement montré
qu'une importante entrée de Ca a lieu lorsque des cou-
rants dépolarisants sont appliqués (ASHLEY et RIDGWAY,
1970),

Cependant, HAGIWARA et NAKAJIMA (1966, b)
démontrent que la valeur du potentiel & 1la pointe du P2
ne correspond pas a4 un potentiel d'équilibre calcique.
Cette valeur n'est pas uniquement déterminée par le gra-
dient calcique & travers 1la membrane mais serait plus
exactement traduite en tenant compte du rapport : lég
[ba}e / [K]i, suggérant que le pic est fonection du
rapport ICa / IK. Cette hypoth2se a été confirmée par
différentes observations. En effet, nous avons mentionné
que les ions Ba'" et sr’t peuveht remplacer les ions

++
Ca

et provoquent en outre une augmentation de 1l'ampli-
tude et de 1la durée des potentiels. Un résultat iden-
tique a été observé sur différents Crustacés en présence
de TEA ou de TBA : tétrabutylammonium (FATT et KATZ,
1953), de procaine (TAKEDA, 1967) ou en réduisant la
concentration potassique interne (HAGIWARA et coll.,
1964). Les ions Ba'' (SPERELAKIS et coll., 1967), 1le
TEA (ARMSTRONG et BINSTOCK, 1965), la procaine,

(REUBEN et coll., 1959 ; GRUNDFEST, 1961) et la dimi-
nution de [k]i (CHANDLER et coll., 1965) sont des fac-

teurs connus pour provoquer une diminution du courant

potassique sortant dans les membranes excitsbles bien
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a Thick fibre b Intermediate fibre

Cc Thin fibre

d Thin fibre

Figure 9 : Emregistrement de L'activiite @lectrique
des g4ibres du muscle abducteur du crabe Chionecetes.

a : P.A. de type tout ou nien enregistrné sun une
ghosse fibre ("thick fibre")
b : Reponse graduie enregistrie sur une §ibre de
diametre moyen ("intenmediate §ibre™)
e-d : Réponse obtenue sur une fibre fine et observa-
tion de La nectification netarndée ("thin §ibnre")
Calibrage vertical : potentiel de membrane = 20 mV
couwrnants appliqués : Z2uA (a) ; 1uA (b,d)

Calibrage horizontal : 100 ms (a) ; 200 ms (b) ; 400 ms (c) ;
1 sec (d).

: @ e - D'apnés ATWOOD (1965) -




que leurs mécanismes d'action soient trés différents.

I1 apparait donc, pour les fibres musculaires
de Crustacés que le potentiel d'action est étroitement ,
dépendant de 1'influx d'ions ca*™™ nmais que l'existence
d'une conductance potassique empéche le potentiel A la
pointe du PA d'atteindre le potentiel d'équilibre cal-~

cique.
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Outre le fait que la2 phase ascendante du po-
tentiel d'action des fibres musculaires de Crustacés est
de nature calcique, 1;activité'é1ectrique de ces fibres
se distingue de celles de beaucoup de structures exci-
tables (en particulier, des fibres musculaires squelet-
tiques de Vertébrés) par différentes caractéristiques

que nous rappellerons ici

- le potentiel enregistré lors de l'application
de stimulations supresliminoires est le plus souvent de
type gradué. Signalons également que, dans quelques cas,
une réponse de type "tout ou rien'" peut &tre enregistrde.
Enfin, sur certaines préparations, seules des réponses
passives sont obtenues méme lors de stimulations dépo-
larisantes trés fortes. Ces trois types de réponses ont

été décrits pour les fibres musculaires de crabe par

ATVOOD et DORAI RAJ (19G4), /TWOOD et coll. (19565),
ATWOOD (1965). Ces suteurs relient les différents poten-

tiels a l'existence de varinstions morphologiques et histolo-




giques entre les fibres (COHEN, 1963 ; DORAI RAJ et
COHEN, 1964) (Fig. 9).

- le potentiel évolue le long de la fibre
selon un processus ¢&lectrotonique (KATZ et K%FFLER, 1946 ;
FATT et KATZ, 1953 ; FURSHPAN et WIERSMA, 1954 ;
HAUDECOEUR, 1971).

- une réponse complexe peut &tre enregistrée
lors‘de 1t'application de courants hyperpolarisants in-
tenses. Celle-ci a particuliérément bien été étudiée sur
de nombreux muscles de Crustacés notamment sur le crabe
kATWOOD et DORAI RAJ, 1964 ; ATWOOD, 1965, Fig. 10 C),
le homard (REUBEN ef coll., 1961, Fig. 10 Ddet le bar-
nacle (HAGIVARA et coll., 1964).

Cette réponse peut etre décomposéé en deux
phases comme 1l'indiquent,” de fagon trés nette, les
enregistrements A et B de la figure 10 obtenus sur la
fibre musculaire de crabe par EPSTEIN et HARDY (1973).
Une premiédre phase, appelée HH ("high hyperpolarization
phase'") correspond & une agumentation de la résistance
de membrane et pourrait &tre interprétée comme une
"inactivation' potassique. Une deuxiéme phase, dénommée
LH k"low hyperpdlafizétion phase') est‘éonsécutive de
ce pic d'hyperpolarisation. Particuliérement acqentuée
sur la fibre musculaire de crabe, cette phase se tra-
duit par une diminution de 1l'hyperpolarisation et une
chute de la résistance. Ces deux phénoménes laissent
supposer un processus d'activation 1ié &4 1la présence

des ions Cl1~ comme tendent a le montrer les expériences
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réalisées sur les fibres musculaires d'écrevisse

(Fig. 10 E).’Cependant, 12 phase LH pourrait e&tre,
d'aprés EPSTEIN et HARDY, dépendante des ions Ca' ' a
1'intérieur ou & proximité de la membrane, cette quanti-
té de Ca’™ étant sous le controle du métaholisme, En ouQ
trd, UCHITEL et GARCIA (1974) supposent que la tension
enregistrée durant l'application de forts courants hyper-
polarisants est due A4 une entrée de calcium extracellu-

laire.

-~ I1 est intéressant de signaler enfin qu'une
interaction entre le mouvement des ions Cl~ et des ca-
tions, principalement des iohs.Ca++, a été envisagée
par REUBEN et coll. (1967) pour expliquer le couplage
excitation-contraction (Fig. 11). Au moment de 1l'activi-
té, un influx de cations, induif par la dépolarisation
membranaire, se produireit & travers la membrane plasmi-
que. Du fait de la perméabilité sélective au chlore de
la membrane du STT au niveau de la jonction diadique
(GIRARDIER et coll., 1963) le courant intracellulaire,
passant vers l'extérieur, pourrait alors é&tre responsa-
ble d'une accumulation de cations, en particulier d'ions

Ca’® (GAINER, 1968). Simultanément un influx de C1~

aurait lieu 3 travers les terminaisons tubulaires.

En résumé, il appsratt aujourd'hui certain que
les différences de potentiel enregistrées sur les tissus

excitables résultent du fait que la membrane séparant
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Figure 10 : Réponses membranaires obtenues Lors de

L'applicaiion de courants hyperpolarnisants.

: surn Les fibres du muscle extenseur du crabe T. dylocarcinus.

Comparnaison entrne Les néponses dues & des courants dépofari-
sants (trhacts supérnieuns) et hypenpolarnisants (trhaces inférieurs)
D'apnes EPSTEIN et HARDY (1973)

: sur ces mémes gibres. Mise en Zudidence des phases HH et LH

{voin texte).

: sun Res fibres fines du muscle abducteur du crabe Chionecetes.

D'apres ATWOOD (1965)

: sur Les fibres musculairnes de homanrd

D'apnes REUBEN et coll. ( 1961)

: sun Les fibres musculaines d'écrevisse en milieu sans chlore

permettant d'observen une néponse hyperpolanisante. CL ; est
alons tnés faible et L'application de GABA n'entraine aucune
modification de La cournbe courant-potentiel.

Cournbe continue : mesures du potentiel initial.

Counbe en pointillés : mesures en gin d'impulsion.

D'apnes GIRARDIER et cofl. (non publie) cité par GRUNDFEST
(1966.a-b). . oo o
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Figure 11 : Modele d'interaction des flux cationique et
anionique et d'intenprétation du couplage excitation - contraciion.

La membrane sarcofemmique (zone avec hachwres vernticales)
est essentiellement permiable aux cations (K" et Ca’* pour Le muscle
d'écnevisse). Au repos (pantie gauche du diaghamme) La pile membranaire
est d'envinon 80 mV (intérnieurn négatif). La membrane du TTS (zone avec
hachunes hornizontales) est nelativement imperméable aux Lons alors que
La partie formant La jonction diadique avec Le SR est selectivement
perméable aux anions ef“ebf"iga2QMQni a - 80 mi. )

Pendant L'activité (partie droite du diagramme), Le sarcolemme
est depolanisé (fusqu'a - 60 mV dans cette repnisentation) et Le courant
cincule entre Le sancofemme et La batternie au chlore de £a diade. Le
courant passe & L'extériewr par L'ouverture du TTS. Comme seuls Les
anions pénetrent a travers La membrane du TTS au niveau de fa diade,
Le counant entraine une accumulation-de cations & ce niveau.

- D'apnes REUBEN et cofl. (1967) -
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les milieux interne et externe est sélectivement perméa-
ble & certains ions, ces ions pouvant différer selon les
structures envisagées. La détermination des processus
survenant lors de lt'excitation ne peut etre faite sans
connaitre les valeurs de la résistance (ou de la conduc-
tance) membranaire correspondant aux dépolarisatibns de
1a membrane, Or, un courant dépolarisant conduit 2 une
excitation de la cellule, ce qui revient 5 dire qu'au._
deld d'une valeur liminsire du courant appliqué I, 1la
valeur du potentiel de membranaire devient indépendante
de celle de I. Ainsi, dans 1a mesure ol les perméabilités
ioniques dépendent du poteﬁtiel plutét que du courant,
les enregistrements A potentiel constant permettront une
interprétation plus facile que les enregistrements A cou-
rant constant. I1 fallait donc a&oir recours & une techni-
que qui ne consiste plus 4 déterminer une variation de
potentiel due & l'application d'un courant mais au con-
traire A mesurer le courant correspondant 4 une valeur
imposée de potentiel. La technique du potentiel imposé,

particuli2rement bien adaptée & ce but a été utilisée.
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A - MATERIEL BIOLOGIQUE

I - Animaux d'expérience

Les crabes utilisés pour toutes les expérien-
ces sont des crabhes enrrgés Carcinus maenas provenant
de 1o Manche (Institut de Biologie marine de Wimereux

et Institut de Tiologie merine de Luc sur ner) .

Ces crabes, conservés au maximum une semaine
au laboratoire, sont mesintenus en vie dans des bacs con-
tenant de l'esu de mer naturelle constamment renouveléde.
La température smbinsnte est de 14 °C. Les animaux ne
sont'utilisés pour les expériences qu'eprss avoir sé-
journé »u moins 24 heures drns les bacs, npraés leur

arrivée.

J1I —~ Dissection des fibres musculnires isoldes

Les expériences sont réalisées sur des fibres
isolées du muscle extenseur du méropodite des péréiopodes
P2 P3 P4.WLe méropod%ﬁe“est détaché de 1la patte par
sectioﬁ au niversu du basiischiopodite d'une part et du
carpopodite d'autre partf L'ouverture du méropodite
apr2s sections selon ses deux arétes nous permet de
mettre en évidence le muscle extenseur. Le demi-segment
de méropodite dans 1éque1 se trouve le muscle est fixé

au moyen d'épingles dans le fond de 1la cuve A dissection

contenant le liquide physiologique (esu de mer artifi-

cielle).




Les fibres du muscle extenseur utilisdées,
toujours situées dans la partie éentrale du muscle,
ont un diamétre variant de 150 Q 300 ’bm et une longueur
de 3 &4 5 mm. Elles présentent deux points d'insertion
1'un sur 1l'axostyle (endosquelette), 1l'autre sur la ca-
rapace (exosqueletté). Leur section est généralement
cylindrique hais parfois elliptique, en particulier pour
les plus grosses fibres. Ces fibres correspondent aux
fibres "intermédiaires'" décrites par ATWOOD et coll.
(1965) parce qu'elles répondent le plus souvent A une
stimulation par une activité électrique gréduée et une
contraction de type phasique. Une fibre est isolée, par
section des fibres avoisinantes en conservant A ses
deux extrémités un fragment d'axostyle et un fragment
de carapace. L'obtention de la préparation présente une
difficulté résultrnt du fait que les fibrés sont étroi-
tement accolées entre elles par de fins filets nerveux.
L'arrachement de 1'un d'entre eux provoque au niveau
de la membrane musculaire une petite lésion se tradui-
sant trés rapidement, par une opacité locale alors
qu'une fibre saine reste en tous points parfaitement

transparente,

. III) Préparation des fibres pour l'expéri-

mentation

Apras avoir été isolée, la fibre est conser-

vée dans l'eau de mer artificielle pendant un quart
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d'heure environ, délai suffisant pour constater 1l'appe-
rition éventuelle d'une lésion. La fibre, lorsqu'elle se
révéle intacte, est ensuite placée dans une solutioh de
saccharose légérement hypertonique (1,1 x tonicité
normale) ot elle produit quelques contractions brusques
suivies d'une forte contracture. Cette fibre est ensuite
remise dans la solution d'eau de mer artificielle ou elle
se relache lentement, perfois seulement en partie. Cette
opération permet d'éviter le développement de fortes con-
tractures lorsque la fibre est installée dans la cuve
expérimentale et mise au contact des deux écoulements
de saccharose. Il faut noter que les fibres ne présentant
pas de contracture dans la solution saccharose ni de re-
lachement lors du retour en eau de mer sont systématique-
ment rejetées. Celles-ci laissent en.effet toujours ap-
paraitre, 4 un examen binoculaire soigneux 4 fort
grossissement, une minuscule lésion.

La dissection ainsi que les expériences sont
effectudes A une température de 16°C., Le transport de
la fibre isolée A la cuve & expérimentation est effectué

sur une lamelle de verre dans une goutte d'eau de mer.
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B - ENREGISTREMENT DES VARIATIONS DE POTENTIEL ET DE

COURANT

Si 1'utilisation des microélectrodes a été
trés développée pour l2 mesure des potentielsibioélec—
triques, nous avons signalé précédemment que l'étude des
conductances membrahaires pouvait étre préférentiellement
conduite A ﬁartir des enregistrements des courants mem-
branaires, La technique du double sucrose-gap permet de
mesurer ces courants en imposant un potentiel constant
(voltage~clamp). En outre, le dispositif expérimental
est tel que l'on peut également appliquer un courant

et mesurer les variations de potentiel (current-clamp).

I - Technique du double sucrose-gap

Elle permet 1'utilisation d'électrodes exter-
nes. Cette condition expérimentale nous impose de veil-
ler & recueillir,russi intégralement que possible les
variations de potentiel pouvant apparaitre au niveau de
la structure étudide. Il est possible de mesurer 1la
presque totalité des variations de potentiel suscepti-
bles d'apparaitre entre deux régions a'uné structure
excitable, si la chute de tension provoquée par 1l'écou-
lement de courant entre ces deux régions se manifeste
intégralement 2ux bornes de la résistance constituée
par le milieu extrﬁcellulaire. Ces conditions Sont pra-

tiquement réalisdées si la résistance extérieure entre
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Ex =Em, —Em___Re
Re +Ri

Figure 17
R, * Résistance membranaire
Re : Résistance extracellulaire
R T Résistance intracellulainre
Eml : Potentiel de membrane au point 1
W) Emp : Potentiel de membrane au point 2
ULLE E, : Difftrence de potentiel entre Les points 1 et 2

mesuwnie a L'aide d'électrodes extennes.

- D'apnes STAMPFLI (1963) -
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ces deux régions est trés grande par rapport & la ré-
sistance du milieu interne. En effet, si Eml ; Em2
représente la différence de potentiel existant entre
deux points 1 et 2 de la préparation, le potentiel me-
suré par voie externe, Ex’ dépend du rapport des résis-~
tances intracellulaires (R;) et extracellulaires (Re)

tel que (Fig. 12)

Comme pour un pont diviseur de tension, la
fraction enregistrée dépend du rapport entre la résis-
tance shunt externe et la somme des résistances interne
et externe. Ce rapport dit facteur de court-circuit
tend vers 1 quand Re est tras grande devant Ri ; dans

ces conditions

Une telle augmentation de résistance extracel-
lulaire a été réalisée pour 1'étude du noeud de Ranvier
en plagant dans l'air la portion myélinisée qui sépare
deux étranglements | c'est lé technique de 1! "air~gap";
(TASAKI, 1939). STAMPFLI (1954) a proposé une méthode
dérivée, susceptible d'étre appliquée & 1la plupart des
structures excitables. L'élévation de la résistance
extracellulaire esf obtenue par un lavage continu avec
une solution de saccharose isotonique : c'est la métho-

de du "'sucrose-gsp". La résistance spécifique de 1la
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solution‘de saccharose (105 ohm.cm) permet d'obtenir

une résistance extrncellulairé environ 200 fois supé-
rieure A celle du milieu intracellulaire. La réalisation
d'un double dispositif de "sucrose-~gap" permet d'isoler
électriquement une faible surface de membrane créant
ainsi artificiellement un "étranglement" compafable A

un noeud de Ranvier. La création d'un tel "étranglement
artificiel" de longueur voisine de 100ruﬁ alors que 1la

constante d'espace A des fibres musculaires de crabe

. est comprise entre 700 et 1400,¢miFATT et KATZ, 1953 ;

MOUNIER, 1970) ainsi que l'utilisation d'électrodes
externes de grande surface donc¢ de faible résistance,
ont permis de réunir des conditions favorables a 1'étude

de 1la membrane en potentiel imposé.

II - Cuve expérimentsle

Les fibres isolées sont placées dans la cuve
expérimentale constituée de 5 compartiments séparés par
des cloicsons de 60 Pmtd'épaisseur (Fig. 13) recouvertes
d'un fil de vaseline. |

Cette cuve a été congué de manigére & ce que

i) le compartiment central 3
constitue le compartiment test dans lequel la portion
de fibre étudiée est baignée par la solution physiolo~
gique constamment renouvelée. La largeur de ce comparti-
ment est déterminée pour que la portion de membrane

testée soit nettement inférieure A la constonte




Figure 13 : Représentation schématique de La cuve

expernimentale. :

Dans Le médaillon,La partie centrale a et agrandie.

I et : compartiments de néférence contenant généralement du
KCL isotonique

2 et 4 : compantiments saccharose, Largewr 400 um environ

3 : compartiment test, Larngeur 200 um enviion.

75.
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d'espace )\, en tenant compte du fait que.k.diminue au
moment de l'activité, Le compartiment central a une
largeur de 200 Hn», ce qui permet de tester une portion
de membrane d'environ 150 rn»lorsque les cloisons de
vaseline sont en place.

De plus, le dessin de ce compartiment est
étudié de f;gon 4 diminuer la résistance de la veine

de liquide séparant la fibre de 1'électrode.

ii) la solution de saccharose
qui lave 1la fibre de part et d'autre de ce compartiment
et qui s'écaule dans les compartiments 2 et 4 ne puisse
se mélanger au liquide conducteur et assure ainsi un
bon isolement électrique de 1'étranglement. L'étanchéi-
té entre les compartiments est assurée par les fils
de vaseline recouvrant les cloisons. En outre, la vites-
se d'écoulement de la solution saccharose, 25 ml/heure,
est choisie plus faible que celle de la solution phy-
siologique égale & 50 ml/heure. Lorsque la préparation
est en place et que sont réalisées les cloisons de vése~
line, la largeur des deux compartiments de saccharcse

est d'environ 300 & 400 rnx.

'iii) les compartiments latéraux
1 et 5 contiennent une solution isotonique de chlorure
de potassium (1830 mi K+). Cependant, cette solution en-
tratne trés fréquemment de fortes contractures et un
déplacement de 1la fibre s'accompagnant d'une rupture

A

des fils de vaseline. Nous nvons remédid & cet
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inconvénient en appliqusnt tout d'abord dons les com-
pertiments 1 et 5 une solution d'eru de mer artificielle
additionnée de formol (2%) pendant deux minutes. Cette
solution est ensuite remplacée par une solution 50 p. 100
eau de mer - 50 p. 100 KCl isotonique. Différents essais
nous avaient conduit notsmment & utiliser une solution
dont la composition ionique est identique & celle du mi-
lieu intériecur (voir "solutions"). Nos résultats expéri-
mentaux ont été identiques, quelle que soit 1la solution
choisie aprés troitement 2u formol.

Seules les solutions saccharose et test sont
renouvelées. L'écoulement s'effectue par gravité ; 1ls
cuve étant ouverte dons sa pertie supérieure, on doit
assurer des débits de sortie strictement égrux A ceux
d'arrivée.

Trois électrodes a2u calomel, relient par 1'in-
termédiaire de ponts d'ager - KC1 3 M (résistance d'un
ensemble pont + électrode £ 2 KSL ), les compartiments
1, 3, 5 2ux différents appsreils de stimulotion et de

mesure,

I1I - Dispositifs de mesure

Le dispositif utilisé permet d'effectuer deux
types de mesure sur chaque préparation
- mesure du potentiel de membrane en courant imposé

("current-clamp") ;
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~ mesure du courant de membrane en potentiel imposé

("voltage~c19mp").

Dans les deux cas, nous svons utilisé un
amplificateur différentiel A& courant continu qui posséde
les caractéristiques suivantes : résistance d'entrée

12 5, gain 2000,

10° ohms, courant grille inférieur 2 10”
produit : gain x bande pessante 650 M Hz, impédance de
sortie 100 ohms. Cet amplificateur (construit por
J. CHEVAL ~ Dr Ing. Laboratoire Physiologie Générale,
Université Paris Sud, ORSAY), fonctionne en contre
réaction totale externe ("negative feed-back").

Les mesures de courznt et de potentiel ont
été effectudes sur un oscilloscope. Les courants de

stimulation ou les potentiels imposés ont été délivrés

par des unités Tektronix 161,

S G 10 At B Tt rn Do s i —n wn it ame B S WP e e Gy b Svn

L b . T Oy e puepivpsns . Sputpmtpnd

Pour les mesures en courant imposé, 1'ampli-

‘ficateur est connecté selon la méthode décrite par

STAMPFLI (1963, 1964). La contre-réaction est appliquée
entre les compartiments 3 et 5. Le stimulateur S est

branché entre le compartiment 1 et la terre, il délivre
un courant (I) qui traverse la préparation par les ré-

> 3 - -— '
sistances en série le Ri (1' - 3") RmS et s'écoule
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Re Re 4

= < =5Cm

Rm,[]  Rm, 3 A |

1 Ri 3 | Ri 5

11
1]

.

Figure 14 : Diagramme du cirncudt @lectrique Equivalent
de La préparation montée dans Le dispositif a double "sucnose gap"

1 -3 -5 électrodes des compartiments correspondants
Re : nésistance extracellulaire

RL : nésistance intrhacellulaise

Em3, Rms, Cm3 : sont nespectivement Le potentiel, La résistance,
La capacité de L'etrhanglement arntificiel.

- D'apres ROUGIER .(1968) -
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Figure 15 : Dispositif expérimental

A : meswrie en couwrant Amposé ("curnent cLamp")
B : mesure en voltage Amposé ("voltage clLamp")

1 -5 : comparntiments de négenrence
2 - 4 : compartiments de saccharcse
3 : comparntiment Lest

A : amplificateun & contre raction totale externe ; C : source
électrique pourn La compensation du potentiel d'électrode ;

1 : oscilloscope cathodique (mesure du courant) ; V : oscilloscope
cathodique (mesure du potentiel) ; S : stimulation

La sounce auxiliaire (C) permet de compensern Les dissymétries
d'électrodes et de potentiel. ’

- D'apnds ROUGIER et cofl. (1968 b) -




vers la terre par la faible résistance de sortie de

1'amplificateur (voir figures 14 et 15 A). Ce courant
provogue au niveau de 1la prépargtion dans le comparti-
ment test (3) des varintions de potentiel qui sont
enregistrées entre la sortie de l'amplificateur et 1@
terre. La contre réaction de l'amplificateur maintenant
le potentiei sarcoplesmique en 3' au potentiel de terre,
on enregistre ainsi les variations de potentiel qui ap-
paraissent de part et d'autre de la membrane dans ce

compartiment.

2°) Mesure du courant de membrane en

B0t ot e WS o o Wt N B " W4y o T At T oY o - . SN wme mew Sak e e W ow

O s - o - ote > Pay s e L .

Le dispositif utilisé pour les mesures en po-
tentiel imposé est dérivé de celui décrit par BERGMAN
et STAMPFLI (1966) pour le noeud de Ranvier. L'amplifi-
cateur est connecté entre les points 1 et 5. La diffé-

- rence de potentiel délivrée par le stimulateur S est
appliquée entre le compartiment test (3) et la terre.
Le point 3' (sarcoplasme) étant virtuellement maintenu .
au potentiei de terre, la membrane dans le compartiment
test (3) est ainsi portée A un potentiel égal A celui
délivré par le stimulateur, pourvu que la résistance

en série, constituée par 1'électrode et le liquide phy;‘3 '

siologique soit suffisamment faible.




1

Ltamplificateur fournit un courant pour
maintenir la membrane au potentiel choisi. Ce courant
est mesuré par la chute de potentiel & travers la ré-
sistance R, (1' - 3%) (voir figures 14 et 15 B) ;
cette résistance est de l'ordre de 50 & 100 K et

correspond 4 la résistance axoplasmique de la portion

de fibre dans le compartiment saccharose.




C - LIMITES DE LA TECHNIQUE ET CONTROLE DES MESURES

REALISEES

I - Propriétés inhérentes au sucrose-gap

Les premiers utilisateurs de la méthode du
sucrose-gap (JULIAN et coll., 1962 ; STAMPFLI, 1963)
ont décrit un phénoméne d'hyperpolarisation au niveau
de 1' "étranglement artificiel ". Cette hyperpolarisa-
tion pouvant atteindre 60 mV serait due A& l'existence
d'un potentiel de jonction entre les solutions de
liquide physiologique et de saccharose,cette derniere
étant négative par rapport a 1la premiére. Le potentiel
ains} créé entraine 1'écoulement d'un courant hyperpo-
larisant & travers la préparation. BLAUSTEIN et GOLDMAN
(1966) ont montré que ce potentiel de jonction des li-
quides et l'hyperpolarisation qui en résulte pouvaient
étre éliminés en remplagant les ions chlore par des
anions de faible mobilité. Toutefois, ces auteurs ont
remnarqué que les relations courant-potentiel ne semblen
pas affectées par ce potentiel surimposé et pensent que
1'utilisation de cette méthode pour la réalisation d'ex
périence en conditions de potentiel imposé est parfai-
tement justifide. En outre, l'interposition entre les
liquides de cloisons de vaseline, déjA préconisée par
STEMPFLI (1963) pour pallier cet inconvénient, permet

de supprimer la quasi totalité de ce phénom2ne.

t
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Le cloisonnement de la fibre A 1l'aide de
vaseline rend plus difficile i'esfimation de 1a.1ongueur
de 1la portion de membrane étudi¢e, et donc de sa sur-
face._En effet, le point de contact entre la fibre et 1la
vaseline n'est pas toujours trés nettement visible
lorsqué la cloison est terminée. De plus, la fibre ne
se présentant pas systématiquement comme un cylindre
parfait, 1'évaluation de la surface de membrane étudide
risque d'étre entachée d'erreurs. Enfin, comme nous
1'avons expliqué dans le chapitre "HISTORIQUE", cette
surface doit &tre corrigée de la surface des invagina-
tions, ce qui ne peut étre fait de facgon rigoureusement
exacte pour chacune des fibres. C'est pourquoi, dans 1o
plupart des-expériences qui seront décrites ici, les
potentiels et les courants mesurés ne sont pas rapportés
4 la surface. Dans quelques cas, cependant, nous en
avonskfait une estimotion, aussi précise que possible,
de maniére A pouvoir effectuer une étude quantitative
des phénoménes mesurés.

I1 faut également rappeler ici que la méthode
du "sucrdSewgap“>ne>permét pés de mesurer totalement ls
valeur des potentiels et des courants en raison de+la
faible partie du courant de contre-réaction qui passe
4 l'extérieur de la préparation, A travers les compar- ‘
timents de saccharose (facteur de court-circuit). Il
est possible toutefois d'en déterminer la valeur comme

nous le verrons dans le prochain paragraphe.
T




Récemment, Mc GUIGAN (1974) 2 montré que 1la
technique du double sucrose-gap imposait, pour étre |
utilisée dons les meilleures conditions, une détermina-
tion de la largeur optimale du compartiment test. En
effet, lorsque la largeur x de ce compartiment est trop
faible par rapport i )\, un courant de fuite se produit.
Inversement, lorsque x est trop grande par rapport é.j\,
1a distribution du potentiel n'est plus homogane,
Toutefois, ADRIAN et PEACHEY (1973) ont calculé, sur
la fibre musculaire de grenouille, que le courant n'est
pas notablement modifié si 1'on considére que le poten-
tiel au centre de la fibre différe méme sensiblement du
potentiel imposé en surface. Ces divers résultats mon-
trent qu'il ne suffit pas de choisir x néttement infé-
rieur A A mnis de tenir compte du rapport x/\ pour
déterminer la largeur du compartiment test de la cuve
expérimentale c'est-A-dire la longueur dé la portion
de fibre soumise & 1l'expérimentation. Ces données ré-
centes confortent notre choix concernant 1ls largeur
du compartiment permettant d'expérimenter sur une lon-
gueur de fibre d'environ 150’”& .

Enfin, 1'utilisation d'électrodes externes
ne permet pas de mesurer directement la valeur réelle
du potentiel de membrane.

Compte tenu de ces différentes remarques, il
a donc fallu déterminer un certain nombre de critéres
permettant de juger du bon 4tat physiologique de 1lp pré-

paration et de la bonne qunlité de son isolement.
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I1 ) Contrdle des mesures

---——.-—-—_-.—-—w-«.-...-——..—.-——-—....—.-.._..-——.—..——--_

Les enregistrements en courant imposé sont
jugés valables lorsque le potentiel d'actidn a une am-
plitude et une durée trés voisines de celles obtenues &
1'aide de microélectrodes. De plus, le passage d'une
solution isotonique de chlorure de potassium dans le
compartiment test entraine une dépolarisation qui,
comparée A la val~-ur théorique colculée A partir de
1'équation de NERNST est légérement plus faible. Ces
différents controéles nous permettent d'évaluer le fac-
teur de court-circuit. Celui-ci n'est jamais inférieur
2 0.8, fréquemment égal A 0.9 pour toutes les expériences
présentées dans ce travail,

Dans ces conditions, nous considérons que 1e
potentiel de membrane de repos est trés voisin de ~ 65 mV,
valeur moyenne obtenue & 1l'aide de microélectrodes sur
les mémes fibres. (MOUNIER et coll., 1969).

2°) Contrdle de 12 valeur du P.R.

- Nos vt B T SAE P THE NS # 26 awt E gy et s onf Lt e ot FoVR SR TS S AR WD e S

Sur certaines préparations, nous avons éffec—
tué un controle de ia valeur du P.R. en implantant une
microélectrode dans 1la fibre au niveau du compartiment
test, en absence de stimulation. Les différentes mesures

obtenues se sont situdes entre ~ 60 et - 80 mV. Si ces




Figure 16 : Montage utilisé pour Les enregistrements
sémultants des courants ioniques 1 (dispositif de double sucrose)
et du potentiel de membrane (microélectrode dans Le compartiment
test).

V est Le potentiel Amposé au moyen du stimulateur S.

CF designe Le cathode follower employe pour La mesure de E, et
pour Le controle du potentiel imposé.
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valeurs sont comparables aux mesures obtenues éur des
fibres musculaires non placées dans des conditions de .
sucrose gap (voir tableau 3), il faut toutefois noter
que davantage de fibres semblent légérement hyperpola-
risées par rapport a la moyénne de - 65 mV. Ceci semble-
rait confirmer l'existence possible, sur certaines pré-
parations, d'une légére hyperpolarisation membranaire
pouvant, selon toute vraisemblance, &tre attribuée au
potentiel de jonction entre l'eau de mer et la solution

saccharose.

i < e R Rk e R

Les enregistrements en potentiel imposé ont

égé contrO}és, é‘l'gide d'une microélectrode, gréce au

PP

dispositif expérimental décrit &4 la figure 16. Lorsque
la microélectrode est en position 1, c'est-a-dire A
1'extérieur de la fibre, asussi prés que possible de ia
membrane, il est pdssible de controler le potentiel V
appliqué & 1la membrane et correspondant au potentiel

V délivré par le stimulateur (Fig. 17 a). Ainsi, pour
un potentiel imposé V de 50 mV, on constate que la va-
leur de V01 est égale A 46,5 mV, Cette légere différence
s'explique par la présence d'une résistance RS en série
avec la membrane et qui est égale dans cette expérience
A 7 KSL . En.effet : V¢1 =V - (RS I) avec I positif

ou négatif. RS est pour l'ensemble de nos expériences

comprise entre 5 et 10 KSL .
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La microdélectrode étént implantée dans 1a
fibre (position 2 sur la figure 16),'en absence de
stimulation, la différence de potentiel correspond au
P.R. comme nous venons de le préciser. Le potentiel
intracellulaire pour la fibre dont les enregistrements
sont présentés 4 1la figure 17 a, b et ¢ est de - 65 mV,
Lorsqu'une stimulation est imposée, aucune variation du
potentiel n'apparait sur le tracé de controéle (ch)

(Fig. 17 b); Le montage est tel que l'amplificateur doit
comparer le potentiel de 1l'intérieur de la fibre 3 la
mnasse. Donc,-pendant le passage d'une impulsion, le
potentiel intracellulaire ne varie pas. Il en est de
méme : |

- quel que soit le potentiel imposé, y compris
pour des valeurs du potentiel de membrane corresﬁondant
au seuil d'excitation ou 1égérement supraliminaires
(Fig. 17 ¢ avec V = + 36 mV)

- quel que soit le décours du courant initial.
En effet, sur une fibre présentant un rebond aucune va-
riation du potentiel intracellulaire n'apparait.
(Fig. 17 a). .

- quelles que soient les amplitudes du courant
membranaire en particulier lorsque celles-ci sont grandes
(milieu Sr** - Fig. 17 e) et enfin

-~ quelle que soit la position de la microélec-

trode dans le compartiment test. La microélectrode a en

effet été placde dans la fibre en différentes zones,
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Figure 17 : Contrnole des enregistrements obtenus en potentiel
Ampose.

: potentiel delivie pan Le stimulateur

VQI: potentiel Aimpose sur La membrane quand La micro@lectrode est en
position i (voin Fig. 16)
Vo diffene Legernement de V a cause de La nesistance senie :
VCI =V - (RS 1)
Veg: désigne Le contrniole du potentiel intraceflulaire quand La michodlec-

trhode est en position 2 (voin Fig. 16)
I : cowrant Lonique enregistne.

ExpLéca/téém des dif ferents trhaces

a, b, ¢ cornrespondent a des enregistrements obtenus cn solution ASW
sun une §ibre dont Le potentiel de repos est egal a - 66 mV

a : potentiel imposé V = + 50 mV
Vc; enregisine pnes de La membrane = + 46,5 mV

b : méme potentiel Amposé : contrnole intraceflulaire-
micrnoélectrode piquée dans La §ibre dans La portion
proche du saccharose droit.

¢ : méme enregistrement qu'en b, powr un potentiel Ampose

de + 36 mV.
d : méme enregistrement qu'en b pour un potentiel impose de
+ 80 mV sun une autre fibre (P.R. = - 70 mV) pourn Laquelle
Les trhaces de 1 présentent un rebond. :
e et § : enregistrements en solution Sn (fibre avec P.R. = - 60 mV)

pourn un potentiel Aimposé de + 24 mv.

Echelle verticate : V et Vo : 100 mV en a, 40 mV en b - §
1 : 0,4 vA pour a, d, e, §
: 0,1 yA pour b et ¢

Echelle honizontale : 20 ms en a, d, e, § ; 10 ms-en b et c.
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- Figure 17 _




notamment & proximité des compartiments de saccharose.
I1 faut également signaler que le cohtrOle du potentiel
intracellulaire a été effectué pour des implantations
de la microélectrode A différentes profondeurs & 1l'in-
térieur de la fibre.
L'enregistrement £ de 1la figure 17 donne un

exemple de mauvais '"clomp'". Un décrochement se pro-
- duit entre le courant capacitif et le début d'activation
du courant entrant. Le contrdle du potentiel intracel-
lulaire montre que celui-ci varie alors trés nettement.
En outre, le courant appsaralt d'emblée avec une ampli-
tude maximale, mé&me pour une dépolarisation juste su-
praliminaire. Enfin, ce courant s'active tr&s brusquenment.

| Malheureusement, les‘fibres muSculaires de
crabe présentent une trés g;énde fragilité résulté;;
de 1'implantation de la microélectrode dans la fibre
au moment ol se développe l'activité mécanigue associée
4 chaque stimulation supraliminaire. Il apparait trés
rapidement un fort courant de fuite ; aussi n'a t-il
pas été possible de controler systématiquement, de
facon aussi précise-que-celle que nous venons d'indiquer,
toutes les fibres soumises A l'expérimentation, ni de
garder une microélectrode implantée pendant toute 1la
durée de l'expérience. Il nous fz2llait donc déterminer
quelques critéres nous permettant de considérer que les

conditions de potentiel imposé étaient correctes.




Les enregistfements en potentiel imposé sont
donc considérés convenables lorsque :

i) la variation d'amplitude du
courant initial entrant est progressive avec 1'augmenta-
tion des dépolarisations imposées, le maximum étant
atteint pour une dépolarisation imposée comprise entre
45 et 50 mVi

ii) la vitesse d'activation de ce
courant entrant sugmente progressivement au fur et a
mesure que les dépolarisations imposées croissent.
| iii) aucun décrochement ne se
produit entre le courant capacitif et le début du

développement du courant entrant.

Dans quelques expériences ( < 10 p. 100) 1le
courant entrant est suivi d'oscillations comparables
A celles décrites par STRICKHOLM (1963) sur la fibre
de crabe également, et par HAGIWARA et NAKA (1964),
KEYNES et coll. (1973) sur les fibres de barnacle. Ces
fibres sont rejetées car nous avons considéré que, |
dans c¢e cas, le potentiel imposé n'est vraisemblablement

pas uniforme.
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D - EXPRESSION DES RESULTATS -~ NOMENCLATURE

Les différents parametres étudiés sont définis
de la maniére suivante

Em (mV) = potentiel de membrane

ER ou P.R. = potentiel de membrane au repos, estimé

(mV) égal & - 65 mV, intérieur négatif.

V (mV) = variations du potentiel de membrane Em par
rapport & sa valeur initiale définie comme O et
appelée '"holding potentiel” (H.P.) soit
V = Em - ER' Les valeurs positives de V corres-

pondent & des dépolarisations, les valeurs

négatives &2 des hyperpolarisations.

E 1 = r ] 2 (] -
EK" Na’ ECl’ ECa potentiels d'équilibre thermodynamique
(mV) définis d'aprés 1'équation de NERNST
pour les ions potassium, sodium,
chlore et calcium
VK’ vCl’ VCa = les mémes potentiels exprimés de 1la méme
maniére que V et appelés potentiels
d'inversion.
Vrev = potentiel d'inversion pour un ion, indiqué sur les

courbes courant potentiel par une fléche pour le

eourant. initinl entrsnt.




[
e

I ( P'A et rLA/sz) : courants de membrane - Les courants
sortants (sortie d'ions positifs ou
entrée d'ions négatifs) sont positifs.
Les coursants entrants (entrée d'ions

positifs) sont négatifs.

' : 2, _ R
IC, IK’ ICl’ ICa’ IL (ILA et Pﬁ/cm ) —.respectlvement
courants capacitif, potassiunm,
chlorure, calcique et de fuite.
gk’ Eca (mho ou mho/cmz) = conductances potassique et

" calcique, globale ou spécifique.

Les caractéristiques courant-potentiel sont
établies sans correction du courént de fuite. Le potentiel
d'inversion d'un ion entrant est obtenu par extrapolation
linéaire des valeurs de courant mesﬁrées lors de 1'appli~
cation d'hyperpolarisations ou de dépolerisations treés
faibles (inférieures A 20 mV). L'extrapolation est indi-
quée sur les courbes coureant-potentiel par une ligne en
pointillés. Enfin, signalons que, du fait de 1la fragilité
des fibres, les potentiels imposés n'ont que rarement

excdéddé + 100 mV.
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E - SOLUTIONS PHYSIOLOGIQUES

I - Solution physiologique externe de référence

La solution physiologique choisie permettant une
bonne survie des préparations est celle proposée par FATT
et KATZ (1953).

Sa composition est

NaCl = 513 mM/1
KC1 = 12,9 mM/1
CaCl, = 11,8 mM/1
MgCl, = 23,6 ml/1
NaHCO3 = 2,6 mM/1
N - Son pH est égal & 7,8. Cette solution corres-

pond A& une ea2u de mer artificielle (2SW sur nos tracés).

II - Mutres solutions physiologiques externes

Les solutions enrichies en calcium, résultent

de 1'addition de CaCl, & la solution ASW.

2
La solution strontium (Sr012 - 80 mM) est
dérivée de la solution ASW par'addifion de SrCl2 et
retrait total du CaClz. La concentration en chlore de
cette solution est augmentée de 34 mEq ce qui représente

seulement un accroissement de 5 % par rapport 2 la concen-

tration nofmale de 1la solution ASW,
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Les milieux hyper ou hypopofaséiques sont réa-
lisés en ajoutont ou en retirant les quantités voulues
de KC1 de 1la solution ASW.

Pour toutes ces solutions

- la pression osmotique est maintenue constante
par diminution équimoléculaire du NaCl ou par adjonction
de saccharose.

- le pH est ramené & 7,8 par un fampon tris -
maléate.

Les solutions appsuvries en chlore résultent
du remplacement du NaCl

- par du propionate de N2 ;

- par du nitrate de Na.

III ~ Solutions avec inhibiteurs de perméabilits

Dans plusieurs expériences, nous avons ajouté
au liquide physiologique des substsnces inhibant totale-
ment ou partiellement certaines perméabilités membransires.
Ce sont
~ la tétrodotoxine : TTX
- le chlorure de tétraéthylommonium : TEA

- le chlorure de mangsanése : MnClz.

Les carsctéristiques particulidres d'action de
chacune de ces substances seront précisées au moment de 1o
description de leurs effets.

Quand le MnCl, (20 mi) ou le THA (20 mM) sont

2
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ajoutés aux différentes solutions, une quantité éqﬁivan
lente de NaCl est retirée. Les solutions TEA sont léga-
rement acidifides : pH = 7,2 mais une aussi faible dimi-
nution du pH est ssns effet sur les propriétés électri-
ques (HAGIWARA ét coll., 1968 ; MOUNIER et coll., 1970).
Lorsque les solutions TEA sont utilisées, la fibre subit
toujours une imbibition de 10 & 15 minutes dans ce milieu
avant d'étre utilisée pour 1l'expérimentation. Cette mo-
dalité a pour but de permettre une bonne pénétration du
TEA, ARMSTRONG et BINSTOCK (1965) ayant montré que cette

substance agit sur des sites membranaires internes.

IV - Composition du milieu intérieur

Nous avons signalé que sur certaines prépara—
tions les compartiments latéraux de la cuve expérimentale
avaient été remplis d'une solution ayant une composition

ionique identique A celle du milieu intérieur, 4 savoir

K* = 150 mEq/1 ; C1™ = 66 mEq/l ; Na' = 50 mEq/1 ;
so4" = 170 mEq/1 (d'aprds SHAW, 1955 a et HAYS et coll.,
1968).

x®
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ETUDE DES PARAMETRES MEMBRANAIRES
A PARTIR DES ENREGISTREMENTS DU
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A - LE COURAHNT CAPACITIT

I - Analyse de son évolution au cours du temps

II1 - Discussion

B - ETUDXE DES PARAMETRES MEMBRANAIRES

I' - Détermination de ces paramdtres

IT -~ Mesure et signification des différents
paron2tres musculsires en relation avec

l1'ultrastructure de 1la fibre.

C ~ CONCLUSION




Ce chapitre est consacré a4 1l'étude du courant
capacitif. A partir de 1l'snalyse de son décours, nous
tenterons de préciser les différents param@tres membrancires
et de mettre en évidence l'existence de deux circuits RC

pouvant &tre correlléds 3 l1l'ultrastructure de la fibre.

A - LE COURANT CAPACITIF

I ~ Analyse de son évolution au cours du temps

Dans les conditions de potentiel imposé, le
courant capacitif préceéde les phénoménes faisant interve-
nir les veriations de la résistance de membrane. La déter-
mination de la constante de temps de ce courant dépend de
la capacité membransire de la fibre.

La figure 18 (2) présente l'enregistrement du
courant observé lorsqu'une faible impulsion nettement in-
fraliminaire est appliquée. Le courant capacitif évolue
vers une valeur stationnaire. Dans cette expérience, le
potentiel imposé est de 12,5 mV et la valeur stationnaire
(I 4,¢ ) du courant est de 0,08 p-A. Une hyperpolarisation
de méme amplitude provoque un courant symétrique.

L'étude du décours du courant capacitif en co-
ordonnées semi logarithmiques (Fig. 18 B), déduction faite
du courant stationnaire, montre qu'il évolue suivant deux
phases exponentielles. Dans cette expérience, la phase |

1a plus lente a une valeur 272 de 2,6 ms et la constante
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Istat
I |
2msec
14
101-——>- :
0.5
Ioi——b-
g
3.
?:2-_- 2.6msec
014
0.05-
7:1 =0.44msec

—
-

Figute 18 : Evolution du courant capacilif au cours du temps.

A : Enregistrement du cowrant capacitif et du courant stationnaire (Istat)
pour une dépolarisation imposée de + 12,5 mV.

B : Amplitude du cowrant capaciitif pontée en échelle Logarithmique on
fonction du temps (points). Noten L'existence de deux phases exponen-
tielles. Les cencles reprisentent Les valewrs de La premi’ne composante,
déduction faite de La deuxieme.
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de temps ’tl de la phase rapide est de 0,4 ms. Les
valeurs de 271 et 772 varient d'une fibre A 1l'autre

sur six fibres testées, .tl est compriSeentre 0,40 et
0,77 ms et t’z entre 2 et 4,3 ms.‘Le rapport Z’z/'tl se
’situe entre 4,2 et 6,5, I1 faut remarquer que ces cons-
tantes de temps sont trés supérieures 3 celles mesurées
sur la fibre musculaire de grenouille dans des conditions

identiques (ILDEFONSE, 1970).

IXI ~ Discussion

.L'existence des deux phases exponentielles pour
le décours du courant capacitif traduirait l'existence de
deux systémes résistance—capacité, Le modéle "lumped"
proposé par EISENBERG (1967) et présenté & la figure (1)
comprend une résistance Rm en paralléle avec deux capaci-
tés Cm et Ce' En nous basant sur ce mod2le et compte~tenu
de notre sYstéme de mesures, nous pouvons tenter d'analy-
ser les différents composants membranaires A partir du
schéma de la figure 19, Pour uvn échelon de potentiel, 1la

réponse obtenue peut &tre décrite par 1l'équation :

v | |
L -y |l exp =t 1 exp -t o
Ri1 Bs RO RBsRiicemd [Bs*R(ace.m)]Cr  Ru*Rs

dans laquelle

Vo est le potentiel enregistré
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Vv est le potentiel délivré par le générateur
Ril est le résistance fixe aux bornes de laquelle
le potentiel est enregistré, correspondant
essentiellement & 1la résistance intracellulaire
dans le compartiment 2 (voir Chapitre : Matériel
et Méthodes).
RS est la résistance en.série avec la résistance de

membrane R .
m
acec.T est 1la résistance dtaccés aux tubules

C et CT sont les capacités concernant respectivement

la membrane de surface et la membresne des tubules.
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L L

pa———
e~y -

Figute 19 : Modéﬂe.du systeme capacités - hésistances
perumettant de rendre compte du courant capacitif dans Les condi-
tions de potentiel Amposé.

A : ampligicateuwr differentiel a courant continu, d'impédance Z.

V : potentiel délivaé par Le générnateur d'impulsions rectangulaines.
%’: potentiel mesune

Les déginitions des composantes membranainres sont
données dans Le texte.

3us
Wi




B -~ ETUDE DIES PARAMETRES MEMBRANAIRES

I - Détermincstion de ces psramétres

I1 apparait maintenant possible, & partir des
enregistrements du courant capacitif de calculer 1la

valeur des différents éléments envisagés dans le modéle

-~ le courant de membrane Iol,au temps t = o,

est égal A %—
s

(I01 est exprimé en ompéres, V en volts et Rs en ohms).
L'évolution de la phase initiale du courant est déterminée

par ‘ti = Rg. C ('Ci exprimée en secondes).

De méme, 102 * RTTER

et =
tz N (Rs + Racc.T)CT

~ le courent stationnaire correspond au terme

H

V. Tﬁ;l:"EET de 1'équation, ce qui permet de calculer Rm.

Pour l'enregistrement de la figure 18, nous obtenons

- i

-3
Rg = +— = 25:10 = 5010°0R -20 xR
o1 0,6 . 10
v _ 12,5 . 1073 3
Rg +R o ¢ = 37— =—22230 - 9810°0 =28 xS
: 02 0,44 . 10
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1 0,4 . 1073 -8
T -3
Cp = — (% -25 .10 -9310%5
R (nco.m)*Rs 28 . 10
' -3
(R +Ry) = =12,5. 10 _ 160.10%8
m S I 0,08. 10°°
stat. e
Rmf 1§Q - 20 = 140 1 ¢f)

La surfoce de membrane testée peﬁt étre évalude
approximativement sur les fibres les plus cylindriques,
compte-tenu des remarques présentées au chapitre "Matériel
et méthodes". La longueur de 1la fibre dans le compartiment
test est d'environ 150Fm\aprés réalisation des cloisons de
vaseline. La surfsce moyehne externe est de 1073 cm2.
Cependant, il n'est pas possible.de ramenér ces valeurs
4 1'unité de Surféce sans tenir compte de 1l'ultrastructure
de la fibre c'est-a-dire sans corriger la surface externe
apparente selon que l'on détermine les param@tres relotifs

A la membranc sarcolemmique de surface ou 2 la membrane

tubulaire.

II - Mesure et signification des différents

param&tres membrensires en relstion svec l'ultrastructure
de 1la fibre

o
1)Ij§,
Cette résistance pourrait inclure la résistance

série due 2u montage ainsi que la résistonce Rb proposde

dans le moddle d'EISENBERG pour le matériel smorphe
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emplissant les invaginations sarcolemmiques.

Rg est évaluée dans cette expérience 2 20 K
soit A 20.Qcm2. Flle est égale & la résistance mesurdée
par ILDEFONSE (1970) sur la fibre musculaire de grenouille
mais elle est supdérieure & 1la résistance série de 7 chmz
déterminde par HODGKIN et coll. (1952) sur 1l'axone de
calmar ou Rb est nulle. Cependant, une valeur de la ré-
sistance éérie peuf &tre déterminée dans nos conditions
expérimentaies. En effet, 1'altération de la trace du
potentiel recueilli par une microélectrode placée prés
de la membrane (voir p. 89 nous a permis d'estimer cette
résistance comprise entre 5 et 10 KJo . Dans le modele

d'EISENBERG, R, est égnle a 10,25Lcm2. Ces deux veleurs

b
sont donc compatibhles avec noire mesure globale,

2°)y C
n

Cm cdrrespond au condensateur membranaire de
surface.

SELVERSTON (1967) propose un facteur de correc-
tion pour la surface externe de la fibre afin de tenir

o v -

compte de 1la surface sarcolemmique des replis et des in-

vaginations ("clefts'"), en excluant celle des tubules.
Cet auteur admet qu'il est raisonnable de considérer que
1a surface réelle doit etre environ 20 fois supérieure &
celle évaluée uniquement & partir du périmétre de 1la

fibre.
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Dans nos conditions, la fibre isolée apvarais-
sait assez réguliéremeht cylindrique avec un diamétre
de zsorm. Si nous admettons que le facteur 20 peut etre
appliqué, sans erreur trop importante, Cm devient égal

-8
. 2. 10
A p e

20 ., 10

=1 . 10"6 F/cm2 = 1 PF/cmz.'

Bien que cette valeur soit précisément en accord
avec celle estimée par de nombreux auteurs, il faut recon-
nattre qu'il ne peut s'agir que d'une mesure approchée,
compte-tenu de la difficulté d'évaluer 1la surfﬂce externe
et le facteur de correction exact. En outre, il apparait
bien évidemment que, d'une fibre & l'autre, des erreurs
non négligeables peuvent Survenir, ce qui explique aisé-

ment la variabilité de nos mesures (voir tableau 4).

-y v s -

Elle correspond dans notre modéle A la résis-
tance en série avec le condensateur deé tubules envisageée
par FALK et FATT (1964) >u A la résistance Re du schéms
d'EISENBERG (1967) ou résistance d'acéés dans le modele

"lumped" . Cette résistance R est égale &4 8 K2. Si

acc,T
1'on évdlue celle-~-ci par rapport & la surface membranaire
que nous considérons égale A 20.10'3 cm2, cette résis-
tance est égale a IGOSZsz. I1 est A remarquer qu'ADRIAX
et PEACHEY (1973) choisissent une valeur de 15052cm2,

sur la fibre musculaire de grenouille, pour effectuer 1l»n

reconstruction correcte d'un potentiel d'action propagé.
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47 Cy

C,. représente la capacité membranaire tubulaire

T
et serait 1'équivalent de la capacité Ce du schéma
d'EISENBERG. Sa mesure rcquiert une évaluation de la
surface des tubules. PEACHEY (1965°¢) propose pour une
fibre musculaire de crabe de 180rum de dismétre (alors que
la fibre utilisée ici pour nos résultats a un diamétre de

250 run de corriger 1a surface membranaire d'un facteur

50. Ainsi, CT pourrait &tre approximativement estimé égal

. 9,3.108

50 .1073 |
utilisé n'est sans doute pas rigoureusement exact mais

A = I,Ber/sz. Le facteur de correction
il est intéressant de remarquer qu'EISENBERG, & partir
d'une correction analogue, obtient une capecité tubulaire
de 1,6 FF/cmz.
| I1 faut noter, en outre, que le rapport CT/Cm
est égal pour trois fibres a4 : 1,80 - 1,76 et 1,06.
Ces valeurs sont proches de celles proposées par différents
auteurs (voir tableau 4).
5 By

Rm est assimilable &4 la résistance de membrene
de surface. Sa mesure ramenée & 1l'unité de surface de
membrane externe, sans tenir compte des invaginetions,
est de

140 . 10°Q . 10™° cn? = 140 SDcn?
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Cette valeur comparable 2 celles obtenues por
différents auteurs sur les fibres musculsires de Crustacés
(voir tableau 2, page 10), devient, en prenant le facteur
de correction de SELVERSTON égale a4 2800 SZcmz. Cette
nouvelle mesure est proche de celles obtenues sur les

fibres de Vertébrés (voir tableau 1 - page 2 ).

N° ms ms  Plem?2 FF/cmZ PF/sz Rem?

2210 (0,40 | 2,6 | 20 1 1,8 |2800 1,80
2801 (0,77 | 4,3 |15 2,5 4,4 |2400 1,76
1603 (0,48 | 2,0 |15 1,6 1,7 |1940 1,06

. 1,74 FALK et FATT
Tableau 4 : Déterumination des constantes des (1964)

cuewits RC membranaines.

1, 80| FREYGANG et
coll, (1967)
éeb nesultats présentés ne portent que sur ~
3 f4bres ayant permis d'effectuen des comrections
de surnface a prioni acceptables du fait de Leur 1,73 SCHNE%B?S)
diametre et de Leur aspect cylindrique. , (

1 HODGKIN et
NAKAJIMA
(1972 b)
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C - CONCLUSIOHN

A partir de 1l'analyse du décours du courant
capacitif, il nous a été possible de calculer les dif-
férents composants membranaires et‘d'obtenir des résul-
tats proches de ceux classiquement proposés sur‘d'autres
structures excitables. Nous avons pris comme référence
le modeéle le plus simple parmi ceux actuellement décrits
a4 savoir le modéle "lumped". Bien que ce modéle ne puisse
rendre compte de toutes les propriétés membranaires dans
différentes conditions expérimentales (voir Historique),
il semble pouvoir etre adapté correctement a4 la fibre
musculaire de crobe placée dans des conditions physiolo-

giques normales (solution ASVW),
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A - REPONSES A DES COURANTS IMPOSES

I - Courants dépolarisants

IT - Courants hyperpolarisants

B - REPONSES A DES POTENTIELS IMPOSES DEPOLARISANTS

ENREGISTRENMENT DES COURANTS IONIQUES

I - Description du courant initial

1°) Courant initial A une composante
2°) Courant initial composite

3°) Caurant initisl de fibres présentant
un potentiel de type tout ou rien

4°) Résumé

IT - Description du courant sortant retardé

et des courants de queue.

C - REPONSES A DES POTENTIELS IMPOSES HYPERPOLARISANTS ..

ENREGISTREMEIT DI COUNANTS IONIQUIS

D - CONCLUSION
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Ce chapitre a pour objet de présenter les po-
tentiels enregistrés psr 12 technique du double sucrose-
gap puis de décrire sommairement les courants ioniques
qui feront 1l'objet d'une étude détaillée dans les cha-

pitres suivsants.

A -~ REPONSES A DES COURANTS IMPCSES

I - Courents dénolorissents

L'activité.électrique de la fibre musculsire
de crabe se traduit généralement par 1l'appsrition d'une
réponse gradude de faible amplitude 2tteignont le plus
souvent environ 60 mV (Fig. 20 A). La dépolerisntion mem-
branaire nécessrire pour le déclenchement de cette acti-
vité électrique est voisine de 35 mV. Pour des impulsions
Jjuste supraliminsires, il faut remarquer qu'aprés 1o
repolarisation du P.A,, 1la Rm est diminuée, phénoméne
particuli2rement net sur la figure 20 B. Sur quelques
préparations (environ 5 p.‘100 des fibres testées) nous
avons pu'enregistrer un potentiel de type tout ou rien
dont l'amplitude ne différe pas sensiblement de celle des
réponses graduées les plus amples. La figure 20 C donne
un exemple de ce type de potentiel dont le seuil de dé-
clenchement est bas et correspond pour cette fibre & une
dépolarisation de 20 mV tandis que 1l'samplitude totale du

potentiel d'action est de 70 mV.

[}




Figure 20 : Enregistrement des potentiels necuedllis
Lons de £'application de courants en solution ASW.

A : Réponse graduée
B : Potentiel de grande amplitude. Mise en évidence
de La diminution de R, apnés La pointe.
C : Potentiel de type fout ou nien obtenu sun La
- g4bre dont Les emregistrements en potentiel
Ampose sont présentés a La gigure 23.

— D : Potentiels nepdtitifs
<?;;?) E:1- Potentiel gradué présentant une phase de
L nepolarisation Lente (fibres de type 1)

IT - Potentiel gradul présentant une phase de
nepolanisation rapide (fibres de type 11)
Les enregistrements en potentiel Amposé obtenus
Aur ces deux gibres sont présentés a La gigure 22.
Echelle verticake : 20 mV - Echelle horizontale : 10 ms.
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Lors de 1'application de courants dépolarisants
supraliminaires et suffisamment longs, une activité répé-
titive se manifeste parfois (Fig. 20 D).

Enfin, certaines fibres ne répondent a4 une
dépolarisation que par un potentiel électrotonique, cette
réponse passive étant particulidrement fréquente en hiver,
de décembre A février.

Ces trois catégories de réponses & une dépolari-
sation imposée 4 sovoir : réponse graduée, potentiel type
tout ou rien, réponse passive, ont déja été observées
par différents auteurs mais, dans nos conditions expéri-
mentales, il n'est pas poséible de les relier & des ré-
ponses de muscles ou de fibres différents comme 1'a fait
ATWOOD (1965) puisque toutes nos expérienées ont été
réalisées A& portir des fibres'ceﬁtrales du muscle exten-
seur du méropodite. Toutefois, la réponse la plus fréquente
est incontestablement la réponse graduée. C'est pourquoi
1a plupesrt des résultats présentés dans ce travail se
rapportera su cas de fibres dont le potentiel est de
type gradué.

Dans ce dernier cas, il convient pour terminer
cette description des potentiels de discuter des diffé-
reﬁces apparaissant dans leur décours. La durée des po-
tentiels varie de 10 & 20 ms et, sur l'ensemble des fibres,
deux catégories de potentiels peuvent é&tre déterminédes
selon le ropport des vitesses des phases de dépolarisation

et de repolarisation. A partir de ce critdre, et surtout
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en fonction des tracés des courants ioniques que nous
présenterons ensuite, nous avons effectué un classement
des fibres en deux crtégories (Fig. 20 ).
~ les fibres de type I correspondent A celles
pour lesquelles 1o phese de repolarisation est plus
lente que la phnse de dépolarisation, le potentiel étant
alors, en générel, légarement plus durable
- les fibres de type II correspondent a celies
pour lesquelles les vitesses des phases de dépolsrisction
et de repolsrisr{iOn sont sensiblement égrles, la phese
de repolerissticn stont prrfois méme plus rapide (Fig. 20

IT - Coursnts hyperpolerisants

La figure 21 présente les réponses membranaires
enregistrées lorsque‘des courants hyperpolarissnts sont
appliqués. Ces enregistrements sont obtenus sur la fibre
dont les réponses A des courants dépolarisants sont illus-
trées 4 1la figure 20 A,

Pour des courants hyperpoiarisahts de faible
amplitude, la réponse membranaire augmente linéairement
en fonction du courant. Par contre, lorsque l'hyperpolr-
risation de la membrane dévient supérieure a 40 mV>(soit
Em, & -~ 105 mV) une réponse complexe apparait, comparahle
a4 celle décrite par EPSTEIN et HARDY (1973) bien que
dans notre cas, le potentiel'de membrane semble se sta~-
biliser A& un niveau d'hyperpolarisation élevdée. Cette
réponse peut &tre répétée et ne correspond donc pes & un

clagunage de 1ln membrone.,

1
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Figune 21 : Reéponses enregistnées Lorns de L'application
de cowrants hyperpolarisants (fgibre 506). La #nBponse & des cou-
nants dépolarisants obtenue sun La méme fibre a eté présentée a
La figure 20 A.
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B - REPONSES A DES POTENTIELS IMPOSES DEPOLARISANTS

ENREGISTREMENT DES COURANTS IONIQULES

Pour la plupart des enregistrements qui seront
présentés dans ce travail, deux constatations prélimi-

ngires doivent étre effectuédes

i) Les enregistrements obtenus
en potentiel imposé (Fig. 22) montrent qu'il est reloti-
vernent nisé de sépsrer le coursnt cepncitif du courcnt
ionique qui se développe lentement, ce qui corrobore
1'sabsence de phase sscendoante rapide du potentiel de 1o
fibre de crobe. De plus, les courants ioniques et notam-
ment la compossnte entrsnte du courent initisl, apporais-
sent pour des potentiels imposés de 30 & 40 mV (32 mV pour
12 fibre représentsnt le type I ; 36 nV pour la fibre de
type II -~ voir TFig, 22) ; ces veoleurs correspondent sux
dépolarisations nécesssires ru déclenchement des potentiels

dans les conditions de courent imposé.

ii) Il faut nbter en outre l'exis-
tence d'un fort courant de fuite, phénoméne fréquemment
observé sur les muscles d'Invertébrés et déja décrit par
HENEEK et coll. (1969) sur la fibre musculaire d'écrevisse.
Ce courant pourrait résulter de l'abondance du systéme
tubulaire transverse.

Comme nous 1l'avons expliqué, l'exsmen de 1'al-~

lure du couront initinl et des formes diffdérentes du




potentiel (Fig. 20 E), nous a permis d'effectuer un
clossement des fibres en deux catégories. Nous allons
présenter maintenant les tracés de courant justifiant

cette distinction.

I -~ Description du courant initial
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Il apparait que le coursnt initisl est consti-
tué d'une seule composante entrante qui, comme cela se
produit pour 1la plupesrt des enregistrements, n'est pss
net entrant: (Fig. 22 2). Ce courant est fonction du po-
tentiel imposé et présente un maximum d'autent plus pré-
coce que la dépolarisation est plus élevée. Il est suivi,
pour des potentiels imposés supérieurs 4 + 50 mV, d'un
courant sortant.

La relation courant-potentiel imposé, établie
pour cette fibre au maximum du courant entrant ou au
minimum du courant sortant (Fig. 22 B), montre que le
courant entrant atteint un maximum & + 40 mV environ
et s'annule pour une dépolarisstion imposée de + 92 mV
(indiquée par Vrev)‘ La détermination de ce potentiel
d'inversion du courant initial repose sur la considération
suivante : le courant de fuite =csurd pour les faibles

potentiels imposés dépolarisants ou hyperpolarisants évclue-

roit linérirenent en fonction du potentiel. Nous verrons
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Figure 22 : A et A': Reésultats obtenus dans Les
conditions de pofentiel Amposé :

A - surn une fibre dont Le cournant Anitial ne pré-
sente qu'une composante entrante (type 1)

A' - sun une f4bre dont Le courant initial présente
un hebond apres La composante enthante.

B et B' : Canactérnistiques courant -

potentiel etablies a parntin des meswres au maximum de Ip

s ou au minimum de 1g (points) et en §in d'impulsicm (cerncles)
Lt cornrespondant respectivement aux enregistrements en A et A'.
e Noter Les potentiels d'inversion (Vyeyl de I,, differents

en B et B' ef mesurnis pan extrapolation £intaire du courant
de fuite (symbolis? par Les pointillés).

A et B : Fibre 109
Aot B': Fibre 606




ultérieurement que cette extrapolation, bien que non
rigoureusement exacte, n'entraine pas d'erreur importante

dans les mesures des potentiels d'inversion.
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Les enregistrements en potentiel imposé (Fig.
22 A') mettent en évidence un courant initial complexe.
En effet, 1la compossnte entrante de ce courant initial,
comparable & celle que nous venons de décrire, apparait
suivie d'un rebond dont 1'amplitude croit au fur et &
mesure que les dépolarisations imposées augmentent.

La relotion couresnt-potentiel imposé établie
pour cette fibre au maximum du courant entrant ou au
minimum du courant sortant (Fig. 22 B') montre que le
courant entrant est maximsl pour un potentiel imposé de
50 mV. Bien que cette valeur soit supérieure i celle
obtenue pour le maximum de Ie sur l'enregistrement pré-
senté de type I, l'ensemble de nos résultats ne permet
pas d'établir de différence significative entre ces deux
valeurs, le maximum de courant entrant, survenant pour
des potentiels imposés compris généralement entre + 40
et + 50 mV. Le potentiel d'inversion de la composante
entrante du courant initisl se situe & + 80 mV, en admet-

tant encore ici une fuite lindeire,.
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sur des fibres présentant un potentiel de type tout ou rien
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Nous venons de décrire’ les ehregistrements
obtenus sur des fibres dont le potentiel eét de type greo-
dué. Lorsque le potentiel est de type tout ou rien les
enregistrements ne différent pss sensiblement, d'un point
de vue qualitatif, de ceux présentés pour le type II.
Cependant, il feut remarquer que le courant initial est
de plus grande amnlitude et devient net entrant.

La figure 23 (2) donne une illustration des
courants enregistrés sur la fibre dont le potentiel est
présenté 4 la figure 20 C. Le courant entrant apparait
activé pour un potentiel de 17 mV, correspondant au seuil
de déclenchement du potentiel d'action, particulidrement
bas pour cette fibre. Ce courant entrant est suivi d'un
rebond survenant lorsque les potentiels imposés sont
supérieurs & + 30 mV.

La caractéristique courant-potentiél établie
pour cette fibre (Fig. 23 B) montre que le courant entrant
est maximal pour un potentiel imposé de + 35 mV et S'in~

verse pour un potentiel de + 76 mV.

En résumé, sur toutes les fibres testées,
indépendamment de l'amplitude du courant entrant et de
1'amplitude du courant de fuite, nous avons pu constater

que
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Figune 23 : A - Enregistrnements obtenus dans Les conditions
de potentiel LmposE sur une §ibre dont Le potentiel est de type tout
ou rnien (voin Fig. 20 - C)

B - Canactenistiques couwrant-potentiel établies
a partin des mesures au maximum de T ou au minimum de Ig (points) et
en fin d'impulsion (cerncles).
Fibre 409 .
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- lorsque le courant initial ne comprend que
1la composante entrante, le potentiel d'inversion de ce
courant se produit pour des potentiels impdsés compris
entre + 90 et + 95 mV, correspondant 2 Em = + 25 a4 + 30

mV (en admettant E, = - 65 mV)

R
- lorsque le courant initial apparait composite —

courant entrant suivi d'un rebond--le potentiel d'inver-

sion de la composante entrante est plus faible, générale-

ment compris entre + 75 et + 80 mV.

Il.est bien évident que ce classement en deux
catégories en fonction des courants ioniques a été choisi
de fagon & simplifier l1l'exposé des résultats. Nous avons
en effet rencontré des fibres'dqnt les cafsctéristiques
sont beaucoup moins tranchées. C'est ainsi que la phase
de repolarisation du potentiel peut &tre plus ou moins
lente, comparée & 1a phase de dépolarisation et, corréla-
tivement, le rebond peut apparaitre plus ou moins dévelop-
pé. Cependant, il est intéresssnt de mentionner dés main-
tenant que le décours du courant initial a toujours pu
étre associé au décours du potentiel, ndtamment en ce.
qui concerne le parall&lisme établi entre l'existence du

rebond et la vitesse de 1la phase de repolarisation.

IT1 -~ Description du coursnt sortant retardé

et des courants de queue,

Pour un potentiol imposé supérieur A + 50 mV,
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le courant entrant apporait suivi d'un éourant sortant
qui atteint un état stable en 60 & 80 ms. Lorsque le
courant initisl présente un rebond, l'snalyse du courant
retardé se révéle évidemment plus difficile, d'autant
que celui-ci est générélement moins ample.

Les.relations courant-potentiel imposé établies
poﬁr les mesures du courant sortant en fin d'impulsion
de 60 ms (Fig. 22 B et B' et 23 B) présentent les carac-

téristiques suivantes

© = la rectification retardée ou rectification
"dans le sens sortant" ("outward going rectification')
apparait pour un potentiel imposé supérieur 2 + 50 mV.

- le phénomane de rectification anormale ou

rectification "dans le sens entrant ("inward going
rectification") n'apparait que peu (voir notamment Fig.
22 et 26) ou pas. Une observation similaire a déja é+é
effectuéde par TAKEDA (1967) sur la fibre musculaire
d'écrevisse et par ILDEFONSE (1970) sur la fibre muscu-
laire de grenouille dans des conditions identiques. I1
se pourrait que ce phénoméne soit en partie masqué par
le courant de fuite relativement important pour 1la fibre

musculaire de crabe.

De plus, l'enregistrement de la figure 23 pour
un potentiel imposé de 80 mV montre que le coursnt sor-
tant, aprés avoir atteint un moximum,diminue ensuite

progressivement au cours du temps.

i
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En ce qui concerhe les coursnts de queue
observés & la fin des impulsions lors du retour 2 ER’
il est intéressont de noter que ceux-ci sont sortants
sur les fibres de type I, 2lors qu'ils epparaissent

plus fribles ou nuls, pour les fibres de type II.
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C - REPONSES A DES POTENTIELS INMPOSES HYPERPOLARISANTS

ENREGISTREMENT DES COURANTS IONIQUES

Pour desvhyperpolarisafions imposées de faible
amplitude, le courant développé aprés le courant capa-
citif est constant pendant toute la durée de 1'impulsion.

Ce courant a été assimilé au courant de fuite.

Pour des hyperpolarisations imposées voisines
de - 40 mV, un courant constant est également enregistré
pendant toute 1la durée de 1'impulsion sur certaines fibres
et plus ﬁarticuliérement celles de tyne I (Fig. 24 A).
Sur d'autres fibres, immédiatement aprés le couraht
capacitif, le courant évolue au cours du temps pour
devenir stable aprés 40 ms environ (Fig. 24 B). De tels
enregistrements sont plus fréquemment et pius nettement

observés sur ies fibres de type II.

Cependant, les enregistrements dont nous dis-
posons ne nous permettent pas d'analyser systématiquef
ment les différentes réponses. Le plus souvent, nous
avons appliqué des impulsions hyperpolarisantes infé-~
rieures & -~ 40 mV, notre but étant d'obtenir une esti—

mation du courant de fuite.
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Figune 24 : Emregistrement des courants Loniques Lons de
L'application de potentiels hyperpolarisants.

A = counants cornnespondant aux reponses observies Le plus
grnequemment sun Les fibres de type 1 (fibre 165).

B = courants comnespondant aux héponses observies Le plus
fréquemment sun Les. fibres de type 11 (gibre 149).

e Les chiffres a droite des tracés indiquent £'amplitude des hyperpo-
Larnisations Lmposiées.
Echelle venticale = 0,3 pA
Echelle horizontale = 10 ms.
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D - CONCLUSION

Les enregistrements des courgsnts ioniques
obtenus en réponse 3 des potentiels imposés dépolarisants
peuvent &tre classés en deux_catégoriés.

Pour certsines fibres dites de type I, le cou-
rant initial -entrant est suivi d'un courant sortant re-
tardé. Ces deux courants, que 1l'on peut quelifier de |
classiques, ont déjdA été observés sur les fibres muscu-
laires de barnacle par HAGIWARA et coll. (1969) puis par
KEYNES et coll. (1973). Nous en ferons une étude détail-
lée dans les chapitres suivants. I1 est en outre intéres-
sant de remarquer que ce type de réponse correspond,
dans les conditions de courant imposé, aux enregistrements
de potentiel A repolarisation lente.

Sur d'sutres fibres, dites de type II, nous
avons observé un courant initial composite. Celﬁi»ci
comprend un courant entrant et un courant sortant formant
un rebond au moment de l'inactivation du courant entrant.
Le potentiel d'inversion de la composante entrante est
toujours inférieur & celui mesuré pour les fibres de
type I. Enfin, ce courant initial complexe se produit
toujours, lorsque la fibre présente, pour des courants
imposés, un potentiel & phase de repolarisation au
moins aussi rapide que la phase de dépolarisation.

Dés maintenant, il convient de signaler que

nous avons distingué le rebond enregistré d'une oscillax "
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tion. Nous avons montré au chapitre "Matériel et méthodes"
que le contrdle du potentiel imposé demeurait correct

su moment ol se produit ce rebond. Nous rassemblerons

dans un chapitre particulier tous les arguments expéri-
mentaux permettant de montrer qu'il s'agit d'un courant

ionique.

Bien qUe ne faisant pas l'ohbjet de ce trovail,
les réponses enregistirées pour des hyperpolarisations
membranaires méritent d'étre meﬁtionnées.

Dans les conditions de courant imposé, lé
réponse obtenue pourrait étre comparable, dans sa phase
initisle (pic d'hyperpolarisation), & celle déja enre-
gistrée par d'autres suteurs sur le fibre musculaire de
erabe. Cependont, le décours cu potentiel enregistré nous
conduit 3 supnoser que nous n'avons pas enregistré;corf
rectement cette réponse, En effet, il est concevable que
1'hyperpolarisation membransire provoquée dans le com-
partiment test entraine, du fait de 1l'existence d'une
fuite importsnte, une dépolarisation membranaire au
niveau de 1'4lectrode latérale. Cette fuite résulterait
A 12 fois de l'ultrastructure de lo fibre et de nos
conditions expérimentales, cette denxidme cause semblant
mineure puisque nous avons pu évaluer le fecteur de
court—-circuit voisin de 0,3 ou 0,98.

Dans les conditions de potentiel imposé, nous

enregistrons, lorsque 1l membrene est hyperpolesrisée




d'environ 40 mV, deux réponses différentes selon le

type de fibre. Sur les fibres de type I, le coursnt
obtenu semble pouvoir étre identifié au courant de

fuite. Sur les fibres de type II, il apparait un courant
évoluant au cours du temps. Cette réponse peut &tre
interprétée comme la déactivation d'un courant éortant
d'ions positifs dont le potentiel d'équilibre serait s
au moins égeol & -~ 106 nV ou méme plus négétif. Toutefois,
il apparait surprensnt que nous n'enregistrions pas de
variations de courant lorsque 1ls membrasne est hyperpols-
riséde de 20 mV (ou moiﬁs) A partir de ER' Nous propo-
serons dans la discussion générale une interprétation de
ce phénoméne,

De toutes facons, il est bien évident qu'une
étude spécifique de ces courants devrait étre entreprisec
en lisison, vraisemblablement, avec la'réponse hyperpo-
larisante enregistrée dans les conditions de courant
imposé, comme le suggdre TAXEDA (1967). 11 est en effet
intéressant de remarquer que la réponse obtenue en
courant imposé est déclenchée lorsque le potentiel de
membrane est hyperpolarisé d'environ 40 mV par rapport
a ER’ c'est-a~dire lorsque nous enregistrons un courant
évolunnt au cours du temps drns les conditions de poten-

tiel imposé.
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- CHAPITRE III -

ETUDE DU COURANT ENTRANT CALCIQUE
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A - NATURE IONIQUE DE LA COMPOSANTE ENTRANTE DU

COURANT INITIAL

I - Influence de la tétrodotoxine
II - Influence de la concentration calcique
externe
1°) Milieu enrichi en calcium
2°) Milieu dépourvu de calcium

III ~ Influence des ions Sr++

IV - Influence des ions Mn++

V - Conclusion

B - MISE EN EVIDERCE DU COURANT CALCIQUE

I - Etude du courant initial en solution
ASYW + TEA

II - Influence de la concentration calcique
externe en présence de TIEA

JII -~ Conclusion

C - CARACTERISTIQUES DU COURANT CALCIQUE

I - Potentiel d'inversion

1°) fnalyse des résultats.acquis
2°) Etude du courant de fuite
3°) Détermination du potentiel d'inver-
" gion par l'étude du courant de queue.

4°) Conclusion




II - Analyse de la conductance calcique selon

le modéle d'HODGKIN-HUXLEY

1°) Activation crlcique : dépendance
vis-d-vis du potentiel

2°) Inactivation calcique
a) Dépendance vis A vis du temps

b) Dépendance vis A vis du potentiel

3°) Conductance calcique
a) Variations de fon ©N fonction
du potentiel
b) variastions de fc, 2u cours du

temps pour V = + 45 mV,

D -~ CONCLUSION
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Les différents travaux relstant 1l'existence
d'un courant entrant au moment de 1l'activité électrique
des fibres musculaires de Crustacés s'accordent tous
pour reconnaitre la nature calcique de ce courant, sans
intervention notable des ions sodium (FATT et CINSBORG,
1958, pour 1la fibre musculaire d'écrevisse ; HAGIWARA
et NAKA, 1964, KEYNES et coll. 1973, pour la fibre
musculaire de barnacle). Sur la fibre musculesire de
crabe, FATT et KATZ (1953) ont décrit des potentiels
d'action de grande amplitude en milieu ASY sans sodium
mais ces auteurs supposent que la membrene peut étre
perméable 4 1s chdline, hypothése reprise depuis par
RENKIN (1¢61).

Dans un premier temps, nous vérifierons pour
les fibres musculesires de crabe cette dépendance du
courant entrant vis A vis des ions Ca++.fCependant,
pour un grand nomkre de fibres, le courant initial est
composite. Nous verrons qu'il est possible de déterminexr

une condition expérimentale permettant de n'enregistrer

que la composante entrante calcique. La seconde partie

de ce chapitre sera donc consacrée A 1l'exposé des expé-
riences permettant d'établir ce résultat.

Cette condition expérimentale précisée, nous’
aborderons 1'étude des caractéristiques du courant
entrant : potentiel d'inversion, constantes d'activation
et d'inéctivation dépendantes du potentiel et du temps,

conductance.
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A ~ NATURE IONIQUE DE LA COMPOSANTE ENTRANTE DU

COURANT INITIAYL,

I~ Influence de 1la tétrodotoxine

La tétrodotoxine (TTX) est connue pour abolir
1'activité électrique de nombreux tissus excitnbles et
pour inhiber spécifiquement la conductonce sodique
(KAO, 1086). Son sction » &té précisée, non seulement
pour les fibres nerveuses hnis éganlement pour les fibres
musculaires deé grenouille dont le P.A., est de type so-
dique (FURUKAWA et coll., 1959 ; NARAHASHI et coll.,
1960 ; NAKAJIMA et coll., 1952).

Sur les fibres nusculrires de Crustacés pré-
sentent un potentiel calcique, 1» TT¥ ne modifie prs
1'rctivité électrique (OZEKI et coll., 1966 ; TAKEDA,
1967, pour 1'écrevisse - HAGIWARA et NAKAJIMA, 1985 ~,
pour le brrnscle).

Sur la fibre musculsire de crobe 1'applicrtion
de TTX & 1la concentration re%ntivement élevée de 10"6
g/ml n'entratne aucune modificstion de 1l'activité dlec-—
trique et des coursnts ioniques enregistrés préalable-

ment en solution ASY.

IT - Influence de 1la concentrrtion crlcique

externe

1°) Milieu enrichi en c"101um
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L~ solution ASW o été modifiée de fagon &
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multiplier par 3 1la concentration calcique norm=ale.
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Cette solution entraine dans les conditions
de courant imposé une faible hyperpolarisation membra-
naire d'environ 4 mV et augmente ldégérement lo résis-
tonce membransire de repos et le seuil d'activation. Ces
effets sont identigues & ceux décrits par HAGIWARA et
NAKA (1964) pour 1n fibre musculaire de barnacle et par
FATT et GINSBORG (1958) pour la fibre musculsire d'#crc-
visse.

L'augmentation d'amplitude de la réponse élec-
trique dans les conditions de courent imposé, bien que
toujours observée, yarie nettement selon le type de fibre
utilisé., HAUDECOEUR et GUILBAULT (1972) décrivent ur
faible accroissement d'amplitude n'excédant pes 12 mV
lorsque [Cr\]e est multipliée par 10. HAGIWARA et NAXA
(1964) trouvent une varistion d'amplitude.conforme &
celle prévisible par l'équestion de NERNST pour [C{]e
comprise entre 20 et 100 mM, 2 condition d'avoir injecté

du K.,S0, ou de 1'EDTA & l'intérieur de la fibre.

2774

Dans nos conditions expérimentales, nous re-
trouvons ces deux types de résultats. En effet, sur les
fibres de type II le potentiel n'est que faiblement
augmenté, d'environ 6 mV en milieu (Ca x 3). Par contre,
son accroissement peut 9tteindfe 13 mV sur des fibres

de tyne I comme le montre l'enregistrement de la figure




Y

+ 25 A, Une telle varistion d'émplitude est proche de
celle prévue par 1l'équation de NERNST, la pente é&tant

de 25 mV §our [C{]e x 10, Cependant, sur d'autres fibres
de type I, une pente légérement plus faible, égale A

20 mV, a2 été mesurée.

- e e em e em e - e e v s e e

Corrélativement, dans les conditions de po-
tentiel imposé, le courant entrant est augmenté de fagon
plus ou moins sensible. L'accroissement le plus net
d'amplitude du conrant entrant est obtenu sur les fibres
de type I, c'est-A-dire celles pour lesquelles 1a réponsev
électrique a'été elle-méme plus nettement augmentée
(Fig. 25 B). Les relstions coursnt-potentiel imposé
tracées pour le courant entrsnt montrent que le potentiel
d'inversion est déplacé de 90 mV (quand [bé]e est normole)

ad 102 mV {(quend [C:]

o est triplée). Il est 2 noter que

cette veristion de 12 mV obtenue sur cette fibre de
type I corrobore bien 1a variation de potentiel de 13
mV mesurée pour cette méme fibre. Cette valeur correspond
4 un déplacement du potentiel d'inversion de 25 my pour
une asugmentation dé 10 fois [b% o’ DOS différents résul-
tats se situent entre 20 et 25 nmV,

Lorsque le courant initial en solution 2SW
est de nature composite, la variation du potentiel d'in-
version n'est, par contre, jnmaié supérieure 4 15 mV

(en considérant [?a]e x 10).
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Figure 25 : Action d'un milieu hypercaledique.

A - Modigication de La néponse éLectrique enregistrie dans Leb
conditions de cowrant Lmposé sous L'action d'un milieu
hypercaleique [Ca x 3]2 aprnes contrnole en solution ASW.

B - Evolution du cowrant Lonique pour une dépolarisation Lmposée
de 45 mV Lons de R'application du miliew Ca 3. '

C - Caracténistiques cowrant - potentiel en solution ASW

: (Ca 1) et en milieu hypercaledique (Ca 3) obfenues powr Les

353 mesured au maximum du cowrant entrant ou au mindmum du

Lt cowant sontant. Noten Le déplacement du potentiel d'inver-
- sdon de 12 mV pour une variation de trois fois Ka]e.

Fibre 1705 .
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Figurne 26 : Action d'un milieu dépourvu de calelum (CaCﬂz = 0 mM)

A - Suppression de La néponse electrique (conditions de courant imposé)
et du courant entrant (conditions . de potentiel Aimpose) sous L'effet
d'un milieu dépowrvu de caledium (Ca 0).

Notern E'augmentation trnes nette du counant de fuite.

B - Carnactinistiques couwrant potentiel établies sur cette fibre en
solution ASW puis en sofution Ca 0 pour Le courant initial au maximum
du courant entrant ou au mindimum du courant sontant (points et
cencles) et en fin d'impulsions de 50 ms (trniangles pleins et evidés)

Fibre 2505 . -
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Enfin, quel que soit le type de fibre, le
coursnt sortant retardé n'est pas affecté par 1'augmen-

tation de [CJ .
e

P g et Oy ot e T te W o8 Sttt OS amp o

Lorsque le solution ASBW ne contient plus de

CaCl 1'sctivité électrique et le courant entrant sont

97
totalement supprimés (Fig. 26 A). Trés rapidement un
courant de fuite important se produit, comme le montrent
clairement les caractéristiques courant potentiel pré-
sentées (Fig. 26 B). Cette augmentation du courant de
fuite résulte probsblement de la suppression de 1l'effet

stabilisant des ions Ca'' (FRANKENHALUSER et HODGKIN,

1957).

. ++
I1I - Influence des ions Sr

I1 est meintensnt bien connu que les ions syt
peuvent, sur 1¢s fibres musculesires de Crustacés, remple-
cer les ions Co'', FATT et GINSEORG (1958), HENCEX et
coll. (1969) sur les fibres d'écrevisse, HAGIWARA et
coll., (1974) sur les fibres de barnacle, ont montré que
1a réponse graduée obtenue en solution de référence est
transformée en réponse régénérative de grande amplitude
et trés durable en solution Sr,

Nous »svons utilisé une solution contenant

80 mM de SrClo-et dépourvue de CoCl,. Un résultnt

L
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Figure 27 : Enregistrements de L'activite élLectrnique (A 1)
et des courants foniques pour difgérentes dépolarisations Lmpostes
(A7) en milieu Sn (S/LC!.Z = 80 mM ; CaCKz = 0 mM).

B - Caractenistiques courant potentiel Btablies sun La méme

gibre pour Le courant entrant en solution ASW (points)
et en solution Sn |carnnds).

C - Canacténistiques courant potentiel obtenues sur La méme
gibre & partin de mesures @ La fdin d'impulsions de 70 ms
en solution ASW (cercles) et en solution Si (carnds Bvidés).

Fibre 2010 .
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comparable & celui décrit ci-dessus
la fibre musculaire de crabe placée
de double sucrose. Sous l'action de
réponse électrique graduée sugmente
smplitude atteignent environ 100 mV
diminue (Fig. 27 A1). L'allongement

par contre plus lentement.

est obtenﬁ sur

dans les conditions
1a sblution Sr 1la
trés rapidement en
tandis qué le seuil

du P.A. s'effectue

Lors de 1'spplication de potentiels imposés

(Fig. 27 A2) le courant entrant appereit pour de faibles

dépolarisations puis devient tr2s ample et net entrant

pour des dépolarisations plus élevées.

Lorsque le rebond est présent sur les tracés

de courasnt en solution ASYW, celui-ci dispareit. L'inac-

tivetion du coursnt entrant devient

alors exponentielle,

1a constante d'insctivation étent d'environ 16 ms pour

un potentiel de membrane de - 17 mV, valeur proche de

celles que nous déterminerons pour l'insctivation du

courant calcique.

Les relations courant-potentiel montrent que

le courant entrant en solution Sr est meximal pour une

dépolarisation de 35 mV. Dans toute

la gemme des po-

‘tentiels imposés, ce courant est toujours plus entrant

ou moins sortsnt que le courant enregistré en solution

ASW pour les mémes valeurs de potentiel imposé. Le

potentiel d'inversion du courant entrant situé pour un

potentiel imposé de + 865 mV en solution ASW est déplerca

& + 100 mV en solution Sr (Fig. 27 B). Le courant sortont




tardif et la rectificotion retardée apparsissent dimi-
nués (Fig. 27 C).

I1 faut noter que dans cette expérience,
ainsi que drns celle décrite pour illustrer l'action
d'un milieu hypercalcique, le courant de fuite semble
trés légérement sugmenté. Ceci peut résulter d'une réelle
augmentation de 1o fvite membranaire ou bien d'une faible

augmentation de la résistance sarcoplasmique.

IV -~ Influence des ions Mn++

Les ions Mn++ bloguent sélectivement le coursnt
calcique provoquent le potentiel d'action des fibres
musculaires de barnocle (JAGIWARA et NAKAJIMA, 1966 2a)
et élimine la réponse graduéde des fibres d'écrevisse
(FATT et GINSBORG, 1958 ; TAKEDA, 1567) et des fibres
de crabe (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972).

L'2ddition de 20 m}M de ¥nCl, & la solution

2
ASYW provoque toujours la suppression totale de l'activi-
té électrique (Fig. 28 A et A') dans nos conditions de
courant imposé.

Sur cette fibre, en potentiel imposé, le cou-
rant entrant disparait et simultanément, le rebond exis-
tant dans le courant initial est supprimé (Fig. 28 B et
B'). Le courant sortant retardé, particulidrement ample
sur cette fibre de type II, n'est pas effecté par les

ions Mn*Y pour des potentiels imposés inférieurs 2

+ 80 mV., Pour des dépolrrisstions supdérienres, ce
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e 78 : Ennegistrnements dans Les conditions de courants
Amposes A“Z% ATT et dans Les conditions de potentiels Lmposes (C et B')
obtenus poun une fibre placée en solution ASW puls en solution-Mn

(Mn CKZ = 20 mM)
échelles vernticales : A = 40 mV
Al = 100 mV
échelle hornizontale : 20 ms.

Les chiffrnes a La gauche des ennegistrements Lindiquent Les
valewrs des potentiels Amposés a partin du HP = ER'
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courant subit une légere diminution.

Les relations courant-potentiel imposé
(Fig. 29) établies pour cette fibre en solution ASY puis
ASW + Mn pour le courant entrant mettent en évidence ces
différents résultets. Il est intéressant de noter que
l'intersection de deux courbes ASW et ASW + Mn représen-
tént 1'évolution du courant entrant ou du courant initisl
en fonction du potentiel se produit pour une dépolarise-
tion imposée de + 90 mV. Ce résultat suggérerait donc un
potentiel d'inversion pour le courant entrant correspon-
dant A Em = 4+ 25 mV, ce qui confirme ls mesure effectude
en solution ASW par extrapolation du courant de fuite.

Enfin, sinle courant sortant n'est, comme nous
1'avons signalé, que légdrement influencé par les ions
Mn++, les courants de queue sont por contre toujours net-
tement diminués (voir enregistrements Fig. 28).

Dans le coas des fibres de type I (courant
initisl A une seule compossnte entrante) les mémes ré-
sultats sont obtenus notsmment pour le coursant entraﬁt.
En oufre, les cernctéristiques courant-potentiel présen-
tées (Fig. 30) montrent la diminution du coursnt sortsnt
retardé, celle-ci se produisant déjd pour un potentiel
imposé voisin de + 60 mV.

I1 faut mentionner toutefois que les fibres,
indépendanment de leur type, présentent plus ou moins
nettement cette diminution mais il apparait compréhensihiéj

ne celle-ci soit »plns dvidonte nour les Tibhres de tyvne I
& A J i
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Figure 29 : Caractérnistiques courant potentiel trhacies
en sofution ASW (cencles) puis en solution-Mn (trniangles) surn La
{ibre dont Res enregistrnements sont présentls a La figure 28
(Fibre 2504).

Symbokes pleins : meswres au maximum du courant entrant
ou au mindmum du courant sontant.

SymbolLes Bvidés : mesure en fin d'impulsions de 46 ms.
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Figure 30 : Méme Légende qu'a La figure 29.

Ces caractirnistiques sont obtenues pour une f§ibre

de type 1T.
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ol le courant reterdé est généralement plus ample en

solution ASW (voir chapitre II).

V - Conclusion

L'ensenbkle des résultats que nous venons de
présenter confirme le nature calcique du courant entrent
ou de la composcnte entrante du courant initial. Insen-
sible A la TTX, ce coursnt dépend de la concentration
calcique externe, peut étré transporté par les ions srt*
et est inhibé par les ions Mn' ',

Cependant, deux résultats nous conduisent &
nous interroger quant 4 1la nature purement calcique de
ce coufant. D'une part, toutes les valeurs ohtenues pour
son potentiel d'inversion sont particulidrement basses.
Elles correspondent A& Em variant de 0 & + 35 mV selon
le type de fibres. D'autre part, 1la dépendance du cou-
rent entront vis & vis de [C{]e n'est le plus souvent
que prrtielle et se révdle plus grande si le courant
initial ne prdésente pas de rebond. I1 n'est pas sans
intérét de remarquer en outre que cette sensibilité
vis A vis de [Ca] . Deut varier, quoique légérement,
pour des fibres clrssées dans le méme type. Cette
variabilité peut cependant s'expliquer asssez facilement.
En effet, nous avons signalé que pour les fibres de
type II. le rebond pouvait étre plus ou moins développé.
De méme, vour les fibres de type I, on peut concevoir

que l1l'sbsence npprrente de rebond ne signifie pes




systématiquement, pour toutes les fibres, qu'aucun
courant sortant initial‘n’ait été au moins friblement
activé. Une interaction entre 1l'influence de chacune
des composantes du courant initial pourrsit ainsi rendre
compte de nos différentes observations.

Deux hypothadses peuvent donc étre émises

~ 80it le coanal calcique présente une faible
sélectivité

- 80it un 2utre coursnt se produit en méme
temps que le courasnt entrant. Il pourrait ¢videmment

s'agir du coursnt responsable du rebond.

Les résultsts qui vont étre présentés auront
pour but de permettre de juger de la validité de ces
hypothéses et de trancher éventuellement entre 1l'une

ou l'autre.
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B - MISE EN EVIDENCE DU COURANT CALCIQUE

I - Etude du courant initisrl en solution

ASY 4+ TEA

Lé chlorure de tétradthylemmonium (TEA) est
réputd étre'un inhibitéur de 12 conductance potassique
(HILLE, 1957 ; XOPPENIIOFFER, 1067 ; STANFIELD, 1970 »).
. Le TEA produit des effets trés verisbles sur
le poteptiel de repos des fibres musculrires de Crustercés.
FATT et KATZ (1953) ohservent une diminution du P.R. sur
les fibres de Carcinus et de Portunus, effet coﬁpmrsble
2 celui décrit per STANFIELD (1970 b) pour le P.R. de
1» fibre musculrire de grenouille. Sur les fibres d'é-
crevisse, le P,R, demeure inchengé (FATT et GINSBORG,
1958) tandié que VERMAN et GRUNDFLST (1981) constotent
une hyperpolesrissation membrannire et une cugmentation
de 1la Rm sur le nuscle de homard,

Dans nos conditions de courant - imposé, 1l'2d-
dition ae TEA (20 nl) A 1l solution de référence ne
modifie pss les pronriétés membronsires de repos de 1rn
fibre musculaire de crabe, en =sccord avec les résultots
de HEUDECOEUR (1971) obtenus 2 l'side de microélectrodes
sur les mémes fibres.

Sur l=2 fibre musculaire de crabhe, comne
sur d'autres nuscles de Crustrcéds (JIAGIVARA et WATANADRE,
1955), le TEA provoque 1ln transformation de 1l» réponse

électrique, méme lorsque celle-¢i est grodude et de
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Figure 31 : Effet d'une sofution TEA (20 mM) sur £'activite
electrique

A - L'amplitude et La durnée de La néponse electrique dans Les
conditions de couwrant imposé sont nettement augmentées
en présence de TEA.

B - Ennegistrements des courants Loniques en solution ASW
puis en solution TEA. Noter La disparnition du nebond et
L'augmentation d'amplitude du courant entrhant.
LILLE
N’

C - Canacténistiques courant-potentiel etablies en solution
ASW (points) puis en solution TEA (carnnis) pour Le
cowrant entrant. Noten Le déplacement de + 25 mV du
potentiel d'invernsion du courant entrant.

Fibre 1609 .
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faible amplitude, en une réponse régénérative ample
atteignont €0 A 100 mV et trés durable (Fig. 31 2). Le
seuil est généralement légdrement diminué.

Dans les conditions de potentiel imposé, le
TEA entraine 1'augmentation de l'amplitude du courant
entrant, qui devient méme net entrant.

Ces effets sont enregistrés sur toutes les
fibres testdées, quel que soit leur type en solution
ASYW, Sur les fibres de type II présentant un rebond
il faut noter 1la disparition du rebond simulf?nément &
1'sugnentation du cournnt entrant (Fig. 31 B).

Les caractéristiques coursnt~potentie1.
(Fig. 31 C), étebhlies sur la fibre de type II dont les
enregistrements sont présentés en B, permettent de dé-
terminer le potentiel d'inversion du courant entrant.

~» composonte entrrnte du couront initicl est 2nnulée
pour un potentiel imposé de + 75 mV en solution ASY f?n~
dis qu'en présence de TEA le potentiel d'inversion du
courant entrent est dépleocéd dlenviron 30 mV., Sur l'en-
semble des fibres de type II étudiédes, l'application de
TEL g toujours provoqué une verintion du potentiel d'in-
version de 25 a4 30 mV, Celui-ci correspond alors a un
potentiel de membreane égel &4 + 30 ou + 35 mV.

Pour les fibres de type I pour lesquelles le
courant initisl ne présente pas de reboﬁd spparent, 1n
varistion du potentiél d'inversion du coursnt entrant
sous 1'effet du THA est besucoup plus frible, d'environ

5 4 10 mV,
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Flgure 37 : Effet d'une solution TEA (20 mM) sur £'activité
electrique,

I+ Potentiel d'action obtenu dans Les conditions de
courant Amposé.

2-6 : Counants ioniques enregistnés pour différentes
dépolarnisations impostes dont Les valeuns sont portées
a La drnodite des enregistrements.
Notern La ghrande amplitude et £'activation relativement
plus nrapide du cowrant entrant.

Fibre 7275.
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De plus, il fout remsrquer que, pour les en-
registrements présentés, le courant crlcique ést activa
avéc un certain retard. Cette observation, tré&s nette
pour les enregistrements correspondant aux dépolarisa-
tions de 45 & 60 mV 2o pu &tre effectuéde égrlement sur
de nombreuses »sutres fibres. Il ne semble pas que cette
sorte de décrochement puisse étre attribuée & un défout
de "clomp", doans 1l mesure ol nous 2vons toujours pu
enregistrer un accroissenent progressif du coursnt en-
trant en fonction du poténtiel entre +'30 et + 50 mV,
Sur d'autres fibres, ce retsrd apparait moins.marqué
comme le montrent les enregistrements de la figure 32.
Dans ce cns, les cournnts ioniques sont tras comporrbles

A ceux obtenus en milieu Sr (voir Fig. 27 2,).
“t

Les différents effets dus au TEA que nous
venons d'observer & savoir

- sugnentetion d'smplitude et de durée de 1o
réponée électrique .

- augmentation du coursnt entrant

- suppression du rebond

~ déplercement du potentiel d'inversion du
courant entrant.
étayent 1la deuxidme hypoth2se émise précédemment. En
effet, il est possible d'sdnmettre que le TEA » inhibé
un courant sortsnt se produisent au moins en partie en
méme temps que le couraant entrant. Drns ces conditions,

en présence de TEA, il devient intdéressent d'exeminer
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& nouveru 1ln dépendrince du coursnt entrsnt vis A vis de

la concentration crlecique externe.

IT - Influence de 1l» concentrstion calecique

externe en nrésence de THA

Deux solutions ont été appliquées successive-
ment sur une méme fibre. L'une correspond & la solution
2OV + TEA (20 ml), 1'r,utre est un milieu>hyper09101que
(Ca x 5) odditionné de TE: (20 mll).

Dons les conditions de coursnt imposé, le po-
tentiel de 92 mV en milieu 2SW + TEA devient égal a
+ 110 2V lorsque le milieu [Cq]e ¥ 5 + TEA est a2ppliqus.

En potentiel imposé, les courbes‘courﬂnt -
‘potentiel de la figure 33 traduisent les résultets oﬁ«
tenus. L'applicotion de 1» solﬁtion enrichie en célcium
provoque l'augnentotion du courent entrent et un dépl- -
cement de son potentiel d'inversion de + 95 mV a4 + 113
nV (Em = + 30 3 + 48 mV)., Cette vzri?tiqn correspond A
un changement de 27 mV pour une sugnentation de [que
d'un focteur 10,

Un milieu 9ppauvri en celciun :(Ca x 0,5)
provoque sur ls2 ménme fibre 1o suppreésion de la réponse
électrique et du coursnt entrant.

Ces résultots sont en accord avec ceux obtenus
par HAGIWARA et NAKA (1964). Reppelons que selon ces ru-
teurs, 1l varistion de Bkjo entre 20 et 100 mM provoque

une verirtion de potentiel conforme A celle crlculeshle
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Fiqure 33 : Caractirnistiques courant-potentiel obtenus sun

une g4ibre placée successdivement dans un milieuw ASW + TEA (20 mM) :
"TEA-Ca 1" puis dans un milieu hypercaleique ( [Cal e X 5] additionné
de TEA : "TEA-Cab". Meswres au maximum du I entrant ou au mindmum du
1 sontant en TEA-Ca 1 (points) puis en TEA-Ca 5 (trniangles pleins).
Ces mesures sont corrnigées du courant de fuite supposé indépendant

du potentiel et du temps. Mesures en fin d'impulsions de 65 ms

en

TEA-Ca 1 (cercles) et en TEA-Ca 5 (tnlangles Evidés).

Fibre 2410 .
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par 1l'équation de NERNST. Toutefois, ce résultet ne peut
étre acquis qu'd condition d'avoir injecté du Kzso4 ou

de 1'EDT: 4 1'intérieur de la'fibre. Dong notre cos, il
apparait qu'en présence de TEA, 1l'augmentotion de la con-
centration crlcique externe permet égalenent de mettre

en évidence une dépendance duvpotentiel d'inversion du
courant entrant vis 2 vis des ions Co'7 pfoche de celle
prévisible per 1'équrtion de NERNST. Ce résultat suggsre
donc que l'hypotheése d'une f2ible sélectivité du connl

calcique doit étre rejetée.

ITI ~ Conclusion '

L'addition de TEA & 1la solution de référence
nous permet d'erregistrer une sctivité électrique et un
coursnt entrant de grende amplitude. Dens 1o mesure ol
le courent de fuite n'apporasit que peu ou prs affectéd, il
est donc raisonnable d'admettre que le TEA a pu agir sur
un courant ionique survenant d3s le phrse de dépolorisa-
tion du potentiel. Lr compossnte sortante du courant ini-
tial étont supprimde per le TEA il semblerait donc que
éelle«ci puisse étre due & un coursnt potsssique se pro-
cduisont, au moins en portie, en ménme temps que le coursnt
calcique. En effet, le courrnt entrant enregistré se
révdle etre, cn présence de TEA, un courant celcique re=- -
lativement pur et dépendent de [C?]e. Dans ces condi-~
tions, il devient possible d'rborder une ¢étude plus dd-
tnillée de ce cournnt crlcique ofin de préciser ses

différentes croreoctéristiques.
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C -~ CARACTERISTIQUES DU COURANT CALCIQUE

I - Potentiel d'inversion

W W oty et Taw et IS a VP S e Srmt AP s B e g o Sy S s DD SOB paan vt et b bt

Au cours de l'exposé des résultats précédents,
nous avons déterminé & diffdérentes reprises le potentiel
d'inversion du courant entrant. Nous allons résumer les
résultats acquis.

Drns les conditions de potentiel imposé, lors-
que les fibres sont plrecées en solution ASVW, deux valeurs
du potentiel d'inversion peuvent étre proposées selon
le type de fibre étudiée (voir chapitrée II, paragraphe B),

- Fibre du type I (courant initial sans rebond

apperent ) : Viev = 90 & 95 mV

~ Fibre du type II (courant initial avec

rebond) : Vrev = 75 & 80 mV.

Nous venons de constater que ces valeurs ne
sont pas réellement celles du potentiel d'inversion du
courant calcique, surtout pour les fibres du type II.

- En effet, en présence de TEA, le potentiel d'inversion
correspond toujours & Vrev voisin de 100 mV, Dens 1la
mesure ol le canal calcique semble assez sélectif, il
serait & priori logique de considérer que le potentiel
de membrane correspondant, soit E‘ = + 35 mV (en admet-

tant ER = - 65 mV), puisse &tre assimilé au potentiel

d'équilibre des ions catt,
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Un probl2me important se trouve immédiatement
soulevé. En effet, si 1la valeur de + 35 mV était celle de
ECa’ la concentration interne en ions Ca++ serait d'en-
viron 1 mM. Il est bien évident que si la répartition
du calcium est homogéne, une telle valeur est impossible
puisqu'elle correspond d'une part au contenu interne
calcique total (ASHLEY, 1967) et que d'autre part,
PORTZEHL et coll. (1964) proposent une valeur de 1077 u
de Ca™t™ compatible avec 1l'activité mécanique. De plus,
HAGIWARA et NAKAJIMA (1966 b) obtiennent des réponses
régénératives aprds avoir injecté un agent chélatant
permettant de réduire [?éli A environ 8.10°° M. Or,
dans nos conditions expérimentales, nous enregistrons
parfois des réponses 2nslogues msis le potentiel d'in-
version demeure conforme 4 1'ensemble de nos résultats.
Il apparait donc indispensable de rechercher d'une part
quelle erreur a pu'fausser notre mesure et de déterminer

d'autre part ce potentiel d'inversion par une méthode

différente.

- . e Y . . — 0 P Bats s o Aw S S W n e B e o

Une source d'erreur peut bien sfir provenir de
notre technique graphique d'estimation du courant de
fuite dont la variation d'amplitude en fonction du po-
tentiel a &té considérée linéaire. Afin de controler
ce postulat nous avons tenté de déterminer expérimenta-

lement les valeurs de ce courant de fuite en fonction
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Figure 34 : Etude du courant de fuite en milieu TEA-Mn.
A - Enregistrements obtenus en miliew TEA (20 mM)-Mn (20 mM)

B - Caractérnistiques courant potentiel ttablies :
1°) en milieu TEA pour Le cowrant entrant (podints) et
en gin d'dimpulsions de 65 ms (cercles).

2°) en milieu TEA-Mn (tniangles) : Les mesures du courant
Anitial 1; et du courant en fin d'imoulsions de 65 ms sont
Ldentiques (sauf pourn Le potentiel Lmposé de + 112 mV ol une

-~ petite difference apparalt : I symbolisZ par un Lodange), in-
(1::?\ diquant La suppression du courant enthant et du cowrant netande
N Le courant de fuite priésente une Légérne nectification. Remarquer

cependant que La différence entre Les deux valewrs du potentiel
d'invension. (indiquées parn des fLeches) est faible.

Fibre 1503.
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du potentiel. Nous svons vu que les ions Mn* Y permetfént
de supprimer le coursnt entrant ou tout le courant ini-
tial»et qu'en outre le TEA inhibe le courant sortant
initial. De plus, le courant sortant retardé que nous
étudierons ultérieurement est fortement diminué par le
TEA. Par consdéquent, il semble possible d'éliminer les
différents courants ioniques impliqués dans le processus
d'excitation pour enregistrer un courant résiduel repré-
sentant certainement en grande partie le courant de
fuite.

L'expérience est réalisée en deux temps : tout
d'abord les enregistrements sont effectués en milieu
TEA (20 mM) afin de supprimer les courants sortants
puis une solution TEA + Mn (20 mM) est appliquée. La
figure 34 B présente les caractéristiques courant-
potentiel obtenues. Le milieu TEA-Mn provoque la suppres-
sion totale du courant entrant »sinsi Qu'une légere dimi-
nution du courant sortant. Les courants deviénnant in-
dépendnnts du temps, les valeurs du courant initial ét
du courant finsl étsnt identiques ; une trés faible dif-
férence apparait seulement pour un potentiel imposé de
+ 112 nV (Fig. 34 A).

La diminution du courant sortant en milieu
TEA-Mn alors qu'un milieu TEA a déja été appliqué doit
étre soulignée. Cet effet peut s'interpréter de deux
fagons. Il pourrait s'agir soit d'une action plus com- .

pl2te des ions TEA 2u cours du temps soit de 1l'effet
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précédemment- décrit des ibns Mn*t sur le courant sortant
ret&rdé (voir Fig. 30). La premiére hypothése apparait
peu vraisemblable puisque, comme nous 1l'avons déja si-
gnalé, la fibre subit toujours une imbibition d'au moins -
nn quart d'heure dans lso solution TEA avant que les en-
registrements ne soient effectués. La seconde hypothése
peut étre valable, A 1la lumiare de nos précédents résﬁl—
tats, si l'on admet que la solution TEA (& 1a concéntram
tion de 20 mM) n'a pas totélement supprimé le courant
sortant retardé. Dons ces conditions,vles Mn*¥ auraient
pu sagir sur un courant résiduel.

OQuoi qu'il en soit, il semble bien qu'en milieu
TEA-Mn la quasi-totzlité des courants ioniques soit sup-
primée et que le coﬁrant enregistré puisse eétre assimilé
au courant de fuite. Nous constatons que celui-ci suit
une relation lindésire en fonction du potentiel pour des
potentiels imposés hyperpolerisants ou dépolarisants
inférieurs A& + 55 mV. Au-deld de cette Véleur, le COurant
de fuite rectifie légarement. Une observation similaire
a été signalée par ADELMAN et TAYLOR (1961) sur 1'axone
de seiche et por GOLDMAN et BINSTOCK (1969) sur l1l'axone
de Myxicola.

Noﬁs constatons que la courbe traduisant 1o
variation de IL croise celle établie pour le courant
entrant en milieu TEA & + 92 mV. Par contre, si la variao-

tion du courant de fuite est considérée linéaire,
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le point d'intersection correspond & un potentiel impo-
sé de + 86 mV. Par conséquent, l'erreur commise pour 12
détermination du potentiel d'inversion du courant entront
est de 6 mV lorsque l'on utilise la méthode d'extrépo—
lation du courént de fuite. Elle est généralement voi-
sine de 5 mV pour les autres expériences rénalisées, ce
faible écart étant explicable par la forte "slope-
conductance" éalcique dans cette zone cde potentiels.

Ce résultat nous oblige & considérer que notre
détermination graphique du potentiel d'inversion du
courant entrant ne peut étre la cause des valeurs basses

que nous enregistrons généralement.

-——~——-~—n--- e ot o e n it Tt ) B ot . R A 8 v B St W ot e At
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Une sutre méthode de déterminstion du poten-
tiel d'inversion d'un courant consiste & observer lao -
direction du coursnt de queue & différents niveesux de
potentiel aprés avoir activé ce courant. Les expériences
ont été réalisées en présence de TEA. Un potentiel con-
ditionnant est sppliqué, de 65 mV d'amplitude et 13 ns
de durée, vaoleurs légarement supérieures A celles obte-
nus pour le pic du courant entrant. La membrane est
ensuite amenée & un deuxiéme niveau de potentiel veria-
ble dons une gsmme comprise ici entre + 80 et + 105 mV
(Fig. 35). Le coursznt de queue est entrsant pour Vo =

+ 81 on -+ 83 mV. Il s'annule nour YV, = + 07 mV et devient
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Figure 35 : Ditermination du potentiel d'équilibre
caleique en milieuw TEA (20 mM).
L' impulsion conditionnante a une amplitude de 65 mV

et une durnée de 13 ms. La seconde impulsion est d'amplitude

varniable (valeurs indiquées sur Les ennegistrements).
‘Fibre 573 .

81
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sortant pour V2 = + 104 nV. Il est intéressant de cons-
tater que sur le tracé de la figure 31 B, le courant
initiel apparesit 1légirement sortsnt pour un potenticl

imposé4 de + 1067 mV.

e et 0t S e o e o

ifférentes conditions expdrimen-

[

Ainsi, dens
tales, le poteantiel d'inversion du courent calcique an-
prratt situéd & Em voisin de + 35 mV, Cette voleur est,
comme nous l'svons expliqué, trop basse pour pouvoir re-
présenter réellement le potentiel d'équilibre des ions
¢c2**, Nous proposerons dens 1la discussion générole une

interprétetion possible de ce résultat.

I1 - Anrlyse de 1o conductrnee cerlecique selon

le noddle &'IONGYIN-HULLEY

L'étude de 1o conductance calcique peut étre
effectude A partir des mesures du couront calcique net

puisque :

Iea = Bca (Em = Eg,) ou Ica = 8ca v - VCa)
avec
ICa : courant entrrnt maximum mesuré pour un potentiel

imposé V smenant 1ls membrane & un niveau Em.

\4 : potentiel d'inversion correspondant au potentiel .

A 1113 ne 4 a (W = K -
d'équilibre des ions C»o (ucﬂ) selon Voo Eo.= Iy.
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Le terme €ca peut étre décrit comme le produit
de la conductance calcique maximale é&a‘csrsctériSpnt
le canal calcique et des vsoriables sans dimension, va-
riant de 0 & 1, dépendantes du potentiel et du temps,
et caractérisant 1'activation et 1'inactivation. Soit
. a* .t
La ?aripble d est 12 verinble d'activation qui, pomr 1a
conductance calcique, correspond 4 la variable m propo-
sée par HODGKIN et HUXLEY pour la conductance sodique.
La variable f est la veriable d'inactivation de 1a con-
ductance calcique, équiv;lente A4 1la verisble h du sys-
téme'sodiAue. Les varisbles que nous pouvons déterminer

expérimentslement sont d_, et f,, correspondant a un

étnt étabie ef lides respectivement & d et f par les

équations
nt/tﬁ)
d=do+(d°,—-do)(1-e
= £ £ Lo
f = fo + ( 0 T~ o) (1 - e

(voir expliceations dans le chapitre "Historique",

Nous 2llons donc aborder merintenant la détermination des

différents parsmatres permettant de calculer 8Ca

.t W Tt - S A . et 4 e P maw A it et e oot Toa e wie Ay -

B e L S pnipeip g

L'étude de 1'sctivoation du coursnt cnlcique
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.
a été réelisée en solution ASW + TEA (20 mM) puisque,
comme nous l'avons montré, le TEA permet l'enregistre-

ment d'un courant initial calcique relativement pur.

Les enregistrements des figures 31 et 32 mon-
trent nettement que, pour chaque potentiel imposé, une
étude de l'activation du courant calcique au cours du
femps seraif trés imprécise. Nous pvons donc volontai-
rement limité ce paragraphe & l'examen de la dépendance
de 1l'activation calcique en fonction du potentiel imposé.

Lorsque le potentiel imposé est annulé au mo-
ment ol le courant cerlcique est maximel, le courant de

queue enregistré ou niveau HP = E | est maximal., L'ampli-

R
tude de ce coursnt de queue dépend du potentiel imposé.
Elle est d'autant plus grende que la dépolsrisation im-
posée est plus élevée. Pour des potentiels imposés su-
périeurs A + 60 mV énviron, 1'emplitude du courant de
queue reste identique et fixde A& sa valeur maximsle.
L'analyse semi-logsrithmique des courants de queue en-
registrdés pour les différents potentiels imposés prééen—
tés précédemment (voir Fig. 32) est représenté par le
graphique de la figure 36. L'extrapolation au temps

t = 0 correspondant & 1la rupture du potentiel imposé
permet de déterminer les amplitudes maximales du coursnt
de queue en fonction des potentiels imposés. Le report
de ces différentes amplitudes en fonctioﬁ de V (Fig. 37)
traduit 1'évolution de 1o vaoriable d'activation d o

Pour les amplitudes meximales de I, Cico est par convention
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23 mV

30 mV
40 mV

45 mV

> » %« ©

55 mV

5 10 15 20 msec

Figure 36 : Analyse semi-Logarithmique de £'ampfitude
des cowrants de queue au courns du temps, enwregistnis au niveau
HP = E,, apres des impulsions de différentes amplitudes inter-
nompues au moment du maximum d'activation.

Fibre 7275 (voin Fig. 32).
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10 20 30 40 50 60 70
mV

Figuie 37 : Evolution de fa variable d'activation d_
du courant caleique en gonction du potentiel imposé. Repont des -
amplitudes des cowrants de queue au maximum d'activation.

Les deux types de symboles indiquent des nesultats obtenus
sun deux fibres différentes - Cencles : mesurnes obfenues sur La gibre
7275,

La courbe est trhacée d'apres L'équation
d_= 141 + exp [(VH - V)/@]
42 mV et b = 6

avece VH
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égale A 1. Cette variable est nulle pour toute dépola-
risation imposée inférieure a4 + 20 mV. La valeur de
demi-activation correspond A une dépolarisation membra-
neire de 42 mV, La courbe tracée & 1la figure 37 est dé-
terminée par 1l'équation dep = 1/1 + exp [(VH - V)/k]

dans laquelle VH = 42 mV et k = 6,

2°) Inactivation calcique

En solution ASVW, pour de faibles dépolariss-
tions imposées, ou en milieu TEA, lorsque le courant
sortant retardé n'est que peu ou pas activé (voir pré-
cédemment et chapitre V),’le courant entrant développé
diminue épfés avoir stteint son moximum d'amplitude,
lerissant supposer l'existence d'une inectivation calci-
que. Nous développerons pnrticuliérement 1'étude de |
cette insctivetion et notermment s dépendance vis & vis
du temps, ce phénomdne étont en effet actuellement tras
contreversé pour les fibres musculesires qe Crustacés
(KEYNES et coll., 1973 ; HAGIVARA et coll., 1974).

Comme nous l'avons déjid signalé, ces expé-
riences sont effectudées en solution ASW + TEA afin de .
supprimer les courecnts sortents qu'il s'agisse de 1o
composante sortante du courant initial ou du courant

retardé.

- W e ew wm em wen em e mew e e em e

. e e T ew e mm wm ew em e

L» constente de temps d'inactivation du coursnat
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crleique est déterminde selon le protocole expdrimeint:l
suivent : pour dirgue potentiel, 1'ecaplitude du conront
cue est nesurde gurud 1o nonbrone 28t repolroriste

~u aiveru de repos (IIP = ER) aprés une impulsion de du-
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chtoius pour un poteuticl imposst do + 40 nV pour trois

fiércutos, Los coursits de queuc sout entreont
i !

P B PP I S iny g A AV - e Y PO a2 - s
2T Lfur ~upiitwde rca omonoent 4o 1o repoloris-ition est
r e GO A b1 2 2 ) L] v
d'rutent plus Toible gue 1'inspulsion o été plus durs-%la.

L'expéricuce conplite comprend six impulsions de + 42 =17
de durdes conprises catre 15 ot 65 ns. L'rnrlyse somi-
logrritimique du courant do queuce curegistré & 1c
dz chrque impulsion cu Tonction du tcmps»est illustrde
26 obtenues sont des droitcs
mettrut en dvidencee nne dérctivetion exponentielle

du courrnt crleigue, Lo f2it que les droites obtenues

M

soicnt prrelliles montre que 1o constrnte de temps

de dérctivetion de O ns dons ceotte expérience est in-
dépendrnte de 1r durde de 1'inmpulsion. Elle varie de

9 & 10 ms sur d'ocutres fibres. L'extrapolntion de ces
droites cu temps t = C donne 1'amplitude Io du courﬁnt
de queue au moment de l'interruption de 1'impulsion
appliquée. Cette eomplitude IO apperait d'outant plus
frible que 1l» durde de l'impulsion est plus grande. Lc
report des différences voleurs de Io en fonétion de 1s

durée de l'impulsion (Fig. 38 C) pernet de mesurer 1r
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Figure 38 : Dépendance de £'inactivation caleique vis-a-vis
du temps. —

A - Enrtegistrements du cowrant calelque pour un potentiel
de 48 mV et de dunée variable.

B - Analyse semi-Logarithmique du déroulement des cowrants
de queue enregistrnis a La fin des impulsions de 4§ my.
La dunée de chaque Ampulsion est pontée a L'extremite
des drodtes obtenues.

C - Déterumination de La constante de Zemps d'inactivation pour
V=14 48 mV par snevont des amplitudes maximales des
counants de queue 1, (cornrespondant a £ = o du retfour &
Epl en fonction de La dunZe de L'impulsion.

Fibre 1609 (voir Fig. 31).
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Figure 39 : Relation entre Les vitesses d'inactiva-
tlon mesures en solution TEA et La valeur du potentiel {mposé.
Les differents symboles indiquent des résultats obtenus sun
differentes 4ibnres.

Cencles : nesultats obtenus surn La gibre 1609
{voin Fig. 31).

Triangle @vidé : mesure obtenue en milieu hyperpotas-
sdque. (voin Fig. 45 chapitre 1V).

1717.
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constante d'inactivation du courant entrant pour le po-
tentiel imposé de + 48 mV. L'utilisation de coordonnées
semi-logarithmiques montre que la relation linéaire ob-
tenue tracduit une inactivation suivant une loi exponen-
tielle. La conétante de temps est ici de 24 ms.

L2 méme technique est répétée pour différentes
valeurs du potentiel imposé. Les inverses des différen-
tes valeurs des constantes de temps d'inécfivation
T%fl obtenus pour différents potentiels imposés sont
reportés sur la figure 39 bour 3 fibres, compte~tenu de
la difficulté déji signelée de pouvoir obtenir un grand
nombre d'enregistrements éur une mémne fibre. La cons-
tante de temps d'inrctivation est maximale pour un po-

tentiel imposé voisin de + 42 mV.

— e ew A e e e wm em e em e e e

e ww em  wm  mm e mee e e e wee vm mm em e e

Les expériences décrites ici ont pour but de
montrer 1'influence du potentiel de membrane initial
sur la digponibilité de'ia conductance calcique.

Une dépolarisation test est imposée & 1la mem-
brane et permet d'observer un courant entrant cealcique
maximum ou voisin de sa valeur -maximale. Cette dépola-
risstion est précédée d'un prépotentiel de longue duréde
(80 & 100 ms), d'emplitude et de sens variables.

L'expérience est résliséde en solution ASV sur
des fibres dont le courant initisl ne comprend qu'une

composrnte entreonte (type 1).
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Figuwie 40 : Variations de £'amplitude du courant entrant en
fonction du potentiel de membrane, en solution ASW pour une gibre de

Zype 1.

L'impulsion test a une amplitude de 56 mV (a). L'Ampulsion
conditionnante a une dure de &5 ms et une amplitude variable & partin
de HP = ER indiquée sun Les tracés (b, c, d).

Fibre 307.
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Les enregistrements de la figure 40 montrent
1'influence du prépotentiel sur 1'amplitude du courant

nitial.

e

Le courant initial est maximal pour une im-
pulsion test de + 56 mV (enregistrement 2). Un prépo-
tentiel de 4+ 14 mV ne modifie pas 1'amplitude de ce
courant (enregistrement b) mais des impulsions condi-
tionnantes supérieures & + 15 ou + 20 mV‘proquuent
g2 diminution (enregistrement ¢ et d). Le courant ne
peut plus etre activé loréque le prépotentiel est su-
périeur & + 55 mV. Des préhyperpolsrisations ne modi-
fient prs 1'omplitude du courant.

Le coursnt entresnt I(V) produit par 1'impul-
sion test lorsque celle-ci est précédée d'un prépoten-
tiel est mesur?® pry ropport au courrnt finrl extrapols
en d4bhnt d'impulsion puis comparé nsu courent I(V O)-
obtenn dans Jes conditions de polsrisstion menbronrire
normerle,c'est~a-dire lorsque le prépoteqtiel est nul

et que IIP = E,. Le repport de 1l'emplitude I(V)/I(V

%

7

pernet d'établir 1a courbe de disponibilité de ce cou-
rant en fonction de la polarisation membransire (Fig. 41).
Une courbe identique est obtenue lorsque 1l'impulsion test
est de + 50 ou + 63 mV, Cette courbe feprésente 1'évo-
lution de la veriable d'inectivation f__ en fonction dn
potentiel., Per convention fcp est égale 4 1 lorsque 1o

membrane peut produire un courant entrent calcique

d'smplitude meximele tondis que fua est nulle lorsque
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Counbe de disponibilité du courant entrnant en
gonction du potentiel de membrane &tablie sun La g§ibre dont certains
ennegistrements sont présentés a La figurne 40. (Les valeurns portées en
abscisse sont Les valeuns des poientiels imposés & partir de HP = Ep).
Remanquer que La cournbe est identique, quelle que 0.4t L'impulsion
test. La valeurn de demi-inactivation est obtenue pour une dépolarisa-

tion imposée de 33 my.
La courbe est trhacée a parntin de L'équation théornique :

- 1/1 + exp [V, - VI/E] deginie dans Le texte.

Figure 41 :

181,
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‘ce méme courant ne peut se développer.

La d¢mi~inﬁctiV?tion'se produit dans cette
expérience pour une dépolarisation de 33 mV et se situe
pour 5 sutres fibres entre 30 et 38 mV. La courbe possent
3 travers les points expérimentaux coincide nvec celle

répondznt 4-1'équation

foo =1/1 + exp [(VH - V)/kJ

ol VH représente le potentiel imposé correspondant

A 1p demi~inactivation soit VH = + 33 mV

V est le potentiel imposé

k est appelé paramdtre de forme et déterminé
égnl A - 7 mV, ce qui permet d'obtenir la
meilleure concordance entre les valeurs calculées et
expérimentales. L» méme équation avec le coefficient
k = - 7 a 6té utilisée por HODGKIN et HUXLEY (19f2 c)
pour rendre compte des résultats expérimentaux obtenus
sur l'sxone de crlmer.

Eﬁ présence de TEA, une courbe identiqué est
obtenue ; les potentiels de demi~inactivation sont com-
pris entre + 33 et + 42 mV sur 6 fibres.

L'étude de 1'innactivetion de la composante
entrante du coursnt initisl composite des fibres de
type II sera abordée dsns le chapitre suivant consacre
a l'anglyse du coursnt de rebond. Nous verrons en effet

que cette étude constitue un élément intéressant de
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preuve de l'existence d'un coursnt ionique sortant
simultanément au courant entront.

Enfin, le processus thdéorique d'inactivation
envisngé par HODGKIN et HUXLEY est tel que, pour le
potenti~l de demi-inactivation, 12 constante de vite=se
T-1 goit etre minimrle. En effet, £ = o ost

f o IR C P
égal A 0,5 quand O, = (3 e T qui est égal a
f f f '
O(f + ﬁf est slors minimum.
Hous svons vu que lo valeur minimsle de

t}dl correspondait & un potentiel imposé voisin de

+ 42 mV, ce qui concorde assez correctement avec l'en-

semble de nos mesures du potentiel de demi-innctivation.

n ot S bt e U e et oy et et from ae Wi o e v

Connrissant meintenant 12 nature ionique du
transporteur du coursant entrant ét aysnt mesurd ses
peramétres d'incctivetion foo et t} et la veriable
d'activation doo , 11 devient possible de calculer 1=
veriation théorique de 1la conductance calcique pour '
un potentiel donné et de lavcomparer & la variation
expérimentale. Cette étude nous obligers & prendre
une valeur approximative pour la constante de vitesse
d'activation,

Au prénlable, il est nécessaire de mesurer

la valeur maximrle de la conductance calcique en fonc-

tion du potentiel imposé.
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Nos résultats précédents nous ont permis de
préciser qu'il est possible i) en milieu TEA, d'enregis-
trer un courant initisl ne comprenant que le courant
Calcique,

ii) en milieu TEA-Mn, de
mesurer la valeur du courant de fuite en fonction du
potentiel.

Pour 1la fibre dont la caractéristique courent-
potentiel a été présentée 4 la figure 34. nous avons
mesuré les valeurs du coursnt calcique net et calculé 1»
conductance calcique correspondant & chaque valeur de
potentiel. La courbe » de la» figure 42 rend compte de
la verietion de €c, O fonction de V imposé & 1a membrone.
La conductnance crlcique est activée pour un potentiel
V = + 20 mV, plus fnible pour cette fibre que pour 1la
plupart de nos expériences ot V = + 30 mV (voir courbé
b). La conductsnce croit ensuite jusqu'd un potentiel
imposé de + 70 mV, KEYNES et coll. (1973) obtiennent un
résultat comparable sur la fibre de barnacle. La valeur
maximale de la conductance calcique pour cette fibre est
de 21 Hmho ce qui correspond 4 une conductance spécifi-
que de 21 mmho/c*n2 puisqué 1a surface de 1la portion de
membrane dans le compartiment test a été estimée égale
en moyenne & 10~30m2, KEYNES et coll. mesurent une con-
ductance de 4 mmho dans leurs conditions expérimentales

2 ~
pour une surfece de fibre de 0,26 cm™, ce qui correspon-
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drait A une €ca égnle & 15 mmho/cmz, valeur proche de
celles que nous avons calculées. Toutefois, ces auteufsv
proposent de retenir une surface effective trés supérieu-
re pour calculer l» conductsnce spécifique mais nos ré-
sultats ne nous permettent pes d'effectuer une telle
évaluntion, conditionnée nu moins par lo détermination
précise des systémes membrenaires siéges de 1la €ca*

La courbe b de 1l figure 42 préSente égaiemcnt
1'évolution de 1la conductance célcique en fonction du
potentiel pour 1o fibre dont les enregistrements et 1o
caractéristique courant votentiel sont illustrés A 1a
figure 31. Dens ce cos, ndus ne disposions pas d'enre-
gistrements en solution TEAQMn pour mésurer précisément
le courant de fuite, et de ce feoit, nous avons considérd
so verintion lindnire en fonctién du potentiel imposé.
Nous pouvons constrter que cette cpproximestion introduit .
une diffdérence dans le dééours de 8o, ©n fonction de V
par rapport & 1la courbe a, dens 1la zone des potentiels
imposés compris entre + 60 et 100 mV alors que pour des
potentiels inférieurs les deux courbes sont parslleles.
En outre, cette approximation conduitvvrsisemblablement
A une légére sous ~estination du maximum de 8oq En
effet, déns le c#s b, nous pouvons concevoir qu'une
sous~estimation du courant cslcique net a été effectuée,
puisque lé coursnt de fuite présente une légare rectifi»
cation retardée dont nous n'avons pu tenir compte. Il

est & noter enfin que les deux courbes ne peuvent étre
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mV

Figuwie 42 : Variations de fa conductance caledique en |
gonction du potentiel de membrane.

Counbe a : d'apnes Les mesures obtenues surn La
§ibre 1503 (voin Fig. 34)

Courbe b : d'apnés Les mesures obtenues sur £a

§ibre 1609 {(voirn Fig. 31)

Le maximum de conductance est obfenu pour un
potentiel Amposé compris entre + 80 et + 100 mV.

&




superposées puisque, comme nous l'avons signalé,
l'aétivation calcique se produit pour 1la fibre décrite
par la courbe » pour un potentiel imposé de + 20 mV
alors qu'eile survient plus généralement (cas de 1o
courbe b) pour un potentiel de + 30 mV. Cette légdre
différence ne modifie en rien 1l'évolution similaire

dg 8o, POur ces 2 fibres lorsgue le potentiel imposé
est faible.

En réalité, pour cette fibre (b), 1la varia-
tion de.gcﬂ en fonction de V ne constitue pss en elle
méme un rdésultet important mais nous avons voulu dé-
terminer su moins approximstivement lo valeur de la
conductence calcique maximerle. Nous la considérerons
ici égele A 19 mmho/cmz. Ce résultaf nous sera néces-
" saire pour reconstruire 12 varisation thdéorique de 8cn
au cours du temps & un potentiel donné. En effet, sur
cette fibre, nous disposons de valeurs concernesnt
1l'inactivetion calcique, s'intégrant avec une bonne

concordance & l'ensemble de nos mesures.

b) Evolution de_gn_ gu~c9u§s;dg
tenps pour un potentiel donnd |
Nous avons vu, que, dans le cadre de 1an
théorie d'HODGKIN et HUXLEY, la2 conductance calcique
8cg peut étre évaluée A chaque instont en connsnissent
l2 conductance moximnle du crnel calcique éCa ainsi ¢ue.

les prremdtres d'rcetivetion et d'insctivetion., En
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gC? = 8cny v o . f
-t/
. PR | 3 d
avec : o d=d  + (@ __ - do} (1_~ e )
-t/
£f=f +(f, -f) (1 -e tf)

Nous avons vu pour la fibre musculesire de crabe qu'au

potentiel de repos nous svions :

do = 0

f =1
o

Les valeurs de d , C,, £ €. dépendent du
2 a f

m H
potentiel de membreone.

Nous rvons effectuéd 1'étude de 1z variation

de g~ 2u cours du temps pour un potentiel imposé de

e

sur 1lr fibre pour lzquelle certeins

[N

+ 45 mV enregistr
résultets sont présentés A 1ln figure 31, Cette vnleur'
de potentiel est choisie pnrce que nous pouvons détermi-
ner d'aprés nos différents résultats la plupart des peo-
randtres 2vec un minimum d'erreurs.

Les paramdtres déterminés graphiquement sont

les suivents @
19 mmho/cmz

gCa =
doa = 0,7
feo = 0,27

= 30 ms

oY
|

Lo constante de temps d'activetion sera prise égole

n o
A 3,5 ns.




gCa
mmho/cm2
754 |
5.
2.54 Vz+45mV
0 10 20 30 40

msec

Figure 43 : Evolution de La conductance caleique au
cowrs du temps pour un potentiel Lmposé de + 45 mV (Fibre 1609).
La courbe traduit La variation de 9ea d'apres L'ennegistrhement
du courant sachant que :

1

o = Ca
Ca =
v - VCa

Les points correspondent aux valeurns caleulées de
9oq d'apnls La nelation :
. 4§ lvodin texte).
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La meilleure concordsnce entre les résultats théorique
et expérimental est obtenue en utilissnt 1la relation

d2 . ¥ comme le montre la figure 43.°

€ca ~ ECa -
11 faut remsrquer que pour la fibre musculaire
de grenouille une concordnnce satisfaisante ne peut étre
obtenue qu'en utilisant une puissance 3 pour la varizsble
d'activation. Il est bien évident que, compte-tenu de
notre méthode non systématique d'analyse des paramétres,
le secul intérét du résultat obtenu est de confirmer nos
remarques faites antérieurement et relatives au retard
survenant pour certeines fibres dans 1l'apparition du
courant calcique en milieu TEA., Des enregistrements

comparables sont d'ailleurs présentés per HAGIVWVARA et

coll. (1974, leur figure 3).
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D - CONCLUSION

Ce chapitre » été consacré A Ifétude de 1a
composante entrante du courant initial. Lesvions catt
sont les transporteurs de ce courant entrsant et peuvent
étre remplacés par les ions Sr++. La voie de passage de
ces ions appsrait etré un canal de cinétique lente puis-
que la TTX est sans effet tandis que les ions Mntt inhi-
bent le coursnt initial,

En outre, nous avons pu constater que 1'in-
fluence des ions Mn'T ne se limite pos &4 1la seule sup-
pression du courant entrant. Ces ions agissent également
en inhibant 1o compossante sortante du courent initiesl ot
en diminuant 1le éOuront sortant terdif qui sont, comme
nous le verrons, des courcnts potassiques. Ce résultet,
differe de celui oktenu prr TAKEDA (1967) sur 1ls fibre
musculsire d'écrevisse et prr BAKER et coll. (1973) survr
1'axone de seiche selon lesquels les ions n n'inflﬁen~
ceraient que la conductence colcique. Par contre,
CHIARANDINI et STEFANI (1973) supposent pour la fibre mus-
culaire de grenouille une diminution de By due aux ions
Mnt Yt qui peut &tre rapprochée des effets que nous avons
observés., | '

Compte~tenu des différents coursnts ioniques
mis en jeu 2u cours de l'activité électrique et compte-
tenu tout psarticuliérement de l'existence d'une compo-
sante sortnnte dens le courant ihifial, 1'étude du

courrnt entrant celcigue ne peut &tre mende qu'd
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condition d'avoir supprimé les autres courants ioniques.
Ceci est réalissble en présence de TEA,

Nous svons précisé les ceractéristiques de ce
courant. L'sctivetion et l'inactivation calcique 2pparris-
sent dépendantes du potentiel et du temps et s'inscrivent‘
dans le principe d'indépendance prévu par HODGKIN et
HUXLEY puisque la courbe de foo reste identique quelle
que soit l'impulsion test (voir Fig. 41). En effet, cette
courbe rzurait da étre déplacée dans le sens des dépola-
risations ou des hyperpolsrisations en fonction de 1'am-
plitude de l'impulsion test si l'insctivation avait été
couplée méme p?rtiellemenf 4 1'activation (HOYT et
ADELMAN, 1970).

FEnfin, un point intéressant par raspport & notre
but d'eanalyser l'activité électfique graduée et varinhle
des fibres de Crustecés se situe dens nos résultats re-
latifs 4 1l'inesctivation du courant calcique. La courb»

de disponibilité de 1 en fonction du potentiel établie

Ca
ici pour des fibres de type I présente un décours cles-
sique. Nous allons voir, dsns le prochosin chepitre,
comment cette reletion évolue pour des fibres de type II.
En outre, nous sVong mis en évidence l'exis-
teﬁce d'une insctivation dépendante du temps. Ce proces-
sus est supposé inexistant pour les fibres musculanires
de barnacle d'sprés les travaux de KEYNES et coll. (1C73).
Ces ruteurs sdmettent que l'inactivetion n'est qu'opps-

rente ot aque 1l cruse rdéelle réside dans une veriation
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du potentiél imposé au niveau de certaines zones mem-
branaires. Bien que cette hypoth2se puisse etre étayée
par la complexité ultrpstructura}e des fibres, il ne
nous apparait pes possible, d'aprés nos enregistrements
et nos différents contro6les relatifs & notre technique,
d'admettre une interprétation nnalogue‘pour 12 fibre
musculeire dé crabe. Nous reviendrons dans la discussicn
générale sur ce phénom2ne de diminution du coursant en-
trant faissnt nctuellement 1'objet d'interprétations

divergentes.




~ CHAPITRE IV -

ETUDE DE LA COMPOSANTE

SORTANTE DU COURANT INITIAL
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A - RAPPEL DES RESULTATS PRECEDENTS RELATIFS A Ik
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D - CARACTERISTIGUEZS DI IKl.

I - Potentiel d'inversion

1°) Protocole expérimentsl et résultats

2°) Conclusion

IT -~ Inasctivetion du cdurant IKI : dépendence

vis & vis du potentiel

1°) Obhjet de cette expérimentation
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3

°) Discussion de ces résultats

III -~ Inactivetion du courant IKj éteblie
sur une fibre ne présentsnt pars de

composante entrante.
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: 1
courant calcique

-

1°) Impossihilité d'enregistrer IIl

en l'absence de IC .
: a

2°) Récupération de 1'activebilité du

cournant initisl eprés inactivation.

E - CONCLUSION
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Les énregistrements obtenus en solution FSW
lors de l'rpplication de dépolarisations ont montré que,
pour certaines fibres, le courant initial présente un
décours complexe. Un rebond apparsit immédiatement apreés
le courant entrant calcique. Ce chapitre a2 pour but
d'étudier particuliérement le rebond observé et de montrei
qu'il est s2ssimilable & un coursnt sortant potsssique dont
nous préciserons quelques caractéristiques.

Afin de simplifier 1l'exposé de nos résultats
et de facon A& distinguer ce courant du courant sortant
retardé, la nomencloture suivante a été adoptée

- IK1 est le coursnt sortant responsable du
rebond dans le courant initiel.

- IKZ ser» le courant sortent retardé observé
éprés le coursnt initinl et que nous étudierons dens
le chapitre suivant.

fvant d'aborder 1'anslyse de Igq, nous allons
effectuer un rappel des quelques données relatives & ce
courant et acquises d'aprés les différents résultats

présentés dans les chapitres précédents.
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A - RAPPEL DES RESULTATS PRECEDENTS RELATIFS A»IK1

I - Controle du potentiel imposé

Dans les conditions de potentiel imposé, le
contrdle par une microélectrode du potentiel intracel-
luleire (voir Fig. 17) ne présente prs d'irrégulsrité
de trrcé, lrnissont supposer que le rebond n'est pes une
oscillrtion consécutive »u courant entrant. En outre,
le rebond 2pprrait méme si le coursnt entrant n'est prs
de grancde smplitude (compsrer les enregistrements des

figures 22 A' et 23).

IT - Comportenent diff4rent des fibres étu51ﬂeo.

Clsssificstion des fibres en deux types.
: v s
\ut

1°) Observetion des trrocés de courznt

o — 25t o B ot 1 S . AR W e S BaD G ot S o W e T o SN S T e W R W

en _solution ASY

Nous avons montré qu'il étpif possibhle de
clesser les réponses des fibres étudides en deux crtéd-
gories se différencirnt prr 1l'existence d'un rehbond su
moment de l'inrctivetion de 1o composonte entrante dens
le coursnt initinl.

Ce rebond se produit toujours lorsque la
phase'de repolerisnation du potentiellenregistré en cou-
rant imposé est aussi rapide ou méme plus ropide que 1-»

phase de dépolsrisnrtion.
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De plus, le potentiel d'inversion de 1la com-
posante entrante des fibres de type Il est toujours net-
tement plus frible que celui des fibres de type I.

Enfin, pour les fibres de type II, le courant
sortant retardé et le courant de queue observés lors de
la repolarisation & ER sont plus faibles que'ceux enre-

gistrés pour les fibres de type I.

2°) Influence de 1l» concentration

S hte N e S n St St WD S Sk e G G MR S W MG o St o it

calcique externe

Nous avons pu constater que l'augmentation de
[p?}e produisrit de plus fortes varistions des amplitudes
de 1'activité électrique et du courant entrant lorsque

les fibres présentaient un courant initisl sans rebond

c'est-d-dire ne comprensnt que l» composante entrante.

IIT - Influence du TEA

Lorsque les fibres présentent un rebond en
solution £ASW, 1l'applicestion de TEA provoque la suppres-
sion de celui-ci et le développement simultoné d'un
grand courant entrant calecique (voir Fig. 31 et 32). Le

potentiel d'inversion de ICq

(33

est alors déplacé d'environ
30 mV. De plus, l'inactivation du courant entrant devient

exponentielle.
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B - ARGUMENTS COMPLEMENTAIRES

I - Etude du courant de fuite

Le courrnt de fuite, mesuré pour de faibles
dépolarisations et hypcrpolarisations imposées est
toujours plus ample pour les fibres présentant un rebond..
Les résultats &établis sur 5 fibres de chaque type sont
traduits por les 2 courbes de 1la figure 44, L» conduc-
toance de repos appersit en moyenne pratiquement double

pour les fibres de type 1I.

II - Cas de fibres présentant un courant

initisl ne comprensant que l2 compossnte sortonte

Lors de deux expériences, nous svons pu enre-
gistrer un courant initirl sens composente entrente ap-
prrente. Seul, le rebond peut e&tre observé (voir Fig.
50). Ce type d'enregistrement, bien qu'exceptionnel,
étoye les différents arguments nous ayant déjA permis
d'éliminer 1l'hypothdse d'une oscillation consécutivé

~2u courant entrant.

III - Observotion des courbes courant-potentiel

L'observation des différentes courbes courant-
potentiel imposé présentées précédemment et notsmment 2
la figure 22 suggeére une remarque intéressante : 1o
"slope conductance" correspondsnt 4 la courbe établie

pour le coursnt cnlcique lorsque les dépolerisetions




202,

Figure 44 : Relations cowrant-potentiel pour Les gibres
de types 1 et I1 tracles a partin de mesures des cowrants Loniques
obtenus Lons de L'appuca,twn de potentiels Amposes depoﬂafuzsam‘zs

et hyvapotaMAan/té de faible amplitude.
Les drnoites trhacies correspondent aux bus/secﬂu.cus

de £'angle fonmé par Les deux droites de n@gression caleulies
a pantin de L'ensemble de nos mesures. '
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imposdées sont Supérieufes a4 + 50 mV est sussi grande
que la "slope conductance" correspondant su courant
sortant retsrdé.

Ce résultat laisserait penser qu'il existe
une faible sélectivité de 12 membrosne vis & vis des
ions C9++, d'autres ions pouvent emprunter le méme cansl.
I1 pourrait s'sgir des ions K’ ou C1” entrant. Une telle
hypothése 2 été émise par GEDULDIG et GRUENER (1970) et
ITO et coll. (1970). Cependnnt, nous svons vu que 1'é- -
troite dépendance du potentiel d'inversion du courant
entrant vis & vis des ions cat? en présence de TEA ne
nous permet prs d'envisnger un méceonisme snslogue pour

12 fibre nusculaire de crabe,

IV - Conclusion

Pour les fibres de type II, les différentes
caractéristiques telles que : repolarisotion ropide
de 1'activité électrique, faible potentiel d'inversion
du coursant entrent, conductence de repos plus forte,
existence du rebond sur les tracés de courant, sont
toujours rencontrées simultanément 2lors qu'esucune de
celles-ci n'a été observée poﬁr les fibres de type I.

Ces diverges notions nous conduisent & sup-
poser une origine ionique pour le rebond enregistré,
hypothéée renforcée per 1'influence des ions TEA.

Dens ces conditions,le courant calcique

b ]

pourrrit 2tre, pour 1as fihres Jd= type I1I, -~ntogonisd
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par un courant sortant se produisant presque simultanc-
ment. En retensnt une telle hypothése, le premier élé-.
ment de mise en évidence de ce courant va donc consister
3 préciser sa nature ionique. Il ne peut s'agir que

d'un courant sortant d'ioné positifs (K+) ou d'un cou-
rant entrant d'ions négatifs (C17), hypothdse peu vrai-
semblable compte-tenu du fait que le TEA‘supprime le

rébond enregistré.
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C - NATURE IONIQUE DI LA COMPOSANTE SORTANTE DU

COURANT INITIAL

Le TEA étant réputé inhibiteur de la perméa-~
bilité potrssique, il semble possible dés maintenant
d'enviseger que le rebond correspond A un courant sortsnt
potessique.

En outre, ce premier résultoat peut étre‘con—
firmé per 1'étude de 1l'évolution du courant initinl
résultont de 1la modification de la concentration potess-

sique de 1la solution ASV.

e s . . . o+
I - Milieu enrichi en ions K

Une solution riche en potassiuﬁ (CK]@ Xx 5 =
64.5 mM) est appliquée 2nri2s la solution ASW. Une dé-
polerisstion trés repide 7o 38 mV survient. Lors dv prs-
srge sux conditions de potentiel impossd, HP est ranend A
ER initirl. Les courants obtenus lors de l'applicestion
d'une dépqlarisrtion de + 57 mV sont illustrés & 1r
figure 45 A. Lorsque la solution Eﬁ]e = 64,5 mM est
appliquée, le rebond disperait. Ce résultet est celul
attendu pour un coursnt potassique dont la "driving-
force" se trouve réduite de 40 mV (du f=zit de 1la nou-
velle valeﬁr de EK)' De plus, en considérsant que le
courant sortent retardé est, pour ce potentiel imposé,

encore tras foible et essentiellement constitué du
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Omsec e 20msec
*
0
®
55
I > ' [l 1 1 1 3
1] 10 20 20

Figwie 45 : Influence d'un milieu hyperpotassique : [K], x 5

A - Enﬁegibtnementb des cowrants surn une fibre place successivement en
solution ASW (gauche) et en milieu [Kle x 5 (droite) pour une dépe-
Larnisation imposie de 57 mV. '

B - Repont semi-Logarithmique des amplitudes du courant entrant au
moment de £'inactivation. Remarquen que celle-ci 4'effectue selon
une exponentielle simple dont La constante de temps est €gafe a 15 ms.

Fibre 104.
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courant de fuite, nous pouvons remarquer que le courant
eﬁtrant est nettement augmenté en milieu riche en.pqtns—
sium et que son inactivation devient pratiquement expo-
nentielle avec une constante de temps de 15 ms (Fig.

45 B). Malheureusement, l'application de cette solution
riche en potassium entraine une forte sugmentation du
courant de fuite, ce qui ne nous permet pas d'effectuer
une étude compﬁrafive plus poussée entre les résultets

obtenus en solution ASW et(K x 5).

PR . . +
I1 - Milieu esppouvri en ions K

Un milieu'contenpnt 2,6 mM de Kt (c'est-a-dire
correspondant & 1l» concentration potrssique de 1la solu-
tion 2SW divisdée per 5 : "milieu K/5") est appliqué rpros
12 solution ASV,.

Dens les conditions de courzsnt imposé, nous
constatons que le potentiel de repos demeure pratique-
ment incheongé, ce qui est conforme A nos résultats oan-~
térieurs ol nous 2vions pu mesurer les valeurs »bsolues
du P.R. en solution ASVY puis en milieu K/5 (MOUNIER,
1970). Le P.R. moyen de 66,3 mV (s + 0,3) en solution
ASW devient égrl A 68 mV (s + 0,5) sous 1l'effet du
milieu K/5. Le potentiel d'sction devient nettement
plus smple, atteignant environ 85 mV tsndis que son
seuil est abrissé (Fig. 46 ¢) et qu'une activité répé- . .

titive se mrnifeste (Fig. 46 4d).
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Figuwie 46 : Influence d'un milieu hypopotassique : [K] A

a et b : Enregistrements de £'activite electrique et d'un cowrant Lonique
pour V = + 58 mV en solution ASW. -

¢ et d : Activité Electrique enregistnde sur La méme fibre en milieu
hypopomuque.
Noter L'apparition d'une activité répétitive Lorsque La
stimubation est augmentée (d).

e : Courants ioniques enregistnis en milieu. [K]e /5

W)
w, Fibre 810
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Dens les conditions de potentiel imposé,

HP est merintenu & E, initinl. Les courants ioniques en-

R
registrés en solution ASV présentent des cnrﬁCtéristi—.
ques identiques a4 celles qué nous avons décri{es au
~chopitre II pour les fibres. de type II (Fig. 46 b).
L'application du milieu K/5 provoque une éugmentation
du coursnt entrant qui devient net entrant. Le seuil
d'activntion de ce courant survient pour des dépolrri-
sations foaibles et le maximum d'smplitude est atteint
pour un potentiel imposé voisin de + 27 mV, Simultenéd-~
nent, le courant de fuite est tr2s diminudé, le rebond

disperait et le coursnt retordé n'apperait sortnant que

pour un potentiel imposé de + 70 mV (Fig. 46 e).

JII -~ Conclnusion

lous venons de présenter les résultrts obtenus
dons deux conditions expérimentrles concduisrnt 4 1o sup-
pression du rebond lorsque 1la concentreotion potpssiquob
externe est modifide,

Il epprroit primordisl de constater que les
Vﬁrigtipns de [K]e entroinent des chrngements tr2s nets
du rebond. Il est donc possible de considdérer ce rebond
- comne 1'imege d'un courcrnt potrssique que nous gppello«
rons IK1~-CG courcnt doit pouvoir étre décrit prr 1e

relotion
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Dans le crs de 1'oapplicrtion du milieu hyper-
potassique, nous nous sommes plnacés doans une situnstion
ot 1a "driving-force" (E - EKI) est diminude puisque -
EKl se trouve déblacé de'40»mV par respport 2 ER' Méme
si 1la 8x de repos et si 12 EKq activée par l'applice-
tion des dépolsrisestions sont augmentées, 1la réduction
de (E - Egq) explique la disperition de Iy,. Nous avons
alors pu constrter que le courant entrsnt étoit plus
smple et que son innctivation devennit exponentielle.
I1 faut remarquer que la V?léur de 1» constante de
temps mesurde (15 ms pour V =+57 mV) s'intégre correc-
tement A l'ensemble des mesures obtenues précédemment
en milieu TEA (voir Fig. 39). Deux points expérimentaux
correspondant au début de l'insctivetion (voir Fig. 45 B)
se situent légérement en dehors de la droite : ceci
laisse supposer que la composante sortante du courasnt
initi2l n's sans doute pas été totalement supprimée
mais est devenue tellement faible que le rebond ne peut
plus &tre décelé sur le tracé du courant initial ni

influencer sensiblement le déroulement du courant entrernt.

Dans le cns du milieu hypopotassique, nous
aVons choisi la situntion expérimentale inverse. En
effet, EK1 est déplecé de 40 mV vers les potentiels plus
négatifs et la "driving-force" devient nettement plus
importante. Par contre, 1lo gx est alors considérablement
réduite et constitue maintenant 1'élément déterminant de

1a diminution de IKI’ Cot effet se meonifeste donc por
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12 suppression du courant de rebond. En outre, le

courant de fuite est diminué et le courant retardé

n'est a2ctivé que lorsque la 'driving-force'est treés

grande.

Cette influence trés forte du milieu hypopo-
tassique est en accord avec les résultots de TAKEDA
(1967) obtenus dans des conditions de courant‘imposé
sur la fibre musculsire d'écrevisse, mais apparait en
contradiction avec le résultat signalé par HAUDECOEUR
et GUILBAULT (1¢72) : 1'activité électrique ne serait
que faiblement 2ugmentée, d'environ 5 mV, lors de
1'2pplication d'unvmilieﬁ dépourvu d'ions K+ ;. en outre,
l2 vitesse de 1o phrse de dépolarisation ne serait pas
affectée ce qui a permis A ces auteﬁrs de considérer
que les ions k' n'interviendraient p2?s au cours de la
phase de dépolarisation du potentiel.

Dans nos conditions expérimentales, sur les
fibres de type II, il apparait qu'une conclusion trés
différente doive étre envisagée. La forte a2ugmentation
du courant entrant associée & 1la disparition du rebond
étayent notre hypothése inifiale. En effet, deux cou-
rants semblent se produire simultanément ou presque au
cours du déclenchement de l'activité électrique. L'un
serait le courant calcique que nous avons décrit,
1'sutre un courant potassique IK1 responsable du rebond.
Leurs directions opposées et leurs dépendances respec-

tives vis & vis du potentiel et du temps pourrsient
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expliquer le coursnt initial complexe que nous obser-
vons. Il devient donc nécessrire d'aborder msintenant

1'étude des caractéristiques de ce courant IY .
1
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D - CARACTERISTIQUES DE Iy,

——
mp———

I - Potentiel d'inversion
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La détermination du potentiel d'inversion du
courant Ig; a été effectuée en solution ASW par 1l'ans-
lyse des courants de queue enregistrés par la méthode
du double pulse décrite précédemment pour le courant
calcique (Voir chapitre III - C - 2°), L'impulsion
conditionnante a2 une amplitude de 47, 5 mV. Cette im-
pulsion est interrompue a2prds 9 ms, au moment du maxi-
mum d'amplitude du rebond comme le montre l'enregistre-
ment a de la figure 47. Le potentiel de membrane est
alors ramené .4 différents niveaux de potentiel,

Nous constatons sur l'enregistrement b que
lorsque le deuxi2me potentiel imposé est dépolerisant
le caurant de queue est nettement sortant. Lorsque 1l
membrane est repolarisée pu niveau initial soit &

HP = ER’ le courant de queue est encore tréé légérement
sortant. Pour un niveau de repolsarisation égal a - 12 mV,

le courant de queue spporesit pratiquement nul.

2°) Conclusion

Le potentiel d'inversion du coursnt Igy semble
donc se produire pour un potentiel de membrane plus né-
gatif que ER’ Cependant, cette mesure n'est que trés

approximnrtive., In effet, nous savons qu'apres 10 ms,
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Figure 47 : Estimation du potentiel d'inversion du
counant IK, en solution ASW.

a : enregistrement du courant pour une dépolarisation imposée
de 47,5 mV

b : détermination du potentiel d'inversion parn L'étude des cowrants
de queue obsenvés a différents niveaux de potentiel appliqués
apnes L' impulsion conditionnante de 47,5 mV interrompue au
maximum d'amplitude apparent de IKI

Fibre 303.
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la composante calcique n'est pas insctivée. Le potentiel
d'inversion mesuré correspond donc & un potentiel inter-
médiaire entre EK1 et ECa‘ Dans ces conditions, il est
vraisemblable que le pofenfiel d'équilibre du courant
Ixy soit nettement plus négatif que Ep.

Nous verrons ultérieurement qu'il ne nous a2
pas été possible de définir une meilleure condition
expérimentale pour mesurer plus rigoureusement ce po-

tentiel d'inversion.

Il - Inrctivation du courant Iy, : dépendence

vis A4 vis du potentiel

Ko - W B VB D B VoS et Urt Gorp S S Y o v ot D Vot A vy s e - 2

Dans les conditions de potentiel imposé, en
~solution 2ASW, nous s~vons toujours observé sur les fibres
de type II‘un caursnt initial comprenant deux composén—
tes de directions opposées. Dans 1la mesure ol ces deux
courants ioniques semblent présenter des cinétiques re-
lafivement voisines, il nous est a2pparu possible de con-
cevoir que leur dissociafion puisse &tre basée sur une
dépendance différente pour chacun d'eux vis a4 vis du
potentiel de membrane. Dans ce cas, 1l'spplication de
préimpulsions conditionnentes devrait nous conduire &

modifier les amplitudes relatives de I et IK1 a con-

Cn
dition, bien sQr, que les conductances respectives de

ces deux coursnts ne présentent pers 1o méme dépendonce
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vis A vis du potentiel pour leurs varisbles d'inactive-
tion. En d'autres tefmes, nous pouvons espérer que la
courbe de disponibilitd de 1'un de ces courants en
fonction du potentiel sers différente de celle éteblie

pour l'autre courant.

2°) Résultats

——— - -

L2 courbe de disponibilité de 1la conductance
calcique traduite par 1'évolution de 1» variesble £f_, en
fonction de l'impulsion conditionnante V a été étesblie
2u chapitre précédent pour les fibres de type I (voir
Fig. 40). La méme expérience répétée sur des fibres
de type II présentant un rebond nettement apparent dens
le courant initisl conduit & un résultat trés différent,
‘apparemment paradoxel.

Une impulsion test de 56 mV est précédée per
une impdlsion conditionnante de 30 ms de durée et d'am-
plitude variable. L'amplitude du courant entrant est
mesurde aprés extrespolation du courant en fin d'impul~
sion qui, pour cette valeur de potentiel, est peu
activé (voir encart de la figure 49). Le courant entrant,
présentant une certaine amplitude en 1'absence d'im-
pulsion conditionnante c'est 4 dire lorsque HP = ER
(Fig. 48 2) augmente et devient maximal lorsqu’une
prédépolarisation d'environ 20 & 30 mV est appliquée
(Fig. 48 b). Pour une prédépolarisatioﬁ inférieure lé

courant entrent est inférieur A sa voleur maximale et




217,

e =

40mV
QZPA

F—e
BN o

- Figure 48 : Varniations de £'amplitude du cowwant initial
en fonction du potentiel de membrane, en solution ASW pourn une
§ibre de type I1. |
, L' impulsion test a une amplitude de 56 mV (a).

L' dmpulsion conditionnante a une dunée de 80 ms et une amplitude
variable a partin de HP = ER (b, ¢, d, voin texte).

Fibre 213.
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pour une préhyperpolarisstion il devient méme inférieur
A sa valeur de référence lorsque HP = ER (Fig. 48 c).
Pour des dépolarisotions conditionnantes supérieures

42 20 ou 30 mV, le courant entrsnt diminue (Fig. 48 d).
La valeur de demi-inactivation correspond pour cette
fibre A une dépolerisntion de 38 mV.

Parallélement, l'smplitude du courant IK1 est
modifide. Celle-ci est augmentée lorsque des potentiels
hyperpolarisants sont appliqués, tandis qu'elle est
diminudée pour des dépolarisations membransires et annu-
lée lorsque la dépolarisation imposdée a2tteint 20 & 30 mV,

Le rapport entre l'amplitude I du ccurant
entrant mesuré pour différentes impulsions condition-
nantes V et le courant entf?ntvmsximum enregistré (Im?x)
a été &tebli pour différentes valeurs de V. La courbe
obtenue présente un décours inhabituel (Fig. 49 - points).
La composante entresnte du courent initiasl n'spprrait
pas totslement disponible a4 1 polarisstion membranaire
de repos et semble diminuée quoique non complatenent
inactivée lorsque 1o membroane est hyperpolarisée. Des
résultsts et des courbes identiques ont pu &tre obLtenus
sur 4 prutres fibres de type I1.

Lpras npplicrtion d'une solution TEA sur
cette méne Tibre, le rebond disporeslt et 1r dépendrnce.
du couresnt entreont vis A vis du potentiel se traduit
alors prr une courbe simple (Eig. 49 - carrds). Lo

voaleur du potenticl de demi-incctivetion est inchrngde.
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-40 .20

Figure 49 : Courbe de disponibilité du courant entrant en
gonction de La polarisation membranainre : variations du rappornt entre
£'amplitude T du courant pour une impulsion conditionnante V et
£'amplitude maximale du cowrant enmregistrie (1 . )

points : mesures du couwrant entrant par rapport au courant

Zandif en solution ASW
carnids : mémes mesuwres en solution TEA.

La cowrbe La pfus fine est tracte selon L'Equation thionrique

{voin texte).
Counbe en pointilles : différence entre Les deux courbes

ASW et TEA, comrespondant & L'inactivation du cowrant IKI' "

Wiy
[ D7
\ WM

Fibre 213 (voin Figuwie 48). .
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Lz courbe trocde & travers les mesures expdrimentrles
obtenues en TEA ou en solution ASY lorsque 1o dépole--
risstion imposdée est supérieure & 20 mV correspond i

12 courbe thdéorique suivent 1'équation :

I/I_ = 1/1 + exp. [(vH - V) /]
en prensnt VH = 38 mV et kx = - 4 mV, Nous esvions signr-
1é que V,I est le potentiel de demi-insctivation pour 1»

fibre considsérée ot que X est un pereomdtre de fornme.
Pour toutes les fibres de ;ype iI étudides, la valeur
de kX donnent un bon rccord entre la courbe théorique
et 1o courbe expérimentrle est égelement de - 4, I1
fout remarquer que prdécédemment, pour les fibres de
type I, nous avions pris k = - 7 ¢t que la courbe

u‘x

d'inactivation présentait tine pente plus foible.,

3°) Discussion de ces résultrts

Cette courbe complexe de l'inactivation du
courant initial peut etre expliquée en considérsant
qu'elle représente le rdésultat obtenu pour deux cou-
rants se produisant presque simultnnément dans des di-
rectionsvopposéé;' éﬁ.ézﬁ.de ces cour;nts é&éséhferalt’
donc une dépendsnce particuliére vis & vis du potentiel.
En présence de TEA, il nous » été possible de construire
1a courbe d'inactiyation de 1n composante entrante. En
solution ASYW, pour une hyperpolarisation conditionnante,
le courant sortent est plus snple qu'a Ep et notmm-

ment le courrnt crnlcique demeurant alors constant
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(d'aprés 1la courbe obtenue en solution TEA), le cou-
rant initial spparatt diminué. Ces résultats ne peuvent
se comprendre qu'en odmettant que les deux courants

I., et Ixy sont mélangés dans une certaine gamme de
‘potentiels et que le courant initinl n'est en réslité
qu'une résultante. En effectusnt point psr point 1la
aifférence entre les deux courbes de dépendance vis 2
vis du potentiel (en solution ASW et en solution TEA)
nous pouvons admettre que nous sllons obtenir au moins
approximativement la courbe d'inactivation du courant
Ixq. Cette courbe a été tracée sur 1la figuré 49 en
pointillés. Le courant Ix4 présente une disponibilité
maximale pour des potentiels de membrane hyperpolarisés
d'au moins 20 mV. I1 est inactivé pour une dépolarisa-
tion d'environ 20 mV et sa demi-inactivation se situe

a ER.

ITI - Inactivation du courant Igq établie sur

une fibre ne présentant pas de composrnte entrante dons

le courant initial.

1°) Résultat

- v — v - — > —

De fagon trés exceptionnelle (2 cas sur 1l'en-
semble des fibfes étﬁdiées) et sans que le protocole
expérimental ait été modifié, c'est A dire en particu;
lier avec HP = ER, nous avons_enregistré en solution

ASW un courant initial ne comprensant que le courant
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Figure 50 : Entegistrement du cowrant sortant Anitiol
IKI sans que Le courant entrhant .s0it apparent. -

a: Entegistrement a HP = E,

b, ¢, d : Influence de La polarisation membranaire.
Les hyperpolarnisations croissantes provoquent une augmentation
de £'amplitude de Ig,.

Noten £'activation et L'inactivation rapides de
ce cowrant.

Fibre 69.
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IK1' L» composante entrante n'était pas apparente comme
le montre l'enregistrement de 1a figure 50 » obtenu
pour une dépolarisation imposée de 50 mV 4 partir du
niveau de polarisation normale de l2 membrane (égal A
‘ER). Sur cette fibre, nous avons alors modifié 1la: po-
larisation membranaire initiale nfin de controler la
variation d'amplitude de IK1' Le potentiel de membrane
a été hyperpolarisé successivement de 10, 20, 30 et

40 mv (Fig. 50 b, ¢, d). L'amplitude de Igy 2ugmente

en fonction de l'hyperpolarisation et est maximale pour
un potentiel imposé de - 30 mV. Les rapports entre
1'amplitude (I) de Ig, pour les différents potentiels
imposés et son amplitude maximale (Imax) en fonétion du
potentiel imposé sont reportés sur la courbe de 1la fi-
gure 51, ii est intéressant de comprrer cette courbe a
celle que nous =2vions déduite (voir Fig. 49). Le courecnt
IK1 est ici & demi-inactivé pour un potentiel imposé.de
+ 4 mV, Il est toteslement inactivé lorcque la dépolari-
sation imposée est d'environ 30 mV. Ces valeurs concor-
dent‘relativement bien avec celles que nous avions

obtenues précédemment por déduction.

2°) Conclusion
Cette expérience spporte donc de fagon con-
vaincante la preuve expérimentale de la validité de .

notre hypothése d'analyse du courant initial compoS?té

pour les fibres de type I1. Le rcbond observé corres-
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Figure 51 : Counbe d'inactivation du courant I, en
donction de La polarnisation membranaire correspondant aux enre-
gistrements de La figure 50 (Fibre 69).

1 est £'amplitude de IK; pour Les differents niveaux
d' hyperpolarnisation membranaire, ooy % L' amplitude maximale
de Ig; enregistrie Lonsque L'hyperpolanisation est égale &

30 ou 40 mV.

Notern La similitude entre cette courbe et celle en
pointilles de La figurne 49.
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pond & un courant IKl dont 1l'amplitude est dépendante
du potentiel deo membrane, dans l» gemme des potentiels
imposés comprise entre -~ 30 et + 30 mV,.
L'expérience que nous venons de présenter est excep-
tionnelle en ce sens que le courant IKI a vraisembla-
blement uwne amplitude trés largement supérieure A ICa
de telle sorte que ICa ne devient pas apparent et que
1n courbe d'inactivotion obtenue est trés proche de
la courbe théorique déduite pour Iy

Le phénoméne inverse peut étre envisagé pour
expliquer les résultnts obtenus pour les fibres de tyve
I. Le courcnt celeique serait tras nettement plus omple
que IKI qui ne pourrnsit alors pes etre décelé sur nos

troacés de courant.
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IV - Dépendrnce du courant Ipy vis & vis du

coursnt calciqgne

) Impossibilite. d'enregistrer Iyl

en 1l'sbsence de I , Bur 1o basc de leurs dépendances
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Les résultnts précédents nous conduisent 2
supposer qu'en hyperpolarisant la membrane d'environ
20 & 30 mV, il doit étre possible lorsque de feaibles
dépolarisations sont appliqudées, d'enregistrer le
courant IKl sens avoir encore sctivé le courant calcigue.

Toutes les expériences que nous avons réali-
sées ne nous ont jsmeis permis d'atteindre un tel ob-
Jectlf. L'amplitnde de 1'hyperpolarisation membrensaire
ne modifie vrs ce rdésultet négetif. De méme, si 2u
lieu d'emener le potentiel de membrene & une valeur
plus négntive de facon continue nous choisissons d'ep-
pliquer des préimpulsions hyperpolsrisentes de diffé-
rentes darées (de 5 A& 200 ms), il ne nous a p=s
davantage 4té possible d'enregistrer le coursnt IKl
seul. Celui-ci ne peut &tre observé que lorsque le

courant calcique est activé.

2°) Récupération de 1l'activabilité du

a2t ronm o Kt s h s A o B SaE ST em R PP v G D WD it vt T WD Serh 0N WP s e PP A% o0 St

Si 1n polarisation membransire initiale

n'eppeoreit pos comme un facteur discriminetif des




J“ 1L JSOmV

6
5
4 k
2 ;7"
3 ]O.lpA
4
° 6 20m sec

L

Figure 57 : Redisponibilités des courants Togq ot Igg
en solution ASW.

La premiene impulsion a une amplitude de 75 mV et
une durle de 75 ms de fagon & Lnactiver Le courant initial.
Apres un délal variable une seconde impulsion de 40 mV est
appliquée. Les deux courants réapparaissent pratiquement
simultaniment.

Fibre 137.
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courants IKl et ICa’ une asutre possibilité pour séperer
ces coursnts pouveit résider dans leurs disponibilités
différentes, en fonction du temps, pour étre réectivés
eprés avoir été insctivés.

L'expérience est rdéalisée de 1la facgon
suivante : une fibre est dépolarisée de 75 mV pendant
75 ms de fagon & ce que les coursnts ioniques activés
aient eu le temps de s'innctiver. Le potentiel de memnm-
brene -est ensuite recmené 2 ER pendant une durdée veris-
ble puis une nouvelle impulsion de + 40 mV est eppli-
quée, Cette smplitude est choisie perce que le coursnt
entrsnt est encore sous-maximal pour cette fibre
(Fig. 52).

Jous constrtons que, guelle que soit 12 durde
de repolerisstion & ER entre les deux inmpulsions, le
courant Iypy n'est "rdéective" qﬁe lorsque le courecnt
entrant réspprrait. Plus précisément, IK1 ne peut
&tre observé que lorsque ICz 2 atteint une smplitude
suffisante (trscéd 4) correspondan* & un délai d'environ
35 ms.

Un résultat identique est obtenu lorsque le -
niveou de repolarisstion entre les deux impulsions

est fixé A& - 30 nV per vopport & EQ.
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E -~ CONCLUCDICH

Les résultrts présentds dons ce chopitre nous
ont pernmis d'identifier le rebond ohservéd sur les trocés
de courent des fibreu'de type II plrcées en solution 2877,
Ce rebond rdésulte de l'existence d'un courent sortont,
sensibleiﬁ des verintions de [K]o et inhih4 poar les
ions TEA. La neture ionique de ce coursnt serait donc
potrssique.

Le composcnte entrante du courent initierl en--
registré sur les fibres de type 11 est epperemment plus
frible lorsque des prdéimpulsions hyperpolsrissntes sont
appliquées. Une observeoticon analogue est mentionndée pour
les neurones d'escargot por COXNOR et STERVENS (1971 b),
NEHER (19271), XOSTVUX et coll. (1974) et pour le muscle
lisse per VASSORT (1975). Plutdét que de supposer une dé-
pendance anormnrle de 1lr conductonce crlcique vis 3 vis
du potentiel (GIDULDIG et GRURHNER, 1970), il appareit
que ce phénonigne résulte de 1l'existence du courent IK1'
En effet, en présence de TEA, lp diminution epprrente du
courant calcique, lorsque 1a membreone est initislement
hyperpolarisée, ne se produit plus. De plus, il ferut
remarquer que, pour les fibres présentant un rebond, 1=
relation entre 1la varishle d'inactivation f, et la po-
lerisestion membranaire se traduit per une courbe dont 1=
pente est berucoup plus grande que celle obtenue précé-
demment pour les fibres de type I (comperer Tig. 41 et

49}, Les valeurs cxpérimentnles de 1l» voarirble d'inrc-
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tivation foo concordent svec les valeurs calculées
lorsqu'un fscteur 4 est utilisé desns 1'équation théorique.
Un résultnst identique o été obtenu pnr NEHER (1971) et

par STANDEN (1974 sur les neurones d'escargot pour les-
quels un coursnt potnssique rapide comperable & IK1 a

été mis en évidence. Pour les fibres sans rebond (type

I) un fecteur 7 » 4té estimé, cette veleur correspondant
A celle proposée pour 1l'esxone de seiche (HODGKIN et
HUXLEY, 1852 ¢).

Le courant IK1 est A demi disponible ecu poten-
tiel de repos et sc produit presque simultsndément eu
courant entrant. Ceci peut rendre compte, pour les fibres
de type I, des potentiels d'inversior prrticuliérement
bnas (EC? =+ 10 & + 15 mV) ainsi que de 1l» ferible verie-
tion de ECa lorsque [Qa]e est modifide,

Malheureusement, il ne nous » pos été possible
d'obtenir le courant Iy sans enregistrer égnlement le
courrnt caleique. La '"réeoctivation" de ces deux courants
spparait identique, quels que soient 1'amplitude et le
niveau du pofentiel fixé aprds une premiére activation.
Ces résultats, s'rjoutent & celui obtenu en milieu Mn
ol nous supprimons & la fois 1la composente entrante et
12 composante sortsante du coursnt initisl suggdrent que
le courent le pourrrit étre dépendent du coursnt calci-
que. Nous proposercns dens lo discussion géndérale un
mécenisme capable de justifier cette hypothése. Cependent,

nous avons montré que le couresnt Iy, possade s» propre
=
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caractéristique d'inactivation en fonction du potentiel.
Bien que nous n'ayons pa2s pu la déterminer, IKl présente
vraisemblablement une activation propre.

-Nous sommes donc smenés & considérer que le
courant IKl possade une double origine. Son amplitude
serait dépendante de deux facteurs : le premier corres-
pondrait &4 la dépendesnce propre de IK1 vis & vis du po-
tentiel et du temps, le deuxidme correspondrait 3 IK1
lié a Ip,. I1 apperaitrait, d'sprés nos résultats expé-
rimentrux, que ce deuxidme élément serait nettement pré-
pondérant puisqu'en rbsence de ICa’ il ne nous est pas
possible de "visurliser" le fraction de Ip; due 2 ses

propres caractéristiques.
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Nous allons 2border maintenant 1'étude du
courént retardé observé aprés le courant initiol iorsque
des dépolarisations sont appliquées a4 1la membrane. Nous
avons précisé au début du chepitre IV que ce courant sers
appelé IK2 afin de le distinguer du courant potassique
rapide IK1 que nous venons d'étudier.

Deux remzarques préliminsires doivent étre men-
tionnées

i) 1eskcaractéristiques du cou-
rant IKz seront étrblies pour des fibres de type I. En
effet, nous avons vu que lorsque le rebond est présent
sur les tracés du courant (fibres de type II) il est im-
possible d'effectuer des mesures de IK2 pendant les 20
4 30 premiéres ms du potentiel imposé. De plus, nous avons
précisé (voir chapitre II) que le coursnt Ig, est géné-
ralement plus ~mple pour les fibres de type I. Enfin, les
courants de queue sont beaucoup plus nettement mesurables
lors du retour du potentiel imposé & s» veleur de repos

pour les fibres du type I, ce qui rous permettrza d'éfu«

dier plus précisément sur ces fibres, 1'évolution de 1»

variable n__.
o0
ii) dans la plupart des travaux
relatifs A& 1'étude du coursnt retardé, les expériences
sont effectudes en solution Mn (ou TTX - Mn selon le
tissu étudiéd) »fin d'éliminer le courant initi2l. Nous
n'svons pas pu utiliser une procédure analogue pour la

fibre musculeire de crnbe. En effet, nous svons vu
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(chapitre III -~ ?) que si le coursnt initinsl est effec-

tivement supprimé (y compris le courant IKI’ ce qui ru-

rait pu constituer une fncilité pour 1'étude de IKZ

seul), le courant retardé est légdrement diminué et les

courants de queue sont nettement plus faibles en présence

d'ions Mntt, 2 ce propos, nous proposerons dens ce cho-

pitre une interprétation du mode d'influence des ions Mn++.
Pour ces deux raisons, les expériences qui

vont étre décrites se rapporteront générolement 2u cas

de fibres du'type I plrcées en solution ASW,
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A ~ DESCRIPTICN ET NATURE IONIQUE DU COURANT RETARDE

I - Enregistrements en solution ASW

1°) Résultats

e n wor Vot v o e

Lorsque 1l» membrone est polarisée & différents
niveaux, 1l'activetion du couront retsrdé 2u cours du
temps est illustrée A 1la figure 53 (#). Pour une forible
valeur de dépolarisstion, il se mrnifeste un courant de
faible‘amplitude qui n'évolue pss su cours du temps. Des
dépolarisations imposdées supérieures & + 50 mV font ap-
prroitre un coursnt sortsant qui devient d'autsnt plus
ample et qui évolue d'sutrnt plus rapidement que la dé-
polarisation est plus importente. L'état stoble du courent
retardé est o2tteint en 50 & 80 ms.

Pour cette fibre, nous enregistrons un coursnt
de queue tr3s net lorsque la membrane est repolarisée 2

E L'anplitude de ce courant de queue de sens sortent

R
augmente en fonction de 1l'smplitude de le dépolarisation
imposée. Pour une ménme dépolarisation, ce caursnt de
queue augmente su fur et A mesure que le coursnt sortent
s'active. Lr figure 53 (B8) donne une illustroation de ce
phénoméné pour un vpotentiel inposé de 70 mV. Dens cette
expdrience, 1»r memhrrne‘eSt repolerissde & un niveru de
potentiel de + 9 mV prr repport 2 ER afin d'observer des
courants de queue d'smplitudes plus grandes.

De plus, lorsque le potentiel est imposé pen-

dnnt un temps supdrienr & environ 150 ms, le courrnt




= - —
50msec 200msec

Figure 53 :Etude du courant sontant retarndé

A - Ennegistrhements des courants Loniques en solution ASW pour des Am-
pulsions d'amplitude variable indiquée a gauche de chaque trace
de potentiel [(en mV)
HP = E,

Fibre 109.

B - Cowwants de queue observés a un niveau V = + 9 mV et enrnegistnés au
guwn et a mesune du déroulement de £'activation du courant retardé
produit par une dépolarisation de 70 mV. A i:?j)
C - Diminution d'amplitude du courant netandé pour des impulsions de ‘\ﬂ:f?‘
Longues dunles. Notern @Egalement La diminution des courants de
queue.

B et C : méme §ibre n® 2106.
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diminue ru cours du temps (Fig. 33 C) puis atteint un
nouvel 4tet steble en 1000 4 1500 ms. Corrélativenent,

le coursnt de queue est trés nettement diminué.

2°) Canclusion

Le courrnt sortsnt observé pour des dépoleri-
setions sup*rieures & 50 mV spprrait dépendant du poten-
tiel et du temps. Ce coursnt rend compte du phénoméne
de rectificrtion retrrdde signelée précédemment (voir
chepitre II).

I1 semble possible, dis mointenant, de prévoir
que le potentiel d'rctivotion du courrnt retrrdé doive,
pour cette fibre, se produire pour une dépolerisntion
membrancire inférieure & 50 mV. En effet, nos enregis-
trements montrent que, pour une dépolarisction de 30 mV,
le coursnt de queue opperasit légdrement sortant., Ceci
loissernit supposer que le coursnt retardé a déji été
activé,

los résultsts antérieurs relstifs ru coursnt
IKl nous ont permis de constrster que cé coursnt rapide
. semble innctivé & 1= fin d'impulsions de durée supérieuré
4 60 ms. Por conséquent, il est peu probasble que le
courant de queue sortant enregistfé pour de faibles dé-
polarisstions imposées puisse &tre attribué »u ¢ourant
IK1° Nous verrons que l'analyse semi-logarithmique des

cournrnts de queue confirme cette hypothése,
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Aprds svoir stteint son smplitude mrximale,
le courant retoardé diminue 2u cours du temps lorsque
le'potentiel inposé est suffissrmment long. Ce résultot
est en accord nvec ceux de PDRIZN et coll., (19866, 1988),
de KAO et STANFIZLD (1968) et de ILDEFONSE et ROUGIER
(1968) pour la fibre musculaire de grenouille. Ces 2u-
teurs décrivent un processus d'inactivation., Nous ver-
rons pour la fibre musculsire de crabe si ls diminution
du courant doit étre attribuée & une insactivation ou a

un phénom2ne d'accumulation.

IT -~ Neture ionique du courant retsrdé

Afin de démontrer 1la nature ionique dé ce cou-
rant, des expériences sont réalisées en déterminont d'une
part le potentiel d'équilibre du courant retsrdé et
d'autre pert 1l'sction d'un milieu hyperpotessique et du

TEA.

" Py b €08 " ag HTT RO Arm i o WA b T M nap e MU W - WY A M

retard4 en golution ASW

W . T YIS S et ATE <8 M WA s WP S ot GHG Lo Vet S A e R e S

La valeur du potentiel d'équilibre du courent
retardé peut &tre déterminée en appliquant deux impulsions
successives, L'évolution du courant de queue enregistréd
pour la deuxiéme impulsion V2 correspond & 1la déactivao-
tion du courant retardé activé par la premiére impulsion
Vy. Le potentiel Vo pour lequel le sens du courant de
queue s'inverse donne 1a voleur du potentiel d'inversicn

du courant retardd.
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Figure 54 : Détermination du potentiel d'inversion

du cowrant netarnde en sclution ASW.

A

o\ N
LILE
4

"~

Enrnegistrnement des owrants de queue a difgérents niveaux
de potentiels Vy aprnes une impulsion conditionnante Vi
de 90 mV a partin de Ep.

: Relation entre Le cowrant instantant 1, et Le potentiel Vj

sun La fibre dont certains enregistnements sont présentés

ci-dessus en A.
Iq est mesun au ftemps t = 0 de Vy pan extrapolation de
£Venveloppe de chaque courant de queue.

Fibre 1909,
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Dans l'expérience présentée (Fig. 54 A) 1a
membrane est dépolarisée d'une voleur V1 =90 mV & partir
de-ER. Lorsque le courant est activé A son amplitude mn-
Ximale, apras 85 ms, différents potentiels Vz-sont appli-
qués. Le coursnt de queue est sortsnt lorsque V2 est po-

sitif ou égnl 4 E,. I1 devient entrsnt lorsque V_, est

n 2
négatif par rapport 2 ER.

Le coursnt de queue sers nul pour V2 égal au
potentiel d'équilibre du coursnt retsrdd. Une déterminn-
tion précise de cette valeur peut etfe effectuée graphi-
quement. L'extrapolsation des valeurs du courant de queue
au temps t = O de 1la deuxidme impulsion donne l2 valeur
du coursnt instantsné Io‘ Le repdrt des mesures de Io en
fonction de V2 se‘traduit.par une relation linéaire
(Fig. 54 B). Le potentiel d'équilibre du coursnt retsrdé
appnréit donc situé & une voleur de potentiel égrle A
- 12 mV psar ropport A ER’

Pour les enregistrements présentés a4 1l» figure
53 2, le potentiel d'équilibre déterminé de 1z méme
fagon estrde + 5 mV par repport 2 ER;

Sur 1l'ensemble des fibres testées, les diffé-
rentes valeurs des.potentiels d'équilibre obtenues se
situent »u voisinrge du potentiel de repos dsns une grmme
comprise entre - 12 et + 7 mV par rapport A ERf

Sechant que le potentiel d'équilibre des ions

oL

K' est, selon différents »uteurs, voisin de E_, ou 1légé-

R
renent plus négrtif (d'aprds SIAW, 1955 o et HAYS et
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coll., 1968), le potentiel d'équilibre du courasnt retar-
dé semble donc proche de EK et le‘courﬂnt retordé serait,
au moins pour une lorge port, de nature potessique. En

outre, le niveau de polorisstion initisle de 12 membrane

considéré égnl 4 L, n'étoant pes connu, il est difficile

R
de donner une vesleur exnscte du potentiel d'équilibre du
courant retsrdé. La fluctustion, bien que faible, de nos

résultrts pourresit s'expliquer ﬁnr de légéres veristions,

d'une fibre 4 1'rputre, de 1la polarisstion de référence.

A kL T e ]

La mesure du potentiel d'inversion du coursnt
retardé nous permet donc de supposer que ce courant est
essentiellement de nrture potsssique. Un rutre moyen pour
contrdler 1'influence des ions K+, sons feire nappel sux
valeurs abisolues des potentiels d'équilibre, est de me-
surer ls varistion du potentiel d'inversion pour une
méme fibre plrcde successivement en solution #SW et dans
un milieu hyperpotoassique.

Une solution contenant 129 mM de pof?ssium
([K)e x 10 : milieu "K 10") est nppliquée rprés 1lr solu-
tion 28V ol nous avons déterminé un potentiel d'inversiocon
proche de Ej (V= ~ 5mv).

Le controle du potentiel de membrane (condi-
tions de coursnt imposé) nous permat d'observer une dé-
polarisstion de 48 mV por repport i ER survenasnt inston-

tendment sous 1'2%fe+ du milien X 10, Le retour »ux
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Figure 55 : Etude de La variation du potentiel d'in-
vension du courant retardé pour une gibre placée successivement
en solution ASW (A) puis en miliew K10 (B).

Fibre 153.
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conditions de potentiel imposé ainsi que le rétoblisse-

ment de 1la polsrisstion membrenesire 4 E, nous permettent

R
de déterminer, de la méme fagon qu'en ASW, le nouveru
potentiel d'inversion du coursnt retardé en milieu K 10.
Celui-ci correspond 4 une dépolarisation imposée de

48 mv (Fig. 55) ce qui trsduirait un déplacement du po-
tentiel d'inversion de 53 mV. I1 faut remarquer sur les
tracés que le courant de fuite est considérablement sug-
menté en milieu hyperpotsssique. Ceci expliquerait que
pour le potentiel test de 100 mV, le courrnt n'espparsisse
prs plus zmple. Il en est de méme pour 1l'amplitude des
coursnts de queune & différents V. Cette diminution des
cournonts résulte éghlement de l2 driving-force plus
faible en milieu K 10 puisque EK est trés nettement dé-
plocé (théoriquement de 58 mV). De ce fnit, notre mesure
du déplecement du potentiel d'inversion ne peut pes étre
réalisée dens de tr2s bonnes conditions.

Cependrnt, il apperoit que les ions response-
bles du courant retrrdé sernient principrlement les ions
potassium sans que ce canal présedte une parfaite sélec-
tivité. En effet, 1o verinrtion de 53 mV du potentiel
d'inversion que nous'venons de déterminer correspond

au déplecement mrximal que nous ayons pu enregistrer.

‘Sous 1'sction d'un milieu K 10, le potentiel d'inversion

du courent retardé vorie, pour différentes fibres, entre
47 et 53 mV., I1 ressort donc de ces mesures que le canrl

potrssique retorddé pourrsit lrisser prsser d'rutres




247'

ions et que le potentiel d'inversion mesuré (entre
- 12 et + 7 mV par rapport i ER) serait probablement su-

restimé.

3°) Influence du TEA

Nous rvons déja mentionné que le TEA peut étre
considéré comme un inhibiteur de 1a perméabilité potns-
sique.

Le TEA est njouté a4 1» solution 2SW & 1la con-
centration de 20 nmM.

Nous avons signslé que, dens les conditions Be
courant imposé, le potentiel d'action enregistré est
nettement plus durreble (voir Fig. 31 A et 32-1).

Dens les conditions de potentiel imposé, 1o
relation cour?ht-potentiel établie tout d'abord en solu-
tion ASW pour des impulsions de 120 ms montre que 1=
rectification retsrdée se produit pour une dépoleriss-
tion supérieure 4 45 mV. L'spplicrtion de 1la solution
TEL provoque une diminution nette de ce coursnt retords
sans toutefois sembler le supprimer totalement (Fig.
56). Cependrnt nous rvons vu qu'une légdére rectification
due 2u coursnt de fuite devasit subsister, méme en pré-
sence de TEA (voir TFig. 34).

Ces résultrts montrent le role inhibiteur du
TEA vis 4 vis du courent retsrdé, confirmant einsi la

nature potassique de celui-ci.
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Figure 56 : Influence du TEA (20 mM) sur Le courant
retande.

Les mesunes du cowrant retards sont faites a La
gin d'impulsions de 120 ms sur La méme §ibre placée en solution
ASW (points) puis en solution TEA (trlangles).
 Noter La diminution du courant retard? en présence de TEA
pouwr des impulsions supérieures a 40 mV.

Fibre 1609 (Voin Fig. 31).
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4%) Conclusion

Le potentiel d'équilibre proche de ER, 1a
sensibilité & une veristion de [Kje et 1o diminution
sous l'effet du TEA du coursnt retordé IKZ nous condui-
sent & considérer que l1la conductence retsrdée est essen-
tiellement potrsssique,.

Ce résultat est en nccord rvec ceux obtenus
sur divers muscles de Crustrc#s en perticulier prr
IGIVWARA et coll. (3038), XEYEES et coll. (1973) sur 1-
fibre de besrnacle, TAKEDA (1967) sur 1la fibre d'écrevisse.
11 est différent cependesnt du résultnt obtenu sur 1o
fibre de crabe pcr IPUDLCCIUR (1974 b,c) selon lequel
le coursnt retrsrdd pourrrit etrs tronsporté per les
ions Cl1~. Cependent, cette conductrnce reterdde n'eppr -
rerit prs spécifiquement potsssique. Notre mesure du
potentiel d'inversion du courrnt retsrdé ne correspon-
drrit donc prs précisdément & I, et pourrait étre 1légi-
renment surestimée dons lr mesure oll ce canel leissersrit
posser égelement d'sutres ions (Hat ou C17). E, serait
donc plus négatif que Ep, résultat que nous sveit égo-

lement suggéré notre étude du courasnt IKl'
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B - ETUDL DU PROCESSUS D'ACTIVATION

Les résultsts que nous venons de présenter

mettent en évidence 1r nroture essentiellement potessique

du courant retsrdé. Toutefois, les mesures de ce couresnt

que nous avons frites correspondent en réalité, pour
chaque potentiel imposé, & 1»o sommé du courant potes-
sique IKz et du cournrnt de fuite.

De fagon & étudier plus précisément dens cette
hartie les caractéristiques d'activation de Ig,, nous
»sllons spécifier d&s mointenant la méthode de détermino-

tion de ce courant.

I - Déterminstion de Iy,

1°) Protocole

N

Le courant Ig, est calculé en considérant que
le courant maximel & la fin d'une impulsion dépoleri-
sante (ISS) est égnl A4 1la somme du coursnt retardé Iy,
et du courent de fuite IL‘ Nous admettrons, d'aprés nos
résultats précédents, que la (ou les) composante(s) du
coursnt initisl est inactivée & 1la fin d'impulsions
d'environ 80 ms.

Le courant de fuite initinl est obtenu en
extrapolant au temps t = O du potentiel imposé 1la phase
d'activafion du couresnt sortant. Ce procédé utilisé prr

GOLDMAN et DINSTOCK (19G9) pour des sxones géants de
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FMyxicolp placés en solution TTX revient A mesurer le

pic initial minimal du coursnt sortent. Dans‘nos condi-
:tions expérimentales, c'est-A-dire pour des enregistre-
mentslobtenus en solution ASV, cette méthode est aisément
applicable IorSQue les dépolerisstions imposées A 1o
membrrne sont élevées, supdéri~ures ou égalés a 80 mV,
Pour des dépolerisetions inférieures, il est évident

que l'extrapolstion risque de conduire A& une valeur de
IL moins précise puisque le coursnt entrent est dévelop-
pé. Dens ce crs, une nutre technique de détermination
est utilisée pour contrdler nos mesures.

Lr voleur de IL est prise 4 un temps donné
apr&s le début de 1'applicetion du potentiel c'est-a-
dire »prds 1ls» phrse de courant capacitif. Nous pouvons
constater, d'aprés nos trecés, que l'activation du cou-
ront entrrnt est relativement lente et peut donc étre

dissociée assez correctement du courant capscitif.

Les résultats obtenus sont présentés A 1la
figure Ef.Il apparatt que

~ le courant mesuré & la fin des impulsions
(ISS) présente une rectification retardde pour des po-
tentiels supérieurs A + 35 mV,

- ie courant de fuite ne varie pas linéaire-
ment en fonction du potentiel lorsque les dépolsrisnstions

- imposées sont supsrienres A 50 mV,
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LA

aIss
«IL

Figwre 57 : Déteamination du courant IKZ en gonction
du potentiel.(cencles).

Ig = Tgo - 1

7 88 L
Igg = cowrant sontant maximal en fin d'impulsions de 60 ms (carnés).
I, = courant de guite (points). Voin détails concernant sa mesure

dans Le texte.

La Ligne en pointillés indique une conductance constante en
gonction du potentiel pan extrapolation des nésultats obtenus

pourn Les fpaibles valeuwrs de V.

Fibre 109 (voin Fig. 53 A).
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- 1la différence entre les valeurs de Iss et Iy
pour chaque potentiel permet d'obtenir les valeurs de
IKz' Ce courant apperatt activé pour un potentiel voisin
de + 30 mV, 1la varistion moaximale de 1l'activation se

situsnt entre + 50 et + 90 nmV,.

3°) Conclusion

Le courent mesuré & la fin des impulsions ap-

paralit e2ctivé pour cette fibre pour des potentiels impo-

sés supérieurs 4 + 35 mV. Il faut noter que, sur un grond
nombre de fibres, ce courant ne pouvesit &tre décelé que
pour des potentiels imposés de 45 ou 50 mV, Toutefois,
les différentes relsations traduisént les variations de
IKz seul en fonction du potentiel sonf identiques pour
toutes les fibres testées. L7 variation apparente du po-
trntiel dfactiv¢tion de Iss ne semble donc résulter que
de l'existence de IL et de son amplitude relotive peor
rapport a IKZ’ I1 spprratt en effet que pour de faibles
dépolarisstions imposdes, I est essentiellement cons-

SS

titué de I ce qui explique que l'activation du courant

L’
Ix, puisse étre a2lors difficilement mise en évidence.

I1 convient de remarquer en outre que 1la recti-
fication 2normnle du courasnt retesrdé,décrite pour de non-
breux tissus tels que les fibres auriculrires de grenouille
(ROUGIER et coll., 1968 a) ou les fibres ventriculeires: de
Memmiféres (BEELER ot REUTER, 1970 a), ne Se produit pss

pour l» fibre musculeire de crabe,lorsque des potenticls

dépolarisecnts sont sppliqués 2 1o membrane,




254,

En ce qui concerne nos résultats relatifs 2
12 veriation du courcnt de fuite en fonction du potenticl,

nous svons pu constnter que celle-~ci présente une 1légere

rectificrtion pour des potentiels supérieurs & 50 -~ 55 aV.

2

Ce résultat est on nrccord svec notre ddéterminstion fait«

{

™

en nilieu TRA-Mn (voir

hnl
&

Tig. 34)., De plus, nous svions
4tahli que le courcnt de fuite $toit identique a2u début
et en fin d'impulsion de 63 ms de durde, ce fait nous
permettont de considérer que notre méthods de détermine-~

tion de Ii, nous conduit & des mesures cssez cxnctes,

II - Verirtion de 1s conducti-~nee potrssique on

fonction dn notentiel

Conunrissent, pour une fibre, 1l» veleur du cou-

rent Iy, et le potentiel d'inversion V,, de ce courrnt,
) is
il est possible de ddétcorminer 1r conductance potessiqu»

pour chrque potentiel choisi. Cette conductrnce peut etre
P

traduite per 1'équotion :

1°) Ndésultots

" - 2o . v oz

Les résultets obtenus pour les mesures de

RO
sur cingq fibres diffdérentes sont ressemblés A 1o figure

x ° 4té déterminé selon

12 technique déecrite précdéddomment (voir Fig., 54).

58. Pour checune de ces fibres, V
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Figure 58 : Relation entre La conductance potassique
specifique du courant retardé et Le potentiel Lmposé V.

IK2 est Le courant maximal sontant déterminé selon Le procéde
indiqué a La gigure 57.

Vg est Le potentiel d'inversion du courant netardé déterming
selon Re procede indiqué a La figure 54.

Les points conrespondent aux mesures obtenues & partin des
enegistrements de La figure 53 A et 57 (Fibre 109) avec Ve =
+ SmV

Autres symboles : nésuliats obtenus sur 4 autrhes 4ibres.
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La conductence potassique est sctivée dens une
gamme de potentiels compris entre + 30 et + 90 mV., Pour

des potentiels supérieurs, gx est moximale. Ce moximunm

- correspond pour les différentes fibres 4 des valeurs sec

situont entre 6,5 et 9 tho.

2°) Conclusion

- . — o -

Une vrristion comparable de 8y du coursant retrr-
dé en fonction du potentiel =~ été décrite par KEYNES et
coll. (1973) pour l» fibre nusculsire de bernncle. De
plus, en sdmettent que la surface de 12 portion de fibre
drns le compartiment test est d'environ 10"3cm2, Bk peut
étre considérée égrle 4 6,5 2 9 mmho/cmz. Ce résultot est

en a2ccord svec les mesures proposées par KEYNES et coll.

e,

comprises entre 4 et 13 mmho/cmz.

III - Parsm2tres d'sctivetion du courent Iy,

mesures en solution ASV,

La dépendance vis A vié du potentiel et du
temps de l'activation au courant retardé » été étudice
en analysant les coursnts de queue par la méthode décri-
te par NOBLE et TSIEN (1969) pour les courants sortants

enregistrés sur les fibres cardisques du tissu de Purkinje.
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Pour chrque poteﬁtiel imposé,.la valeur inston-
tanée IO du coursnt de queue est déterminée graphiquement
par extrapolation de 1l droite obtenue en reportsnt cn
coordonnées semi-logrrithmiques les amplitudes du coursnt
de queue ~u cours du temps.

Des dépolsrisntions d'smplitude varisbhle sont
imposécs pendant 60 ms environ de fagon A activer le
courant retardé jusqu'd son amplitude moximole stoble.

Le nive~u de fepolarisation est choisi égrl 2 Ep (c'est

2 dire au HP initinl), lorsque les coursnts de queue sont
nettement sortants, ou est déplacé vers les dépolarisa-
tions lorsque 1l'samplitude de ces courasnts de queue ~ppe-
rait trop faible donc difficilement mesursble A ER‘

Pour les différents courrnts de queue consécu-
tifs aux dépolarisstions d'smplitude vorisble présentées
4 1» figure 53 A, une fermille de droites prralléles est
obtenue (Fig. 59).Lr» constrnte de temps de celles-ci est
égale A 9;5 ms et correspond dans cette expérience & in
valeur de la déoctivetion & ER' Cette valeur est indépen-
dante de 1l'amplitude de la dépolarisation imposée et se
situe pour différentes fibres entre 6,5 et 10 ms.

La dépendance vis A vis du potentiel de 1la va-
riable d'activation est illustrée A 1la figure 60 A
(cercles). Nous avons représenté sur le méme grophique les
résultrts obtenus sur une nrutre fibre pour laquelle nous

avions choisi un niveru de repolrrisation égrl & + 25 mV
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20+
104
?‘déact' 9.5 msec
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100 mv
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24
63mV
].
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Figure 59 : Analyse semi-Logarithmique des couramts
de queue enregistris au niveau de polarisation &gal a Ep, apris
des Aimpulsions d'amplitudes variables interrompues au moment
ot Le cowrant sontant est maximal.

Les amplitudes de chaque Ampulsion sont indiquies a L'extrhemite
des drodtes. '

Noter que La déactivation du cowrant sontant 4'effectue
selon une exponentielle simple dnt La constante de Ltemps est
Andépendante de £'amplitude de L'impulsion.

Fibre 109 (voirn précédemment).
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(points). n_, vorie entre O et 1 dsns une large gamme

de potentiels compris entre + 25 et + 100 mV, Nous remsr-
quons qu'au potentiel de repos Ng = 0 et que ia valeur
de demi-activation n,, = 0,5 correspond & un potentiel

- imposé de 63 mV,

2°) Déterminstion de 1z constante de

TR S S s sttt e R W " i e S e S8 et Mk v P " ok it ot it e S

v’ —-.»--.-v—.—,..---.— .-»-‘-—n—-

La consteante de temps Zg.n été calculée, pour
chaque potentiel, en reportent en coordonnées semi-logn-
rit'imiques 12 différence entre 1'amplitude moximrle du
courant reterdé (Ioo ) et 1'amplitude de ce courant & dif-
férents temps (I). Les relotions obtenues sont linénires
et leurs pentes différentes permettent de déterminer th
pour chaque potentiel. Les inverses des constontes de
temps thl sont reportés A& 1la figure 60 B.

Ces mesures étant établies pour 1la fibre dont
1'évolution de la variable n_ en fonction du potentiel
est présentée 4 1la figure 60 4 (cercles), il est possible
de celculer 1'évolution des parsmdtres <¥n et Pn.

effet, nous savons que :

et que ' -1
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o”

mvV

Figure 60 : Caractrnistiques d'activation du courant retarde.

A : Relation entre La varniable d'activation n_ et Le potentiel.
Les cencles conrespondent aux mesurnes obtenues a partin de La

Mgu/w, 59 (F.ibre 109).

B : Ca/zac,tejmaquezs uno,aquu du courant sortant retardé en fonction

du potentiel Aimposé.

Les points pour t,-1 conrespondent aux mesures faites sur £a

gibre 109.

Les cencles et Les triangles @vidés sont Les valewrs cornrnespondantes

caleulles pour o, et B .

B
LH.’..E)
\\..‘
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L'évolution de O(n et Pnb steffectue selon
des fohctions monotonés de Em. Leur intersection se pro-
duit pour V = 62 mV, ce qui concorde avec la valeur de V
correspondant & n . de demi-»ctivetion et que nous avions

déterminde égrle & 63 mV,

3°) Conclusion

I1 ressort de nos annlyses semi-logorithmiques
de 1'activetion du coursnt retardé ou de s» déactivation
au niveau des courecnts de queue qué les relations obtenues
sont linérires et ne présentent qu'une scule phsse. Ceci
traduit donc l'existence d'une seule composante dans le
courant retardé,.

Ce résultrt diffire de celui obtenu per /DRI/X
et coll. (1970 »-b) sur 1» fibre musculaire de grenouille
pour lpquelle deux composentes peuvent @tre nmises en dévi-
dence. BROVN et NOBLE (1969 =-b) ont égrlement décrit
deux composontes dens le courent retardé enrégistré sur
l'oreillette de grenouille. Do meme, NOBLE et TSIEN
(1963) ont précisé que, dons ia gomme des potentiels du
plateau du P? des fibres de Pnrkinje, le coursnt sortant
activé correspond & 1la somme de deux exponentielles. Sur
1a fibre musculsire de crabe, seule une expdérience nous
a permis de détecter deux compossntes bien que les conéin
tions expérimentsles soient identiques A celles fixées
pour toutes les autres préporstions. Il ne semble donc

prs que notre snrlyse du courcnt retrrd4 nous permette
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d'effectuer une distinction entre deux sbrtes de prépa-
rations comme ont pu le faire OJEDA et ROUGIER (1974).
Le courant IKz mesurdé pourrait é&tre comparé au éourant
retardé rapide décrit psr ADRIAN et coll. (1970 2),
ILDEFONSE et ROUGIZR (1968), ROUGIER et coll. (1968 a)
sur 1o fibre muscnleire de grenouille,.

Comme nous l'svons expliqué au début de ce cha-
pitre, nos études du coursnt retardé ont été réalisées.
préférentiellement sur des fibres de type I. Pour deux
préparations de type II testées, les résultats sont iden-
tiques A ceux obtenus pour les fibres du type I. En por-
ticulier, 1o déactivation du courant retardé & la fin
d'impulsions de 70 et 80 ms s'effectue selon une exponen-
tielle simple. Ceci confirme notre hypothése d'une inec-

tivation rapide du courant Igy.

IV - Ceractéristiques du courant Ixs étudiées

en solution ASY + Mn (20 mM)

Un protocole expérimental identique & celui
que nous venons de décrire pour l'établissement des pare-
métres nn' R fn, °(;1 et pn est répété sﬁr une fibi‘o
placée successivement en solution ASW + Mn.

Pour cette fibre, dont certains enregistrements
ont été préscentés A 1la figure 28, le courant de queue,
lors de 1» repolarisation a ER était assez nettement

sortont.
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1°) Variable d'activation n o

; . ++
Nous avons signnlé qu'en présence d'ions Mn' |

le courant retsardé sinsi que les coursnts de queue sont
. diminués. La figure 61 montre 1l'évolution de 1'amplitude
(portée en coordonnée logarithmique) des courants de
queue 2u cours du temps pour différents potentiels impo-
sés, en milieur#SYW et *SW + Mn.

Nouslconstntons que la désctivation de ces cou-
rants s'effectue dons les deux crs selon des exponentiel-
les simples dont les constesntes de temps sont égoles 2
8 et 6,5 ms.

L'amplitude moximrle Io du coursnt de queue
instoantané & 1la rupture du potentiel est nettement infsé-
rieure, pour un potentiel identique, en solution Mn qu'en
solution ASW, Les différentes valeurs de Io en fonction
de V traduisent 1z dépendrsnce vis 4 vis du potentiel de
la varinble d'?ctivatibn n (Fig. 62 #). La demi-octive-
tion est obtenue en solution ASYW pour un potentiel impos3?
de 65 mV, valeur en sccord avec celle de 63 mV déterminde
précédemment sur une 2utre fibre (voir Fig. 60). En pré-
sence d'ions Mn++, le potentiel de demi-2ctivation devient
égal & 76 mV. Lo relation n_, : f (V) se trouve dans co
ces déplacée, d'environ 10 mV dans le sens dés dépolori-
sations. Sur deux nutres fibres, un déplacement identique

de 1a courbe de Ny © 4t4 enregistré.
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ASW  Mn
I tait , _

o 9 mv 0 W07 mV

104

O 125 mv

0 5 10 15 msec: O 5 10 15 20

Figure 61 : Analyse semi-Logarithmique des cowrants
de queue (méme procidé qu'a La gigure 59) pour une fibre placie
successivement en solution ASW et en so0lution Mn. '

Noter R'amplitude plus faible des courants de queue en
solution Mn.

Fibre 2504 (voin précédemment Fig. 28 et 29).

RS

W
ULL;j
N




| A N
ol £ . eee= -
— :
{ )
[ J
./ /‘__A— |1
01 / A“ +Mn
o _/____ 05
|
} .......... 0.5-
L 1/
L) .
[ ] P '
/ |
an J
o) At P 0" Jo
40 0 506 % 100 mV
a1
Sec B
150+
)
I’
&
(o]
100+ ‘/’
’
22 asw
// +Mn
s
504 R\ ‘,l' n
\‘\‘ ’ol
] /
N
~=0” Seaa,
0 S o
L §
50 72v 100 150
m

Figure 62 : Caractérnistiques d'activation du courant retarde
établies pour Za fibre 2504.

A - Relation entre La variable d'activation n, et Le potentiel Amposé.
Mesures en sofution ASW (cercles) et en solution Mn (triangles).
Noter La translation vers La droite de La relation en solution Mn
et Les valewrs plus faibles poun 1 o Les amplitudes maximales sont
noamalistes a 1. Le potentiel de deémi-activation {n_ = 0,5) est de
65 mV en solution ASW et est déplact & 76 mV en présence d'ions Mn.

B - Caractinistiques cinétiques établies en solution Mn.
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2°) Constante de_temps_d'activetion

—— - o - —— N St S e W 2o ot st v avm o

Elle est déterminde sur cette mé&me fibre en
solution AST + Mn. Les inverses des constentes de temps
mesuréeé,sont portdes en fonction du potentiel imposé
(Fig. 62 B). Le ninimunm de tn"l se produit pour V
72 mV, ce qui concorde =ssez bien avec le potentiel de
76 mV correspondrnt i N = 0,5. I1 est & noter qu'en

-y
. . . -
solution ASYW nous svions observé ce ninimum de Zjn

. ~

pour V = 32 nV (voir Tig. 60 B).

3°) Conclusion - Discussion relotive &

_.-.‘.....—...._....__.«. . . o T - 2 v o S - — - =cn Man ey

. v
l'nffet des ions ln

I1 s~pprroit que 1':-ddition d'ions Mot provoguo
une modificrtion de 1'rctiveotion du courrant reterdé vis 2
vis du potentiel impos?d mris n'influence prs scensiblement
1n cindtique d'~ctivetion de ce couresnt. En effet, 1o
dénctivation se nroduit selon des constentes de temps
voisines en sbsence ou en prdésence de Mn. IEn outre, les
relations obtecnues correspondent dens les deux cas A
des exponentielles simples lzissent supposer que le cou-
rant initiel estﬂdéja fortement incctivé A 1a fin d'im-
pulsions 1'environ 60 ms et ne peut étre retrouvé a2u ni-
vezu du courant de queue.

Nos rdésultsts montrent par contre 1'influence
des ions Mn'' sur 1p varintion de 1'activetion du coursnt

retordé en fonction du potentiel., Lo diminution de 1l'em-
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plitude moximale du coursnt retardé et la diminution des
courants de queue sont A essocier au déplscement de 12
courbe d'activation de n_, d'environ 10 mV dans le sens
des dépolsrisations. Un déplacement identique 2 déja été
décrit psr FRANKENH! ZUSER et HODGKIN (1957) dans le crs
des milieux hypercrlciques.

I1 est connu que le chomp électrique contrOlrﬁt
les param2tres d'activation et d'inrctivation est modifié
par 1'addition de cherges positives A 1o surfrce externe
de 1o membrsne (HUXLEY, 1959). Nos résultsts expérimentrux
semblent donc pouvoir 2tre interprétés de fngon annlogue ;
un excds de cotions A double cherge provoquerrit une di-
minution du courrnt retardsé psr déplocement de la'courbc
d'activrtion de ce courrnt drns une direction dépolariscnte.
D'ARRIGO (1973) décrit un effet similrire sur 1'axone
d'écrevisse lorsque des ions métalliques polyvelents
sont présents dans 1la2 solution externe,

De plus, cette interprétotion semblernsit égr-
lement de nature A rendre compte des résultats obtenus
dané une autre condition expérimentasle, lorsque nous
avions choisi de remplacer le calcium de la solution ex-
terne par des ions sett (voir chopitre III). Drns ce crs,
nous avions enregistré un allongement du P.A. et une di-
minution du coursnt retordé4 qui pourrrient s'éxpliquer
par une variation de 1o courbe d'activation de ce coursnt

potassique comparrble & celle que nous venons d'étudier.
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V - Etude de 1'évolution de l2 conductance

poterssique su cours du temns.

1°) Principes_des_déterminations théorique

o v o v ot Py G S AR Tt et S o A GG B AU oA WD Sy D W WA ot R W S oo P W S o s Py W o

et expédrimentale de gy,, pour un potentiel donné

Connpiséant meintenant les param2tres d'acti-
vation du courant retardé, il doit étre possible de-00m~
parer la variation théorique de 1la conductance ggo du
courant retardé IKZ A sa varistion mesurée d'aprés nos
expériences.

La varintion expérimentale de 8Ko peut étre
déterminée, de fncon tr2s simple, 4 partir des mesures
de IKZ A différents temps, pour un potentiel donné,
selon 1'équoation :

Ig,

Ekg =

vV - VK

V,, étant obtenu selon le processus précisé précédemment.

K

La variation théorique de 8Ko peut étre prévue
dans le cadre de la théorie d'HODGKIN - HUXLEY. A chaque

instent, 8Ky Sera égéle A

X
ng = é’EKZ [no + (noo - l’lo) (1 - e"t/Cn}

Dans cette équation éKz est 1l» conductance potassique

maximale du courant retardé, Ny, Doy o Z‘n ont leurs

significrtions définies précédemment.
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2°) Résultnts

La variation de ng est mesurée expérimente-
lement A pertir des enregistrements obtenus sur la fibre
pour laquelle différents param2tres ont déjiA été établis
(voir ¥ig. 53 A - 57 - 58 et 60, cercles). Pour cette
fibre nous avions également déterminé VK égal &4 + 5 nV
(par ropport A HP = ER). Les Qaleurs de gg, sont colcu-
lées pour des potentiels de + 80 ot + 100 mV et indiqudes
par des péints sur les graphiques de la figure 63.

»Les calculs théoriques de gxo Pour ces mémes

potentiels sont effectués en prenant

o]
|
o
-3
(9]
)
+
1
ey
i

108 pour V = 80 nV

et

100 nv7

o]
|
o
(<o}
~J
(0]
+
i
Ty
i

160 pour V

Les courtes sont tracées A la figure 63 A partir

de ces nmesures théoriques.

3°) Conclusion

o o . i~ o —

Une bonne concordonce entre les valeurs expéri-
mentnles et les valeurs théoriques sont obtenues lorsqu'un
exposant 1 est 2ffecté 4 1'dquation théorique. Ce résulirt
montre que 1'évolution du coursnt retardé s'effectue se-
lon une cindtique du premier ordre. Ceci diffare notsbic«
ment de 1; variable n4 détermindée pour 1l fibre nerveusc
(IODGKIN et HUXLEY, 1952 d) ou de n2 obtenue pour diffdé- .

rentes sutres structures excitobles telles que les fibros
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gK mmho/cm2
woomvV
5..
0 25 50
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Figure 63 : Variations de La conductance potassique retardée
au couwns du Lemps pour deux dépolarnisations imposées de 80 et 100 mV
(Fibre 109 vo.n précédemment).

Les points correspondent aux valeuns expérimentales obtenues
d'apnes La nelation I

- 2
2 v-v

9k
K

avec VK = + 5 mV sun cette f4ibre.

Les counbes sont tracées a partin des valeurs caleulZes d'qpris
£'equation : gy = gg - (voin texte).

‘
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auriculsires de grenouille (DE HEMPTINNE, 1971).
Toutefois, un résultst annrlogue » été décrit pour une
composante lente prr NOBLE et TSIEN (1968) sur les fibres
de Purkinje et p~r DROWN et NOBLE (1969 b) sur les fikres

auriculaires de grenouille.
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C - MISE I EVIDINCIH DU PROCESSUS D'INACTIVATION DU

COURANT RETATDE

Pour des>potentiels imposés d'une durée généro-
lement supérieure A 100 ms, une diminution du courant re-
tardé n 6té observée. Des résultats snologues ont déja
été signalés pour’de nombreuses asutres cellules
(!DRIAN et coll., 1966 ; ZHREKSTEIN et GILBERT, 19G¢€).
Différents travaux permettent mpintennnt d'expliquer ce
phénom3ne. Deux mécanismes indépendents, capables cepen-
dant de se produire simultsnément, peuvent &tre envisrgés,
I1 s'ngit

- soit d'une varintion de la conductzance du
coursnt retardé correspondsnt & un processus d'inactive-
tion telle que l'ont décrite CONNOR et STEVENS (1971 a)
sur les ganglioné d'’plysie, ou ADRIAN et coll. (1970 »,b)
sur les fibres musculrires de grenouille.

- soit d'une vnriation du potentiel d'inversion
du courcnt reterd4, due A un processus d'sccunulrstion des
ions tronsporteurs de ce cournnt. Une sccunulation d'ions
xt dans un espace extrncellulmiré restreint 2 &été suggé-
rée sur 1l'sxone devseiéhe par FRANKENIAEUSER et HODGKIﬁ
(1957) et mise en évidence suf les cellules "prcemoking"
d'?plysie por ALVING (1969) et ZATON (1972).

Nous nous proposons donc, pour lo fibre muscﬁ~
l2ire de crabe, de déterminer lequel de ces méconismes

rend compte de 1l» diminution du courernt retordé.
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I - Déterminstion du processus impliqué dens.

1o diminution du courrnt retrrds,

1°) Controle dn freteur (V - Y>

I B e (L e ek et At o sk e SReY VAN as o S A B S e M A s e KA < va N

*’
L

L'expdrience suivrate » ét4 rdrlisde : une
dépolrrisation Vi de 85 mV nsctive le coursnt retsrdé qui
diminune cnenite ru>fur et & mesurce que ls duride de V1
~ugnente, / 10 fin de 1'impulsion Vl’ nous ohservons les

courrants de queue ponr deux niverux de potentiels V, ¢t
. o -

'l

V's choisis syndiriques por repport ~u potentisl d'inver-

d

sion V.. du courrnt retsrd4, V., est mesurd sclon 1o mé-~

A% 4%
thode décrite précsdderment ru nsxinum d'rcetivetion du

r

7
K
>y L as

exrctenent 2 I, (= IDP). Vg ot V', sont choisis égrux &

Ly

courrat retrrds4, Dons cette expdrience correspond

35 et - 35 nV de frgon 4 observer des courrsnts de queue
nettement développdés. Dons ces conditions, nous devons
enregistrer ~u nivernu Vz un courrnt de queue sortent et
2u nivernu V'z un coursnt de queue entrrnt. Les mesures
des valeurs instrontondes de ces coursnts de queue sont
obtenues prr extrapolrtion (ru temps t = o d'établisse-~
ment de V2 ou V'z) de l'enveloppe des amplitudes du cou-

ront de queue I, -~ I

+ I, #tont le niveru stable du

- ?
courrnt de quecue. Lr conmprrrison des smplitudes de ces
coursnts de quecue pour une durde donnée de Vl nous per-
mettre de déterminer si (V -~ VK) est restée constente

quelle que soit 1lr durde do Vl'
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: o V2 £435mV
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Figure 64 : Influence de La durnZe d'une dépolarisation Vi = 85 mV
sun Le décﬁu%z‘dﬁfﬁbuna rnetande et des courants de queue.

A : Ennegistrement des courants de queue & La §in du potentiel conditionnant
Vi de 96 ms (a), 140 ms (b), 244 ms (c) et 360 ms (d) Lornsque Le potentiel
de membrane est rnameng a deux niveaux : Vg = + 35 mV (cowrants de queue
sontants) et V'g = - 35 mV (courants de queue entrants).

B : Analyse semi-Logarithmique des amplitudes de ces courants de queue :

(I-1w) au couns du temps.

Les pointilles verticaux indiquent Les differents temps 0 de La rupture de

L' impulsion Vq permettant de détenminen I1,. Remarquen que 1, est Le méme,

pour chaque durée de Vi que Vg s04t egal & + 35 ou & - 35 mV. La constante

de temps de déactivation des courants de queue Asontants est de 30-40 ms,

%egze des cowrants de queue entrnants d'envinon 15 ms.

Lbre 107.
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b) Résultats

- w  am  wee e

Pouryun potentiel V1 de 96 ms de durée permet-
tant 1l'activation compléte du courant retsrdé (Fig. 64 & -
enregistrement a), les valeurs sbsolues de Io pour V2
et V', sont égrles (Fig. 64 B - 2). Ce résultnt confirme
12 bonne polrrisafion membresnaire détermihée pour‘VK =

Ep. Les deux "driving-force" (V, - V) et (v'z_- Vi)

R
sont donc bien égrles.

| Lorsque 12 durée de Vy augmente,lle courant
réfardé diminue et nous observons une diminution des cou-
rants de queue sortsnts ou entrahts qui est d'sutant plus
nette que V; est plus durnble (Fig. 64 A - b c d). Les
mesures de IO aux nivesux V, et V'z sont effectuées
lorsque V1 est interrompuc »pras 140~ms.(enregistrement
et mesures b), 244 ms (enregistrement et mesures c) et
360 ms (enregistrement et mesures c). L'shalyse semi-
logarithﬁiqué’des courants de queue (Fig. 64 - B - b ¢ d)
 indique que~1e‘cournnt instantnné I, est le méme (en

valeur absolue), que le courant de queue soit sortsnt ou

entrant, et ceci, pour choque durée de Vi fixde.

¢) Comclusion

o em e wm =

Ce résultst montre donc que les deux "driVing—'
force" (V2 - VK) et (V'2 - VK) sont restées égnles indé-
pendsmment de la durée de Vy. Si Vi avait été déplacé
par(sﬁite d'une nccumulntion d'ions KT nous aurions da

trouver une valeur de Io au niveau V'z supérieure 3 Io

A S
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au niveau Vz. L'égnlité de Io a V2 et V'2 permet donc
de prévoir qu'un mécrnisme d'accumnulation ne semble pas

étre mis en jeu. Puisque Io décroit au fur et & mesure

que la durée de V1 augmente, nous sommes smenés A consi-

dérer que la diminution du coursnt retardé résulte d'une

varisrtion de conductance.,

2°) Contréle du facteur gx

- . ——— VY - WS W . wes W T PV e

L'expérience va consister m?inteh?nt 4 mesurer
les valeurs instsntonées I° des courants enregistrés a
différents nivesux V, de potentiels, appliqués aprés un
premier potentiel V1 d'une amplitude de 90 mV et de du-

rées égnles A 85 et 1200 ms. Cette méthode que nous avons

déja décrite pour déterminer le potentiel d'inversion du

courant retardsd (voir Fig. 54) nous permet de tracer deux
courbes traduissant 1l» relation entre les valeurs du cou-
rant instontoné et Vo) d'une part qprés 85 ms et d'autre
part aprds 1200 ms. L2 pente de ces relations sersa fbnc«

tion de la conductonce pour le potentiel de commande V1

a4 ces deux temps. De plus, l'intersection de ces droites -

avec l'axe des potentiels Vz nous permettrna de controler
si VK est demeuré inchengé apréds 1200 ms comme le résul-
tat précéddent nous incite & le croire. Si gg ? varié,

les deux relations (A& 85 et 1200 ms) devront avoir des

_pentes différentes.




200 msec
V1 vy ) 1200msec
+90
mv
0.2+
® A V2
T 7
-50 mVY +50
Figure 65 : Détenmination du potentiel d'inversion

du courant netands a La §in d'une impulsion de Longue durde

(1200 ms).

Méme procédeé et méme fibre qu'a La figure 54.

Remarquer que Les deux nelations se crodlsent pour La meme
valeur de potentiel et que Lews pentes sont différentes.

277.
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Lorsque V1 a une durée de 85 ms, nous obtenons
le potentiel d'inversion du coursnt retardé pour un po-

tentiel V, égnl & - 12 mV par rapport a ER. L2 relation

2

courant-instantoné Io en fonction de V2 est linéaire.

Lorsque le ménme potentielAV1 a une‘durée de
1200 ms, nous constatons qu'une nouvelle relation liné-
aire coursnt instontoné - potentiel Vz est obtenue mais
que le potentiel d'inversion demeure inchesngé. La nouvelle
pente de 1la relation ohtenue traduit une diminution de 1»
conductance apra3s 1200 ms d'un facteur 4 par rapport a
sa vpleuf aprds 85 ms. Sur d'autres fibres, ce facteur

de diminution de la conductonce vorie entre 3 et 4.

¢) Conclusion

Cette expérience nous permet donc de confirmer
que l2 diminution du courant retardé résulte d'une innc-
tivation de 1la conducteonce potsssique. Dans une expérience,
cette inactivation 2 été accompagnée d'une légeére accumu-
lation potassique. En effet, nous avons obtenu une valeur
de Vp 2 1a fin d'une impulsion de 1000 ms déplacée de
5 mV dans le sens des dépolarisations. Une légdre accumu-
lation d'ions K' dans un espace restreint, en dehors du
systa&me tubulrire tronsverse, et ne représéntant que 1/3
ou 1/6 du volume d;une fibre musculaiée de grenouille,

a été déerite par ADRIAN et coll. (197C a) mais, sur 1o

fibre musculrire de cra2be, il est certoin que le facteur
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déterﬁinnnt dons 1o diminution du courant retsardé est

1'inectivation de ce courant.

II - Constrntes de temps d'inactivetion

Nous n'entreprendrons pas ici une étude détail-
lée de 1l» variation des constantes de temps en fonction
de V dans 1o mesure ou

i) il est difficile d'appliquer
sur une méme fibre uh grand nombre d'impulsions de longue'
durée »fin de controdler une lorge gomme de potentiels
ii) reres sont les fibres dévelop-

pant un coursnt sortrnt 2ssez ample pour &tre mesuré lors-
que des dépolrrisctions faibles sont sppliquées.

Nous pouvons toutefois donner une mesure de
cette constante de temps pour un potentiel imposé de 85
mV. Les enregistfements de la figure 66 permettent‘de
déterminer rssez précisément 1la constrante d'innctivation
t'car deux méthodes peuvent &tre utilisédes. Le premiére
méthode de détermination de { consiste 2 reporter les
différentes veoleurs de Io obtenues en fonction de 1=
durée de vy (Fig. 66 ~ carrés). Lo deuxiime méthode re-
vient & mesurer & différents temps 1»n différénce entre
1'smplitude du coursant retardé I et 1l'smplitude de ce
cournnt A& 1'état stable I o 2 1o fin de 1l'impulsion de

longue durée (Fig. 66 - points).
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'Q=440nnec

Figure 66 : Determination de La constante de temps
d'inactivation pourn un potentiel Amposé de §5 mV dont Les enwre-
gistnements sont présentés a La figure 66 (Fibre 107).

Repont semi-Logarnithmique, en fonction de La durée de £'impulsion,
des amplitudes de I, déterminZes précedemment (carnds) et des
amplitudes du courant retarde (1 - 1_ ), I_ &tant pris a 1200

ms (points).

T o
[ 4
LY f-;; 74
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Les mesures obtenues par cés deux méthodes,
reportées'en coordonnées semi logsrithmiques, s'alignent
sur une méme droite dont l» pente permet de mesurer 27
= 440 ms. I1 est A noter que cette insctivotion s'effec-

tue selon une exponentielle simple.
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D - CONCLUSION

Nous svons étudié drns ce chapitre le courant
retardé sortant. Ce courant apparait essentiellement

potessique. L» conductance potrssique est nctivée doans

"une large gomme de potentiels compris entre + 30 et

+ 100 mV. Au potentiel de repos, l'activetion de ce cou-
rant est nulle. En outre, les cinétiques d'activation de
ce courant sont relotivement repides, ce qui permet de
supposer que pour des voleurs de potentiels sssez élevées,
ce courrnt intervient déjA légarement »u cours de 1o
phrse de dépolnsrisrtion. Cependont, cette cinétique d'nc-
tivrtion ne semble prs suffisrsmment rrpide pour pouvoir
rendre conpte de 1s repolsrisction repide des potentiels
de courte durde observéé sur les fibres de type II.

Enfin, le processus d'inrctivetion mis en évi-

dence sur lz fibre musculrire de crabe, nous permet de

“retrouver un résultnst identique & celui obtenu sur 1-

fibre musculrire de greaouille (WAZLJINA et coll., 1982

-

HEISTRACHER et HUNT, 1989 ; STANFIILD, 1970 ) mris dif--

4

féront qﬁelque~peuvd@Swrésultpts signelés pour 1fsxone =
seiche drns 1l» mesure ol ce courant sortsnt s'inoctive
°SSCZ r?pidemeﬁt et compldtement. Toutefois, nous n'svons
prs observé, pour les impulsions oppliquées inférieures

4 2 secondes, une deuxiéme compossnte telle que 1o décri-
vent ADRIMN et coll. (1970 -~ 1) ot STANFTIELD (1970 =).
Selon ces ruteurs, 1r const-nte de temps do cette deuxidme

composrnic sercit cnviron 2 fois supsdricure A 1r constrnte
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de temps de lo premiare composrnté compsroble & celle
que nous enregistrons. I1 est possible qu'une composrnte
lente puisse égnlement exister sur larfibre musculoire
de crobe et étre démrsquée A condition d'appliquer des

impulsions de trs longue durée.
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En milieu dépourvu de chlore, l'activité élec-
trique de 1la fibre musculsire de crabe disparatt (FATT
et KATZ, 1953 ; HAUDECOEUR, 1971). HAUDECOEUR et
GUILBAULT (1974 ») consid2rent que ce phénoméne peut ré-
sulter d'une variction de la conductence sux ions chlore.
GIRARDIER et coll. (1963), REUBEN et coll. (1967) admet-
tent que les ions C1” et C»™¥ pourranient etre associés
pour tronsporter le coursnt critique pour le couplage
excitrtion~contraction. Cependsnt, nos résultats expéri-
mentaux nous ont conduits & sssocier 1la phase de dépoln-
risation du potentiel d'action, enregistrée en solution
ASW, A l'existence d'un courant initisl & deux compo-
santes pratiquement simultandes : 1l'une calcique, 1l'autre
potassique. 2insi, dons la mesure oﬁ nous n'avons pas nis
en évidence de courant ionique transporté par les ions
Cl™, il apparait intéressant dé comprendre quel mécanis-
me peut &tre responsable de cette disparition de la ré-
ponse électrique en absence de chlore. Le but de ce phn«
pitre ne sera donc pas d'effectuer une étude exhaustive
de 1'influence des ions Cl~ et des différents substituts
possibles au NaCl. Dans les exﬁériences présentééS; le
NaCl de 1la solution externe est remplacé soit por du
nitrate du Na, soit par du propionate de Na, réputé
imperméant (REUBEH et coll., 1964 ; GAINER et GRUNDFECT,
1968), ce qui reviént A conserver 80 mEq de Cl1  dans 1o
solution externe (solution "Cl 80"). Pour la solution

[C;]p = 0, les sels suivants : CoCl,, MgClZ, KC1 sont




289.

respectivement remplscés, de frgon équimolaire par du

propionate de Ceo, MgSO4 et K2 804.

A - INFLUENCE D'UN NMILIEU [?ﬂle = 0 SUR L'"#CTIVITE

ELECTRIOUE

I - Substitution du chlore par du propionate

T et 2000 e e g - et VD S e WA s S s S W T G ke TS VS S e o s 28 e v e B8 crea

L'application d'un milieu pauvre en chlore ou
totalement dépourvu de chlore provoque une brusque dépo-
lorisation membrannire d'environ 20 mV en 1 2 2 minutes
suivie d'une repolsrisation plus lente smenant le poten-
tiel de membrone, apras 15 minutes environ, & une valeur
proche de Ep nesuréd initinlement en solution ASVW. D'aprds
‘des mesures obtenues par microélectrodes sur 18 fibres,
le P.R. moyen initirl de 65 + 0,6 mV (n + sm) devient
égal apres 15 minutes de milieu Cl e = 0462 + 0,15 mV,

Ldrsque des stimulstions, méme trés largement

supraliminaires, sont appliquées, l'activité électrique

disparatt totalement (Fig. 67).

La figure 67 (B) permet de compsrer les cou-
rants ianiques enregistrés sur une fibre placée succes-

sivement en solution 28% et en soluthmaﬁnje = 0,
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Figure 67 : Ennegistrements de £'activité electrique sur
une §ibre pﬁce’e successivement en solution ASW et en solution [CL], = 0
(NaCL nemplacé parn du propionate de Na).

A = Emnegistrnements dans Les conditions de courant imposeé
en ASW (partie gauche) et en milieu [C!,J o = 0 (partie droite).
B = Ennegistrements des courants Loniques dans Les conditions

de potentiel impose.

Les valeurs des potentiels imposés sont identiques en ASW
et en solution CL O et indiquées a gauche de chaque potentiel dépolari-
dant en solution ASW.
' Noter fa disparitiondu courant initial composite (f§ibnre de
type I1) tandis que Le couwrant retarde demeure inchang@.

\_M.\,.r./

Fibre 706.

e
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o0 ASW A

s 2 [ci]=0 é /

-50 & 50 100

Figure 68 : Counbes couwrant-potentiel tractes &
partin des enregistrements obtenus sur La §ibre 706 (voin Fig. 67).

: - mesuwres : au pic du cowrant entrant en solution
ASW (podints) ou du courant initial en solution [CZ]Q = 0 {trniangles
pleins) .
- mesunres eh fin d'impulsions en solution ASW (cercles)
et en sotution [CL], = 0 (triangles Euides).

(83
\ LiLLE
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Les énrcgistrements de référence en 28V sont identiques
4 ceux décrits pour les fibres de type II. En milieu
sons chlore, nous constatons que les deux composantes

du courent initisl disporecissent. De méne, pour des fi-
bres de type I, le coursnt calcique (seul rpporent) dis-

voreit., Prr contre, le coursnt retrrdd - mesuréd & 1o fin

- 4

d'inpulsions do S5 ms deneure inchoagd. I1 en est de nime
des courcnts de quoue. Sur certrines fibres et trés gé-
néreolertent celles de type I, nous svons pu enrcgistrer
une sugnmentrtion du courrnt sortsnt retardd et des con-
reats s gusue,

Les corcctéristiques courrnt potentiel priscuo-
tses & 1l figure S0 mottent en dvidence ces différeatos
observrtious. Zn prrticulier, il est intdressent de ro-
norquer que le cour~nt de fnite an'sst prs modifid,

Dos rdsultsots rigoureusement identiques sont

obtenus en milisu C1 80, lorsgque le propionste de Ir

renplece H2C1,

3°) Conclusion

Ces résultrts confirmentﬁles traveoux 9ntérieﬁrs
relrtent 1la disperition de l'activitévéiectrique en ni -
lieu dépourvu de chlore. Deons les conditions de poten-
tiel imposd, 1l disp~rition du coursnt entront corrokorn
les observations frnites en coursnt imposé.

L2 courrnt sortent est légdrement sugmenté,

cot affet Atont plus naot lovsque les fibres en solution
i
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ASY rjéveloppent un coursnt de grande smplitude, fait
plus fréquent sur les fibres de type I. Corrélrtivement,
les courants de queue sont nettement nugmehtés. Un
effet dissymétrique compnrrable, relatif 4 la voriation
d'smplitude du coursnt sortent et des courants de queuc
avait déja été dscerit en solutipn Mn. brns ce crs, nous
observions une diminution d'smplitude du courant retards
#ssociée A une diminution plus nette des courants de
queuc. Ces effets peuvent &tre attribuds 4 1'amplitude
du coursnt de fuite nmersquant devantage le courant reter-
dé (puisque IL est plus forte pour des dépolsrisstions
élevées) que le courrnt de qucue observé & HP = Ep.

| Enfin, nous ovons noté l'sbsence de veoristion
du couront de fuite en miliecu sans chlore par rapport
au milieu ASYW, Or, nous savons que la suppression du
chlore externe entrnine une sugmentnstion de 12 résistrnce
de membrene de repos qui est 2lors pratiquement doublée
(MOUNIER, 1970). Dsans nos conditions de courant imposé,
1a Rm n'est que trés légarement 9ugﬁentée. Cette réduc-
tion de 1'influence des ions Cl  pourrsit résulter d'une
variation de 1la surface membranaire dsns le compertiment
test, & 1la suite des fortes cantrsctures survensnt su

moment de 1'application du milieu C1 O,

IT - Substitution des ions C1l~ par NO,

L'influence du nitrrte sur les fibres muscu-




laires a déja f2it l'objet de nombreuses études. En peor-

‘ticulier, pour l» fibre musculscire de crabe, ATVOOD

(1968) » décrit 1és effets de ces ions sur les propriédtés
électriques et mécoaniques et RICHARDS (196S) a déterminé
1'efflux de C1~ en présence d'ions NOB". En milieu bauvre
en chlore, les ions NOS- pénatrent dens la cellule sans
modifier 1l'efflux de chlore. Les différents résultats ob-
tenus suggdrent que la membrane de leo fibre musculaire de
crabe est aussi perméable A NO3_ qu'a C1~, en accord avec:
DE MELLO et HUTTER (1966) pour le muscle d'Astrcus mois
différont des observations de GIRARDIER et coll. (1963)
et GRUNDFEST (1967) sclon lesquels la perméabilité au
nitrate serait inférieure A celle 2u chlore. Mis & pert
ces derniers résultats obtenus sur 1l'écrevisse, 1la con-
formité des annlyses d'ATWOOD et de RICHARDS pour les
:fibres de crrnbe met en évidence une différence de com-
portement de ces fitres par rapport sux fibres squelet-
tiques ou cardisques de Vertébrés. En effet

- sur l2 fibre musculsire de grenouile, 1eé

ions NOS- entrainent une diminution de 1l'efflux de

" ¢ilore (HARKIS, 10BE 7 ADRIAN , 1961 ; MOORE, 1969) &t

la perméabilité 2u nitrate est plus faible que celle nu
chlore (HUTTER et PADSHA, 19859).

-~ sur l» fibre musculaire cardiaque, une auge
mentation de 1a g est enregistrée (HUTTER et NOBLE,
1961 ; DE MELLO, 1963).
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Nous nous sommes donc proposé d'étudier, sur
1la fibre musculaire de crabe, l'évolution de 1'activité
électrique et des coursnts ioniques lorsque le chlore
est remplacé par un anion pénétrant 4 1'intérieur de 1o

cellule,

\

1°) Résultats en courant et potentiel

La figure 59 présente les enregistrements obte-
nus sur une m2me fibre en solution ASY et en solution
nitrate (NaCl remplacé par NeNC5 - 80 mEq de Cl subsis-
tent). Sur cette fibre, 1l'spplicetion de la solution ni-
trate entratne une hyperpolarisation membronesire de 4 mV,
conforme aux hyperpolrsrisstions de 2 A 5 mV mentionnées
par ATWOOD (1968). La résistance de membrane est légére-
ment‘augmentée. Lorsque des dépolarisntions suprsliminsires
sont appliquées, l'activité électrique demeure (Fig. G9 2).

Dans les conditions de potentiel imposé, nous
observons toujours le courant entrant, qui devient plus
ample. En oﬁtre, sur cette fibre, le COurént IK1 qui éteit
nettement apprrent en solution ASW ne se produit plus

(Fig. 69 B).

2°) Conclusion

Nos résultnts expérimentsux apperaissent
sensiblement identiqﬁes A ceux d'#TWOOD (1968), bien gue

nous puissions supposer que la membreone soit lég2rement
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ASW

et e s e >

100 mV
03 pA

e
20msec

Figure 69 : Influence d'un milieu pauvie en chlore sur o
L'activite electrnique. Substitution de NaCl par NaN03.

A - Enregistrements dans Les conditions de courant Lmpost
pour une méme §ibnre placie en solution ASW puis en solution nitrate

("Nosn) .

B - Enregistrements dans Les conditions de potentiel

Ampose sun cette méme fibre.

Fibre 2505.
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moins perméable aux ipns NOS' qu'aux ions Cl1 . Le main-
tien de 1l'activité délectrique correspond A 12 permsnence
du coursnt entrsnt que nous enregistrons. L'smplitude
accrue de celui—ci‘pourrait étre due & 1lp disparition

du courant I, .
. \1

III - Discussion

Lo combnrﬁison des résultets en milieu pro-
pionnte (imperm4nnt) et nitrate (permésnt) nous conduit
2 nous interroger sur le role jouéd par les ions C1°.
En effet, dons ces deux siturtions'expérimentales, 1'ef--
flux de Cl™ se prbduit mais l'activité électrique diffare.

Les ions C1™ quittent 1n cellule associés &
des ions K+, 4 un nivesu membrrneire profond, vraisem--
bleblement 4 travers 1s membrane du STT (GIRARDIER et
coll., 1263 ; ORENTLICHER et REUBEN, 1871). Cet efflux
de KC1 serait couplé A une sortie d'eau entrstinont prdé-
cisément le gonflement du STT (GIRARDIER et coll., 1953 ;
SELVERSTON, 1967). En outre, GIRARDIER et coll. admettent
que 1'efflux de Cl  au niveau du STT provoque une accu-~
mulation locale de cations, en perticulier Ca++, au
niveau des’jonctions A - I, sites stratégiques pour ini-
tier le couplage excitotion-contraction. Confortant ce

résultat, CARVALHO (1968) » montré qu'une diminution de

[Cl]i entraine un lrrgnage de Ca A partir du réticulum R

sarcoplesmique. I1 semblersit donc que 1o consdéquence

de 1la diminution de [CLJi soit une nrugmentrtion de
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[Cn]i, ce qui justifiersit 1'espporition des fortes con-
trectures survenant d2s le début de l'application des
solutions psuvres en chlore ot observées égnalement poar
ATVWOOD (1968).

Les effets d'une augmentationvde l2 concentra-
tion crlcique externe sont connus pour provoquer un dé-
placement des courbes d'activrtion et d'insctivation so-
dique (FRANKENHAZUSER et HCDGXIN (1957) dans une direction
dépolarisrnte. Ce phénom2ne est égnlement observé lorsque
1a force ionique de 12 solution interne est diminuée
(WARZHASHI, 1963 ; BAKER et coll., 1964 ; MOORE et coll;,
1964 ; CHANDLER et coll., 1965).

Nos conditions expérimentrles se trrduisent
por une situantion inverse. S'il ne nous est pas possible
de mesurer leo force ionique de la solution interne, nous
pouvongs envisager que celle~ci n'a pss été sensiblement
modifiée. Fn effet, 1l'efflux d'enu permet un résjustement
des concentrations ioniques internes et la variation do
Bﬂli (pu maximum de 60 mEq) est peu importante par rap-
port 4 la somme des concentrations ioniques internes
§g919 3‘1100 m?q.v%fﬁpgpent?ﬁion de [Ca]i pOurrait'dgqc
étre préférentiellement la cause des effets observés.
Dans ce cas, nous pouvons supposer que les courbes d'ng«
tivation et d'inrsctivotion de 1n conductance calcique;
ont été déplacées et que ce déplacement s'est produi}
dans une direction h&perpolarisante.

C'est ce gue nous nous proposons d'ennlyser
&
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maintenant pour la variable ch d'inactivation du cou-
rant calcique. Nous testerons égslement la variation
éventuelle de 1l» courhe fo en milieu nitrate afin

de tenter d'expliquer le maintien de l'activité élec-
trique lorsque 1ln fibre est imbibde dnns cette solution.
En outre, nous controlerons la varinble n., d'activation

du courant retardé en fonction du potentiel.

8Us
LiLiE
N




MINATION DE L'INFLUENCE DI L2 POLARISATION

DRANAIRE EN MILINU PLUVRE IEIT_CILODRE

I - Etude de 1la voriantion de f o du courant

crlcique on Tonction du notenticl cn milieu proponiste

(fen],

it

20 miq).

L'expdrience n'est rérlisée que lorsque le

contrdle deons les coanditions de courrnt imposé montre

un retour de o A s vrl;ur initisle ocu 4 une veleur

tr&s proche. Lorsque ce retour n'est pas total, 1a fibuo

est repolrrisde & P = Vﬁ Drns d'outres expdédriences

nous ?véds effectn?® une imbibition préslesble de 1r filxo
pendrnt uae deni-imre dess 1n solution C1 SO ofin a'sl-
viter 1~ destvuction Trdgquente des poats dz veseline,
provoqude pry 1'spperition des contraectures, lorsque
1'inbibition » lien drns 1r cuve expdrimentrle. Lr solu-
tion 3“000415 pour »neliier eet inconvénient prdsente
cependrat deux désrvenirges |

i) nous sommes obkligds de consi-
dérer drns‘ce crs qu'epras trente minutes, 1o fibre est
bien repolerisde A ER‘ B

ii) nous ne disposons pas d'en-
registrements de référence en solution ASW;

Une sdérie de potentiels dépolarissnts et hy-

perpolsrissnts prr ropport A Ey sont ensuite appliquds.

L'imnulsion test est de 62 nV ¢t 1'sanmplituds du couresnt
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Figure 70 : Evolution de La variable §_ en fonction du

potentiel

- en solution ASW : [czz]e = 594 mEq (points)

- en mikieu propionate [C@]e

80 mEq (triangles)

Ces deux courbes sont obtenues pour La méme §ibre n® 501.

- en mitieu nitnate [CE], < 80 mEq (corcles)
(Fibre 2505, voin Fig. 69).
- Le point situg & §_ = 0,55 cornespond a La mesure de
FATT et KATZ pour V = Ep Lonsque [CE] . = 198 mEq.

N
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entroant est mesurdée pnr reopport cu couresnt retnrdé,

Une prédépolarisction ne modific pss le courcn
enregistré en milieu Cl 80 correspondesnt & 1'impulsion
test et ne permet donc pas de remettre en dévidence IC?'
Prr contre, des préimpulsions hyperpolasrissntes provo-
quent lo réappeorition du courcnt entrent qui devient
maximel pour une préhyperpolariSation d'environ 60 mV.
La courbe d'inrsctivation colcique f, obtenue en milieu

Cl 80 comparée & 1la courbe de f_, en nilieu £SYW montre

que 1o diminution de 12 concentration externe de C1” »

‘provogué un déplncement de f_, dans le sens des hyper-

polarisrtions. Le potentiel de demi-insctivotion de
+ 32 mV en ASY devient é4grl & - 25 mV en solution Cl &0

(Fig. 70).

II - Etude de 1s veriestion de £ du courrnt

crlecique en fonction Jdu potentiel en milieu nitrrte.

Lo déterminntion de f,, est établie comme
précédemment. Les résultots obtenus en fonction de 1'om-
plitude de 1la préimpulsion sont reportés, a»fin de faci-
liter 1l'étude comperative,sur la figure 70.'Nous constn--
tons qu'en milieu nitrote la demi-inactivetion se produit
pour un potentiel de: 30 mV. Il semblerait donc qu'un
léger déplacement de 12 courbe de foo se produise, égnlc~
ment dens le sens des hyperpolarisations, ssns que nous

puissions toutefois préciser si le potentiel de demi-~
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inactivation mesuré cn solution nitrote est significo-
tivement différent du potentiel de demi-inactivation en

solution ASYW sur cette méne fibre.

III - ZEtude de l2 vorisntion de n_, du coursnt

retardd en fonction du potentiel en milieu propionste

Sur 1o méme fibre que celle utilisée pour
1'étude de £, ;‘nous avons mesurd la varisble n , en
milieu C1 80 per 1'étude des courants de queue selon 1o
méthode décrite au chapitre précédent (V). |

Pour les fibres de type I, ol le courant re-
tardé est plus fortement sctivé, nous nVons signslé que
celui-ci est sugmenté, 2insi que les couresnts de queuc,
sous l'effet du milieu C1 80,

L'évolution de n_, en fonction du potentiel
montre que la courbe obtenue est déplecde égnlement dens
le sens des hyperpolrrisnations (Fig. 71). Le potentiel
de demi-activantion est de 45 nV et, bien que nous ne
disposions pas d'enregistrements suffisants en solution
ASW pour étnblir correctement la courbe de n_ sur cette
méme fibre, la comprrrison avec nos résultats du chapitre
V nous permet de coanstater que le déplscement de l2 courke.

est de 15 2 20 mV dons le sens hyperpolerisant.
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Figure 71 : Evolution de fLa variable n_ du courant
netande en milieu pauvie en chlore | [&Z] 0 © 80 mEq ; NaCt
nemplacé par du propionate de Na).

Fibre 501 (voin Fig. 70)
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IV - Confirmrtion des résultets obtenus pour

foo Dor les observotions de TATT et XATZ (10E83).

Substitution de NaCl »or du sucrose,.

FATT et KATZ (1953) notent dans leur article
fondamental la remarque suivente (p. 192) sans pouvoir,
2 cette date, proposer une interprétation

"Pour des concentrations intermédiaires

(1/4 NaCl + 3/4 sucrose ou 1/3 NaCl + 2/3

sucrose) il demeure une dépolarisation sppré-

cisble (récduction du potentiel de repos de |

76 A 67 nV) mois besucoup de fibres restent

excitobles. Pour certcines d'entre elles, 1r

durée de 1a>ph?se ascendonte du potentiel
d'action nugmente et le PA 2tteint la ménme
amplitude ou une omplitude quelque peu supé-
rieure qu'en solution avec [ﬂa]e normale,

La vitesse meximele est toujours moindre en

milieu pruvre en Na ; 1o diminution sur 5

fibres, pour [Na], = 1/3 de [Na], au Ringer,

est de 0,55 (variation de 0,37 4 0,7)."

Il est particuliérement intéressant de'relier
ce résultat & ceux que nous venons de présenter. En
effét, la diminution de vitesse de lo phase ascendan§e 
du PA, dans 1la mesure ol celui-ci garde son émplitude»
maximale, ne peut 2tre expliquée dans le cadre de 12

theorie dTHODGKIN -~ IIUNLEY, que por une voristion de f oo
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Ainsi, en milieu N2Cl = 1/3 soit [C}]e = 198 mEq, nous
pouvons considdérer qu'a ER’ foo €St en moyenne de 0,55.
Cette vealeur est reportde sur notre graphique de la

figure 70.

V - Possililitd de foire rconornitre une sctivitsd

édlectrique en milieu pruvre ou  chlore.

Notre ohservation du déplacement de la courbe
de 12 varisble d'innctiveotion calcique dans le sens des
hyperpolarisations en milieu Cl1 80 nous permet de suppo--
ser, qu'en adoptent notre protocole expérimental, il
doit ¢étre possible de déclencher une activité électrique.
En effet, si nous polarisons la membrone par un coursnt
hyperpolarissnt provoquant une variation de Em d'au moins
£0 mV ofin de rendre le courant cslcique disponible
(2lors qr'il est presque totslement inactivé 2 ER), un
cournnt dépolarisant supreliminsire sppliqué immédistement
apris, doit permettre d'observer une réponse électrique.

Cette hypoth2se de travail se trouve confirméo
per les enregistrements de la figure 72 (2) obtenus sur
1a fibre poﬁr léqﬁelie nous avons déterminé fooken mi~
licux ASY et propionste : Cl 80, Il rpparnit que 1l'rc-
tivi té électrique rdécnpérde est de plus faible amplitude
que celle mesurde initirlement en solution ASW. Ce ré-
sultat &toit toutefois prévisible. En effet, nous avons
montré sur cette méme fibre que la variable n g d'acti-

vntion du courant ret-ordé est dgerleneit diéplecéde dons




307.

Cl [590]
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Figure 72 : Possibilité de faire apparaitre une
activits Electrique en milieu CP 80 (NaCl nemplace par du pro-
pionate de Na) Lonsqu'ure préhyperpolarisation membranaire est
Amposée.

A - Ennegistrements obtenus sun une méme fibnre
placée successivement en solution ASW et CE §0
(Fibre 501. Voin Fig. 70 et 7#1).

B - Enregistrements obtenus sur une autre gibre.
(3

| Lie
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le sens d'une hyperpolarisation membranaire; Ainsi,
lorsque nous appliquons un courant électrique dépolari-
sant, non seulement nous activons le courant calcique
rendu disponible, mais nous activons également plus
fortement le coursnt potassique.

Les enregistrements B de 1la figure 75 mettent
en évidence des rdésultats identiques sur une sutre fibre,
pour laquelle nous n'avions pns de référence en soluticn

ASVW,
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C - CONCLVUSION

Nos sannlyses des varisbles d'insctivation crl-
cique et d'activation potsssique nous ont permis de mon-
trer qu'en hyperpolsrissnt 1la membrane, il est possible

d'évoquer la réponse électrique, inexistante a4 E cette

R’
réponse étant cependent "limitdée" por 1l'activation du
courant retﬁrdé.

Ces effets sont interprétés comme la conséquence
de l'existence d'éléments potentiel-dépendonts & 1'inté-
rieur de 1a membrane et gouvernsnt les chrngements de
conductance. Ces éléments, polarisés por des gredients
de potentiel locrux, non mesurobles peor la ddp entre
1'intérieur et 1'extérienr de la cellule, résultercient
des chrrges négrtives nux limites externe et interne
de 12 membrene, Leur degré de neutrelisstion voriersit
en foncfion de E?{}e oun de la force ionique interne
(FRANKENIIAEUSER et HCODGKIN, 1957 ; CHANDLER et coll.,
1965 ; MULLER et FINKELSTEIN, 1972).

Dans nos conditions expérimentasles, il n'est
évidemment pas possible de proposer un schéms précis du
mécanisme d'action des ions Cl . Deux possibilités peu-
vent &tre retenues |

1) les ions C1™ modifiersient
le chonp électrique membranaire por une varistion de 1=
linison (binding) ou du mssquage (screcning) des cherges

positives de surfrce, ce processus devant étre envisagd
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su niveau de le2 foce interne de 12 membrane. L2 modifi-
cation du chomp Alectrique provoquerait les varistions
dés perondtres d'nctivation'et d'inecctivotion des cansux
calcique ou potsssiqne.

ii) les ions Cl1 ™ n'intervien-

dreient qu'en tenmps que focteur de veariation de [?q]i.

f
L'rugmentotion des ions C~"" & 1'intérieur de 1» fibre
sercit 1'41ldnent déterminrcat dens 1la régulstion de 1'rc-
tivité “lectrique lorsque Eﬂln 2st nodifide., Les ious
c-"" pourrnient provoquer une voristion du chemp 4lec-

trique membronsire por une Tixetion sur les chrrges né-

gotives internes ou ea mrsqurat ces chrrges.

Lo premiéfe hypothase »~urrit 1'oventoge de
tenir compte de nos résultr-ts en milieu nitreote couprr’s
4 ceux obtenus en milicu propionrte. In effet, si uie
veristion de 1l lirison (ou du mrsqurge) des ious c1”
svec des cherges positives membrsnﬂirés interums est le
nécanisme essenticl, nous devons nous sttendre & ce que
les ions K 3" péndtrrnt dens 1r cellule remplrcent les
ions C1  d'~utant plus que nous.avons signrlé que les
permArbilités ~u chlore et ou nitrate devoient étre
rpproxinctivement équiveleantes., Dens ce crs, 1o courbe
de fgo ne doit prs subir de verirtion nctrble, ce qui

est le cns. Drns le codre de 1o deuxidme hypothése nous

devrions observer en milieu nitrate ou propionrte un d#pla-

cement comprcroble puisque 1l'ougnmentetion de [?iJi




311 .

résulte de 1'cfflux de chlore, cet efflux n'étant pes
5
que cette ~rgumentntion n'est prs suffissnte. Kous n'r-

modifié por les ions NO, . Cependent, il est certnin
vons encore p2s rencontré dens le littérnture d'évidence
de déplrcement des courbes d'activetion et d'inrcctivetion
due A une modificrtion des lirisons entre les snions et
les chorges positives membrensires. De nombreuses études,
par cohtre,ont mis en évidence 1'existence de zones 2
forte densité de chorges négntives (ILUL, 1967 ; SEGAL,
1968) sur les »xones meis 4gnlement sur les fibres mus -
culrires (RAPOPORT, 1959 ; SCHNEIDER et CIHANDLER, 1973)
en p?rticulier 2u niveru du systéme T, ces zones pouvont
étre influencées per des crtions divelents ou polyvelents.
En outre, ces zones rursient une densité de
groupes chorgdés négertivement différente A proximité des
cenaux sodique ou‘potassique. Ceci expliquersit que les
courbes ﬁotentiel~dépend9ntes pour g ou pour gy ne
soient pas déplocées de fagon égrle (CHANDLER et coll., -
1965 ; HILLE, 1968). Sur 1~ fibre musculsire de crabe,
il faut remarquer que 1'élément potentiel-dépendant de
12 conductance colcique est nettement plus influencé
par une variation de‘[C;]e que celui de l» conductance
potassique du coursnt retsrdé. D=ans ce‘dernier cas, le
déplacement de 1a courbe de n_, n'est en effet que d'en-
viron 15 mV.
Enfin, le déplacement des courbes d'innctive-

tion du courant crlcique eon fonction de V est accompognd




312,

d'une modificotion de 1l» pente de 12 courbe. Un résultrt
identique est noté pnsr TSIEN (1974) pour la varisble s
dﬁ coursnt Iy, des fibres de Purkinje.

Quel que soit le mode d'action des ions Cl~
(de fogon directe : l2re hypothése ou indirecte : 2éme
hypoth2se) un problime nctuellement trés fréquemment
soulevé est égnlément posé ici : 1l'interaction entre
les groupes chargés su niveru de 1n mémbrane et les ions
monovalents ou divrlents se ferait-elle selon un proces-
sus de "liaison" ou‘de "masquage" (binding ou screening).
De nombreux exemples de relation entre les charges né-
gotives sur l'une ou l'autre des faces de la membrane
et les crtions di- ou polyvalents ont été fournis &
1'appui des hypothdses de binding (FRANKENIAEUSER et
HODGXIN, 1957 ; HILLE, 1968 ; GILBERT et EHRENSTEIN,

1970) ou de screening (Mc LAUGILIN et coll., 1971 ;

MULLER et FINKELSTEIN,1972 ; D'/RRIGO. 1973), le possea-

ge de 1'un & 1l'sutre de ces deux mécanismes étant pos-
sible en fonction de 1l» densité des groupes ncides
ionisés A 1l» surface de 1la membrane (GILBERT et

EHRENSTEIN, 1969 ; D'ARRIGO, 1974).
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L'utilisnation de 12 technique du double pont
de s»cchorose nous » permis d'enregistrer les courznts
ioniques survenant dons les processus de l'sctivité
électrique. Nous avons pu décrire dans ce troveil :

- un courant initirl simple ou composite

- un courant retnrdé, sortant, essentiellement

potassique appeléd IF .
2

La verisbilité du courant initisl nous » rsmené
A clesser les fitres en deux types

- le type I pour lequel le coursnt initiesl ne
comprend qu'une composcnte entresnte de noture crlcique.,

- le type II qui pré4sente, outre cette compo-
sante, un couront sortsnt repide et transitoire,provo-
quant un rebond sur le tracé du courasnt initisl, rebond
Que nous avons distingué d'une oscillation et interprété

comme un courant potsssique IK .
1

Avant d'aborder 1'nn91yse de 1l'activité élec~-
trique globnle de 1l» fibre musculnire de crabe et le
ro0le des différents coursnts ioniques impliqués, nous
avons repris quelques points prrticuliers relntifs A
chacun de ‘ces coursnts, ou quelques points de compsrsi-
son entre leurs caractéristiques, leurs différentes
propriétés ayant été démontrées et discutées au fur et

A mesure des exposés des résultats expérimentaoux.
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LE COURZNT ENTRANT CALCICUE

Comme pour tous les muscles d'ianvertébrés déja
étudiés prr de nombreux suteurs, le courant entront est
de noture crlecique. Nous rvons montré qu'un deuxidme cou~
ront survensit presque simultanément, su cours de 1la
phrse de dépolrrissrtion. Ce deuxi2me coursnt étant de
nature potrssique, 1l'étude du courent colcique a pu étre
menée en solution ASW o~dditionnéde de TEX., Dans ces con-
ditions, le potentiel d'inversion du coursnt entrent,
quel que soit le type de fibre considéré, se situe 2
Em = + 30 ou + 40 mV. L» concentration interne en ions
catt sernit nlors égrle 4 1 mM, valeur incomprtible nsvec
celles proposées pnr PORTZEHIL et coll. (1964), ASHLEY
(1967) et 2SHLEY et coll. (1972) d'environ 107 M. De
plus, nous enregistrons prrfois des réponses régénér-r -
tives qui, selon les estimsrtions de HAGIVARZ et NAK2JIIN
(1966 b) se produisent lorsque [Cs]i est réduite a

8.1078 i

Une interprdétstion de ce résultsat, sppearemment
aberrant, doit donc étre recherchée. Nous avons déja
écrrté deux hypothéses :

i) celle d'une mauvaise évalua-

tion de E résultant de l'extrapolation linéaire du

Ca
courant de fuite mesuré pour de fribles valeurs de po-
tentiel. ECa n'est augmenté que d'environ 5 mV lorsque
1l'on détermine la voristion du courant de fuite en fonc-

tion du potentiel en milieu TEA-Mn.
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ii) celle d'une mruvaise sélec-
tivité du cennl crlcique comme le suggarent GEDULDIG et
GRUENER (1970), ITO et coll. (1970). En présence de
TEA, 1'epplication d'un milieu hypercalcique provoque

une verirtion de EC proche de celle prévisible, théori-

quement, psr 1l'équation de’NERNST.

Une explicotion de l» veleur besse de ECa
pourrait &tre que le TEA, 4 1o concentrantion choisie de
20 mM ne Supprime prs completement les coursnts sortents
potassiques, en porticulier le coursant IK contemporoin

1

de I Toute*fois, FATT et KATZ (1553) n'enregistrent

Co"
prs de potentiels d'action supérieurs A& 115 mV en présence
de 527 mM de TEA.

Une autre hypoth&se consiste & exeminer 1»
possibilité d'une accurtulation locsle d'ions Cé++ dens
une zone interne juxte-membroennsire, Celle-ci 2 été envi-
sogdée prr GIRARDIER et coll. (1563), REUBEN et coll.
(1967) et GAINER (19G68). 7# CHAROVE et ZACHER (1987)
évaluent 4 1 ou 2 mi 1» concentration en ions Ca'' au
niveau des jonctions diadiques. L'idée d'un stockrge dos
jons Cr™ 7t 1libéres par le réticulum scrcoplasmique, apras
un signel qui pourrsit etre 1'influx de Cs induit per
une dépolnrisntion, » 4té émise prr ENDO et coll. (197C) et
prr FORD et PODOLSKY (1070, 1972). Dens ce cas,

'_‘si ECa vorie du foit méme de 1'influx de Ca, il est

évidemment difficile d'utiliser lr varistion de EC9

comme indice de la sélectivits du cenrl cnlcique. Dans
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le systéme classique d'HODGXIN et HUXLEY on ndmet en

effet que 1o concentrotion interne ne verie pas signifi-

‘cotivement et que les driving—férces ne sont fonction

que du potentiél de membrane. Cependant, 2SHLEY et coll.
(1972) ont c2lculé que lorsqu'un stimulus active le lor-
gege du calcium A pértir du réticulum’sarcoplasﬁique,‘
la concentration interne en ions Ca'' est au maximum
doublée,

I1 semble donc que 12 forte concentration in-

terne estimdée & pertir de nos mesures de E puisse ré-

Ce
sulter de zones juxta-membronnires 3 forte concentration
en ions C9++, indépendantes de 1'influx de calcium on
moment de 1'activité. BEAULIEU et FR!NK (1967) ont déter-
miné sur la fibre musculsire de grenouile que le TEA
favorise la libérotion des ions Cr ¥ A portir de sites
membranaires situés »u nivesu des terminsisons nervauses
motricés; ce processus pouvant égrlement etre envisagé
pour les fibres musculsires de crabe. Une concentration
locale importonte de calcium libre est possible, d'apras
WINEGRAD (1968), et peut eétre tolérée par un muscie si
les ions Ca't sont séparés des éléments contractiles.
Celn serrit le cas dans nos conditions expérimentales,
81 1a forte [Cn]i étnit localisée au nivenu des diades.
Il faut remarquer que dans les expériences de
HAGIWARA et coll. (1969), un ogent chélatont est injects
dans les fibres et que, dans celles de KEYNES et coll.

(1973) les fibres sont constemment perfusées. Ces suteurs
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ont toujours‘mesurévdes potentiels d'équilibre calcique
tr2s sunérieurs A 1r voleur que nous obtenons, ce qui
est nisément conceveble puisque leurs conditions expéri-
mentoles sont telles que tout phénoméne d'accumulation

locale d'ions Ca™* se trouve supprimé.

Enfin, le conductance crlcique présente des
caractéristiques dépendrntes du potentiel et du temps.
En porticulier, nous svons pu montrer que pour un poten-
tiel donné; le coursnt s'inactive 2u ccours du temps,
résultat en contradiction svec celui de KEYNES et coll,.
(1973) et HAGIWARA et coll. (1974). Cette différence
ne semble prs pouvoir eétre interprétée. Il apperatt en
effet difficile de supposer que ls diminution du coursnt
entrsnt que nous enregistrons puisse étre expliquée por
une accumulstion d'ions Ca'", Celle-ci résulteranit d'une
diminution de 1l# driving-force, focteur expliquant 1la
diminution de IC? ru cours du temps pour un potentiel
donné., Mais, s'il cn éteit ainsi, nous n'rurions prs dd
observer une constente de temps d'inactivetion plus'
frible pour les fortes dépolarisations que pour une dé-
polarisation de 1l'ordre de 45 mV. Il semble donc que 1=
diminution du courant crlcique soit devantage interpré-

table par un phénom2ne d'inactivation.
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LES COURZNTS POT!ESIQUES

Les différents résultats que nous avons pré-
sentés et commentds nous ont conduits 4 admettre l'exis-
tence d'un coursnt potessique sortent simultendment ou
coursnt entrent.

Fous cvons vu que ce courant est entidrement
disponible lorsque le membreone est hyperpolarisée d'envi-

ron 20 mV, qu'il est &4 demi-incctivé & E, et qu'il est

&5

»

totnlement inesctivé lorsque 12 membreone est dépolerisie
d'environ 20 mV.,

Bien qne nous n'syons pu dStudier 1l'activetion
de ce courrsnt seul, différents résulteots peuvent nous
pernettre d'émettre une hypothdse quent & 1l» position de

s> courbe d'sctivrtion en fonction du potentiel (Fig. 73).

2 )

En effet, nous r~vons mesurd un poteintiel d'inversion ponr
ce coursat légoerement plus négrtif que ER et nous rvouns
signeld que cette veoleur deveit 2tre suroStimée puisque
notre mesure #trit intermédisire entre EK et ECﬁ‘ De
plus, lors de 1l'cpplicrtion de potentiels hyperpoleori-
sonts, nous ~vons supposé que les'cnregistrements des
coursnts obtenus sur les fibres de type II pouvrient
correspondre & lo dénctivetion d'un coursnt initislemeont
sortnnt 2t visible pour les fortes hyperpolsrisstions,

ce qui lrissernit supposer que EK est treés nettement

plus négrtif que E,, d'ru moiuns 40 nV c'est-a-dire 2a
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Figure 73 : Schéma récapitulatif des positions des courbes d'acti-
vation et d'inactivetion des conductances 9ea ¢t 9K , en gonetion du poten-
tiel de membrane. La position de La courbe d'activation de gKI (tracie en
pointilles) est suggenriée d'apnds nos différents résultats.
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E = - 100 mV - 110 mV. Il est évidemment difficile de
comprendre pourquoi nous n'observons plus ce courent
pour des potentiels imposdés hyperpolrriscnts moins né-
gotifs. Cependent, on peut concevoir que dans cette zoae
de potentiels le courrnt est moins disponible et que 1r
constrnte de temps d'activetion peut étre relativement
grende. Il est certnin que nous ne disposons pés d'ar-
gunents irréfatables pour 2ssimiler le coursnt sortent
observé lors des hyperpol?risatibns membranaires oau
coursnt IKl' I1 ne pecut stagir ici que d'une hypothése
qu'il sercit intdressent de pouvoir vérifier. Cependrnt,
nous rvons vu qu'il semblait impossible d'enregistrer

ce courrnt ssns avoir déclenché simultandment le couresnt

crlcique.

Y
&%

- o

Ce courrnt, essentiellement mois AOn exclusi-
vement potnssique.'est responscrble de 1la rectificrtion
retardée. Son potentiel d'inversion apparsit proche
de ER’ légdrement plus négntif et correspond & un niveru
de potentiel pour lequel 17 varisble n g est nulle.
Enfin, ce courcrnt diminue 2u cours du temps sous l'effet
d'une inactivation plutot Que d'une sccumulation. Les
constentes de temps d'inactivatién-sont trés grondes,

de 1'ordre de 440 ms pour un potentiel imposé de 85 mV.
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- bistinction entre les coursants I%‘ et IKo

Les coursnts IK1 et L§ , bién qu'étant tous
les deux de nnture essentiellement potsssique , peuvent
étre dis{ingués principnlement prr leurs dépendsnces
différentes vis A vis du potentiel de membrane et leurs
cinétiques respectivés. Le potentiel d'inversion du
qourant IKz apparemment moins négertif que celui du cou-
rant IKl pourrait résulter du f2it que 1l» conductonce
retarddéde présente une moins grande sélectivité vis A

. . + »
vis des ions K que 13 conductance du coursnt I Lr

Ky

méne bpse»de distinction » été étnblie pour deux coursats
ix1 et ixz prr NOBLE et TSIEN (1969) sur les fibres de
Purkinje et psr NEHUER (1971) et CONNOR et STEVENS
(1971, a, b) sur les neuronecs d'escargot.

| Eteblir wne comprreison précise entre les dé-
pendonces vis A vis du potent el des vorirbles Jd'sctive-
tion et d'inrctivetion pour ces deux cournnts n'est

pss possible puisque, pour I nous ne disposons que de

Kl,

peu d'informations. Toutefois, nos résultrts nous permet-
tent de constoter que les grmmes de potentiels concerinides
et IK sont tr2s différentes, celle pour I

K
1 2 1
ét2nt nettement décrlde vers les hyperpolsrisntions.

par IK

De plus, les cinétiques de ces deux coursnts sont tras

différentes ; celles du coursnt I sont beaucoup plus

Ky

'~r9pides que celles de IK .
-2
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Une rutre série de distinctions entre ces deux
cournnts peut &tre Atesblie en exeminsant de quelle fagon
céux-ci sont 2ffectés par des modifications ioniqueskde 1r
solution ASWV

- les ions Mn bloquent sussi rapidement le

coursnt I que le couroant crlcique n2lors qu'ils n'occr -

K

sionnent qi'une diminution du coursnt IKz.

- de frgon plus démomstrotive, dens les condi-
tions de courant imposé, les ions sr’ sugmentent tras
rapidement 1'smplitude du PA (prr suppression du courrnt
IKI) trndis que 1» duréde de ce P4 n'est sugmentée que
progressivement, ce qui s'explique prr une rction plus
lente sur le courant IKZ.

-~ enfin, le TEZ inhibe totrlement IKj(et 1'i-
nectivetion du coursnt entrant devient rlors ekponentielle)
tondis que 17 rectificotion retardée est fortement dimi-
nuée mris peut-&tre pns totalement supprimée, bien qu'il
soit délicet d'etre tr2s cntégorique sur ce pointf
Nous avons en effet montré que le courant de fuite
présente une légadre rectification retardée en fonction
du potentiel. .

Une sensibilité différente de deux courents
potsssiques vis & vis de 1lr concentrntion et du temps
d'naction du TEA a2 ét4 décrite prr NEHER et LUX (19721,
Nous ne pouvons &trblir de telles distinctions drns nos

conditions expdérimentnles puisque nous svons toujours

utiliss le TE? & 12 concentration de 20 mM et fait subir
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systémortiquement une imbibition de 15 minutes A nos
fibres desns 12 solution TEA osvent de commencer nos enre-

gistrements.
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FNALYEE DE L'!CTIVITE ELECTRIQUE

L'existence de deux couronts, de sens opposad
et de cinétiques comprrobles, 1l'un entrant crlecique,
1'2utre sortsnt potrssique, survenant dés l'application
d'un échelon de potentiel suprelimineire, représente un
élément fondomentel d'explicetion de 1a frible emplitude
des potentiels observés.

Lo voleur du potentiel & 1ln pointe de 1o rdé-

ponse électrique est comprise entre EC" et EK' Lorsque

le courrnt I n'est prs 2pprrent sur le trecé du cou-

K
1
ront initinl on est d'smplitude frible par repport &

I le pctentiel tend doventage vers EC et 1» réponse

Cr
grrduée peut nlors étre remplrcée psr une réponse de

b

type tout ou rien. De méme, en milieu TEA, lorsque les

cour~rnts potrssiques I, et IF sont supprimés, ou for-
\1 Lr) .

-

tement diminués, 1l» rdéponse grrduée se transforme en
potentiel de type tout ou ricn de plus grande amplitude
et plus dursble. Sens vouloir shorder encore l'anrlyse
des durdées différentes des potentiels enregistrés,
1'influence du coursnt IKz‘sur 1'smplitude de 1lr réponse
électrique, pour des niverux nssez élévés de potentiels,
ne peut &tre totalement négligée. En effet, pour une
dépolsrisstion impdsée de 65 mV, la2 vrleur de n_, du
courant IKZ est déjA d'environ 0;5 mris 1l» constante

de temps est de 1l'ordre de 30 ms, ce qui suggere évidem-

ment qu'd ce nive~u de potentiel, le cournnt I,
K

2
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n'intervient que friblement. Pour des réponses électri-

ques légéerement plus smples, d'environ 75 4 80 mV, IY
o

sern nctivé plus fortement et plus ropidement.

. Au niveau du seuil d'excitotion, IKZ est
négligenble mris il n'en demeure pss moiss que le cournnt
calcique doit etre d'smplitude trés grande pour vaincre
l» somme des couronts sortsnts initirux représentés por
Kl et prr le courent de fuite dont 1'ampli-

tude est relativement importante.

le courant I

L'influence des coursrnts I et I sur 1»
S Ko
durée des potentiels d'sction peut eétre enviscgée 2
partir de nos observations des formes de potentiels, en
rapport avec le décours des courants ioniques. Lorsque
les fibres présentent un coursnt initirl A une seule

composcnte entronte, c'est A dire lorsque I n'est prs

K

apparent et que le coursnt retardé est plus iettement
activé, le potentiel d'action comporte une phase de
repolnrisation lente, comperée 4 12 vitesse de 1» phnse
de dépolsrisation. Prr contre, lorsque le coursnt ini-
tinl a deux composecntes, 1l» repolsrisstion du potentiel
d'action est au moins aussi rerpide que 1la phase de dépo-
larisation. La durée de ces potentiels des fibres de

type II est alors toujours inférieure A celle des po-
tentiels des fibres de type 1. Por conséquent, le coursnt

IK serait, pour les fibres de type II. le coursnt res-
1

ponsable de 1l» repolrriscstion rapide tondis que le
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courant IKZ rendrorit compte pour les fibres de type I
de 12 repolarisntion plus tardive des potentiels d'rc-.
tion plus durcbles. Les cinétiques de IK1 et IKz justi-~
fiernient ces roles différents. -
En outre, nous svons présenté certsins enre-
gistrements montrrnt une 2ctivité répétitive. Celle-ci
n's prs &té étudise dons ce troveil meis il est intéres-
scnt de remrrquer qu'elle ne se produit que sur les
fibres de type II, lorsque le courrcnt IKl est développs
et pernet une repolorisrtion repide. Une étude dens c2

sens » 4t4 effectuse prr CONNOR et STHRVENS (19871 b) sur
P

les neuroncs d'escrrgot.

I1 2ppereit donc, qu'd leo fois l'emplitude ct
l2 durde des potentiels d'nction sont lides & 1llexist:zice

du courent I., . L'smplitude est couditiounuade prr 1'ivo-

Dy
X
port-unce reletive de IC° et IK . Ln durdée dépend de
¢! -
1 v
1'rctivetion du courecnt I, , esssur-nt une repolrrisation
1”&1

ropicde du potentiel. Cep=ndrnt, une telle disprrité deous
les potentiels curegistrds nous oklige 4 nous iunterroger
sur sou ovigine, Enbpﬁrticulier, il coavient de se -de-
meinder pourquoi 1o coursnt le n'est prs toujours décoe-
1=%1ce et ne peut &tre nis on évideHCu que lorsque 1le
courrnt crlcique est lui-mé&me cctivéd., 11 sc pose doac

1z question do 1r conarissrcace de 1'origine de IKI et
des Aléments pouvent conditionner son sctivotion et

contrdler prr consdqueat l'octivitd électrique.
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CONTROLE DI L'!CTIVITE LELICTRIGUE

Nos résultnts expdrimentreux 2insi que de nonm-
breuses données tbibliogreophiques que noﬁs avons mention-
nées lors des discussions de certains rdésultats
(voir chepitre V pngc 266ct chapitre VI poges 2982t 3092 312
nous pefmettent de proposer un mécrnisme du controle
de 1l'activité électrique. Nous avor s signolé qu'une
augmentation de 1r coﬁcentration externe en cations di-
valents provodue un déplacement des courbes d'activrtion
dans une direction dépolrriscnte (FR}KKENHAEUSER et
HODGKIN, 1957) et de facon plus générale nous savons que
le champ électrique contrdlont les porsmdtres d'active-
tion et d'inactivrtion est modifié par 1'~ddition de
charges positives A 1pr surfrce externe de 1n membrone
(IIUXLEY, 1959), qu'il s'rgisse de cotions divelents ou
polyvrlents (HILLE, 1968 ; GILBERT et EIRENSTEIN,

1970 ; Mc LAUGIHLIN et coll., 1971 ; MULLER et
FINKELSTEIN, 1972 ; D'!RRIGO. 1973). Lo relstion entre
ces cations et les charges négntives présentes sur 1'une
ou l'sutre des faces de 1a membrane rendrait comnpte des
changements de conductrnce, 12 relation entre ces deux
éléments pouvant résulter scit d'une lirison, soit

d'un phénoméne d'écron (voir discussion du chapitre VI),

De nombreux éxemples obtenus sur les fibres
nerveuscs mettent en évidence 1'influence d'une augmen-

tation de 12 concentretion externe en crtions divelents
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sur le déplacement des courbes d'activstion et d'inac-

~tivetion sodique dons une direction dépolerisante. Un

résult~t identique a pu étre obtenu sur les fibres de

Purkirje pour la varisble s du couront lent I, par

X
HAUSYWIRTH et coll. (1968). Dans ce cas, le phéioméne
observé est ottribué A une diminution de [paJi et per
conséquent A une diminution des ions positifs formont
écron 4 1a frce interne de la membrane (Mc NAUGHTON
et NOBLE, 1973). De plus, les résultats de RONMERO et
WHITTAM (1971) sur les globules rouges, puis de
KRNJEVIC et LISIEVICZ (1972) et de MEECH (1972, 1974)
sur les axones montrent qu'uhe augmentation de [Ca]i
induit une 2ugmentation de - La corrélation entre
ces différents résultats conduit & supposer que des
variations de [Cé]e ou de [Cr]i provoquent des varirtions
de 8y et de fa§on plus générale, des déplrcements des
courbes df'activetion ou d'inoctivotion des différentes
conductrnces.

Le mécenisne de régulation pourrait donc Se
situer 2u niveau du champ électrique membranaire qui
serait contro6lé per le gradient des cations divalents
4 travers cette membrane. Une sugmentation du rapport

{X++]e / [X++]i induirait un déplacement des courbes

des poramdtres membransires contrdolant l'activation ou

1'inactivation en fonction du potentiel de membrane drns
le sens des dépolarisations. Sur la fibre musculaire de

crabe, nous pouvons imnginer que, lorsqu'une dépolsri-
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‘srtion est imposée, le coursant entrant provoque une sugmen-
tation transitoire de [?Eli QuiAentraine une ﬂugment?fion
de gy résultent d'un déplocement de 1z courbe d'activation
du coursnt IK1 vers les hyperpolsrissations membreznaires.

Ceci rendreit possible 1l'apparition du coursnnt IKi.

Le courrnt I diminue tr&g rapidement. Il ne

K
peut eétre réchbservéd dané les courants de queue & 12 fin
d'impulsions de 50 A 60 ms de duréde. Cette apprrition
de 1l'innctiveotion rpréds l'sctivotion de IFi suppose que
12 cinétique de déplrcenment de 1a varisble d'insctive-
tion vers les hyperpolsrisctions est plus lente., L'inrc-
tivation se produirsit d'une part-pnrce que l1la membrsone
se trouve dépolﬁrisée por 1l'impulsion qui 2 donné nois-
sance A ICa et d'autre pért, parce que, pour un niveonu
de potentiel donné, le degré de disponibilité de IK1
est 2lors moindre. De plus, 1l'inactivotion de IK1 peut
résulter d'une diffusion ropide des ions Ca*™ & 1'inté-
rieur de 1a fibre. Il s'agirrit slors dsvontage d'une
déactivetion que d'une ihactivation du courant I, .
Cette dépendsnce de gKl par rapport a [Cs}i
nous conduit A préciser que nous ne pouvons pas connaitre

1»- cinétique réelle du coursnt I Celle que nous obser-

K L
1
vons est en effet toujours la conséquence i) de 1l ci-
nétique propre de g, A un potentiel donné et ii) de 1-

. i’&l ‘ -
cindtique consécutive au déplocement des courbes d'rc-

tivntion et d'insctivotion résultent de 1l'accroissement

monentrnd de 1o concentrotion crlcique interne locrle,
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Enfin, nous devons remsrquer qu'une telle
dépendancg d'un coursnt potesssique ne semble pouvoir
8tre envissgée jusqu'd mointensnt que vis A vis d'un
coursnt crlcique. Sur les neurones d'/plysie, GEDULDIG
et GRUENER (1970) n'obtiennent une courbe d'inesctivetion
du coursnt entrant & décours complexe que lorsque 1o
solution externe contient des ions Cn nlors que cette‘
courbe deyient de type classique queond les ions Cr sont
remplscéds por des ions No. Une courbe identique est ob-
tenue uniquenent sur les tissus présentent des réponsocs
crlciques (CONIIOR et STEVENS, 1571 b ; NEHER, 1971 ;
VASSORT, 1973 ; STANDEN, 1974).Sur 1» fibre musculaire
de crobhe, il epprrnit que 1l2 co-posante de IKl lide
A IC? serni% nettoment prépondéreonte peor repport 4
l'activation propre de IY puisque rnous n'avons jemeis

1

pu observer IF sans ICﬁ' Dans les deux cas expérimen-
1 ¢

taux exceptionnels ou I semblait seul, nous pouvons

K
imaginer que 1l'élément activetion propre de IKl était
prédominant. Ceci n'exclue pas qu'un courant corlcique
ait été activé. Son esmplitude sereit seulement trop
faible par rspport A czlle de IKl,ce qui expliquerait
qu'une comrosante entrante n'eit pu eétre décelée sur
les enregistrements. Il est en effet vrnisemblable

que 1la composante calcique était nlors véritablement
peu importante puisque 12 courbe d'inac'civ:w’cion’de‘I“,1

correspond sensiblement & celle obtenue en soustrayant

tout le courant crlecique (voir Tig. 49 ct 681 ).
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Les trocés différentsvdes courants ioniques
et des PA se justifiersient donc par le jeu des deux
composantes calecigue et potassique et par 1l'origine

propre ou Ca-dépendante du courant I, . La polarisation

K
membransire serait en elle-méme un élément de régulstion
de 1'activité électrique. En dehors des varintions dui
peuvent @tre introduites psr notre protocole expérimen-
tal, divers autres facteurs peuvent rendre compte d'une
modulation de 1l'activité électrique. Nous ovons retenu

en particulier le role éventuel des synspses présentes

dans les portions de fibres testées.

" - et " A o oty 00 Wy w0 e e wvn ren v N 10t v Doy e e D e

Le fait que ie courant IK1 soit activé,ou non
apparent et que, dans le premier cas, son smplitude soit
variable, pourrsit s'interpréter en considérant que 1la
portion de membrrne dens le compsrtiment test ne présente
pas systématiquement le méme type de structure d'une
fibre 34 1'autre. WIERSMA et RIPLEY (1952) ont montré
que des branches de 1'axone inhibiteur commun sont pré-
sentes dans le muscle extenseur. De plus, ATWOOD (1985)
a démontré que les fibres pﬁasiques sont pius affectées
par une stimulation de 1'axone inhibiteur que les fibres
toniques. Toutes nos expériences étant rénlisées sur

des fibres phasiqﬁes prélevées dens l2 méme zone du

nuscle extenseur, la différence entre leurs réponses
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poufrsit provenir de la2 présence ou de.l'influence pré-
pondérsnte des synopses inhibitrices dans 1la portidh

de fibre testée par ropport aux synspses excitatrices.
ATVOOD et BITTNER (1971) ont en effet suggéré que 1'in-
hibition peut eétre tras vorisble d'une fibre a4 1'zutre.
On s2it en outre, que 1la libération du médisteur agis-
sant & 12 jonction synsptique inhihitrice provoque,
suivrnt les fibres, soit une‘hyperpolnrisation, soit
une dépoleorisestion de 1o membreone post-synaptique des
fibres musculrires de Crustncés ou bien laisse incheongd

le P.R. (DUDZIL et U”?L ARy LS6LT 2 TETRAON: "1U65

we

VSHERWOOD (1973). On peut donec supposer, lorsgu'il
’ -

L]

s'rgit d'hyperpolrrisstions membroarires, que ls disno--

Y35

2

il courant IY a été ougmentée. Si 1la membrone
g
-

\,\

ik

o

est au contraire légérement dépolarisée, des potentiels

ratifs se produiront avec une plus grende pro-~

égé
babilité, meéme si la conductance membronsire est, drus

o
(u\

ces différeantes possitilitds, inchrugée. Un méernisnc
comprreble de moduletion de l'excitrbilitéd o ét& dé-
crit sur les neurones d'escorgot prr DAUT (1573).

Une sutre possibilité de régulation peut rs-
sulter du feit, que, méne si le potentiel de repos
demeure identique, 1o conductance membransire au nivoru
post-syuncptique est toujOurs rugnentdée (DUDIL et
ZUPFLIR, 1961). TAKEUCHI ot TAKEUCHI (1967) sur les

fibres musculrires d'écrevisse, MOTCKIZAWA et coll.

(1952) sur les fibres de homcord ont montrd que cette
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9ugﬁentation de g, correspond A& une cugmentation séleoc-
tive do gCl‘ Le courcnt celcique devroit rlors surprsser
un courrnt de fuite plus rnple.

Por conséquént il rpprroit que la présence
de zonecs syn*pthues execi t trices etAinhibitrices sur
12 fibre musculrire de crabe pourrnsit étre un des 18-
ments d'explicrtion de 1o diversité des phénomdnes &lecc-
triques enregistrdés.

Prr rilleurs, nous =avons cornstaté qu'une ve-
fi?bilité non nlértoire des courants ioniques se produit
en fonction de 1lr p#riode 2u cours de lrquelle les en-
reglstreﬂents sont effectuds, Les différences concernent
non seulenment le décours du courant initirl meis égrle-

ment l'epperition méme du courant entroant,

Vﬂrlﬂtlons srisonnidres observées Essni

- s - o B e h R L P e e e e s o S e e o S s o

d'lntergrét tion

tu printemps et en sutomne, ls quasi-totalité
des fibres étudiées peut @tre clsssée dans le type IIX
cl'est & dire que nous observons A la fois le coursnt
IC?_et le courant IK1’ Par contre, durant 1'été, la

fréquencé d'apparition du coursnt I devient plus

K

1

faible et 12 maojorité des fibres se comporte comme des
fibres de type I. Enfin, en hiver, en particulier de
décembre A février, peu de fibres se révédlent excita-

bles et nous n'enrcgistrons que des réponses passives

ou, ~u mieux, une tris foible activité électrique, 2
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condition d'appliquer des stimulations trés élevées.
Toutefois, lorsque les tempérotures hivernales ne sont
pasktrés besses, comme celr 2 été le cns cette snnée,
nous avons pu continuer A enregistrer une activité
électrique au cours de l'hiver comparable A celle de
1'automne.

Ces observations suggdrent donc que, si des
variations seisonniéres influent sur 1l'activité élec-
trique, ce serait plus vrnisembloblement par le biais
de 1la température extérieure. De noﬁbreux travaux
relatent une veriation des concentrnstions ioniques du
sang su cours de 1l'snnée. En particulier, THOMPSON et
FARRAGUT (1986) sur le crabe Cnllinectes srcpidus obser-
vent une évolution de la concentration cnlcique dsns
1'hémolymphe meis leurs résultats, comme 1o plupert de

ceux obtenus sur différents Crustacés, sont reliés a

1la période de nue ou sux différents stodes d'internmuc

des ~nimoux. Dans nos conditions expérimentrles, nous
ne pouvons retenir ce focteur. En effet, les fibres
soumises a4 l'expérimentation n'ont été prélevées que
sur des crobes nyant une carapsce dure et ne préSenfnnt
pas de cuticule préexuvinle. Les crabes totalement on
partiellement mous, étrient systématiquement rejetés.
Les animaux se trouvaient donc, selon 12 terminologie

de DRACH (1939) »ux stades d'intermue C, 2 D,. Or, nu

3 0
cours de ces stades, le contenu ionique et en particu-

lier le taux de Ca, ne veric prs sensiblement su niveru
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de 1'hémo1ymphe (ROBERTSON, 1960 ; GRAF, 1974). Par
contre, CHARMAKTIER (1975} mesure en fonction de la
température, & différentes périodes, des variations de
1'ionorégulation sur un Crustacé isopode : Sphaeroma
serratum au stade’c4. Les dosages portent sur la modi-
fication de 12 notrémie de lihémolymphe et indiquent

que les régulrstions sont éomparables en automne et ou
printemps, opposées en hiver et en été. Les concentrn-
tions ioniques s'élaveraient lorsque la température

est abaissée, résultst en nccord »vec les premidres
constntations de ROBIRTSON (1960). Nous n'avons malheu-
reusement pas trouvé dans la littérature d'études re-
latives 2ux modifications ioniqués intremusculaires,

La seule corrélation que nous ﬁuissions établir est
basée sur 1la notion de régulstion isosmotique intracel-
lulnire introduite par FLORKIN (1962) ':.un rérjustement
ionique>a 1'intérieur des cellﬁles se produirait lors-
que les concentrations ionidues du ssng varient. 11
serait donc possible d'émettre lihypothése suivante

des variations sensibles de 1a‘température extérieure
penvent provoquer une modification des concentrations
joniques intrrcellulsires en particulier intrsamusculsircs.
Ainsi, lorsque lr température eét ébaissée, une régula~
~tion ionique s'effectuerrit dans le sens d'un enrichis-
sement en ions. Lo diminution ou la disparition de 1'ac-
tivité élecfrique en hiver pourraienf'élors s'expliquer
par un ﬂccroissement des ions catt 1'intérieur des

fibres musculaires.
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L'ensemble de ces résultats montre donc que
les divers types de potentiels qui ont pu &tre recueillis
sur la fibre musculrire de crabe résultent d'uné régules -
tion de 1l'activité électrique & poartir de facteurs d'o-
rigine physiologique ou biologique. Prr conséquent, les
réponses gfaduées enregistrées et observées trés généro-
lement sur les fibres de Crustncés ne s'nvérent pes fou-
domentnlement diffdrentes des réponses de type tout ou
rien. Ces diverses rdéponses, de méne que 1l'activité ra-
pétitive qui se mronifeste prrfois, doivent &tre relidces
en fait 3 un ménme comporfement menbranaire, moduleble ot
correspondent & l'existence d'un coursant potassique
ropide simultené et dépendeont pour une lerge port du cou-
rant crlcique, 1'influence relrtive de ces deux couresnis
ioniques reprdscentrant un élément de'régulotion de 1'rc-

¢

tivité dlectrique.

-

se schéme semble copeble de rontro

A
e

compte des phdnonines observdés cn réponse & des stimule-
tions dépolnriscntes, ua certnin nombre de points rosic

encore A 4lucider. Za prrticulier, il sorsit int:

=

do ddternminer une cowdition aypirincntrle perncttont

d'icoler le couraut potassique I ou tout ou moins 1o

K
fraoction de ce courrat non dépendrute de ICﬂ‘ I1 n'est
bica snr prs cortrin quo cols soit rérlisoble, comme O

noaLroauscs ¢

¥ont-tives wous incitent & le penscr, drns

- Y B T .. - R . 2 ) PR .
nmesure ol 1'roncritliocn Jo ce coursnt se rdévile esscatiol




- 337.

'Un complément & l'ensemble de nos réSultnts
peut etre égnlement envisrgé prr 1'é&tude de 1o portici-
pation do freteurs lids & 1o structure ot & 1'ultrastruc-
ture de ces fibrés musculsires. Dnuns ce cedre, il senllco-

rait intéressent d'annlyser 1o régulrtion de 1'activitd
électrique en coutrdlrut 1'influcnce des zones synnpti-
ques présentes dons les fibres dtudides et qui sont

soit excitrtrices, scit inhibitrices. Une sutre voie
consisterrit A exoniner le réle du STT dans le processus
d'excitation. Toutefois, quelques cssris effectuéds ru
laborntoire (1 UDIZCOEUR, communicafion personnelle),
cornsistont A détruire le STT por du glycérol, se sont
avérés peu fructueux mris il serrit certzinement tras
utile de réussir & -dissocier les sctivitds membranaires
de surfoce ou tubulrire,

Enfin, nous navons signrlé les phénomanes por--
ticuliers survencnt lorsque des stimulntions hyperpols -
risantes sount sppliqudes. L'anrlyse des macrnismes mis
en jeu constitue égrlement un rxe qu'il sersit intéres-
sant de dévélopper, A partir des hypothdses que nous

avons pu formuler au cours de ce travail.
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