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INTRODUCTION



-~

Des divers travaux qui tendent & analyser la nature du
couplage excitation-contraction,'il se dégage actuellement deux hypo-
théses majeures : couplage &lectrochimique d'une part et électrique
d'autre part.

Dans la séquence des événements liant 1'excitation 2 la con-
traction, certains maillons sont aujourd’'hui parfaitement &lucidés.
Ils constituent des &léments communs aux deux hypoth&ses. Ainsi,
1'excitation est initiée par la dépolarisation du sarcolemme, dépola-
risation propagée dans le systéme tubulaire transverse (STT). De méme,
il est connu que c'est en réponse 3 une "information" provenant de la
jonction diadique que le réticulum sarcoplasmique (RS) lib&re son
contenu en ions Ca++ dans le sarcoplasme, ce qui conduit 3 la contrac-

tion.



Au niveau de la diade, les membranes du RS et du STT sont
sinon confondues ou continues (BIRKS, 1965, Fig. la), du moins con-
tiglies ou tr&s proches 1'une de 1'autre (FRANZINI-ARMSTRONG, 1970,
Fig. 1b). Cette organisation offre la base structurale de la jonction

de couplage excitation-contraction.
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Figure 1 a-b

Modele schématique de La coupe Longitudinale d'une fibre
mws culadine.

En a - Le ndticulum sarcoplasmique (RS) est en contact direct
avee La.fumiBre fubulaine. La communication entre ces 2 compartiments
est assurnte pan des "ponts" diadiques creux {"gap junction” -
couplage electrique).

En b - Le compartiment néticulaire est {s0LE. La membrane
du RS présente des profections ou "pleds" en dirnection de fa membrane
tubwlaine, mais sans famais atteindre celle-ci (couplage electro-
chimigue).



C'est en fait 3 propos de la nature de "1l'information" qui
traverse la jonction que les deux hypoth&ses mentionnées ci-dessus
différent :

- Dans la premi@re hypothé&se, la dépolarisation du STT‘provo-
querait une légére augmentation. de la concentration en ions ca'’ du
myoplasme au niveau des diades. Cette augmentation induirait une
libération autocatalytique du Ca réticulaire .

- Dans la seconde hypoth&se, la membrane réticulaire verrait
sa conductance calcique directement activée par un courant &lectrique
dépolarisant traversant la diade ; 1'intensit& de ce courant &tant
fonction de la polarisation membranaire du STT. Un tel mécanisme impose
nécessairement que la jonction de couplage soit une zone de moindre
résistance et qu'il y ait, par conséquent, une organisation ultrastruc-

-

turale adéquate & ce niveau.

Au vu de ces deux hypothéses et des structures membranaires
correspondant 3 la jonction de couplage, il apparait nécessaire d'ana-
lyser les propriétés électriques de la membrane du STT et du RS. L'E&tude
des conductances si&gant au niveau de ces membranes devrait permettre
d'apprécier la nature du couplage. De »nlus, si la jonction de couplage
correspond 3 une zone de moindre résistance, il doit alors é&tre possible,
en interrogeant la membrane de surface d'une fibre placée en conditions
de référence, d'enregistrer un phénoméne électrique reflétant 1l'activité
du RS. Dans 1'hypothése olt le phénoméne électrique &tudié intéresserait
34 la fois la membrane du RS et celle des tubules, aprés rupture de la
jonction de couplage, la composante réticulaire devrait étre €liminée.

Or, si 1'on s'en référe aux travaux de FRANK et TREFFERS (1977) sur la



fibre de grenouille et & ceux de DELORME et al. (1978) sur la fibre
de crabe, 1'hypertonie par urée provoque un découplage excitation-
contraction simplement en altérant 1'ultrastructure des diades.
Ainsi, il devient possible d'enregistrer un phénoméne électrique avec

ou sans sa composante réticulaire.

: P v o = gt
Sur la fibre d'écrevisse, les mouvements d'ions Cl et de Ca
seraient 1iés et localisés 3 1'extrémité des tubules (GIRARDIER et al.,
1963). La membrane réticulaire serait, elle méme, perméable aux ioms
= . . ,\ o o 5 ot
Cl et ceux—ci pourraient étre échangés avec les ions Ca lors de
l'activation de la contraction (MATSUBARA et al., 1977). Enfin, con-
trairement 3 ce qui est observé sur les fibres de vertébrés, la con-
ductance membranaire du STT de la fibre de crabe est largement de

", Les mouvements de ces ions dépendent du potentiel

nature "chlore
(HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974). En conséquence, si la membrane réticu-
laire et celle du STT sont en continuité électrique par 1'intermédiaire
de la jonction de couplage, elles peuvent 3 priori présenter des carac-
téristiques électriques similaires, en particulier des propriétés de
rectification. Partant de cette hypoth&se, il a &té envisagé d'étudier
le phénoméne de rectification dans le sens entrant sur des fibres
placées en milieu de référence puis en conditions d'hypertonie par

urée (RS désolidarisé du STT). Ce phénoméne de rectification caractérise
la propriété d'une membrane de laisser passer de larges courants
entrants mais de faibles courants sortants (KATZ, 1949 ; ADRIAN, 1969).
Ce phénoméne &lectrique présente, en outre, 1'avantage de pouvoir étre
8tudié sans que la contraction ne vienne perturber 1l'enregistrement,

puisqu'il se développe dans une gamme de potentiel ol le courant régéné-

ratif n'est pas activé.



Les expériences présentées dans ce mémoire sont réalisées
sur des fibres musculaires squelettiques de crabe de "type tout ou
rien" (ATWOOD et al., 1965). Les caractéristiques de ces fibres sont
d'avoir un STT développé et de présenter un phénoméne de double

rectification membranaire (Fig. 2).
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Figure 2

Counbes counant-potentiel &tablies en conditions de couwrant
Amposé sun des fibres squelettiques de crabe dont La réponse est :

a) tout ou rien ; b) graduBe ; c) passive.

Les abscisses positives repnésentent La valeur des cowrants
dépolarisants, Les ondonnées positives, celles des dépolarisations
membranaines. Le point d'internsection de £'axe des abscisses avec
L'échelle donnée en mV placée & droite de chaque courbe permet de dé-
Zerminer La valeurn du pofentiel de référence pour chacun des trhodis
types de fibres. Ec est La valeun du potentiel pour Laquelle £'activite
commence d 4e manifestes.

Le phénomene de rectigication membranaine dans Le sens entrant
n'apparalt que sur Les gibres présentant un PA de type "Zout ou rdien”
(a) ou gradus (b).

D'apras ATWOOD et al. (1965).



Dans la présentation des résultats, il est d'abord montré
que le courant de rectification dans le sens entrant (Ire) est
porté par les ions Cl . Ce phénoméne de rectification est ensuite
étudié de fagon comparative en conditions d'isotonie et d'hypertonie
par urée. Les résultats montrent que ce phénoméne a une composante
réticulaire décelable en surface. Ceci!suppose l'existence d'une zone
de moindre résistance entre le STT et le RS. Ce fait est en faveur
d'un couplage excitation-contraction de nature &lectrique au niveau

de la diade.



PROBLEMATIQUE DU TRAVAIL PRESENTE
ET

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES



Les données bibliographiques relatées dans ce chapitre ne
font référence qu'aux études réalisées sur les fibres musculaires
squelettiques. Le premier paragraphe sera consacré 3 un rappel bref
des travaux qui ont permis de mieux connaitre certaines &tapes du
couplage (propagation de l'excitation le long des tubules, lib&ration
du Ca réticulaire...). Il sera ensuite fait mention des données biblio~
graphiques allant dans le sens des différentes hypothé&ses qui existent
actuellement, concernant la nature de ce couplage. En cela, il sera
d'abord fait appel aux travaux qui abordent ce probléme sous 1'aspect
€lectrophysiologique, puis & ceux se rapportant 3 1l'ultrastructure de
la jonction de couplage (diade). La bibliographie qui concerne 1'é&tude
de la rectification, et plus particulidrement la nature de Ire’ ne

-~

sera introduite que parallé&lement & 1l'exposé des résultats.



I1 est maintenant bien &tabli que la contraction du muscle
squelettique est induite par une augmentation importante de la concen-
. . . ++ .

tration interne en ions Ca au contact des myofilaments (EBASHI et

’ ++ M s 2 =N : -
ENDO, 1968). Ces ions Ca ,"pié&gés" dans le RS lorsque la fibre est a
1'état de repos, sont libérés dans le milieu intracellulaire lors de
1'activité et intéragissent alors avec des unité&s protéiques régulatrices
(troponine - tropomyosine). Le changement conformationnel ainsi provoqué
au niveau de ces protéines permet 1'intéraction actine-myosine nécessaire
au développement de la contraction. Cependant, si le réle du Ca comme
activateur des structures contractiles n'est plus contesté aujourd'hui,
le mécanisme de la libé&ration de ce Ca 3 partir du RS, ainsi que celui

par lequel une forte dépolarisation de la membrane de surface (sarcolemme)

induit la contraction, sont autant de points qui restent & &lucider.

A/ DONNEES GENERALES

1. Nécessité de la propagation de 1'activité électrique de surface

vers 1'intérieur de la fibre

Le potentiel d'action (PA) se propage par circuits locaux
vers 1'intérieur de la fibre via la membrane du STT. Comme 1'ont notam-
ment montré BASTIAN et NAKAJIMA (1974) sur la fibre de crapaud, la
propagation du PA dans le STT est une phase essentielle du couplage en
1l'absence de laquelle la contraction est trés réduite. Ces auteurs uti-
lisent la technique du double pont de saccharose sur la fibre isolée et
obtiennent ainsi un "noeud artificiel" au niveau duquel ils enregistrent
le PA et la contraction. Sur une telle préparation devenue inexcitable

par apport de tétrodotoxine (TTX) dans le milieu extracellulaire (ou



par absence de Na), le PA de référence, qui a €té mémorisé, est

alors imposé & la membrane du "noeud". L'amplitude de la contraction

obtenue sous cette derniére condition se révéle &tre 2 3 3 fois plus

faible que celle de référence obtenue en présence du courant entrant

régénératif. Les auteurs en concluent que 70 p. 100 de la contraction

sont dus 3 la propagaticn du PA dans le STT.

2. Travaux_effectués sur fibres pelées

En €liminant la membrane de surface tel que 1'a imaginé

NATORI (1954, 1955), le milieu intracellulaire devient directement
accessible et peut €tre modifié au gré de 1l'expérimentateur. Différents
types de stimulus permettent d'obtenir la contraction d'une telle
préparation : excés d'ions C1 dans le milieu d'imbibition, applica-
tion d'un courant de stimulation. C'est par une action dépolarisante
sur la membrane du RS que ces stimulus induiraient la libération du
Ca réticulaire et, par 13 méme, la contraction (COSTANTIN et PODOLSKY,

1967) . Cependant, NAKAJIMA et ENDO (1973) considérent qu'en 1'absence
de la membrane de surface, les tubules pourraient se refermer, formant
des vésicules susceptibles de se polariser (gqrdce a la pompe Na-K).
Ainsi, 1'excés d'ionms €1 dans le milieu pourfait agir non pas sur la
membrane du RS mais sur la polarisation tubulaire. Ceci conduit
NAKAJIMA et ENDO (1973) & expérimenter sur la fibre semi-pelée, ce qui
consiste & n'altérer que partiellement la membrane de surface. Ainsi |
ces auteurs concilient le fait de pouvoir acééder directement au milieu
intracellulaire tout en conservant des tubules "ouverts'" et non pola-

risés. Ils constatent alors que l'exc&s d'ions Cl dans le milieu pro-
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voque la libération du Ca réticulaire et confirment, par 13 méme,
1'action directe des ions Cl  sur le RS.

D'autre part, comme 1'ont montré ENDO et al. (1970), ainsi
que FORD et PODOLSKY (1970), il est possible, sur une fibre pelée,
de provoquer la contraction par un apport d'ions Ca++ dans le milieu,
c'est-a-dire au contact de la membrane du RS. Ce fait est 3@ l'origine
de 1'une des 2 principales hypothéses du couplage excitation-
contraction : le courant entrant de Ca (ICa) provoquerait une augmen-
tation de la concentration cytoplasmique en ions ca’ au voisinage de
la membrane du RS, ce qui induirait la libération autocatalytique

du Ca réticulaire (hypothése '"Ca induced-Ca release').

B/ HYPOTHESE D'UN COUPLAGE ELECTROCHIMIQUE

1. lca entrant_initiateur de la libération du Ca réticulaire

ou hypothése "Ca induced - Ca release"

- Onigdines de cette hypothése. FORD et PODOLSKY (1970) ne
font que reprendre 1'hypothé&se &mise par SANDOW en 1952, hypothése
selon laquelle la contraction serait due 3 un influx d'ions ca’’ pro-
venant directement du milieu extracellulaire. Cependant, les travaux
de BIANCHI et SHANES (1959), puis ceux de CURTIS (1966), infirment
cette hypoth&se. Ces derniers auteurs montrent en effet (sur la fibre
squelettique) que la quantité maximum d'ions ca*? qui entre dans la

fibre lors d'un PA est 100 fois trop 4aible par rapport & la quantité
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requise permettant d'atteindre le seuil de la contraction. Malgré

cela, WEISS et BIANCHI (1965), puis FORD et PODOLSKY (1972), repren-
nent 1'idée de SANDOW et émettent cette fois 1'hypoth&se que 1'influx
de Ca pendant le PA pourrait servir de "gachette'" (trigger) voire de
"potentiateur" 3 la libération du Ca réticulaire. Cet influx viendrait
en fait accroitre localement 1'activité des ioms Ca & 3 la face
cytoplasmique de la membrane du RS et donc déclencher un processus de

libération autocatalytique du Ca réticulaire.

- Utilisation de chélateuns du Ca. Par addition d'EGTA
(acide &thyléneglycol-t&traacétique) au milieu de ré&férence, ARMSTRONG

_ . . . . ++
et al. (1972) rédulsent la concentration extracellulaire en ions Ca
9

- -

M, c'est-3-dire & une concentration inférieure i celle de

repos dans le milieu intracellulaire : 1.10.-7 M (HELLAM et PODOLSKY,

3 2.10"

1969). Dans de telles conditions, il est encore possible d'obtenir unme
contraction, et ce en dépit de l'inversion du gradient &lectrochimique
des ions Ca++ (méme lors du PA, le flux d'ioms Ca++ est net sortant).
Sur la fibre de crabe, il n'est cependant pas possible d'obtenir ume
contraction en présence d'EGTA, mais ceci est 1ié au fait que le PA
est "calcique" et non plus "sodique" comme sur la fibre squelettique
de vertébré. Les observations faites par ARMSTRONG et al. (1972) sont
évidemment un argument de poids & l'encontre de 1'hypothése selon
laquelle un courant entrant I, serait 1'initiateur de la libération

Ca

du Ca réticulaire.

De plus, ENDO (1975) démontre que cette hypoth&se est diffi-

cilement envisageable dans les conditions physiologiques en raison de
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1'importance du flux calcique alors nécessaire. Cet auteur mentionne
en effet que 1l'activité interne en ions Ca'’ doit atteindre une valewrd
de 3.70_4 M pour que le Ca puisse jouer un rdle de "gachette" per-
mettant au RS de libérer & son tour les ions Ca qu'il pi&ge. Or cette
concentration est déja trés supérieure 3 celle permettant d'obtenir
une contraction maximale des myofilaments. COSTANTIN et TAYLOR (1973)
observent quant 3 eux que la contraction de chacune des protéines de
structure n'ést pas "tout ou rien" mais gradue en fonction de la
dépolarisation membranaire. Ceci peut laisser supposer que la libéra-
tion des ions Ca & piégés par le RS dépend du potentiel de membrane
du STT. Cependant, ENDO (1977) interpréte ce résultat en imaginant
qu'il peut y avoir recrutement des sites calciques réticulaires en
fonction du potentiel, chaque site libérant son Ca de fagon tout ou

rien.

L'hypothése d'une libération du Ca réticulaife initiée par un
influx calcique ne semble donc se vérifier que dans les conditions
particulidres ayant permis de 1'imaginer, c'est & dire sur la fibre
pelée. Cependant, méme si les arguments & 1'encontre de cette hypothése
sont nombreux, rien ne permet de l'exclure totalement et le modéle

récemment propos& par FRANK (1979-1980) en atteste.

2, Modéle récent de couplage basé sur 1'hypothése

"Ca induced-Ca release"
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Trois schémas résument les principes généraux de ce

modéle (Fig. 3).

)

1 - Repos

Tea = Ecq
[Ca]gs ~1073

[cal, = 1,08 2 1.8 x 1073 w

£ g
b7 3

X

3 -6
[cal,, < 0.3 2 0.01 x 10 u

P‘E‘Ca ~ 104 mV [intérieun +)
pompe active requise

1T - Activation
ICa t

[ca) 4; )

~leal,; t

~[ca] gst

~[eal,, t — activation

111 - Retour
[Ca]RS t {pompe activie)
ECt:. t
[ca] !
[Ca]myl - neloxation

Figure 3 _
Modele accndditant un couplage du type "Ca induced-Ca

release” : 1, nepos ; 11, couplage excilation-contraction ; 111, nela-
xation. Abbréviations : %, LumiEre tubulainre ; et, face externe de fa
membrane tubulainre ; Lt, face interne dela membrane fubulaire ;
14, fonction triadique ; my, myoplasme ; RS, réticulum sarcoplasmique ;
E, e4flux, I, influx ; et Ca, calcium.

(selon FRANK, 1979-1980).

Dans ce modéle, il est supposé que du calcium serait 1ié& 3
la face extracellulaire de la membrane du STT (Caet) et que ce cal-
cium influencerait ou contrdlerait le "trigger" (gachette) calcique

fix€ sur la face interne de cette méme membrane (Cait)' Ainsi, si la
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membrane tubulaire se trouve dépolarisée, cela provoque la libération
du Cait ce qui a pour effet d'augmenter la concentration en calcium
libre au niveau de la diade (Catj)' Ce calcium, diffusant trés rapi-
dement, vient influencer la membrane réticulaire ce qui conduit le RS
R " . e . .
a relacher les ions Ca qu'1l piége (CaRS). La concentration en ions
++ ] .
Ca va donc augmenter dans le myoplasme (Camy) et atteindre un niveau
suffisant pour provoquer la contraction. La relation liant la quantité
de Cait libérée en fonction de la dépolarisation serait telle que plus
la concentration en Caet serait faible et plus la quantité de Cai

t

libérée serait grande et inversement.

C/ HYPOTHESE D'UN COUPLAGE ELECTRIOQUE

1. Libération du Ca réticulaire sous contrdle de mouvements de

charges dans la membrane du STT

Dans cette hypothése, la libération du Ca réticulaire est
directement contrdlée par des mouvements de charges intramembranaires
du STT, eux mémes dépendant de la polarisation de cette membrane. Ces
caractéristiques en font une hypothé&se électrique. Cependant, au vu
des 2 hypothéses définies dans 1'introduction, cette hypoth&se peut

étre considérée comme intermédiaire.

On peut s'attendre 3 ce que la séquence des événements liant

-~

l'excitation 3 la contraction commence par des changements de confor-
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mation des protéines intrinséques dans la membrane. En effet, des
molécules ayant un large moment dipolaire peuvent s'orienter en
fonction du potentiel. En se déplagant ou en changeant d'orientation
sous 1'influence du potentiel transmembranaire, ces molécules produi-
sent des déplacements de charges (''gating current" ou "courant de
porte" lorsqu'il s'agit de canaux ioniques : ARMSTRONG et BEZANILLA,
1973). Ces courants peuvent &€tre enregistrés en voltage imposé& sous
certaines conditions favorables (TEA + TTX dans le milieu extracel-
lulaire afin de bloquer les courants ioniques IK et INa)'

SCHNEIDER et CHANDLER (1973), ayant observé de tels mouvements
de charges sur des fibres musculaires de grenouille, imaginent que
ceux-ci peuvent jouer le rdle de "trigger" dans le couplage excitation
contraction. En potentiel imposé, ces auteurs mesurent, en début et
en fin d'impulsion, des ph&noménes &€lectriques &gaux en amplitude mais
de sens oppos&. La relation qui lie les mouvements de charges au po-
tentiel membranaire est de type sigmoide, ces mouvements étant minimum
d - 80 mV (potentiel de repos) et maximum 3 - 20 mV. Lors de la dépo-
larisation, une partie des charges intramembranaires du STT est sensée
se déplacer depuis la face externe de la membrane vers la face cyto-
plasmique, et inversement lors de la repolarisation. Si ces charges
sont exclusivement localisées dans la membrane du STT, le calcul permet
d'obtenir 1700 charges/u.cm2 soit environ 600 groupes chargés de
valence 3. Ceci est bien slir 3 rapprocher des 700 "pieds'/u cm2 ou
"projections" de la membrane réticulaire localisés au niveau des diades
et mis en &vidence par FRANZINI-ARMSTRONG (1970). Suite a leur tra§aux,
CHANDLER et al. (1976) proposent un modéle de couplage ou une protéine
piston" rattachée 2 la membraﬁe du STT vient ouvrir ou fermer un
canal calcique situé au niveau des cisternes du RS. La position de

chacune de ces molécules protéiques est contrdlée par les mouvements
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de charges intramembranaires du STT, eux mémes dépendant de la po-

larisation membranaire. L'un des

exemples hypothétiques du fonction-

nement d'un tel mécanisme donné par ces auteurs est présenté ci-

dessous (Fig. 4).

Tubular SR
membrane membrane

~Z7

+ZiC e 7] Ca channel

+4+4+4++ 4+
]
[

N .
. l Ky
+(§§a+

e
[ 2% 2

++ + +

Figure 4. Exemple hypothétique

de La.fagon dont un complexe chargé
peut négulen La Libtration du

Ca neticulaine. Les compartiments

T et 111 neprésentent nespectivement
La Lumizre tubulaire (STT) et Les
cisternes du S-R, Lieu de stockage
des ions Ca*?
timent 11 cornespond & L'espace cy-
toplasmique au niveau de La diade.
Les 2 groupes changés Z'z sont ne-
Lies entre eux et peuvent mouvodn
Z', vers La drnodite s4 22'2 est su-
perieun & 7',. La configuration (a)
traduit L'etat de repos, (b) L'Etat
d'activation et (c) La période ré-
fractoine (d'apnes CHANDLER et al.
1976) .

au repos. Le comparn-

Etat de repos

Etat d'activation

Etat réfractaire

Q

max

Q =
v 1 + exp -(V-V)/k

Evolution de La charge du systeme
complexe en 4onction du pofentiel

(ou détermination de sa position

dans La membrane). Chague charge 7’

a 2 positions possibles et La posdi-
Zion (a) est favornisée Lorsque Le po-
Zerntiel de membrane est thés négatif.
La position (b) est obtenue pour une
certaine charnge gbobale Q, Qmax étant
Le total des changes. U est Le poten-
el poun Lequel QU=Qmax/Z ; kR déten-
mine La pente de La sigmoide. Une
moyenne nialisZe surn 6 fibres a permis
aux auteuns d'obtenin Les valewrs
sutvantes : Qmax = 25 nC/uF, V =

- - KT
—44mVe/tK~8mU-—-3—F-
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Dans la configuration réfractaire (c¢), le canal est fermé
bien que les charges ne soient pas en position de repos. Ceci suggére
que les mouvements de Z'1 sont rapides comparés i ceux du complexe
Z'2. Lors de la dépolarisation, Z'1 se déplace rapidement & gauche
et tant que Z'2 occupe sa position de repos, le canal est ouvert (b).
Le couple Z'2 se déplacgant lentement & droite va ramener Z'l a sa po-
sition de repos et le canal présente 3 nouveau une configuration

fermée (c). Cette dernidre &tape suppose que 2Z', soit supérieur &

2
Z'l. Ce modéle est attrayant parce qu'en accord avec beaucoup de
résultats expérimentaux ; en particulier avec celui concernant le
développement de la contraction contr6lé par le potentiel de membrane.
Cependant, comme le précisent avec insisfance les auteurs, ces résul-
tats expérimentaux pourraient Etre interprétés différemment, par exem-
ple en assurant que les mouvements de charges induisent une augmentation
de la perméabilité tubulaire & un ion activateur. Cependant, dans ce
dernier cas, une restriction importante est alors 3 formuler : 1l'ion®
activateur ne pourrait &tre le Ca lui-méme parce que s'il en était
ainsi, la contraction ne serait plus sous le contrbéle du potentiel de
membrane du STT une fois 1'ion activateur relaché (plus de contrdle
"ON-OFF" ; LUTTGAU, 1977). En effet, il pourrait alors y avoir libéra-
tion autocatalytique de Ca et dans ce cas, un tel fonctionnement n'entre

plus dans le cadre d'un simple couplage soit &lectrique soit &lectro-

chimique, mais devient une conjugaison des deux.

2. Arguments &lectrophysiologiques en faveur de 1'hypothése

"dépolarization_induced-Ca release' et mod&le récent

Lors de la dépolarisation de la fibre induisant la contraction,
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le flux net sortant de Ca depuis le RS vers le cytoplasme est plus
grand qu'au repos ([Ca]i de repos = 1077 M i [Ca]i activité =
IO_aM). Cependant, KITAZAWA et ENDO (1977) démontrent que le mouve-
ment unidirectionnel de Ca vers le RS est augmenté sous 1'influence
de la dépolarisation. Ces 2 faits expérimentaux ne peuvent étre con-
ciliés qu'en considérant, avec ENDO (1977), que la perméabilité calci-
que est trés augmentée sous 1'influence de la dépolarisation. Il est
donc possible d'envisager que la membrane du RS ait les mémes carac-
téristiques que les membranes excitables. La libération du Ca réticu-
laire 1ié 3 la dépolarisation se ferait selon un méchanisme semblable
3 celui conduisant a un PA (ENDO, 1977). Il est d'ailleurs bien connu
que les membranes excitables répondent généralement 2 une dépolarisa-
tion en augmentant leur P (voir méme PA "calcique" sur la fibre

“Ca

musculaire squelettique de crabe).

- Dépolarnisation du RS : mise en @uvdidence par des méthodes
optiques. L'hypoth@se selon laquelle une stimulation €lectrique de la
membrane de surface est susceptible d'entrainer une variation du
potentiel de membrane réticulaire est confirmée par un certain nombre
de travaux faisant appel & des techniques optiques. Ainsi, BEZANILLA
et HOROWICZ (1975) utilisent les changements d'intensité de fluores-—
cence du "NILE BLUE A" en réponse & la stimulation &lectrique du muscle
semi-tendineux de grenouille pour obtenir des informations concernant
les propriétés Electrochimiques du RS. Ces auteurs observent que
1'accroissement de fluorescence suit immédiatement 1'activité élec-
trique de surface mais préc@&de trés nettement le développement de la
contraction. Si, pour la membrane de 1'axone, le changement de fluo-
rescence en fonction du potentiel suit une relation linéaire, pour le

muscle de grenouille, ce changement est constitué de trois composantes
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la premiére est attribuée au sarcolemme, la seconde au STT et la
dernigére 3 un systéme membranaire profond que ces auteurs supposent
étre le RS.
De méme, par des mesures de biréfringence, BAYLOR et OETLIKER
(1975) arrivent 3 des conclusions similaires 3 celles de BEZANILLA
et HOROWICZ. Ils attribuent en effet une large composante du signal
optique enregistré 3 1'instant qui précéde la contraction)é la dépo-

larisation du RS.

Ces résultats concernant l'activation du RS lors du PA sont
en accord avec l'hypothé&se d'un couplage &lectrique. Un modéle récent

basé sur cette hypoth&se est donné par MATHIAS et al. (1980).

Modele nécent de Mathiaé et al. Ce modéle reprend en détail
1'hypoth&se selon laquelle l'excitation conduit & la contraction grécé
3 un courant ionique transitoire couplant le STT et le RS. Ce mod&le
apparait tré&s intéressant car il rend compte de 1'ensemble des diffé-
rentés 8tapes du couplage excitation-contraction et reste cohérent avec
tout ce qui est aujourd'hui admis concernant les propriétés électriques
et mécaniques de la fibre squelettique. En cela, il satiéfait notamment
(i) aux caractéristiques électriques de repos de la fibre (capacités
et résistances effectives) ; (ii) & la durée, l'amplitude et la vitesse
de dépolarisation lors du PA ; (iii) aux caractéristiques des mouvements
de charges décrits par différents auteurs ; (iiii) au changement du
potentiel transmembranaire du RS en fonction du potentiel appliqué a la
membrane de surface ; (iiiii) au contrdle de la libération du Ca réticu-
laire par le potentiel de la membrane tubulaire. Dans ce modéle, une

seule condition est posée : au repos, aucun courant ne doit traverser la
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jonction de couplage X dont g, représente la conductance (voir schéma

Electrique Equivalent 3 la Fig. 5 a et b). La somme des potentiels de

repos des membranes tubulaire et réticulaire doit étre &gale 3 zéro.

t ]
T-tube !T-SR!Terminol | Inter- ! Longitudinal
! cisternae | mesdg:te; sarcoplasmic reticulum
! i
i
[]

Sarcopicsm

Figure 5a
Cineult membranaine du modéle. Ce schima reprisente La

membrane tubulaine (W) en relation avec fa cisterne terminale (TC)
et Le néticuwbum sarcoplasmique Longitudinal (LSR). L'éLément impor-
Zant de ce modele concerne La conductance 9y (notée X). Cette con-
ductance, situle au niveau de fa diade, est sensée permetine fLe
passage d'un couwrant en provenance des ftubules verns La cisterne.

Les schimas Equivalents des circuits lectriques des dif4é-
nentes membranes sont détaillis & La gigure 5 b.

(d'aprds MATHIAS et al. 1980).
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Descrnipiion des d{.éééﬁ.em cinewits membranaines. Chaque
membrane est neprisentie par une capacitance fixe ({ndépendante du
potentiel) en parallele avec des canaux Londiques. Dans Le. modele
"passig", ces canaux sont rneprisentis par une conductance en sénie
avec une.pile. Dans Le modélfe "actif", une conductance aux Lons ca™?
et celle d'une autre espice Lonique sont incluses dans Les membranes
de £a cisterne et du RS Longitudinal. Les cercles notés HH neprésentent
Les conductances aux Lons Na® et K* definies par HODGKIN et HUXLEY
et modi4iées parn PEACHEY (1973) pour Le muscle squelettique. Les
conductances HH n'interviennent que Loas du potentiel d'action.

(d'apres MATHIAS et al. 1980).

3. Arguments ultrastructuraux_en faveur d'un couplage &lectrique

Le bien fondé d'une telle hypoth&se nécessite qu'il y ait des
relations structurales entre le RS et le STT. De toute &vidence, c'est

au niveau des triades que 1'on peut espérer trouver un agencement mem-



branaire tel que la conduction Eélectrique entre le STT et le RS

soit possible. Nombreux sont les laboratoires qui se sont attachés

a 1l'observation de ces structures fines, mais les résultats, souvent
variables en raison des techniques et du matériel biologique utilisés,
n'ont pas permis de solutionner le probléme de facon définitive.

L'un des points essentiels concernant la structure de la diade est de
savoir si le RS constitue un compartiment en contact direct avec le
milieu extérieur (voir Fig. 1), ou bien s'il y a 3 ce niveau une
simple fusion des feuillets cytoplasmiques des deux systémes membra-
naires considérés, STT et RS (SOMLYO, 1979). Dans ce dernier cas,

le RS serait alors un compartiment clos mais relié &lectriquement 3
la membrane de surface.

Un nombre important de travaux (EBASHI, 1965 ; BIRKS et
DAVEY, 1969 ; RUBIO et SPERELAKIS, 1972 ; ZIERLER, 1973 ; SPERELAKIS
et al., 1973) suggérent que des ions, des molécules non chargées voire
méme des marqueurs cellulaires peuvent &tre &changés entre le STT et
le RS via les diades et les triades. COSTANTIN (1975) quant 3 lui
pense que ces phénoménes de pénétration de substances extracellulaires
dans le RS seraient non physiologiques mais l1iés aux techniques ou
aux conditions expérimentales (les triades "s'ouvriraient" sous 1'effet
d'un choc osmotique...).

Des travaux récents, utilisant des techniques plus fines ap-
portent des précisions quant aux structures particuliéres des '"feets"
ou "ponts" décrits par FRANZINI-ARMSTRONG (1970,1980). SOMLYO (1979)
observe que les feuillets cytoplasmiques des membranes du STT et du
RS sont continus au niveau des triades, et que c'est la juxtaposition
deux par deux de ces feuillets continus qui constitue les '"ponts'.
Pour cet auteur, les "ponts'" seraient de nature phospholipidique et

comporteraient une proté&ine fixant le calcium. Ce dernier modé&le rejoint
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celui de CHANDLER et al. (1976) puisqu'il prévoit qu'une protéiné
ou un piston puisse se mouvoir entre le STT et le RS via les
feuillets cytoplasmiques. .

KELLY et KUDA (1979) observent, quant 3 eux, sur le feuillet
interne de la membrane du RS des points de fixation pouvant supporter
des structures creuses, structures qui sont &galement observées sur
le feuillet externe. Ces sortes de piliers creux viennent en contact
de la membrane du STT mais la preuve de fixation 3 ce niveau n'a pu
étre faite par ces auteurs. Cependant, FRANZINI-ARMSTRONG (1980), en
dépit de ses résultats antérieurs (1970-1975-1978), observe une cor-
respondance entre la disposition des particules intramembranaires du
STT et la structure des "feets". Ceci laisse supposer 1l'existence 4'un
systéme complexe fix€ 3 la fois sur la membrane du RS et du 5TT,
systéme jouant probablement un réle important dans le couplage excita-
tion-contraction. Enfin, EISENBERG et GILAI (1979) montrent que sur
une préparation stimulée & basse fréquence puis aussitdt fixée, 1le
nombre de "ponts'" présents est supérieur (+ 21 7Z) & celui observé
sur cette "méme préparation'fixée i 1'état de repos. L'accroissement
du nombre de "ponts" serait méme accompagné d'une augmentation de leur
diamétre alors que 1l'espace inter-ponts entre le STT et le RS resterait
constant (110 A°);

Sur la fibre musculaire de crabe, DELORME et al. mettaient en
évidence d&s 1978 1l'existence de ponts disposés régulirement, réunis-
sant les membranes tubulaires et réticulaires. Le découplage excitation-
contraction obtenu en conditions d'hypertonie par urée &tait attribué
par ces auteurs 3 la disparition de 1l'aspect palissadique de la triade

(étirement ou rupture des ponts). Ceci laisse évidemment supposer que

dans les conditions physiologiques, le couplage excitation-contraction
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est de nature électrique, avec 1'idée sous-jacente que les ponts

seraient des structures du type 'gap-junction'.

La somme des données bibliographiques ainsi que la diversité
des résultats et des interprétations (lorsqu'il ne s'agit pas de
divergences) ,concernant 1'étude du couplage excitation-contraction
de la fibre musculaire squelettique montrent toute la complexité de ce
probléme et la controverse qui existe encore tant du point de vue

des études Electrophysiologiques qu'ultrastructurales.
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A/ ANIMAL D'EXPERIENCE - PREPARATION

Les expériences sont réalisées & 20°C sur les fibres muscu-
laires de la patte locomotrice du crabe (Carcinus maenas). L'accés aux
fibres se fait par simple section d'un méropodite selon le plan passant
par les arétes. La préparation est ensuite placée dans une cuve emplie
de solution physiologique constamment renouvelée afin de maintenir
constantes les concentrations ioniques extracellulaires. L'examen de la
préparation sous loupe binoculaire montre alors les fibres musculaires
disposées parallélement en faisceaux fix&s d'une part Z la carapace et
d'autre part 4 1l'axostyle. Ces fibres ont un diamétre de 200 3 350 um
et une longueur variant entre 3 et 12 mm. Les faisceaux sont conservés
- en place pour 1l'enregistrement du potentiel ou du courant membranaire
par microélectrodes. Les fibres interrogées répondent 3 un courant dé-
polarisant par un PA d'amplitude constante dé&s que le seuil d'intensité

liminaire est atteint, et par une contraction de type phasique (fibres

de type I ; ATWOOD, et al.1965).

B/ SOLUTIONS

1. Solutions isotoniques

La composition ionique des différentes solutions utilisées,

exprimée en mM, est consignée au tableau I.
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2. Solutions hypertoniques

Les solutions hypertoniques sont obtenues par addition de
1.75 M d'urée aux solutions isotoniques correspondantes (pression

osmotique x 2.5).

C/ TECHNIQUES D'ENREGISTREMENT

1 - Technique du potentiel imposé

Le courant de membrane est enregistré selon la méthode dé-
crite et validée par ADRIAN et al. (1970) et appliquée 3 la fibre de
crabe par BERTRAND et al. (1979).

Trois microélectrodes sont implantées 3 1'une des extrémités
de la fibre. Deux microélectrodes classiques mesurent les potentiels
transmembranaires El et EZ’ respectivement aux distances 1 et 2 1 de
l'extrémité de la fibre. La troisiéme microélectrode, insérée 3 une
distance 2 1 + 1', remplie de KC1 3 M et ayant une ré&sistance de 1l'or-
dre de 1 3 2 M @, permet de faire passer & travers la membrane le cou-

rant nécessaire au contrdle du potentiel transmembranaire E,. Le

1
contrdle de ce potentiel est assuré par un amplificateur opérationnel
(Bl) monté en contre réaction. Cet amplificateur permet de disposer

d'une tension de sortie allant de 0 a2 + 150 V. De méme, de fagon 3 bien

imposer le potentiel aux bornes de la membrane, un deuxiéme amplificateur



28.

opérationnel (BZ)’ monté en contre réaction, permet de maintenir le
potentiel extracellulaire au niveau du potentiel de référence en dépit -
de 1l'existence de la résistance série située entre la face externe
de la membrane et la masse. Le schéma synoptique du montage est donné
a la figure 6.

ADRIAN et al. (1970) ont montré que le courant de membrane
(Im) pour un potentiel imposé (Ei) a une.distance 1 de 1l'extrémité de

la fibre est donné par la relation :

ol EZ et El sont exprimés en volts ; r

P - . - -1 v
du milieu intracellulaire, est exprimée en {.cm . 1 est exprimée en

;0 qui représente la résistance

cm. im est calculée avec une erreur maximale de 5 p. 100 dans la mesure
oli, en absence de courant entrant régénératif (c'est le cas dans toutes
les expériences que nous avons réalisées), le rapport (EZ_EI)/El est

< 3 6, ce qui correspond 2 un rapport 1/A< 3 2 ( A , constante d'es-
pace). De plus, pour éviter un comportement de voltage au niveau de E

2)

il est nécessaire que la résistance (R s) du volume intracellulaire

d
compris dans la demi-sph&re de rayon 1', soit faible devant la résistance
d'entrée R (R_ =X r. ; R, =R./2 71" ; R. est la résistivité du

e e 1 ds 1 1
milieu intracellulaire). En particulier, pour éviter ce comportement de
voltage, Re/Rds doit étre = a 10.

La nécessité que la valeur de Rds soit suffisamment faible

devant Re, donc lide & une valeur adéquate de 1', se justifie puisque

la technique de potentiel imposé & l'aide de 3 microélectrodes suppose
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Figure 6

Schéma du montage utilisé pour L'ennegistrement du couwrant
de membrane (1) dans Les conditions de potentiel Aimposé & L'aide
de #rois microélectrodes (Zechnique d'ADRIAN et al. 1970).

"Les micnoélectrodes 1, 2, 3 sont implantdes respectivement
a une distance £, 2 £ et 2 £ + £' de £'une des extrdmitis de La
gibre dont Le diamdtre (@) est compris entre 0,020 et 0,035 cm.
E, len 2], potentiel transmembranaire impose ; €, - Eq, dif4erence
de potentiel proportionnelle a I .

(EZ'ET) volits

Z
(n.cm)‘L (em)

I -2 =q .
mlA.em “) (em) 3 Ri

B,, amplificateun opirationnel & contre néaction totale externe,

permet Le contrile de E7

7,

By, amplificateun- oprationnel & contre néaction,permet de maintenin
Le potentiel de La face externe de La membrane au potfentiel de
négerence.
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que la théorie du cable soit applicable & la préparation musculaire.
‘Or, il est bien connu que, sur les fibres de crustacés de grand dia-
métre et en particulier sur celles de crabe, la variation de potentiel
produite par le courant imposé 1;calement 4 1'aide d'une microélectrode
ne diminue exponentiellement en fonction de la distance que si 1' est
suffisamment important (1'= 3 4/3 de a, a étant le rayon de la fibre 5
FATT et KATZ, 1953).

Sous réserve de respecter les 2 conditions requises (1/)A < 2
2 en absence de courant entrant régénératif et 1'> 3 4/3 de a), il est
possible d'évaluer le courant de membrane de la fibre squelettique de
crabe en potentiel imposé @ l'aide de microélectrodes. A partir de

1'équation (1), le courant de membrane par unité de surface peut égale-

ment étre évalué, cette équation devient

a (E2 - El)

Tn(heen ™) = N ()
3R, 1

(Ri’ résistivité du milieu intracellulaire)

2. Techniques de courant imposé

- Counant imposd & L'extaemite de La §ibre (densité de cou-
rant homogene - Utilisation de 3 microélectrodes). Cette technique est
celle décrite et validée par ADRIAN et FREYGANG (1962). Les exigences
posées par l'utilisation de cette technique sont les mémes que celles

définies précédemment & propos de la technique de potentiel imposé.

Le schéma synoptique du montage est présenté & la figure 7.
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Bien que le générateur de tension utilisé fournisse des
crénaux de tension parfaitement rectangulaire, s'il apparalt des va-
riations de résistance non négligeables devant la résistance totale

du circuit de "stimulation', la fibre ne sera plus traversée & son

extrémité par un courant constant. Or, il est bien connu que la résis-
tance d'une microélectrode peut varier au cours du temps, et ce dans
de larges proportions, notamment en fonction du sens et de 1l'intensité
du courant qui la traverse (une microélectrode présente un phénoméne de
rectification). Afin de s'affranchir de ce probléme, le courant total
qui passe réellement a travers la membrane peut €tre contrdlé en mesu-
rant la chute de tension éu'il provoque aux bornes d'une résistance

R (R =10 K Q). Cette tension est comparée @ la tension rectangulaire
délivrée par le générateur par 1'intermédiaire d'un amplificateur opé-
rationnel (B) monté en contre-réaction totale permettant ainsi de com-
penser toute variation éventuelle du courant. Les conditions sont donc
bien ainsi de réelles conditions de courant imposé.

L'imposition du courant 3 1'extrémité de la fibre (densité
de courant homogéne)permet,pour toute variation du potentiel 2 une
distance 1 de 1'extrémité de la fibre, d'évaluer le courant qui 1'in-
duit. Ce courant est directement proportionnel & la différence de po-
tentiel EZ-E . La valeur du courant qui s'écoule 3 cette distance 1,

1

e -1 - =
exprimée en A.cm , est égale 2 :

2 (E2 = El)

30, 12
i

Les tenmes de cette équation sont Les mémes que ceux
donnés poun L'equation (1).
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- Counant imposé en milieu de 4ibre (utilisation de 2
microélectrodes). Comme cela sera montré i la figure 15 page 5]
l'emploi de la technique classique de courant impos& n'utilisant que
2 microélectrodes insérées en milieu de fibre (schéma synoptique donné
2 la figure B), permet &galement de tester L Pour les raisons déji
précisées ci-dessus relatives aux phénoménes d'accumulation, cette
technique a &galement &été utilisée en double impulsion. Il sera en
effet montré que pour une distance interélectrode x (séparant le point
d'application du courant du point d'enregistrement du potentiel) &gale

au diamétre de la fibre, l'amplitude du courant qui passe 3 travers la

membrane est indépendante du potentiel membranaire.

+
3 l 1
\ LI L) Em
di \ 4 &
1 —O AEmM
| MRS TSR, PP
2

R=10 KQ1
» t
-t
/4

\%\j NN\ N

Schéma du montage utilisé Lons de £'ennegisinement du poientiel
transmembranaire Em et de ses variations induites par des cowrants nec-
tangulaines dépolarisants ou hyperpolarisants.

Les micnoblectrodes (1) et (2) permettent L'enregistrement de
E, eXAE . La microdlectrnode (3) permet d'imposer Le cowrant. Ce cowrant
est maintenu constant grdce & L'amplificateur opérationnel (B) monte
en contre rnéaction totale. )

La distance x qui s8pare Les.lectrodes (1) et (2) est ggale
au diamitre (d) de La fibre.’
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CHAPITRE 1

COMPARAISON DES RESULTATS ENREGISTRES EN CONDITIONS
DE POTENTIEL IMPOSE ET-DE COURANT IMPOSE

Etudier la conductance de rectification dans le sens entrant
sur la fibre de crabe impose de s'affranchir de certains problémes. En
effet, cette préparation présente un STT développé et des invaginations
longitudinales profondes du sarcolemme. Ces caractéristiques ultrastruc-
turales en font une préparation particuliérement propice au développe-
ment de phénoménes d'accumulation ou de déplétion d'ions aux faces des
membranes. De plus, le phénoméne de rectification est sinon sensible &
la concentration interne de 1'ion portant le courant de rectification, du
moins sensible 3 sa concentration externe. Les conductances de recti-
fication étant principalement localis@es au niveau des membranes du
STT, celles-ci sont donc particuligrement sensibles aux variations des
concentrations ioniques dans les tubules. Compte-tenu de la structure
particuliére de la préparation utilisée, il est donc apparu indispensable
de rechercher la technique la plus adéquate pour &tudier le phé&noméne

de rectification dans le sens entrant.



36.

“A/ EVALUATION DE LA CONDUCTANCE DE MEMBRANE A PARTIR DE LA RELATION

COURANT-POTENTIEL

Dans ce paragraphe, il est vErifi& que sur des fibres placées
dans un milieu de méme composition ionique, les relations courant-
potentiel obtenues en conditions de potentiel ou de courant imposé

sont similaires.

1. Conditions de potentiel imposé (Ei)

Des potentiels (Ei) hyperpolarisants et dépolarisants sont
appliqués 3 la membrane de fibres successivement placées dans un milieu
"chlorure de choline" puis dans ce méme milieu contenant du TEA
(58 mM) (Fig. 9 a-b). L'utilisation du milieu "chlorure de choline"
permet de pallier aux différentes manifestations intervenant en milieu
de référence lors de dépolarisations importantes. Ces manifestations
sont liées 3 1'activation du courant entrant calcique qui entraine,
d'une part 1l'apparition du phénoméne contractile, et d'autre part
1'impossibilité d'ihposer un potentiel uniforme & la membrane (notamment
au niveau du STT). Cette mauvaise imposition du potentiel se traduit
par des oscillations du courant de membrane enregistré (KEYNES et al.,
1973, sur la fibre de balane et BERTRAND et al., 1979, sur celle de
crabe).

Bien que les ions K soient absents du milieu extracellulaire,
le phénoméne de rectification dans le sens entrant subsiste comme en

atteste la relation Im = f(Ei) présentée d la figure 10. La courbe a
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Figuie 9 a-b .

Conditions de potentiel imposé. Tracls du potentiel
membranaine 61 et du couwrant de membrane Im exprimé en ternmes de
difgérence de potentiel EZ-E7 (HP = - 70 mV, En = - 70 mV).

a -+ Fibre placie en solution "chlorure de choline

b : Efget du TEA (58 mM) remplacant mM & mM une partie
des ions choline de La sofution. L'enregistrement a e effectud
apres 30 mn d'action de ce milieu.

La difgérence EZ'EI est proportionnelle & Ipy A moins
de 5 p. 100 puisque £/x = 0,54 et done th2s inférieurn a 7 pour
E7 - 110 mVv (£ = 0,0300 cm, £' = 0,0250 cm, @ = 0,0275 cm).
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I E,.E
(mA-chr’) (’mvs

0.744-210

03745

Ei(mV)
¥
=120

-037-%-5

-0.744--10

Ig I, HP(MV) E,(mV)
CHOLINE.CI (596mM) @ O =70  -70 _u1d-1s
CHOLINE.C! (§38mM) 4 & =70  -70
LTEA.C!(SBmM)

~usd_z

Figure 10

Relation courant-potentiel construlite & partin des thacds
de courants obtenus en voltaae Lrmosf (mesures 4aites en 4in d'im-
pulsion : 600 ms). Les tracss utilisés sont ceux de fa figurie 9,

® A cowwnt total Ig

0 & cowrant de rectiflcation 1 %
Les counbes Ig = 5(Ej;) et I}L = “EL) ont EXt thacles a partin de
L'equation d'un polynime ne prenant en compte aque Les points expéri-
mentaux obtenus pour - 120 < EL(mV) < - 40 (gamme de potentiels:
dans Laquefle Le phénomene de rectification dans Le sens entrant,
se développe).
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été tracée a partir de 1'équation d'un polyndme oii seuls sont pris
en compte les points expérimentaux qui traduisent le phénoméne de

rectification dans le sens entrant (- 100 mV < Ei < = 40 mV). Les

différentes valeurs de Im (A.cm—z) sont calculées 3 partir de 1'é-
quation proposée par ADRIAN et al. (1970)

2
Im (A.cm-z) = a(cm)'(EZ_El)(V) //3 Rl(ﬂ.cm)'l (cm)

ol a est Le rayon de La fibre, R: La nesistivite du
milieu intracellulainre et & La distance entre Les
tlectrodes 1 et 7 (voirn techniques page 29).

. X . .
La conductance membranaire (gm) atteint sa valeur maximale
pour Ei < & - 90 mV. Au potentiel - 40 mV, les conductances de recti-
fication Bre (sens entrant) et Bre (sens sortant) sont minimales (Bm=81)-

A ce potentiel, la pente de la relation Im = f (Ei) permet donc de

calculer la valeur de Be et par extrapolation, de déterminer celle du

% La pente de fLa nelation courant-potentiel correspond a ce
que Les auteurns anglo-saxons appellent La "sLope conductance" ce qui

ne thaduit pas toujowrs La viaie valeur de La conductance membranaire.
C'est en gait La "chord conductance" qui permet d'obtenin cette
derniene. Cependant, L'étude théonique (annexe 1} névele qu'au poten-
el - 40 mV {ou 8ye ¢ 9, s0nt nulles), La "slope conductance" est

- 8gale & La "chond conductance". 1L en est de méme pour Les potentiels
tnes negatifs (E/é <a- 90 mV) ol 8o atteint sa valewr maximale.
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potentiel d'inversion du courant de fuite (Ef = - 73,5 mV). Le

courant de rectification (Ire)veut étre estimé en soustrayant le

courant de fuite (If) du courant membranaire global (Im) pour chaque

valeur de Ei' La relation Ire= f (Ei) ainsi obtenue (Fig. 10) montre

que IreeSt négatif au potentiel de revos (Er) et'que ce courant

s'inverse pour un potentiel Ex de - 64,5 mV. Ayant déterminé Ef et
bre

Ex, la relation Im = f(Ei) permet de calculer o __ et g par 1'intermé-

diaire de 1'équation

En effet, en supposant If varier linéairement en fonction de

E;, comme I _est égal 3 I Tes il vient alors
Ire== re (Ei - Ex)

Traités ainsi, les résultats expérimentaux de la figure 9
donnent une relation Pre = f(Ei) complexe, différente de la relation
sigmoide obtenue sur diverses préparations, en particulier 1'oeuf
d'étoile de mer (HAGIWARA et al. 1976, 1977) et la fibre de grenouille
(HUTTER et WILLIAMS, 1979)

Cependant, déterminée 3 partir d'une technique différente
(paragraphe B), la relation liant 8, au potentiel décrit également

une sigmoide. Selon toute vraissemblance, Ex qui est considéré avoir

une valeur constante dans 1'&quation ci-dessus doit en fait varier
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lorsque des potentiels trés hyperpolarisants sont appliqués i la
membrane. Cela suppose que pour toute valeur de Ei différente de Er’
il se développe des phénoménes d'accumulation ou de déplétion d'ions
dans les invaginations du sarcolemme et la lumiére tubulaire. Ceci
est d'ailleurs confirmé par les enregistrements présentés & la figure
9 oli il apparailt nettement que la valeur du courant (dont E2-El est
1'image) diminue en fonction du temps pour les potentiels tré&s hyper-
polarisants. Il s'agit bien en effet de la manifestation d'un phéno-
méne d'accumulation ou de déplétion d'ions car comme cela est montré
4 la figure 12 (paragraphe B), la rectification dans le sens entrant
observé sur la fibre de crabe n'est pas dépendante du temps.

Le développement de ce type de phénoméne n'est pas pour
surprendre. En effet, sur la fibre de balane (préparation présentant
également un STT trés développé) KEYNES et al. (1973) observent que
lors de dépolarisations imposées permettant une activation maximale
du courant dynamique sortant, le potentiel d'inversion de ce courant
passe en 800 ms de - 69 mV a2 - 13 mV. Il est donc nécess%ire d'évaluer
E, pour chaque valeur de E.1 s; 1'on cherche & déterminer;aﬂaen fonction
du potentiel & partir de 1'équation Ire= gre(Ei - Ex)' Cependant, la
technique de double impulsion (technique généralement utilisée pour
déterminer Ex) ne nous a pas permis d'obtenir des ré&sultats tré&s satis-
faisants. Le temps requis pour une telle expérimentation est en effet
relativement long en raison du nombre important de mesures & effectuer.

Notre souci est, en fait, de pouvoir comparer le phénoméne de
rectification dans le sens entrant sur des fibres places en conditions
joniques diverses. Cela nous a conduit & rechercher une technique qui

permette 3 la fois de s'affranchir du phénoméne d'accumulation et qui

soit cependant plus simple 3 mettre en oeuvre que celle du potentiel
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imposé. Ainsi, la technique de courant imposé en double impulsion a

€té préférée a celle du potentiel imposé. L'utilisation de cette tech-

nique permet en effet de suivre 1'évolution de g (exprimée en unités
m

arbitraires) en fonction du potentiel & partir de mesures directes

de la résistance membranaire (rm) réalisée pour différents potentiels

(voir paragranhe R).

Au préalable, nous nous sommes assurés que les relations
courant-potentiel obtenues en condition de potentiel et de courant
imposé étaient similaires. De plus, nous nous sommes affranchis du
probléme relatif & la densité de courant homogéne posé par l'utilisa-

tion de la technique de courant imposé.

2. Conditions de_courant imposé (Ii)

La relation I, = f (Em) présentée 3 la figure 11 a été
établie a partir des variations du potentiel produites en fin d'im-
pulsion par le passage 3@ travers la membrane de courants constants
hyperpolarisants ou dépolarisants. La techﬂique utilisée est celle qui
consiste & insérer 2 microélectrodes en milieu de fibre (voir chapitre
technique, Fig. 8). Comme précédemment (Fig. 9 et 10), la fibre est
ici placée en milieu "chlorure de choline'". Au potentiel = 40 mV la
pente de la relation Ii = f(Em) (Fig. 11) traduit la valeur de 8¢
.("slope conductance'" = '"chord conductance"). Le potentiel d'inversion
Ef du courant de fuite obtenu par extrapolation est de valeur légére-
ment plus négative que Er' Cela suppose donc qu'au repos (ol Im =0),

If est positif et Ir négatif. Ainsi, comme dans les conditions de po-
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I;{pA)

Ep (mV)
CHOUNE.C! (594mM) © =70

-0

Figure 11

Relation courant-potentiel itablie a parntir d'enregistrements
nealises en conditions de courant imposié (technique des ? micrnodlectrodes
LnsenZes en miliew de fibre).

La courbe 1, = {(E ) est tracle & partir de £'Zquation d'un
polynome ne prenant en compie que Les points expérimentaux qui 8'ins-
crivent dans La gamme des potentiels ol Le phénoméne de rectification
dans Le sens entrhant se développe.

tentiel imposé, la valeur de Ex est plus positive que celle de Er'

La courbe liant les points expérimentaux a &té tracée selon le méme
principe que lors de l'expérience présente 3 la figure 7 ; les valeurs
expérimentales correspondant aux potentiels moins négatifs que - 40 mV

n'ont donc pas &té prisesen compte. L'équation proposée par COLE et
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CURTIS (1941) permet d'exprimer Im en A.cm-2 -

2
- = 3
Im(A.cm 2) —{%i(ﬂ.cm) //8 L (cm}li(A)(dIi/dEm)(A/V)

olt I,L est La valeun du couwrant Lmpose ; dl&-,/dEm £a. dérivie
du courant pan rapport auv potentiel (pente de La nelation
ou "slLope conductance") ; R/; La nesistivite du milieuw Lntha-
celluwlaine et a Le nayon de La g4ibre.

Cependant, cette derniére équation ne permet le calcul de
Im que dans la mesure oll 1la constante d'espace ()) est petite devant
la longueur (Lf) de la fibre d'une part et grande devant son diamétre
(2a) d'autre part. Sur la fibre de crabe, si la premiére condition
requise est satisfaite (0,04 < A(cm) < 0,18 Lf(cm): 0,7 et
a(cm)CZ 0,02), la seconde ne 1l'est pas forcément. En effet, comme le
montrent FATT et KATZ (1953) sur cette méme préparation, le potentiel
€lectrotonique des fibres ne diminue exponentiellement en fonction de
la distance x inter-électrode que pour une valeur de x supérieure a
4/3 de a. Ceci traduit en fait un éparpillement du courant de polari-
sation au voisinage de 1'électrode de courant non seulement selon la
longueur de la fibre, mais selon la circonférence (ce probléme sera
traité plus en détail au paragraphe B). De plus, si 1'on considére que
la relation liant 8o a Em sur la fibre de crabe est une relation
sigmoide comme sur la fibre de grenouille (HUTTER et WILLIAMS, 1979)
ou 1'oeuf d'étoile de mer (HAGIWARA et al. 1976), alors g Tne corres-
pondra 3 la dérivée de la courbe courant-potentiel (Fig. 11) que pour
E < d - 90 mV et Em = - 40 mV. L'analyse mathématique justifiant ce

dernier point est donnée en annexe I.
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Quoiqu'il en soit, les courbes courant-potentiel obtenues en
conditions de potentiel imposé ou de courant imposé se révelent &tre
identiques si 1'on s'en référe & la valeur du coefficient de corréla-
tion liant les courbes présentées aux figures 10 et 1] (R=0.%95 —>
p <.001 avec n = 18). De méme, comme en attestent les &aleurs portées
au tableau II, B et greexprimés en .cm-2 obtenues dans ces con-

ditions sont comparables.

Tableau II

Expérience réalisée en Expérience réalisée emn
courant imposé

(fibre de la figure 11)

potentiel imposé

(fibre de la figure i10)

() - 120 - 40 - 120 - 40
G 8. cn~2) 32,4 10,8 36,3 18,1
Rn( @ .en) 30,8 03 27,5 55,2
Cre (s, cn=d) 21,6 0 18,2 0
Rre(Sl.cmz) 46,3 ® 35 ®

En conclusion, la similitude des 2 relations signifie que

la variation de EX en fonction du potentiel, ainsi que la valeur de

Ef, sont identiques quelle que soit la technique utilisée.
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B/ EVALUATION, EN COURANT IMPOSE, DE LA CONDUCTANCE MEMBRANAIRE A

PARTIR DE MESURES RELATIVES DE rm A DIFFERENTS POTENTIELS

1. Mise en Equation de la relation .2 f(Em)
s L0 Pl 2.

Les tracés présentés a la figure 12 donnent un exemple de
la variation du potentiel "E&lectrotonique' (AV) cons&cutive au passage
3 travers la membrane d'un courant rectangulaire (11) de trés faible
amplitude. Un courant constant plus durable (12) variablé en amplitude,
permet d'amener la membrane aux différents niveaux de potentiel auxquels
r est testée. Comme le montrent ces tracés, r  ne varie pas en fonction
du temps.

La Figure 13 représente 1'évolution de & donnée en unités
arbitraires (u.a.) en fenction de Em pour une fibre placée en milieu
"chlorure de choline". g, Ppasse ?ar une valeur minimale pour Em = - 40 mV
et atteint sa valeur maximale pour Em < a4 - 90 mV. Partant de 1l'équation
By = 8re T 8f €T puisque &, est minimum & - 40 mV (gre = 0), 8o (=40 mV)
est assimilable 2 8¢ Le potentiel de repos moyen de la fibre de crabe
est de - 68 mV selon FATT et KATZ (1953). De ce fait, g (- 68 mv) 2

Zla 5 . . B s 1% . =
été arbitrairement considérée égale 3 1° pour toutes les fibres testées.

x Cecd présente L'avantage de pouvoirn expiimern L'evolution de La
conductance en U .cm'z en fonction du potentiel dans La mesure ol
FATT et KATZ (1953) donnent g, moyen 2gal & 9,1 m U Lam 2 pour E,
moyen égal a - 6§ mU.
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Exemples de trnacls d'enregistrement du potentiel
"Glectnotonique” produit pan des courants rectangulaires Lmposis.

n, est detenminfe par La variation de potentiel (oE )
produite pan un cowwant (17}’ faibfe en amplitude et en durde. Un
second couwrant (IZ), plus durable, wermet d'amenen La membrane aux
dif4erents niveaux de potentiel (Em) auxquels est testie r .

1L est a nemanquern que La conductance membranaire ne

varie pas en fonction du temps, et ce, quelle que 404t fa valewr de )
ST
E . i sls

m ' \ ULLE
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E(mV)  Eglmv) CmeY
CHOLINE .CHLORIDE = =66 -68
L1
| |
| ]
]
0.5
1 i ] L] ] i i Em(mv)
-80 -70 -0 -50 -40 -30 -20

Figure 13

Conductance membrancine (gm) en fonction du potentiel (Em}
pour une fibre baignée par une sclution de "chlorurne de choline”.

g9, &% donnZe en wultis arnbitraires, et Sm(-68 my) = 1. La
courbe en thait plein est trhacée a parntin de L'équation 3, équation
qui ne rend compite que du seul phénoméne de rectification dans Le sens
entant ; c'est La raison pour Laquelle Lo courbe 5'éloigne des points
experimentaux pour Em > - 40 my.

La fonction &y = f(Bm) suit une relation sigmoide dont 1l'expression

proposée est :

8n = 8¢ * Ere/[l +exp ((E - Eo)/K):l (3) oli

96 est La conductance de fuite ; 9he La conductance de recii-
§ication dans Le sens entrant et dont fa valeur maximale (g, )
est atteinte pourn Em <a-90mv; Eo Le potentiel de membrane
pour Lequel g, , = 5)16 / 2 et K un paramitre de mise en 4orme

ayant Les dimensions d'un potentiel (K= §,5 mV zgﬂ).
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-~

Cette relation a &té établie & partir de mesures réalisées
en conditions de courant imposé ; les microélectrodes 3 (courant) et
1 (potentiel) &tant implantées au milieu de la fibre (voir schéma
technique, Fig. 8). Ce point de technique soulé&ve le probléme de la
validité de la relation proposée ci-dessus. En effet, sur la fibre
de crabe, il y a "échappement" 3 la théorie du cable si la distance
x qui sépare les électrodes 3 et | est inférieure au diamétre de 1la
fibre. Ainsi, alors qu'il est nécessaire d'implanter 1'électrode 1
le plus pré&s possible de 1'électrode 3 sur la fibre de vertébré&, une
telle disposition des Eélectrodes entraine un comportement de voltage
au niveau de l'@lectrode 1 sur la fibre de crabe. Pour cette raison,
il a &té€ choisi d'implanter 1'électrode 1 & une distance x (x est
égale au diamétre de la fibre) de 1'électrode 3. En fait, la relation
g = I(Em) obtenue dans ces conditions ne rend réellement compte -du

m

phénoméne de rectification dans le sens entrant que si le courant I1
qui traverse la membrane au niveau de 1'électrode 1 est constant
quelle que soit la valeur du potentiel en ce point. En effet, les me-

-~

sures relatives de r ~sont obtenues & partir de la relation :

(v /1)) / av"/ 1) = oV / av™ (4)

avec Av¥ pris égale 32 1 (soit av* = Av(-68 mV))
Il est donc apparu nécessaire de vérifier si la relation
sigmoide obtenue dans ces conditions rend compte de 1'évolution

néelle de g, en fonction de E .
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2. Expériences réalisées 2 densité ou non de courant homogéne,

comparaison des relations By = f(Em) obtenues.
4150 M s

- Une Zechnique de courant imposée utilisant 3 microilectrodes
amplanties a L'extnémité de La gibre (ADRIAN et FREYGANG, 1962 ; Fig. 7)
permet d'établir une relation courant-potentiel (non représentée). Cette
relation est similaire 2 celles obtenues eﬁ potentiel imposé (Fig. 10),
et en courant imposé en milieu de fibre (Fig. 11). Afin de s'affranchir
des phénoménes d'accumulation, cette technique de courant imposé utili-
sant 3 microélectrodes a é€galement &té utilisée en double impulsion.

Les mesures de ro déterminées 3 courant constant sont incontestablement
réalisées 3 densité de courant homogéne. La valeur de-gm peut dés lers

étre calculée pour chaque valeur du potentiel (Em) auquelle est amenée

la membrane. L'allure de la relation est de type sigmoide (Figure 14).

- Technique de courant imposé n'utilisant que'Z electrodes
implantees en miliew de §4ibre. La relation g, = f(Em) obtenue 3 partir
de cette technique (Fig. 13 et 17...) est la méme que celle obtenue ci-des
sus 3 densité de courant homogéne (Fig. 14) ; la valeur du coefficient
de corrélation (r = .998 —P < .001) liant les courbes en atteste.

La similitude des résultats obtenus dans ces deux conditions
laisse supposer qu'en courant imposé avec 2 microélectrodes, le courant
qui passe 3 travers la membrane au niveau de 1'électrode de mesure du po-
tentiel est constant. (Cela a réciproquement &té vérifié en mesurant
1'image du courant passant a travers la membrane au niveau de 1'&lectrode
d'enregistrement du potentiel (Fig. 15). En effet, le courant total

P

(I, + I,, voir techniques Fig. 7) appliqué 3 la membrane 3 1'aide .d'une
1 2
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Gm
(mU/em?) (a.u)
E (mV) Eo(mv)
ASW e -65 ~-70

357-%-15

23.8-%1
. M9 %05

L K ) ' L1 i i Em (mv)

=100 -80 =80 -70 =60 =50 =40
Figure 14

Relation Gm = 4 (Em) etablie dans Les conditions de courant
Ampost (densité de courant homogéne) sur une fibre placée en milieu de
refenence. G, est exprimie en m O /en’ ou en unitds arbitraines (a.u.)

.

(Gm(a.u‘) = 7 POLUL Em = - 68 mV).
Iq0-a)
+4- V4
Figune 15

ReLation Lindaine Liant Le courant imposé delivié par Le
générateur (It) a L'image du courant ("AV") vassant a travers La
membrane & une distance x (x = diametre de La §ibre) de son point —
d'application ("aV" est Egale a dV/dx). Bils

WLy

\’% l.-ﬂ"j
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microélectrode insérée au milieu de la fibre est directement proportionnel

a la différence de potentiel V, - V1 (V2 -V, = AV, Fig. 15). Si les

2 1

2 électrodes qui mesurent les potentiels V1 et V2 sont trés proches
1'une de 1'autre (Ax), AV est 1'image du courant traversant la membrane
3 la distance x de l'€lectrode de courant. Comme x est choisie égale

3 un diamétre, la relation linéaire illustrée 3 la figu?e 15 implique
que le courant qui passe en x est indépendant du niveau de polarisation
membranaire. Ainsi, les variations de potentiel en x induites par le
courant I, traduisent directement la variation #8effe de la résistance

1

de la membrane.

Cette deuxziéme technique, plus simple & mettre en oeuvre
et surtout moins stressante pour la préparation (2 €lectrodes sont
implantées au lieu de 3) a par conséquent été utilisée pour la suite

de 1'expérimentaticn.
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CHAPITRE 11

NATURE IONIQUE DU COURANT DE RECTIFICATION

DANS LE SENS ENTRANT

Le phénoméne de rectification dans le sens entrant traduit
le développement d'un courant dynamique (dépendant du potentiel) qui,
du point de vue "électrique', est dirigé vers l'intérieur de la fibre.

Ce courant, porté& par des ions, peut correspondre soit & une entrée
de charges positives (cations : K+, Na+) soit 3 une sortie de charges
négatives (anions : Cl—).

Le phénoméne de double rectification (sens eﬁtrant et sortant)
mis en &vidence sur la fibre de grenouille (KATZ, 1949 ; ADRIAN, 1964),
la fibre de Purkinje (STANFIELD, 1970), 1l'oeuf d'étoile de mer
(HAGIWARA et al. 1977), induit des mouvements d'ions K+. Ces courants
sont réduits par divers cations dont le Rb, le Cs ou le TEA. A 1l'inverse,
les résultats obtenus sur les fibres squelettiques de crabe (HAUDECOEUR
et GUILBAULT, 1974) tendent & montrer que les courants de rectification
observés sur cette préparation pourraient ne pas &tre portés par des
ions K& mais plutdt par des ions Cl .

L'étude entreprise concernant la nature ionique du phé&noméne
de rectification a fait appel & 2 approches classiques : (i) modification
de la concentration externe de l'ion supposé porter le courant de recti-
fication, (ii) ptilisation d'inhibiteurs spécifiques du canal par ol

passe l'espéce ionique considérée.



A/ RELATION 8y = f(Em) OBTENUE SUR 6 FIBRES PLACEES EN MILIEU DE

REFERENCE ( ASW)

Les résultats expérimentaux obtenus sur six fibres immergées
en milieu de référence sont présentés a la figure 16 . Les différentes
courbes traduisent la relation B = f(Em) pour chacune des six fibres.

L'expression mathématique qui traduit cette relation est :

.. = E(E ) = ] /[l + Exp ((Em -ED/ K) _J (5)

Seule la valeur de Eo est propre 3 chaque fibre ce qui explique que
les courbes ne soient pas confondues, par contre la valeur du facteur
K est constante (K = 8,5 mV = RT/3F). Cette équation est identique 2
celle proposée par HAGIWARA et al. (1976 et 1977) ou par HUTTER et
WILLIAMS (1979) pour rendre compte du phénoméne de rectification dans
le sens entrant respectivement sur l'oeuf d'étoile de mer et la fibre

squelettique de grenouille. La figure 16 montre que g est

"re(-40 mV)
faible mais non nulle. Ceci s'explique par le fait que 8o est déter~
miné 3 partir de 1'équation By = Be * B En effet, la détermination
de gg sur une fibre placée en milieu de référence ne peut se faire
qu'en extrapolant g, au potentiel - 40 mV. g, De peut en effet étre
directement mesurée 3 ce potentiel car le seuil moyen de potentiel

d'activation du courant régénératif (Ica) conduisant au couplage

excitation-contraction est de = 44 mV environ (valeur identique 23 celle
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Grela.u)
a - 1
— Fibres E;(mV) ElmV)
> SN o -68 -73
O -68 -7
® -67 ~70
ASW a -64 -66
A -64 ~-64
0 =81 -63
m4 SE -653:25 -678:37
O
o ---$0.5
] U
' +
] N
) ]
) [}
RN
[ J
P i A
] t 1 f
) t )
1 10 ] i -y
[] 1t 1) [ 3K}
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AR 3
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] 13N ) 1 (I Py
o le Vi o <
1 v Y !r‘ —— i y ! EM(mv)
~100 -90 -80 0-70 © A0 -60 -50 -40

Figure 16
Relations Liant g ne "normalisée" au potentiel de membrane Ee

Les diffenents symboles corresvondent aux points expérimen-
toux obtenus sun chacune des 6 fibres testies en solution de nZ4Zrence
(ASW). Les counbes en trhait plein sont tracies a partin de L'equation
[(5). AE (E/L'Eo)’ bien que parnticulien & chacune des fibres,varie peu.

donnée par ATWOOD et al., 1965). En conséquence, au-del3d de ce seuil, le
phénoméne de rectification dans le sens entrant est d'une part perturbé
par l'activation de 8, ot d'autre part par la contraction qui en résulte ;

cecl conduit 3 une sortie des microélectrodes.
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Cependant, dans le cas ol la préparation est placée en
milieu "chlorure de choline" (ICa absent) (Fig. 13), il apparait que
c'est bien au voisinage du potentiel - 40 mV que 0 atteint sa valeur
minimale. Quoiqu'il en soit, il est manifeste que 1'&quation (3) rend
compte de 1'@volution de Bre D fonction du potentiel aussi bien pour
les fibres placées en milieu de référence (Fig. 16) que pour celles

placées en milieu 'chlorure de choline" (Fig. 13).

B/ EFFETS DES INHIBITEURS SPECIFIQUES CLASSIOUEMENT UTILISES POUR

INHIBER LE COURANT DE RECTIFICATION PORTE PAR LES IONS K+.

1. Effets du TEA

-~

Les résultats présentés 2 la figure 17 montrent que 1'apport
de 58 mM de TEA (tétraéthyl-ammonium) dans le milieu extracellulaire
de référence est sans effet sur la relation liant g, au potentiel.
Cependant, si B n'est pas altérée, B¢ est quelquefois légérement di-
minuée (20 p. 100 au maximum). Le PA obtenu en fin d'expérience sur la
fibre ayant permis d'établir la relation de la figure 17 présentait un
"overshoot". Ceci atteste de 1'efficacité du TEA sur le courant dynamique
sortant et confirme donc les résultats obtenus en TEA en conditions de
potentiel imposé (Fig. 9) ol .o st réduite cependant que B n'est

pas affectée.
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Er(mV) Eolmv) Cmau)

X
A ASW -68 -89 -15
ASW+TEA (58 mM) -68 -69
-1
&

v L 0.5

] ] i T i kD Em(mV)
. -90 -80 -70 -60 -50 -40

Figure 17
Relation Liant g, & E, pour une d4bre placte en milieu de
négenence (0, ASW) puis aprds 30 mn de trhaitement pan Lo TEA (4, 5§ mM).

L'ensemble de ces résultats est en accord avec ceux obtenus
par HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974) sur cette m@me préparation, mais
différent de ceux observés sur la fibre squelettique de vertébré

(ADRIAN, 1969 ; STANFIELD, 1970).

2. Effets des ions Cs*

Les résultats illustrés 3 la figure 18 sont ceux obtenus sur

une fibre placée en milieu de ré&férence dans lequel 12,9 mM de Na-Cl
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) +
sont remplacés par 12,9 mM de Cs=-Cl. La présence d'ions Cs dans

le milieu extracellulaire n'entraine aucune variation de Er. De méme,

la relation liant g a Em reste inchangée.

Gm(@au)
Er(mV)  Eg(mV)
ASW e -68 . -69 -
ASW. [Cs)=12.9mMm - &5 - -
[K’]z12.9mMm
ASW.

[Cs)=128mMm | o 77 78
[K'}-OmM

@) - 0.5

. - = Em(mV)
=300 -20 -80 =70 =60 =50 =40

Figure 18
ReLation Liant 9 a Em sut une 44bre placée en solution de

ni4trence (@, ASW), puls apres remplacement de 12,9 -mM des Lons Na”
de ce milieu par des Lons st (e , CA-KI, 30 mn). Enfin, Les Lons Ccs”
(12,9 mM) sont substituls aux Lons K" de fa sotution de rZfenrence

(o, Cfs—KO, 30 mn).

. * 2 -
Par contre, lorsque les ions K sont remplacés mM & mM par

. + . s ‘ s
des iomns Cs (Cs—Ko), Er augmente rapidement (1l'hyperpolarisation attei-

gnant en moyenne 10,3 mV + 4.1 mV, n = 9), B¢ diminue d'environ 30 3 40

100 alors que g__ n'est pas modifiée. Eo se dénlace de fagon identiaue

°re

P
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a Er (AEr = AEO =z —= 10 mV). La valeur du coefficient de corrélation liant
la courbe de référence (ASW) & la courbe Cs—Ko (R=0.997-—~P < 0.01),
confirme que la relation g, = f(Em) n'est pas modifiée malgré la présence
d'ions Cs” (E;e et K sont inchangés). La diminution de ge et le déplace-
ment de E_ et Eo sont uniquement dlis & 1'absence des ioms k" du milieu
extracellulaire. A ce propos, il est 3 remarquer que les ions.Cs+ semblent
relativement imperméants dans la mesure oli ils ne peuvent prévenir 1'hy-
perpolarisation due 2 1'absence d'ions K.

Ces résultats tendent donc 3 montrer que le phénoméne de rec-
tification dans le sens entrant de la fibre de crabe est insensible aux
ions Cs . A 1l'inverse, sur des préparations aussi diverses que 1'oeuf
d'étoile de mer (HAGIWARA et al., 1976), le muscle de grenouille (GAY
et STANFIELD, 1977), la fibre cardiaque de Purkinje (ISENBERG, 1976),

. + - .
les ions Cs provoquent un blocage trés efficace de Bre

L'absence d'effet des ions TEA ou Cs+ sur g, et le fait que
cette conductance peut &tre mise en &vidence en milieu '"chlorure de
~choline", laisse supposer que sur la fibre de crabe, l'activation de
gre_entraine un mouvement sortant d'ions Cl plutdt qu'un mouvement
entrant d'ions K'. I1 ne peut en effet s'agir d'un mouvement entrant
d'ions Na' dans la mesure ol ces derniers sont absents en milieu

"chlorure de choline".
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C/ REMPLACEMENT DES IONS C1 DU MILIEU DE REFERENCE PAR DES ANIONS

IMPERMEANTS

1. A [K]e constante

Les courbes présentées d la figure 19 traduisent 1'évolution
de g, en fonction de Em pour une fibre placée en milieu de Eﬂ]e normale
puis réduite. L'abaissement de [?{Ie de 596 3 27 mM diminue considéra-
blement le phénoméne de rectification dans le sens entrant sans pour
autant modifier 8¢ de fagon trés significative. Cependant, bien que

Bre soit largement réduite, 1'allure de la relation By ™ f(E)m n'est pas
modifiée puisque 1'équation (3) reste parfaitement applicable. De ce
fait, la différencé Er—Eo, et le facteur K apparaissent inchangés et
semblent donc indépendants de EH]e' De plus, 1'abaissement de EH]e
provoque une dépolarisation transitoire de la fibre mais la repolarisa-
tion est toujours incompléte 2 1l'inverse de ce qui est généralement
observé sur la fibre de grenouille (HODGKIN et ﬁOROWICZ, 1959).

A partir d'expériences réalisées sur 1l'oeuf d'étoile de mer
(préparation ol Bre est de nature potassique), HAGIWARA et al., (1977)

définissent la conductance de rectification dans le sens entrant

comme suilt :

1/2
gg = By [K]e // (1 + exp [(2E-2E)/K ] (6)

ot AE est Le déplacement du potentiel de membrane par rapport
a E, ; By et AE, etant des constantes dont La valeur est pro-
pre & chaque cellule. B (exprimée en mho .M/ 2) nepniésente

8y, POWL [K]Q = 1 M/L. K = RT/3F.AE = Em_En ; AEO = EO-E&.
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Gm{au.)
E (MV)  EymV)
ASW- ([CI'] =596 mM) © -84 -66 15
. ASW_([ci] =25mM) ® -53 -55
2
]
! .
1] 1
! 5 -0.5
: \
! 1
H ¢
| |
! 1
! t
) T ! " Em (mV)
-100 -90 -£0 70 ¢ 0 B _s -40
Figure 19

Relation 8, * 5(Em) obterue sur une 4ibre placle en solution
de né4érence ( o, ASW), puis apriés 30 mn en milieu pauvre en chlore
(m, [cz]e = 25 mM). L'abaissement de [cz]e est obtenu en substituant
une Large part des Lons CL de fa solution de négérence par des Lons

CHy CH, CO0™ ([K], est inchangZe).

En supposant que pour la fibre de crabe les ions €l sont
porteurs du courant de rectification, l'application de 1'équation (6)
prévoit une réduction de E;e de 79 p. 100 en milieu de [Cl]e égale
2 27 mM. En fait, lors d'expériences réalisées avec des BHJe Egales

2 156 et 160 mM, g apparait presque toujours plus faible que ce que
re

prévoit 1'équation d'HAGIWARA et al. (1977). Cependant cette différence

est peut &tre simplement due au fait que si [5]1 est insensible 2 [K]e
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sur 1'oeuf d'étoile de mer (pompe Na-K), il n'en va pas forcément de
méme & propos de [Cl].1 vis & vis de [bg]e concernant la fibre de crabe.
En effet, rien ne permet d'affirmer que les variations de EH]e
n'entrainent pas de modifications de [?;]i' C'est pourquoi il a été
envisagé d'effectuer une nouvelle série d'expérience:a produit [K]e.

Eﬂ]e constant.

24 A [K]e . BH]e constant

Le fait de réduire Bﬂle tout en maintenant le produit
[K]e'[pi]e constant entraine une diminution de é&e ainsi qu'une augmen-

tation de 8¢ (Fig. 20 a). Par contre, sur des préparations oli 1a nature

de I est potassique et celle de I_ "chlore" (fibre de grenouille,

re f

oeuf d'étoile de mer...), ces mémes conditions ioniques provoquent une

"potentiation" de g_ , cette conductance n'étant alors plus shuntée par
P 8re D

8¢ qui se trouve réduite (HUTTER ét NOBLE, 1960 ; HUTTER et WILLIAMS,
1979).

Dans le but de comparer nos résultats a ceux de HAGIWARA et
al. (1977), la courbe traduisant 1'évolution de 8 o OO fonction de Em
(Fig. 20 a) a été normalisée de 0 2 1 (Fig. 20 b). Alors que BHJe
passe de 596 a 150 mM, ére varie de | 3 0.5, ce qui est conforme a ce
que prévoit 1'Bquation (6) de HAGIWARA et al. (1977) puisque

\6367 VEBE = 0.5. Néanmoins, il faut noter que si cet exemple n'est
pas unique, il n'est pas entiérement représentatif de 1'ensemble des

résultats obtenus sous ces conditions. Cependant, le pourcentage de di-

minution de g est moins important 2 produit [K]e- [bl]e constant.
re '
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A Gmu.e)
. E,!m\h EgimV)
o) K] 128 mn
Asw{({cr}..sssmwo -58 -69 1S
{ (X, 513 mM)
Asw(dcgi.xsomw. -43 -62 o
o _ " Ll
~05
» y v . - " - . . Em(mv)
-100 -90 -80 -70 -¢0 =50 ~40 -30 <20 v
B G, (ua.
‘ re(t-a) [ E i) EgmV)
(K] + 129 mM)
° . ‘swgdcn"}l.ssemwc’ -88 i
-1 1 410!
K E13mMm)
S “NidCl,-ISOmM). -43 -62
)
*
[ 2
-350 «40 -30 -20 -10 akmemy
Figure 20
RelLation Liant i a E, (a) ou 9 a Em (b), wour une

{ibre placde en solution de néférence (0) ouis apnés 30 mn de
thaitement en milieu pauvie en chlore (o), Le produit Uﬂe.‘ [pz]e
gtant constant
- en la) Zes counbes sont thracées a partin de L'équation 3
- en (b} Les counbes sont thacles & partin de £'Equation

(5) (E,LQ = 1 en ASW).




64.

S'il semble difficile de mettre en évidence une relation
simple liant E;e a [Cl]e, il n'en est pes moins vrai qu'il existe un
faisceau d'arguments en faveur d'un courant Ire porté par les ions Cl .
L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques de la perméabilité aux ions

Cl devrait permettre de confirmer le bien fondé de cette hypothése.

D/ EFFETS D'INHIBITEURS REPUTES BLOQUER LES MOUVEMENTS D'IONS C1

1. Effet des ions I

. 3 + P o -
Les 1ons Rb et Cs , inhibiteurs du courant entrant dynamique
: e .. . ve +
de potassium ont un diam&tre voisin de celui de 1'ion K . On peut penser
que leurs propriétés vis & vis de ce canal ne sont pas indépendantes de
cette caractéristique. Partant de ce raisonnement, il a &té& décidé
d'étudier la relation gy = f(Em) en présence d'iodure dans le milieu en

raison de la position de I par rapport i celle de Cl dans le tableau de

MENDELEIFF. Cette hypéthése de travail a &té encouragéde par le fait que
sur des préparations aussi diverses que la peau de grenouille, le coeur
de pigeon, le muscle de grenouille, ALVARADO et al. (1975), MORGAN et
al. (1975), HUTTER et WARNER (1967), ont respectivement montré que la
présence d'ions I dans le milieu, tend 3 diminuer ggp et ce, sans

affecter 8y

a - Remplacement partiel des Lons CL (80 mM) par des Lons
1°. La présence d'une faible concentration d'iodure (80 mM) dans le

milieu extracellulaire empéche le développement de la rectification dans

le sens entrant alors que 8¢ n'est pas affectée (Fig. 21). Des concen-
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trations en ions I plus faibles conduisent au méme résultat, mais le
temps requis est alors beaucoup plus long (45 mn au moins si [I ]e =

10 mM et seulement 15 mn si [I-]e = 80 mM).

Gmia.ul
E, (mV)  Eo(mV)
ASW o -60 -G6
ASW([I’)‘SsomM) 0O -58 -64 1.5
-3
1
t
1
1
]
H
EE I —
- L 0.5
by
'
: t
r
P
. . v Em(mV]
T - 4 poy C) T
-100 -90 -80 -70 °° _s0 -50 - 40
Figure 21

Inhibition de 9yp PAN nemplacement de moins de 10 p. 100 des
ions CL™ du milieu de né§érence par des ions 1 .

Les courbes présentées 3 la figure 22 r&sument les résultats
obtenus sur une fibre plac&e successivement en milieu : (i) nommal
(ASW) ; ii) pauvre en chlore (27 mM) ; iii) pauvre en chlore (27 mM)
et présence d'ions I (80 mM). La faible rectification qui subsiste
aprés traitement de la fibre en milieu pauvre en chlore diminue trés

rapidement lorsque les ions I sont ajoutés.
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Figure 22

]

E{et des ions 17 (80 mi) sur La relation g
en prgsence d'une 4aible concentration de CL (27 mM).

4l Em) cbtenue

Enfin, la substitution de 80 mM d'ions Cl par des ions I
o Zag % . * = : s
dans le milieu de référence oll les ions Cs ont remplacé les ions K ,

réduit considérablement gre’ conductance maximale qui n'est pas affec-

tée par les iomns cs’ (Fig. 23). L'abaissement de g est le déplacement

: = ? + _—
de Er sont uniquement dus & 1'absence des ions K dans le milieu

comme cela a déja été mentionné lors de la discussion des résultats

présentés 3 la figure 18 page 586.
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Gm{a.u)
C BtV EgimVy
ASW e -64 -66
ASW .([Cs]=12.9mM) o -78 -80 15
2 AS { (T¥80mm) o -83 -83
“‘]({Cs'}szz.samm)

..‘|<

|

Em(mV)

-50 -40

&

-10 -100 -90 9 _s0 -70

Figure 23
Relations 8y = 5(Em) obtenues sur une §ibre placée succes-

sivement en milieu de rZ4Crence (®), en miliew Cs sans K (o, 30 mn),
puls en milieu 1-Cs sans K [ O, 15 mn).

b - Remplacement de tous Les {ons CL par des {ons 1 .
Sur l'oeuf d'étoile de mer, HAGIWARA et al. (1977) montrent que le
remplacement partiel des ions K" par des ions T1" conduit 2 une ré-
duction de é;e' Par contre, cette conductance n'est pas affecte lorsgue
tous les iomns K+ sont remplacés par des lomns T1+. Ceci revient & dire
qu'il se développe alors un courant de rectification entrant porté par
les iomns Tl+. Les auteurs coucluent en émettant 1'hypothé&se que ces
ions peuvent emprunter le canal de rectification tout comme les ions K+,
mais que la présence des deux espé@ces ioniques conduit & leur compétition

pour ce canal et, en conséquence, 3 1l'inhibition de Bret
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Par analogie aux travaux cit@s ci-dessus, une expérience a
€té réalisée ol tous les ions Cl du milieu de référence sont rempla-
cés par des ions I . L'ensemble des résultats obtenus dans ces condi-
tions montre une compléte inhibition de et une faible réduction

- )re
de g.. L'exemple présenté 2 la figure 24 correspond 3 la plus forte
Of o by p
réduction de observée. L'inhibition de ar les ions I ersiste
£ re P P
donc méme en absence d'ions Cl extracellulaires. Cela traduit un type

d'inhibition différent de celui produit par les ionms T1" sur 1'oceuf

d'étoile de mer.

E(mV) Eq(mV) Gm(au.)
ASW © _66 -64
ASW.([I]=513mM) O -64 L1.5
-([Cl']°= OmM)
-1
1
1 °
]
]
)
!
i
|
M : Py n! il
—— oo — U B ~0.5
i
(]
}
]
]
]
:
i i \ I : i i 1 Em(mV)
-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

Figurne 74

Inhibition de g,  war Les Tons 1™ nemplacant Les ions CL°

du milieu de né4énence (ASW).
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Enfin, il est & souligner que le remplacement partiel ou
total des ions Cl par des ions I n'entraine aucune modification

de la valeur de E_ et ce, méme de fagon transitoire.

2. Effet d'un_agent pharmacologique ré&puté bloguer les _mouvements

d'ions C1 (SITS)

Le SITS est un dérivé disulfoné du stibléne (4. acétamido-
4'—isothiocyénostilbéne—Z,2'—disu1fonic acid). Cette substance est lar-
gement utilisée péur inhiber les flux de Cl sur des préparations di-
verses. KNAUF et ROTHSTEIN (1971), KNAUF et al. (1977) montrent que le
SITS bloque de fagon irréversible les flux entrant et sortant de Cl
du globule rouge. Plus récemment, EHRENSPECK et BRODSKY (1976) signalent
que les mouvements transmembranaires de Cl au niveau de la vessie de
tortue sont largement réduits en présence de cette suﬁstance. Lors
d'études sur 1l'axone de calmar et les ﬁeurones d'aplysie, RUSSEL et
ﬁORON (1976) et RUSSEL (1978) en arrivent # des conclusions similaires.
Ce dérivé du stilbéne se révéle également trés actif pour bloquer les
mouvements de Cl, dépendant du potentiel, de la membrane artificielle
(WHITE et MILLER, 1979). Enfin, BITTARD et al. (1980) viemnment de
montrer que 1l'efflux de Cl qui existe au repos sur la fibre de balane
~ (préparation dont les propriétés électriques sont proches de celles de-
la fibre de crabe) est largement ré&duit en présence de SITS danms le
milieu extracellulaire. En raison méme de la large application de cette
substance dans 1'étude des mouvements de Cl, il est apparu intéressant

d'étudier ses éventuels effets sur la fibre de crabe.
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Pour ce faire, le SITS a &té ajouté au milieu extracellulaire

2 et 10_3 M. Pour une con-

3 des concentrations comprises entre 5.10
centration de 10_3 M, environ 60 p. 100 de Boo disparait (Fig. 25).

La courbe de la figure 26 traduit la diminution de é;; (exprimée en

p. 100) en fonction de la concentration de SITS dans le milieu extracel-
lulaire. L'effet de cet agent pharmacologique n'a pu étre testé i des
concentrations supérieures 2 10—3 M, car au-dela, la dissolution est
incompléte. Cependant, la courbe présentée a la figure 26 montre que

cette concentration de 10_3 M est celle qui permet d'obtenir un effet

proche du maximum.

E/ DISCUSSION DES RESULTATS RELATIFS A LA NATURE DE Gre'

Sur la fibre de grenouille, 1'abaissement de [Cl]e a gé-
néralement pour effet de diminuer g¢ et par 12 méme de démasquer la
conductance aux ions K. responsable du phénoméne de rectification
(KATZ, 1949 ; HUTTTER et NOBLE, 1960...). Sur la fibre de crabe, ce
méme milieu produit des effets totalement inverses. Ainsi, en supposant
que la présence d'ions Cl  dans le milieu externe ne soit pas indis-
pensablé au développement d'un courant de rectification entrant de
nature potassique, Ire serait porté par les ions Cl et If en tout ou
partie par les ions K. Cependant, il est 3 noter que la courbe de

rectification B ™ f(Em) se déplace dans la direction hyperpolarisante,

v w0 * . .
sous 1l'effet du milieu sans K , EO sulvant rigoureusement Er‘
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Gm(ay)

E¢ (mV) Eq (mV)

ASW ® -66 =70 L 1.5
ASW«+ SITS(10°mM) ¢ -66 =72

y w Em{mv)
=100 -90 =80 =70 «60 =50 -40

Figure 25
Egdet du SITS (1077 M) sur La refation g = I ).

Gr(p100
OO‘L g p.100)

80 -
60 -
I
40 i
1
20~
" [S'TS] (m)
! 1 e T » T
10 5.10 107
Figune 26

E{4et du SITS & differentes concentrations sur La valeun
maximale de £a conductance de rectification dans Le sens entrant

(Efw, de néférence = 100 p. 100).
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De plus, alors que 58 mM de TEA inhibent largement le phéno-
méne de double rectification sur le muscle de grenouille (STANFIELD,
1970), 1'addition de cet ion au milieu de référence des fibres de crabe
n'entralne aucune modification sensible de g dans la gamme des poten-
tiels ot Bye SE développe. Tout au plus, e est parfois légérement ré-
duite. Les expériences réalisées en potentiel imposé (Fig. 9 chapitre I)
confirment ce résultat mais font par contre apparaitre que les ions TEA
sont efficaces pour réduire Brg conformément 2 ce qu'ont montré
HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974). A propos de ces effets "TEA", il est in-
téressant de souligner (Fig. 10 chapitre I), qué 8. t 8. se dévelop-
pent sur notre préparation en dépit de 1'absence d'ionms K' dans le
milieu extracellulaire. Le "découplage' des rectifications obtenu en pré-
sence de TEA laisse en effet supposer que cet ion pourrait agir en tant
qu'inhibiteur d'un type de canal de rectification plutdt qu'en tant
qu'inhibiteur spécifique de canaux potassiques.

De méme, alors que la présence d'ions Cs® dans le milieu
externe entraine un bloquage trés efficace de la rectification dans le
sens entrant sur 1l'axone géant de calmar (BEZANILLIA et ARMSTRONG,
1972), la fibre de Purkinje (ISENBERG, 1976), 1l'oeuf d'étoile de mer
(HAGIWARA et al. 1977), la fibre cardiaque (GAY et STANFIELD, 1977),

sur la fibre de crabe cet ion est sans effet sur et

Par contre, le remplacement partiel (10 p. 100) ou total
des ions Cl par des ions 1 provoque sur la fibre de crabe une large

inhibition de 8o Sans diminution notable de 8- Or, tous les auteurs
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ayant travaillé sur les effets des ions I sur diverses préparations
sont unanimes 3 conclure que ces ions diminuent g1 mais . n'affectent
s .
pas gy.
Enfin, le SITS, agent pharmacologique largement utilisé
pour inhiber les mouvements d'ions Cl  sur de nombreuses préparations,

se révéle réduire 8o SUT la fibre de crabe.

En conclusion, l'ensemble des résultats présentés nous améne

a proposer que l'activation de 8re de la fibre de crabe induirait

un mouvement sortant d'ions Cl . Le fait que la valeur du potentiel
d'équilibre du courant de rectification (E_ = - 64,5 mV ; TFig. 10, nace 36),
X

déterminée en conditions de potentiel imposé, soit identique & la valeur

de £, proposée par VAUGHAN-JONES (1977) renforce cette hypothése.
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CHAPITRE II1

EFFET DE L"HYPERTONIE PAR UREE

De nombreux travaux réalisés sur les fibres pelées montrent
que l'augﬁentation de 1'activité en ions Cl au contact du rdticulum
sarcoplasmique (RS) prévoque une libération du Ca réticulaire, ce qui

conduit & la contraction des myofilaments (COSTANTIN et PODOLSKY, 1967 ;
MATSUBARA et al., 1977). Cet effet des ions Cl est attribué & une mo-
dification du gradient E&lectrochimique de ces ions au niveau de la mem—
brane du RS (ENDO et NAKAJIMA, 1973). Il y aurait donc, dans ces condi-
tions, un couplage du type "depolarization induced-Ca’ ' release".
THORENS et ENDO (1975) et MATSUBARA et al. (1977) suggérent que ceci
pourrait traduire le mécanisme physiologique d'activation du RS. Cela
revient 3 considérer que lors du couplage excitation-contraction, la
membrane réticulaire serait stimulée par un courant &lectrique venant
des tubules et qu'il y aurait par conséquent une zone de moindre ré-

sistance au niveau de la diade.
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D'autre part, DELORME et al. (1978), signalent 1l'existence
de "ponts" membranaires au niveau des diades de la fibre musculaire
de crabe. Ces mémes auteurs observent un &élargissement de 1'espace in-
termembranaire au niveau de la diade (étirement ou rupture des "ponts')
dans des conditions d'hypertonie par addition d'urée au milieu de
référence (Fig. 27).

Enfin, il est aujourd'hui admis que la conductance aux ions
Cl des fibres de crustacés siége pour une large part au niveau de la
membrane tubulaire (GIRARDIER et al., 1963 ; RICHARDS, 1969...). Or,
les résultats présentés au chapitre II conduisent & penser que le
courant de rectification entrant de la fibre de crabe, serait porté par
les ions Cl . Dans la mesure ot 1'on suppose que la membrane réticulaire
des fibres de crustacés présente une conductance aux ions Cl (gcl b
comme cela a é€té montré sur la fibre pelée de vertébré, 1la question.se
pose de savoir si cette o1 participe au phénoméne global de rectifica-
tion membranaire dans le sens entrant, et si cette "participation"
disparalit en conditions d'hypertonie par urde. S'il en est ainsi, cela
signifie en effet qu'un phénoméne électrique affectant la membrane du
RS peut étre enregistré en surface. Il semble difficile d'expliquer
un tel fait sans postuler 1l'existence d'une communication électrique

(zone de moindre résistance) entre le RS et le STT.

A/ EFFETS DE L'HYPERTONIE PAR UREE SUR LE CIRCUIT MEMBRANAIRE -

ETUDE EN POTENTIEL IMPOSE

Les tracés de la figure 28 montrent 1'évolution du courant

- membranaire pour une dépolarisation imposée de 10 mV. La comparaison
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Figure 27

Schima monthant Les e4fets wltraswcturaux de L'hypertonie
par urde au niveau de La diade. ce schéma a EtZ tabli & partir des
nesultats donnds par DELORME et al. (197§).

A) Zone de couplage en ASW. Les membranes tubulaires et

o neticulaines sont réundes par des ponts disposés regulierement.

B) Zone de couplage en ASW nendue hypertonique par addition
d'urée. Les ponts, s0it ont disparuws et Laissent des gragments rat-
tach2s aux membranes (1), s0it sont devenus plus ténus par &tirement
(2), s0dit se sont rnompus faisant place d une Ligne médiane dense

discontinue (3).
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Figure 28

Evolution, au cours du Ztemps, du courant de membrane en
Zernmes de difgerence de poZentiel (VZ—V7) pour une hyperapolarnisation
et une dépolarisation imposées de 10 mV (en Lsotonie, ASU ; en

P hypentonie, ASW + Urée).
' *“‘?) (d'apres AUBINEAU et ak. 1979).
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Ic {A.cm-?)
1,4.3073 4
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ASW. UREE
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Figure 79

Evolution en coorndonnées semi-Log. du courant capacitif
I o en fonction du temps pour une dépolarisation imposée de 10 mV
(s0tonie o , hypertonie A ).

‘La courbe en ting tradwit La composante du courant 1 e
e2liminge en hypentonie.
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des résultats obtenus en conditions d'isotonie (ASW) et d'hypertonie
(ASW + urée) réveéle que le courant membranaire est largement diminué
sous cette derniére condition. Cette diminution concerne d'une part
le courant capacitif (IC), et d'autre part le courant stationnaire
Is (IS est réduit de 30'p. 100 environ).

Le courant capacitif enregistré en conditions d'isotonie
évolue exponentiellement en fonction du temps, comme en atteste la
relation linéaire liant le log. de IC au temps (Fig. 29). Par contre,
en conditions d'hypertonie, ce courant présente 2 composantes. Ceci
laisse bien é&videmment supposer qu'en isotonie, le circuit membranaire
serait en fait constitué de 3 composantes, 1l'une d'elles, tré&s importante,
étant €liminée en hypertonie. La soustraction des points expérimentaux
traduisant 1'@volution du log. de Ic en fonction du temps en hypertonie
34 ceux obtenus en isotonie permet de confirmer ce résultat (courbe en

tiré, Fig. 29).

Compte-tenu des observations en microscopie électronique
(DELORME et al. 1978), on peut penser que la composante du courant mem-
branaire (circuit RC) éliminée sous 1'effet de 1'hypertonie par urée

puisse représenter le circuit membranaire du RS.

B/ EFFET DE L'HYPERTONIE PAR UREE SUR LA RELATION & = f(Em)

Les expériences ont &té réalisées en courant imposé & den-
sité de courant homogéne (3 microélectrodes implantées & 1'une des ex-

trémités de la fibre). La figure 30 résume les résultats concernant
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Gm
(mU/em?) (a.u.)
Ec(mV) Ep(mv)
ASW o -65 =70
UREE A =65 -70 357415

23.84-1
M9~ 05
" . ' . - r s Em (mV)
=00 =80 -80 =70 =60 -50 -40
Figure 30

Efdets de £'hywentonie parn urde sur La nelfation

9y = $IE ). Gye &£ 34 sont affecties dans Les mémes proportions
(30 p. 100 envinon).

23

1'évolution de la conductance membranaire en fonction du potentiel
d'une fibre placde en conditions d'isotonie puis d'hypertonie. Ces
courbes révélent que sous l'effet de 1'augmentation de la pression
osmotique, g est réduite de 30 p. 100 environ, Bre et B¢ étant
affectées dans les mémes proportions. Cette diminution de g, est a
rapprocher de celle de IS mesuré en potentiel imposé (Fig. 28). Le
fait que 2,0 O 8¢ soient modifiées dans les mémes proportions indique
que la relation By = f(Em) n'est pas modifiée par 1'hypertonie

(quation 3 toujours apvlicable).
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C/ EFFETS DU SITS SUR LA RELATION &, = f(Ew) OBTENUE EN HYPERTONIE

PAR UREE

Ces expériences ont été réalisées en courant imposé en milieu
de fibre (2 microélectrodes implantées). Comme lors des expériences
réalisées a densité de courant homogéne, les effets de 1'hypertonie se
traduisent par une diminution similaire de 8 o Ot de Bg- Ceci est
illustré 3 la figure 31 oli il est montré que la réduction de g, due 2
1'hypertonie est indépendante du niveau de polarisation auquelle est
amenée la membrane. Ces résultats viennent encore confirmer ceux obtenus
en potentiel imposé.

L'apport de SITS en milieu hypertonique permet d'inhiber g%e
(45 p. 100 en moyenne, Fig. 32). Le fait que le SITS (10_3 M) apparaisse
réduire moins fortement g;e en hypertonie qu'en isotonie ne semble pas
aisément explicable. Cependant, 1l'une des interprétations possibles
pour expliquer ce résultat serait que le SITS agisse préférentiellement
sur la membrane €liminée en hypertonie, 2 savoir la membrane du RS.
Aussi pourrait-il étre envisagé une influence de 1'urée sur 1l'efficacité

du SITS & inhiber g .
Cl

D/ DISCUSSION RELATIVE AUX EFFETS DE L'HYPERTONIE PAR UREE

L'analyse concernant 1'évolution du courant capacitif en
fonction du temps, ainsi que la diminution du courant stationnaire dans
" les conditions de potentiel imposé, révéle qu'une partie du systéme
membranaire est éliminée par 1'hypertonie. Ces résultats ne peuvent

8tre interprétés que d'un point de vue qualitatif. En effet, la réponse
P q P
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]
9m Hyp./gm Iso. . F
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Figure 31 .
Rapport g . hgp./gm L50. - g, est diminuge en milieu

nendu hypertonique parn addition d'urnie au milieu de né4érence. Cetfe
diminution est indépendante du niveau de polarisation membranaire,
sa valeun moyenne est de 32 p. 100 (n = 6).

Gm(a.u)

E, (mV) Eg(mV)

ASW ® -57 -67 15
UREE & -68 -63
UREE + SITS(10° mM) ¢  -67 -62

-1

L
-1(;0 : -SIO -80 -70 -60 =50 -40

dans Les conditions d'hypertonie.
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des systémes membranaires profonds (RS, extrémité du STT) est effecti-
vement pergue de part et d'autre de la membrane sarcolemique, mais
1'amplitude de cette réponse est largement réduite par les résistances
d'accés diverses (résistance de la lumiére tubulaire par exemple...).
Ceci peut expliquer le fait que le courant capacitif enregistré en
conditions d'hypertonie, et soustrait & celul obtenu en isotonie, ne

diminue exponentiellement en fonction du temps qu'aprés 0,5 ms (fig. 29).

De méme, la diminution de g, observée en hypertonie ne
permet pas de déterminer la valeur exacte de la conductance de la mem-
brane réticulaire. L3 encore 1'analyse ne peut &tre que qualitative.
Il est ‘cependant 3 souligner que le courant stationnaire et la con-

ductance membranaire sont affectés dans les mémes proportions.

L'ensemble des résultats obtenus en milieu hypertonique tendent
a montrer que la membrane du RS présente des propriétés de rectification
dans le sens entrant, et que celles-ci sont tout 3 fait similaires 2
celles observées sur l'ensemble des autres systémes membranaires de la
fibre (sarcolemme + STT). Partant de ces résultats et sachant que la
rectification dans le sens entrant induit, sur la fibre squelettique de
crabe, un courant dynamique d'ions Cl , il devient possible d'affirmer
que la membrane réticulaire présente une 8c1- Enfin, s'il existe des
mouvements d'ions au niveau d'une structure membranaire profonde (RS),
mouvements non silencieux du point de vue €lectrique et dé&celables en
surface, cela traduit obligatoirement la présence d'une zone de moindre
résistance permettant la conduction électrique entre la surface et le RS.
Ces zones de moindre résistance seraient situées au niveau de la jonction

de couplage et correspondraient ainsi aux "ponts' diadiques décrits par

DELORME et al. 1978).



PRINCIPAUX RESULTATS
ET

CONCLUSION GENERALE
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L'objet du travail présenté était d'étudier le fonctionnement
de la jonction de couplage (diade) de la fibre musculaire de crabe. Ce
travail fait suite aux résultats obtenus dans le laboratoire montrant
que l'hypertonie par urée entraine un découplage excitation-contraction.
Ce découplage serait le résultat d'une modification de 1'ultrastructure
de la diade. En effet, DELORME et al. (1978) observent un Elargissement
de la jonction en milieu hypertonique. Ces auteurs font &galement men-
tion d'une profonde altération des "ponts" et de 1l'aspect palissadique
observée en isotonie. Sur le plan électrophysiologique, ce milieu provoque
une augmentation de 1l'amplitude et de la durée du PA, ce qui permet 2
BRULE et al. (1977) d'interpréter le découplage comme &tant probablement
dd 3 une forte réduction de la libération du Ca @ par le RS. En effet,
si sur la fibre dé vertébré, le développement du PA est 1lié 3 1'activa-
tion de la conductance aux ions Na@ suivie de celle aux ions K. ; sur
la fibre de crabe, la phase de dépolarisation du PA résulte d'un courant
entrant d'ions Ca' . Il est bien &vident que ce courant sera d'autant
plus grand que le gradient &lectrcchimique aux ions Ca' ' sera lui méme
plus important.

Sur la fibre de grenouillg, FRANK et TREFFERS (1977) observent
également un élargissement de la jonction sous 1l'effet de 1'hypertonie
par urée, ce qui conduit aussi 2 un découplage. Ces auteurs interprétent
ce résultat en considérant que 1l'augmentation de 1l'espace intermembra-
naire au niveau de la diade tend 3 diminuer la quantité de calcium
provenant du milieu extracellulaire et atteignant la membrane des cis-
ternes du RS. Ils en déduisent que 1l'absence de contraction est le
résultat d'un bloquage du processus de libération autocatalytique du
Ca réticulaire. Pour cela ils se basent sur le fait qu'ils peuvent res-
taurer en partie la contraction en augmentant 1'influx de Ca par accrois-

-~

sement de sa concentration extracellulaire couplée & une stimulation
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jtérative. Ces résultats, et l'analyse qu'ils en font peuvent s'accorder
a ce qu'observent BRULE et al. (1977) sur la fibre de crabe. Cependant,
sur cette derniére préparation, le fait que l'hypertonie par urée
provoque une disparition de 1'aspect palissadique et une augmentation
de 1'amplitude et de la durée du PA permet d'émettre une seconde hypo-
thése. En effet, tout laisse supposer que dans les conditions normales,
le RS serait stimulé par un courant venant des tubules via les '"‘ponts'.
En hypertonie, la rupture des ponts empécherait la pénétration du
courant dans les cisternes et 1'anplitude du PA serait augmentée du
fait d'une valeur plus é€levée de la pile au Ca. Ce résultat, s'il
n'exclue pas la possibilité d'un couplage &lectrochimique, semble ce-
pendant accréditer la possibilité d'un couplage de nature Electrique.

Si donc il existe une zone de moindre résistance entre la
lumigre tubulaire et le RS un phénoméne &lectrique affectant la membrane
réticulaire doit pouvoir &tre pergu par un enregistrement de part et
d'autre de la membrane sarcolemnique. Par ailleurs, il est bien connu
que la membrane tubulaire des fibres de crustacés est préférentiellement
perméable aux ions Cl . De plus,.les travaux présentés par HAUDEéOEUR
et GUILBAULT (1974) tendent 3 montrer que la conductance de rectification
dans le sens entrant de la fibre de crabe serait de nature 'chlore".
Enfin, de nombreux auteurs travaillant sur les fibres pelées montrent
que le RS libdre son Ca sous 1'influence d'un excés d'ions Cl au contact
de sa membrane. L'ensemble de ces résultats permet d'imaginer que les
membranes tubulaire et réticulaire peuvent avoir des propriétés &lec-
triques semblables, et en particulier en ce qui concerne le phénoméne
de rectification dans le sens entrant. Ainsi, si 1'hypothése émise cor-
respond & une réalité physiologique, l'hypertonie par urée doit conduire
3 une diminution du courant de rectification enregistré en surface.

Si tel est le cas, ceci accrédite 1'idée d'un couplage de type

"depolarization induced-Ca relcase".
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Etudier la conductance de rectification dans le sens entrant
de la fibre de crabe et rechercher une formulation mathématique tradui-
sant 1'évolution de cette conductance en fonction du potentiel

(g = f(Em) impose de s'affranchir d'un certain nombre de problémes

re

de techniques inhé&rents & la structure de la préparation.

1. Choix de la technique

La fibre de crabe présente un STT développé et des invaginations
longitudinales profondes du sarcolemme. Ces caractéristiques ultrastruc-
turales en font une préparation particuliérement propice au développe-
ment de phénoménes d'accumulation et de déplétion d'ions, ce qui retentit
inévitablement sur 8re" Compte-tenu de cela, il est apparu indispensable
de rechercher la technique la plus adéquate et la plus simple permettant

d'étudier cette conductance.

Technique du potentiel {imposé. La relation courant-potentiel
établie 3 partir de résultats obtenus en conditions de potentiel imposé
(technique des 3 microélectrodes d'ADRIAN et al., 1970) traduit
l'existence d'une rectification dans le sens entrant. Cependant, cette
relation ne nous a pas permis de déterminer la vraie valeur de g, en
fonction du potentiel. En effet, en raison des phénoménes d'accumulation,
déterminer la valeur exacte de 8., Suppose de connaitre 1'évolution du
potentiel d'inversion (Ex) du courant de rectification en fonction du
potentiel et du temps. La technique de double impulsion de potentiel
imposé (technique généralement utilisée pour déterminer Ex) ne nous a
. pas permis d'obtenir des résultats satisfaisants. Le temps requis ‘pour

une telle expérimentation est en effet relativement long en raison
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méme du nombre de mesures 3 effectuer.

Techniques du courant Amposé. Une technique de courant imposé
utilisant également 3 microélectrodes implantées 3 1'extrémité de la
fibre (ADRIAN et FREYGANG, 1962) permet d'établir une relation courant-
potentiel. Cette relation est similaire 3 celle obtenue en potentiel
imposé. Afin de s'affranchir des phénoménes d'accumulation, cette
technique de courant imposé a alors &été utilisé@e en double impulsion.
La valeur de & peut dés lors étre cglculée pour chaque valeur de po-
tentiel Em auquel est amenée la membrane. L'allure de la relation liant

& a Em est de type sigmoide et répond & 1'équation :

&, = B * B,

o o / (1 + exp ((Em - EO)/K).

I1 a cependant été fait usage d'une autre technique de courant
imposé. Cette technique consiste 3 n'implanter que 2 &lectrodes
(imposition du courant et enregistrement du potentiel) en milieu de
fibre. Les 2 Electrodes doivent &tre placées 3 une distance x (&gale au
diamétre) 1'une de 1'autre. La relation g, = f(Em) est identique & celle
obtenue précédemment alors que la densité de courant &tait homogéne.

I1 a cependant été vérifié que le courant quil passe 3 travers la membrane
au niveau de 1'électrode de potentiel est constant et indépendant de la
polarisation membranaire de la fibre. Cette seconde technique, plus

simple & mettre en oeuvre et surtout moins stressante pour la préparation

a par conséquent été& utilisée pour la suite de 1'expérimentation.
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2. Nature du g
—————————— re

Les protocoles expérimentaux sont ceux généralement utilisés
pour déterminer la nature de 8 et 3 savoir (i) faire varier la concen-
tration extracellulaire de 1'ion supposé porté le courant de rectifi-
cationy (ii) utilisation d'inhibiteurs spécifiques de perméabilité.
Les résultats obtenus conduisent tous 3 la conclusion que Bre induirait

1 + . P

non pas un mouvement d'ions K comme sur les fibres de vertébré ou

1'oeuf d'étoile de mer, mais un mouvement d'ions Cl .

Varilation de [Cﬂ]e et de [Kjé. L'abaissement de [Cl}e’ utilisé

sur la fibre de vertébré pour réduire g; et par le fait méme "'potentia-
liser" Bre de nature potassique, conduit sur la fibre de crabe 3 une di-
minution de = cependant que gg est inchangée. Sibl'abaissement de

[Ci}e se fait & produit [K]e [Clje constant, cela conduit 3 une réduction
de 8re légérement plus faible et 3 une augmentation nette de Bg- Le fait
que g semble moins affectée par 1'abaissement de [bl]e dans cette
derniére condition peut &tre interprété comme le résultat d'un maintien

. T4 ar e
rigoureux de Cl}. 3 sa valeur de référence.
g 13

A\Y ”
MilLieu chlorune de Choline. HILLE (1967) indique que les ions
choline ont tendance 3 réduire les mouvements de K. Malgré cela, gre se
développe en milieu ne contenant que des ions C1 associés aux ions

choline.

vy . + .
Inhibiteuns des mouvements d'{ons K . La relation g, = £(E )
est inchangée en présence d'ions Cs® ou TEA dans le milieu ; ceci

[P

atteste de leur inefficacité & inhiber 8y SUT la fibre de crabe.
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c o - e
Cependant, lorsque les ions Cs sont apportés dans le milieu en rempla-
s * o . . -
cement des ions K , gs diminue et la relation gy = f(Em) se déplace
dans le sens des hyperpolarisations de fagon similaire a Er (AEr = AEO).
e - . + .
A ce propos, il est & remarquer que les ions Cs semblent relativement
imperméants dans la mesure oli ils ne peuvent prévenir 1'hyperpolarisation
~ a1 N 1+
due a 1'absence d'ions K .
i 5 e . + & i s =
L'inefficacité des ions Cs et TEA d@ inhiber 8re? le développement
de cette conductance en milieu chlorure de choline, et 1'abaissement de

g_  en présence d'une faible concentration extracellulaire de chlore

re

laissent a penser que, sur la fibre de crabe, Ire serait porté par les

ions Cl .

Inhibiteuns des mouvements d'{ons CL . Le SITS, agent pharma-
cologique largement utilisé pour diminuer les mouvements d'ions Cl et
notamment inhiber fortement 1'efflux de chlore sur la fibre de balane,
réduit largement 8o de la fibre de crabe. De méme, sur cette derniére
préparation, le remplacement partiel ou total-: des ions Cl™ du milieu
de référence par des ions I , ions réputés bloquer ICl sur la fibre de

grenouille (HUTTER et WARNER, 1967) ou le coeur de pigeon (MORGAN et

al., 1975) conduit 3 une inhibition totale et rapide de 8 e

3. Effets de 1'hypertonie par urée.

En hypertonie par urée, 1'évolution de IC fait apparafitre 2
composantes alors qu'une seule est mise en évidence en isotonie. Ceci
laisse supposer que dans les conditions normales, le circuit membra-

naire serait en fait constitué de 3 sous-unités R.C. au moinms, se
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comportant globalement comme une seule.

De méme, Bre est réduite en conditions d'hypertonie. La dis-
parition d'une composante de Bre améne 3 postuler 1'existence d'une
conductance "chlore" au niveau de la membrane du RS. Plus encore,
ce résultat est inté&ressant dans la mesure ol il apporte un argument
en faveur d'un couplage du type 'depolarization induced-Ca release".

En effet, il est difficile d'expliquer qu'un phénomé&ne Electrique
affectant la membrane du RS soit décelable en surface sans postuler
l1'existence d'une zone de moindre résistance au niveau de la diade.

Cependant, le fait que 1‘'hypertonie par urée conduise @ diminuer
le courant stationnaire et Bre dans les mémes proportions (30 p. 100
en moyenne) ne renseigne absolument pas sur la valeur réelle de la con-
ductance de la membrane réticulaire. Ces résultats ne peuvent syoir en
effet qu'une valeur qualitative, car les phénoménes &lectriques du
RS sont ‘vus' en surface au travers de diverses résistances d'accds

(lumiére tubulaire, diade...). .

En conclusion, il apparait que la fibre de crabe bréseﬁte les
différentes caractéristiques ultrastructurales et Electriques nécessaires
pour qu'un courant venant dés tubules stimule le RS par la voie diadique
lors du couplage excitation-contraction. Ces résultats sont en plein
accord avec le mod&le de couplage électrique proposé récemment par

MATHIAS et al. (1980).
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Cette hypothése se doit bien siir d'étre confirmée. Cependant,
il ne semble pas que les techniques électrophysiologiques classiques
existantes 3 ce jour permettent d'apporter de nouveaux arguments fonda-
mentaux dans ce sens. En effet, il faut maintenant accéder d'une ma-
niére plus directe, 3 la jonction diadique. Pour cela, il semble
nécessaire de traiter ce probléme par des approches nouvelles et donc
des techniques différentes : RS isolé et fluorescence en présence de
SITS, étude des contractures caféiniques et potassiques, migration de

micromarqueurs sur fibres entiéres dépolarisées...



RESUME



93.

Le travail a été effectué sur des fibres musculaires de crustacés
présentant un PA "tout ou rien" et un phénoméne de rectification dans
le sens entrant (fibres de type I selon ATWOOD et al. 1965). Ce phénoméne
de rectification est similaire & celui observé sur les fibres de
Vertébrés ; cependant, 3 1l'inverse, il n'est pas mieux démasqué en milieu
pauvre chlore. De plus, la conductance membranaire de rectification
dans le sens entrant s'avére insensible aux inhibiteurs classiques du
canal potassique (TEA, Cs) alors qu'elle est largement réduite par le
SITS et 1'iodure (inhibiteurs des mouvements d'ions Cl-). Tout laisse
d penser que sur les fibres squelettiques de crabe le courant dynamique
induit par la rectification dans le sens entrant est porté par les ions
Cl . En milieu isotonique, 1'Equation rendant compte de 1'évolution de
g, en fonction de Em est la suivgnte P gy = &gt E;e'/ [l + exp ((Em—Eo)/k)]
oll 8, est la conductance membranaire globale au potentiel Em - la
conductance de fuite ; E;e, la conductance maximale de rectification ;

Eo, la valeur du potentiel pour E;e/2‘= 8o €t K, un paramétre de mise en

RT

35"

forme (K =

L'équation établie 3 partir de mesures réalisées sur les fibres
placées en milieu isotonique rend parfaitement compte des résultats obtenus
en conditions d'hypertonie. Il faut cependant souligner que dans ces

derniéres conditions, & diminue de 30 p. 100 et que cette réduction

affecte gg et E;p dans les mémes proportions.

L'ensemble de ces résultats permet de mettre en évidence un

fait essentiel : dans les conditions normales, un phénoméne affectant



94.

la membrane réticulaire est décelable par l'enregistrement de la ddp
de part et d'autre du sarcolemme. Il apparait difficile d'expliquer
un tel résultat sans admettre 1'existence d'une zone de moindre résis-
tance entre le STT et le RS. La conduction électrique se ferait via

les "ponts" diadiques décrits par DELORME et al. (1978).
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ANNEXE 1

Ig = courant global

Ire = courant de rectification dans le sens entrant
If = courant de fuite
E = potentiel d'inversion du courant I
X , re
ﬁf = potentiel d'inversion du courant If
I =T+
Ig " Bre (Em-Ex) ¥ (Em-Ef)
1 - g—_[ : J
g re . (E-E ) + g.(E -E.)
m X f ' m °f
1 + exp.((Em Eo)/K
= F
dIg/dEIn dIre/dum + dIf/dEm
a1 JaE = - -gre(l/K). exP.((nm-no)/lx) - (E_-E) . 8o . d(Em_Ex)
re’ m 2 s N
l+exp.((Em Eo)/K) 1+exp.((Em ho)/k) dEm

4 —
comme g_ E+exp.((Em-Eo)/KZJ=g;Z'et exp.((Em—Eo)/K)=(gre/gre)—l

d(E ~E ) 1 gre
dI /dE = g m_x ~ — (] Y(E ~E )
re m re — m X
dE K g
m re

-

comme la relation entre If et Em est une fonction linéaire dIf/dEm=gf

et en supposant que d(Em—Ex)/dEm=l, ce qui n'est vrai que si E_est

constant, il peut &tre écrit :

! gre
dIg/dEm =g, |- (1- ___:)(Em-EX) * g
R gre

<-90 =g
Pour E_ <~90 mv, Bre = %16

Pour E = =40 mv dI /dE
m g’ m




