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Ce mémoire concerne 1 ' analyse de 1 a conductance membranai re aux ions 

ca2+ de 1 a fibre musculaire squelettique d'écrevisse. 

L'augmentation de la perméabilité membranaire aux ions ca2+ directement 
i 

impl iquée dans 1 e déclenchement du potentiel d' action (PA) est observée 

sur de nombreuses cellules excitables (voir revue de HAGIWARA et BYERLY, I 

l 

1981) comme par exemple les neurones de mol lusque (MEVES, 1968 ; KOSTYUK, 

1980), les dendrites des cellules nerveuses (LINAS et HESS, 1976), les fi- 

bres muscul aires l i sses (TOMITA, 1975) ,les fi bres muscu! ai res squelettiques 

d'insectes (ASHCROFT, 1981) et de crustacés (HAGIWARA et NAKA, 1964 ; FATT 

et GINSBORG, 1958). Cet accroissement de la perméabil ité aux ions ca2+ est 
l 

un phénomène propre à la plupart des cellules. Elle est à l'origine d'une 
~ 

entrée de calcium qui est un messager important dans les différents proces- 

sus du fonctionnement cellulaire. On connatt en particulier le rale majeur 

du cal ci um dans 1 es mécanismes du coup1 age exci tation-contracti on (ENDO, 

1977 ;BEELER et REUTER, 1970), du couplage excitation-sécrétion (BAKER et 

RINK, 1975) et des mouvements des êtres unicel lulaires (NAITOH et UNEKO, 

1972 ; ECKERT, 1972 ; DEITMER, 1983). 

Cette entrée de calcium est d'autant plus primordiale qu'elle permet 

la régulation des autres perméabilités ioniques membranaires par le biais 

d'un accroissement de i'activité intracellulaire de cet ion calcium. En par- 

ticulier MEECH (1978) montre, sur les neurones de mollusque, que l'augmenta- 

tion du calcium intracellulaire dëclenche dans les conditions de potentiel 

imposé un courant sortant de potassium dépendant donc du courant entrant de 

calcium. De même il est bien connu que les variations de concentration des 

ions Ca2+ aux faces des membranes exci tables déplacent les courbes d 'acti - 
vation et d'inactivation des conductances ioniques membranaires fonction du 



potentiel vers 1 es hyperpol ari sations ou 1 es dépol ari sati ons membranai res 

suivant 1 e sens des variations de concentration. (REUTER, 1973). 

a 

L'étude de la conductance calcique en fonction du potentiel et du 

temps est moins aisée que ce1 le relative à la conductance sodique en rai- 

son d'une part d'une très grande différence des concentrations des ions 

ca2' des milieux intra et extracellulaire et d'autre part de 1s présence 

d'un courant sortant non spécifique d'une espèce ionique qui n'est pas 

bloqué par les inhibi teurs de 1 a perméabilité membrznaire aux ions K' 

(tétraéthylammonium, 4-aminopyridine, Césium...). 

2+ Pour arriver à analyser quantitativement la conductance aux ions Ca , 

i l  a été nécessaire de rechercher les conditions ioniques les plus favora- 

bles, en d'autres termes de mettre au point un mil ieu physiologique qui 

supprime 1 es phénomènes de rectification membranai re (sens sortant et en- 

trant). La ~ectification dans le sens entrant traduit une augmentation de 

la conductance membranaire lors des hyperpolarisations. Sur la fibre muscu- 

laire d'écrevisse, les ions TEA' ou CS' sont sans effet sur cet accroisse- 
- ' 

ment de conductance membranaire (BRULE et al., 1983b).Par contre, ncus mon- 

trons que 1 es inhibiteurs connus pour inhi ber 1 a perm8abi 1 i té membranai re aux 

ions CI- (échange HCOJ - CI') abolissent cette rectification. C'est l e  cas 

de 1 ' acide ni fl unique (AN) qui , à concentration de 1 0 - ~  M, bloque réversi - 
blement la rectification de sens entrant. Ainsi, en présence d'AM, il  devient 

possi bl e d ' extrapol er l e courant de fui te pour tous 1 es n i  veaux de ;dép01 ari sa 

tion membranaire a partir de la relation courant-potentiel établie pcur les 

hyperpolarisations. Quant à la rectification dans le sens sortant qui tra- 

duit u:?e augmentation de conductance 1 ors des dépol arisations , el le est, 



+ pour une large part, inhibée par les ions TEA ou CS+. La part non bloquée l 

par les inhibiteurs de perméabilité potassique, disparaft sous l'influence 
1 

de 1 a procalne. Dans ces conditions en m i  1 ieu de référence ( m i  1 ieu de 1 

VAN HARREVELD) addi tioné de TEA', d'AN e t  de procalne, le  courant membrî- I 

naire enregistré lors de dépolarisations imposées n'est constitué que de 1 

deux composantes : le courant de fuite qui varie linéairement avec l e  po- l 

1 
tentiel e t  le  courant entrant de calcium q u i  dëpend du potentiel e t  du 1 

l 

temps. I 

Les différents résultats montrant l a  suppression de tous les phénomè- 

nes de rectification e t  permettant d'établir la condition la plus adéquate l 

pour obtenir une bonne dissection du courant entrant de calcium, constituent 

l e  premier chapitre relatif  aux phénomènes de rectification membranai re. 
, 

La deuxième partie des résultats est  consacrée à l'étüde de la conduc- 

tance membranai re aux ions ca2+. L I  ensemble des résultats montrent, en 

accord avec ceux de ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) obtenus sur l a  mOme prépara- 

t i o n ,  que le  courant entrant de calcium présente deux composantes témoi- 

gnant de 1 'existence de deux populations de canaux calciques activés lors 

de dépolarisations nembranaires. La première composante s'active pour un 

seuil de potentiel membranaire plus négatif ( -  40 m V )  que celui de la aeuxi- 

ème ( -  30 à - 25 m V ) .  De même, contrairement Zi la première, la deuxième com- 

posante ne s'inactive pas ou s'inactive avec une grande constante de temps. 

Enfin l'ouverture de chaque canal calcique requiert l e  déplaccrnent de  6 

particules pour la première composante e t  de 2 seulement pour l a  deuxième. 

Dans le b u t  de faci l i ter  l a  présentation de ce mémoire, i l  est subdi- 



visé en 4 chapitres : l 

- l e  premier concerne la position du problème relatant les principaux I I 

travaux publiés e t  les difficultés d'analyse de l a  conductance calcique ; 1 

- l e  deuxième est relatif au matériel utilisé e t  à la méthode d'en- 

regi strement du courant membranai re dans les conai t i  ons de potentiel 

imposé ; 

- l e  troisième aux résultats discutés en rapport avec la bi bl  iogra- 

phie, au fur e t  à mesure de leur énoncé ; 
I 

- l e  quatrième est consacré à l a  conclusion générale. 1 
l 
1 



P R E M I E R  C H A P I T R E  

P O S I T I O N  D U  P R O B L E M E  



1 

Contrairement aux résultats obtenus, quelquefois controversés, sur 1 
les effets du calcium extracel lulaire sur l e  muscle de Vertébré (voir revue l 

I 
de FRANK, 1980), 1 'élimination du calcium provoque un découplage excitation- ~ 
contraction dans le muscle des Crustacés. La diversi té  des caractéristiques 

fondamentales en particulier électrophysio1ogiques des courants calciques 

chez de nombreuses espèces suppose 1 'existence probable de plusieurs types 
1 
1 

de canaux calciques pouvant correspondre à des structures mol écu1 aires 1 
différentes (voir HAGIWARA e t  BYERLY, 1981). A 1 'inverse, les canaux sodi- ! 

ques , décrits dans de nombreuses structures exci tables, présentent 1 e pl us 

souvent les mêmes caractéristiques, comme par exemple leur sélectivité 
~ 

vis-à-vis des cations, leur sensibi 1 i té à 1 a tétrodotoxine (Kg équivalent) . 
Cependant cette homogénéité de structure au vue des caractéristiques des 

canaux sodiques commence actuel 1 ement à être mi se en défaut pui squ 'en parti - 1 
culier JAIMOVICH et  a l .  (1983) montrent des differences notables de ces 

canaux présents dans la membrane sarcolemique e t  tubulaire de 1 a f ibre mus- 

culaire squelettique de grenouflle vis à vis de dérivés de la tétrodotoxine, 

La différence des caractéristiques qui apparaqt dans l e  fonctionne- 

ment des canaux calciques peut aussi refléter les difficultés d'znalyse 

de la conductance calcique. En effet ,  de nombreux problèmes techniques sur- 

gissent lorsque l'on désire ëtudier l e  fonctionnement de ces canaux calci- 

ques dans les membranes où i l s  se trouvent, corne par exemple dans l e  sys- 

tème tubulaire transverse des fibres muscul aires . Ces di ff i cul tés techni - 
ques sont également plus ou moins accentuées quand on s'adresse aux fibres 

musculaires de Crustacos comme cela est  precisé par ZACHAR e t  al.  (1978). 



- A - PROBLEME D' IMPOSITION DU POTENTIEL 

L'analyse du courant entrant de calcium, dans les conditions de 

potentiel imposé,.en particulier de la fibre muscu1a.ire de Crustacé est 

rendue difficile par la présence des invaginations longitudinales du 

sarcolernme et l'abondance du système tubulaire transverse (BRANDT et al., 

1965 ; PEACHY, 1967 ; REUBEN et al., 1967 ; EISENBERG, 1967). Sur la 

fibre musculaire d'écrevisse, l'analyse du courant de membrane en condi- 

tions de potentiel imposé ne permet pas à HENISEK et ZACHAR (1977) d' impo- 

ser correctement le potentiel en dépit de l'emploi de la technique de "patch 

clamp" qui permet de mesurer le courant membranaire d'me petite surface 

de membrane. Ces auteurs observent en effet des oscillations du courant 
2 membranai re 1 orsque 1 a surface interrogée dépasse 1,9.10m3 cm (diamètre 

de 50 um). Ces oscillations sont dues à 1 'interférence du courant de mem- 

brane tubulaire avec celui de surface. Ces memes oscillations du courant 

sont décrites par KEYNES et al. (1973) sur la fibre de balane en employant 

une technique de potentiel imposé dérivant de celle de HODGKIN et HUXLEY 

(1952). KEYNES et al. (1973) suppriment les oscillations ae courant en per- 

fusant intracellulairement la fibre par une milieu privé de potassium ou 

contenant du tétraéthyl ammonium (TEA) . Ainsi 1 ' i nhi bi tion du courant sor- 

tant de potassium permet le développement plus apparent d'un courant de 

calcium dont la diminution au coursdu temps est due à un accroissement de 

1 'activité du calcium intracel 1 ulaire pl utot qu ' à  une inactivation dépendant 

du voltage. De meme, le courant de membrane présente de nombreuses oscilla- 

tions (BERTRAND et al., 1979) quand la fibre de crabe dans les conditions 

de potentiel impas6, est interrogée à l'aide de la technique des trois mi- 

I cr~électrodes insérées à 1 'une des extrémités de la fibre (ADRIAN et al., 



1970). Il semble donc que les oscillations du courant de membrane soient 1 
l 

attri buables à 1 ' interférence du courant membranaire de surface et tubulaire 1 
plutôt qu'à l'emploi d'une technique particuliere de potentiel imposé. 1 

B - OBTENTION DU COURANT DE CALCIUM A PARTIR DU COURANT GLOBAL 

Même si 1 'imposition du potentiel à 1 'ensemble des membranes est 

réalisée, la dissection du courant de calcium à partir du courant membra- 

naire global présente des difficultés. Mis à part l'emploi de la tétrodo- 

toxine (TTX) qui bloque très sélectivement le courant entrant de sodium 

sans modifier les autres cinétiques des différentes composantes du courant 

membranaire, on ne dispose pas présentement de substances pharmacologiques 

aussi sélectives pour inhi ber les autres courants ioniques en particul ier 

le courant de calcium et les courants sortants ggnéralement portés tota- 

lement ou partiellement par les ions potassium. 

Actuellement, pour les fibres musculaires de CRUSTACES, l'ouverture 

des canaux ioniques activés par les dépolarisations membranaires conduit 

à 1 'apparition d' un courant entrant de calcium et de un, deux ou trois 

courants sortznts portés par les ions K'. C'est ainsi que, sur la fibre de 

balane, KEYNES et al. (1973) décrivent un courant sortant de K' similaire 

au courant retardé trouvé sur de nombreuses structures excitables. En 

1975, sur la fibre musculaire squelettique de Crabe, MOUNIER et VASSORT 

mettent en évidence deux courants sortants de potassium (1 et1 ) ; 
K1 '(2 

1 dépendant de 1 'entrge des ions ca2+ (et donc de 1 'activité interne 
K , 
de ces ions) et I K _  etant le courant sortant retardé classique Gquiva- 

lent à celui décrit pat KEYNES et al . (1973). BRULE et al. (1983 b) 



montrent que de plus l e  courant 1 est pour une p a r t  porté par les ions 
K2 

CI-.  Un courant sortant 1 au  niveau de l a  fibre musculaire squelettique 
K3 

d'écrevisse est décrit par HENCEK e t  a l  . (1978). L'existence de ces diffé- 

rents courants sortants sur les fibres de Crustacés peut rendre compte de 

l'impossibilité de bloquer complètement l e  courant sortant par les ions 

TEA'. C'est ainsi que HAGIWARA e t  a l .  (1969) sont conduits à util iser un 

anesthésique local, la procafne, pour inhiber une composante de courant 

sortant associé dans les conditions normales au courant entrant de calcium. 

Ces derniers auteurs observent en effet ,  qu'en absence de procaine, l e  po- 

tentiel d'inversion du courant entrant de "calcium" n'est que de + 30 mV en 

présence de TEA a l  ors que 1 ' addition de procaine au mi 1 ieu externe ( tou -  

jours en présence de TEA) les rend très nzttement plus positif,  supérieur à 

+ 60 mV. L' inhibition du courant sortant résistant aux ions TEA' ne dépend 

pas de l 'act ivi té  interne de calcium. Cette difficultë d'inhiber totalement 

l e  courant sortant es t  rencontrée par de nombreux auteurs travaillant sur 

diverses préparations, en particulier sur les neurones d'escargot (MEECH 

e t  STANDEN, 1975 ; KOSTYUK e t  a l . ,  1975 a ,  b ,  c ; HEYER e t  LUX, 1976 ; 

THOMPSON, 1977) ainsi que sur les fibres musculaires squelettiques de gre- 

nouille (SANCHEZ e t  STEFANI, 1983). De même si les ions K+ sont remplaces 
+ par les ions Cs , une part du courant sortant d6pendant du voltaoe persiste 

sur les neurones d'escargot (MEVES e t  VOGEL, 1973 ; KOSTYUK e t  a l . ,  1977). 

Enfin t o u t  récement, ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) sont conduits pour él imi- 

ner compl ètement 1 e courant sortant à perfuser 1 a fibre muscul aire squel et- 
+ tique d'écrevisse par un  milieu sans K+ contenant du TEA ; le  milieu ex- 

trace1 lulaire ne contenant pas de K' ni de !dat. Dans ces conditions ioni- 

ques particulières, ces derniers auteurs montrent que le  courant entrant de 

calcium présente deux composantes (1 e t  ICa2) reflètant selon eux 1 'exis- 
Ca 1 

tence dans la membrane de deux populations de canaux calciques. 



C - L'INACTIVATION DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM 

Il est bien connu que l'inactivation sodique est un processus qui 

dépend du voltage et du temps et qu'il ne dépend pas de l'intensité de 

ce courant de ~ a +  ou de la concentration des ions ~ a +  de part et d'autre 

de la membrane (HODGKIN et HUXLEY, 1952 ; MEVES, 1978). Par contre, en ce 

qui concerne 1 ' inactivation du courant de calcium, elle serait dGe selon 

1 es préparations uti 1 isées et 1 es auteurs : 

i) à une acc-on d'iom ca2'. C'est ce type d'inactivation 

apparente que décrivent KEYNES et al. (1973) pour la fibre musculaire 

de balane. Ces auteurs n'observent pas de diminution du courant entrant 

de calcium quand la fibre est perfusée par une solution contenant de 

1 ' EGTA qui, de ce fait , maintient à valeur constante (de 1 ' ordre de ~ o - ~ M )  

l'activité interne de calcium. De meme aü niveau des neurones d'escargot 

une diminution de la constante de temps d'inactivation, à la suite d'une 

injection interne dlEGTA, est observée par BROWN et al. (1981) et par 

PLANT et STANDEN (1982) ; 

Li]  à un p & u c e ~ 6 ~ 6  dépendant du vokYage. A partir de leurs tracés 

de courant, HENCEK et ZACHAR (1977), sur la fibre musculaire squelettique 

d'écrevisse, décrivent ce mécanisme salon la théorie de HODGKIN et HUXLEY, 

faisant intervenir les constantes de vitesse ah et ah fonction du pcten- 

tiel. De même sur la fibre de Crabe, MOUNIER et VASSORT (1975)donnent 

1 'équation qui permet de determiner la disponibilité du courant de calcium 

(variable h)  en fonction du potentiel ; 

&) à L # i m p o W c e  de L1e&ée dea h m  ca2'. Cette entrée 

agissant sur le processus d'inactivation. En effet, la S i  bl iographie relate 

actuellement un processus plus complexe pour l'inactivation du canal calci- 



que. Ce1 1 e-ci serait  1 iée, soit  en partie, soi t totalement, sel on 1 es struc- 

tures interrogées, à 1 'entrée d' ions ca2+ dans 1 a ce1 lu1 e indépendemrnent ' 

d'une modification éventuelle de l 'act ivi té  interne de calcium. Les ions 

ca2+ en passant dans 1 e canal agiraient sur 1 ' inactivation de ce1 ui-ci . Dans 

ce cadre, différents auteurs sont amenés à prendre en compte ce type d'inac- 

tivation puisque la relation traduisant la variable h en fonction du poten- 

t ie l  n'est pas d'allure sigmolde. En effet ,  si pour de faibles dépolarisa- 

tions h décroît en fonction du potentiel, à partir d'une certaine valeur 

de celui -ci ,  h croft de nouveau pour de pl  us amples dépolarisations ; h 

étant très voisin de 1 aux environs du potentiel d'inversion du courant 

entrant de calcium. C'est ce type d'inactivation q u i  est retenu par ASHCROFT 

e t  STANFIELD (1380, 1982 b )  pour 1 a fibre muscul aire squelettique di  insecte. 

A l'appui de cette 3ème interprétation, i l  est important de signaler que 
2+ l e  courant entrant porté par les ions Ca qui diminue rapidement, voit sa 

cinétique d'inactivation considérablement ralentie lorsqu'il est  porté par 

d'autres ions bivalents te l s  que les ions srZ+ et  Ba2+. TILLOTSON (1979), 

BREHM e t  ECKERT (1978), SALKOFF e t  WYMAN (1983) interprètent i 'augmenta- 

t i  on de 1 a constante de temps d ' i nacti vati on en emettant 1 ' hypothèse que 
2+ les ions Ba e t  sr2+ sont moins efficaces que ies ions ~a." cour bloquer los 

canaux calciques. A l 'inverse sur l'oeuf d'étoile de mer, HAGIWARA e t  a l .  

(1975) constatent que le  courant entrant diminue avec la même constante de 
2+ temps qu'il  soit porté indiffëremment par les ions BaZ*, sr2+ ou Ca . 

Par ail leurs, des auteurs sont amenés pour expliquer leurs résultats 

à privilégier une hypothèse parmi les trois mentionnées ci-dessus sans pour 

autant rejeter ies autres. KOSTYUK (1980) postule que l'inactivation du 

courant de calcium de la fibre nerveuse d'escargot est  le  résultat de l 'ac- 

5vation d'un courant sortant de potassium d6pendant de calcium ; ainsi l e  



1 

~ a ~ '  e t  l e  sr2+ seraient moins efficaces que l e s  ions ca2+ pour i n i t i e r  ce 1 
courant de K+ (HAGIWARA e t  a1 . , 1975 ; GORMAN e t  HERMAN, 1979 ; HAGIWARA 

l 

e t  OHMORI, 1982). Cependant sur les  f ibres  musculaires d ' insec te ,  c e t t e  in- I 

1 
activation ne semble pas ê t r e  l i é e  à une activation d'un courant sor tan t  

1 

dépendant du calcium, mais plut6t due à l a  f ixat ion des ions ca2' sur  des I 
1 

s i t e s  membranaires lors  de leur passage à t ravers  l e  canal calcique (ASHCROFT 

e t  STANFIELD, 1980, 1982 b).  
i 
l 

1 I l  e s t  aussi connu que l e s  canaux calciques sont pour une t rès  1 arge 1 
part  local isés  dans l a  membrane du système tubulaire transverse (NICOLA e t  

a l . ,  1980 ; ALMERS e t  a l . ,  1981 ; STEFAN1 e t  CHIARANDINI, 1982). Ainsi la  

diminution du courant entrant  de calcium pourrait  Btre aussi due non à une 

accumulation du  calcium dans l a  f ib re  mais à une "déplét ion" de ces ions 

dans l e s  tubules dans l a  mesure où l a  diminution du courant calcique en 

fonction du temps n ' e s t  plus observée en présence de tampon EGTA-Ca dans l e  

milieu externe (voir HAGIWARA e t  BYERLY, 1981). 

En conclusion, l e  mécanisme d '  inactivation de 1 a conductance cal cique 

e s t  à l 'heure actuel le  t r è s  contreversé dans l a  mesure où ce processus peut 

ê t r e  différent  d'une prëparation à l ' au t r e .  Finalement au niveau de l a  f ibre  

muscul a i r e  d 'écrevisse,  HENCEK e t  ZACHAR (1977) explique 1 a diminution en 1 
fonction du temps du courant entrant de calcium en faisant  intervenir un i 
processus d' inactivation qui dépend du voltage. Par contre en 1983 sur la  

I 
1 

même préparation, POLEDNA e t  a l .  prennent en compte plutot l e  proczssus I 
l d' inact ivat ion dépendant du  calcium. 1 



D - DIFFICULTE DE LA DETERMINATION DU POTENTIEL APPARENT D'EQUILIBRE AUX 

La différence importante de concentration des ions ca2+ de part et 

d'autre de la membrane crée une situation particulière pour le courant de 

calcium. En effet, l'existence de ce fort gradient calcique ne permet pas 

au courant de calcium de s'écouler dans le sens sortant impliquant que la 

relation courant-potentiel ne varie pas 1 i néairement en fonction du potentiel 

quand la conductance maximale aux ions calcium est atteinte. Ainsi, après 

avoir atteint sa valeur maximale, la conductance semble diminuer, traduisant 

ainsi un phénomène de rectification au voisinage du potentiel d'inversion 

du courant entrant de calcium. Ce phénomène de rectification est d'ailfeurs 

prévu par la théorie dur champ de GOLDMAN qluand'k rapport des concentrations 

ioniques intra et extracellulaire est supérieur à 102. En effet cette rec- 

tification du courant régénératif de calcium n'est pas observée pour le cou- 

rant de Na puisque le rapport des concentrations de Na n'est que de 10. Ainsi 

le potentiel d'inversion du courant IN, est proche slnon égal au potentiel 
+ d'équilibre aux ions Na (ENa = + 60 mV). La relation courant iINa)-poten- 

tiel est linéaire dans la gamme des potentiels très positifs, l'intersection 

de la courbe avec l'axe du voltage donne la valeur de E N a  Par contre, 

l'accroissement du gradient de concentration pour les ions ~ a +  en particu- 
+ lier en milieu externe sans Na , conduit il une relation courant IN,-poten- 

tiel qui présente alors corne pour Ica un phénomène de rectification. La 

presence de cette rectification du courant Ica ne permet pas à partir de la 

relation courant-potentiel de déterminer avec exactitude le potentiel d' in- 

version de ce courant qui en théorie dolt Stre égal au potentiel EC. 
Enfin la présence d'un courant sortant, qui résiste aux inhibiteurs 



- de pem6abilité classique ou qui persiste en milieu sans potassium ( T E A ,  1 
4-AP, CS+) activé aux potentiels tr6s positifs (>à O m v )  , introduit l 

une distortion dans l a  relation courant-potentiel q u i  devient linéaire du l 
1 

f a i t  que le  courant Ica est associé à un courant sortant. Cette finéahisa- 1 

f i o n  de la relation peut expliquer la faible valeur du potentiel d'équilibre 

apparent déterminé par de nombreux auteurs sur diverses préparations. 1 
Sur la fibre musculaire de grenoui 1 le SANCHEZ e t  STEFAN1 (1983) déter- 1 

l 
minent une valeur de + 30 mV seulement pour le  potentiel d '  inversion du 1 

1 

1 

courant de calcium en présence dans le  milieu externe de 120 mM de TEA. l 

1 

En ce qui concerne les fibres de crustacés, la valeur estimée par MOUNIER 
1 

l 

e t  VASSORT (1975) sur la fibre de crabe, pa r  HAGIWARA e t  a l .  (1969) sur la l 

l 

fibre de balane en absence de procaine, est  aussi de + 30 mV alors que l 

HENCEK e t  ZACHAR (1977) sur la fibre d'écrevisse donne pour ECa une valeur de 1 
I 

+ 85 m V .  Cependant cette faible valeur de ECa donnée par HAGIWARA e t  a l .  i 
l 

(1969) est considerablement augmentée quand la fibre est immergée dans le  I 
1 

milieu externe contenant, en plus de TEA, de la procaine, substance qui 

selon ces auteurs bloque une composante de courant sortant résistante eux 

ions TEA'. 

E - EXISTENCE POSSIBLE DE PLUSIEURS COMPOSANTES DE COURANT ENTRANT . 

Les travaux de OKAMOTO e t  a l .  (1976) effectuës sur ? a  membrane de 

l'oeuf d'Hocyntia rou tz i  révèlent l'existence de deux c~mposantes de courant 

entrant. De même des observations analcgues sûnt rapportées Far MIYAZAKI 

e t  al . , (1972) en ce q u i  concerne 1 a membrane de 1 'oeuf d'étoile de mer. 

Avant la fert i l isation, l'oeuf présente un  faible potentiel de repos. 



Cependant apres l'augmentation de ce potentiel par passage à travers la 1 

membrane d'un ample courant négatif, i l  es t  possible ensuite de déclencher, 
l 

par stimulation, des réponses dépolarisantes de grande durée dues à l ' a c t i -  I 

vation de deux conductances~responsables du courant entrant : une composante 

sodique e t  une composante calcique. En cmditions de potentiel imposé sur 

cette même préparation, MIYAZAKI e t  a l .  , (1975), HAGIWARA e t  a l .  (1975),  
1 

l 
l 

SHEN e t  STEINHARDT (1976), montrent en f a i t  que les deux courants entrants I 
j 

sont portés par les ions ca2+ puisqu'ils disparaissent tous les- deux en l 

présence des inhibiteurs de perméabilité calcique (co2+, M ~ ~ + ) .  En effet ,  I 

si l a  première composante de courant de nature calcique s 'active pour une 

valeur de potentiel plus négative que ce1 l e  de l a  deuxième composante, el 1 e 
1 

i 
dépend en plus de la présence du  Na dans le  milieu externe ou des ions mono- 1 
valents puisque les ions ~ i ' ,  ~ b +  ou CS' jouent 1 e même rôle que les ions 

~a'. Récemment, HAGIWARA e t  OHMORI - (1982) décrivent un courant entrant qui 
+ présente deux composantes : une composante portée par les ions Na e t  une 

2+ composante portée par les ions Ca . 
+ 

Sur  les fibres musculaires d'insectr, en absence de Na externe, 

le  courant Ica s'inactive complètement alors que son inactivation est  très 

incomplète quand l e  ~ a +  ou ~ i +  est présent dans l e  milieu externe 

(COLQUHOUN e t  a l . ,  1981 ; YELLEN, 1982 ; SALKOFF e t  WYMANN, 1983). Ainsi, 

selon ces dernie~~auteurs  i l  existerait dans la membrane en plus des 
+ canaux calciques des canaux permeables aux ions Na ou ~ i + .  De nieme sur 

la  fibre de balane, SHEU e t  BLAUSTEIN (1383) mentionnent en plus des canaux 

cal ciques bloqués par 1 es inhibiteurs de peméabi 1 i t e  cal ci que, 1 a présence 
+ 2+ de canaux par où passent les ions Na en absence de Ca , canaux non 

bloqués par l a  tétrodotoxine mais inhibés par les ions ~ a ~ +  ; ces derniers 

canaux n ' apparaissent, sembl e-t-i 1, q u  'en absence de cal cium externe. 



Enfin au niveau des fibres musculaires de Crustacés interrogées 

dans les c~~ndi t ions  de potentiel 5 1 'aide de la technique de patch  &mp 

( H E N ~ E K  e t  ZACHAR, 1977) ou à 1 'aide de la double partition de saccharose 

(MOUNIER e t  YASSORT, 1975), le  courant de calcium limité à une seule compo- 

sante s'inactive au cours du temps ; cette inactivation dépendant essen- 

tiellement du voltage. Sur la  fibre de balane, l e  courant de calcium, 

présentant aussi une seule composante, ne s ' inactive pas (KEYNES e t  a l  . , 
1973). Par contre en 1982 ZAHRADNIK e t  ZACHAR mettent en Svidence sur l a  

f ibre  musculaire d'écrevisse deux composantes de courant entrant de cal- 

cium q u i  présentent des cinétiques d'activation e t  d '  inactivation très 

différentes : la première composante ëtant beaucoup plus sensible au pro- 

cessus d'inactivation dépendant du voltage. Par contre, POLEDNA e t  a l . ,  

(1983) pensent que l 'inactivation pourrait dépendre de l 'entrée des ions 

ca2+ dans la  f ibre d'écrevisse plut6t que de dëpendre du voltage. 

F - CONCLUSION 

L'analyse des abondantes données bibliographiques concernant l ' a c -  
2+ tivation e t  l ' inactivation de la conductance membranaire aux ions Ca , 

révèle l a  complexité des mécanismes mis en jeu. La contreverse qui apparaft 

au vu de l 'analyse des r5sultats des différents auteurs peut correspondre 

à des différences de fonctionnement des canaux cal ci ques ; ces différences 

pouvant traduire une évolution de ces canaux au niveau moléculaire. Cette 

diversité de fonctionnement des canaux ca:ciques par rapport oux canaux 

sodiques q u i  présentent une "/sa%uotwLe n?olZcuRaSre" presque homogGne t ra-  

d u i t  peut e t re  une évolution plus poussée de ces canaux calciques 6 par t i r  



d '  wn état  p l  us -6. En faveur de cette idée concernant 1 'évolution 

des ionophores aux ions calcium à partir d'une structure moléculaire rela- 

tivement simple, i l  est intéressant de signaler les travaux de ANDERSON e t  

MROSE (19781, ANDERSON e t  CASTILLO (1376) , ANDERSON (1979) effectués sur 

les muscles d'une annél ide (SYLLIS) . En effet ,  aprgs avoir mis en évidence 

une réponse régénérative des fibres musculaires correspondant à I'activa- 

tion de canaux calciques, i l s  montrent que les ions ~ n + +  n'inhibent pas le 
++ courant entrant régénératif de calcium, mais que ces ions Mn peuvent 

porter ce courant (en absence de calcium, l'amplitude de l a  réponse varie 
+t 

1 inéairement avec le logarithme de la concentration externe de Mn ; la 

pente étant de 27,s  mV par décade) ; la réponse régénérative normale étant 

ab01 ie  par les ions ~ a ~ +  ou CO'+. 



D E U X I E M E  C H A P I T R E  

N A T E R I E L  E T  M E T H O D E  



A - MATERIEL 
1 

B - ENPEGISTREMENT DU COURANT DE MEMBRANE DANS LES CONDITIONS DE POTENTIEL 

Les expériences sont réalisées à 20°C sur les fibres musculaires des 
l 

pattes locomotrices d'écrevisse. L'accés aux fibres est  réalisé par une 

simple section d'un méropodite selon le  plan passant par les argtes. 
1 l 
I 

I 
La préparation est  ensui te  placée dans une cuve en pl  exigl ass rempl i e  de I 

1 
solution physiologique constamment renouvelée a f i n  de maintenir à valeur l 

1 
constante 12s concentrations ioniques extracel 1 u l  aires . L ' examen de 1 a pré- I 

paration sous loupe binoculaire montre les fibres musculaires disposëes pa- l 
1 

rallèlement en faisceaux e t  fixées d'une p a r t  à l'axostyle e t  d'autre p a r t  à la 

carapace. Les fibres interrogées o n t  un diamètre de 150 à 400 e t  une lon-  1 I 
1 

gueur variant de 1 à 3 mm. Les faisceaux sont conservés en place pour l 'en- 1 

IMPOSE 

registrement du courant e t  du potentiel transrnembranaire par microéloctro- 

des. Les fibres sont stabilisées au moins pendant 20 m'mdans l e  milieu phy- 

siologique de référence (milieu VAN HARREVELD) avan t  que ne soient insérées 

les microëlectrodes permettant les mesures de courant e t  de potentiel. 

La technique de potentiel utilisée est  celle d'ADRIAN e t  a l .  . (1970). 
1 
l 

Cette technique consiste à inséror 3 microélectrodes a 1 'une des ex- 

I 

trêmi tés de 1 a fibre muscul aire. Le srhéme synoptique est présenté dans la 

figure 1. Deux mirroélectrodes, î e t  2 ,  mêsurent l e  potentiel transmem- 

branaire respectivement à une distance 1 ( E l )  e t  21 (E2) de 1 'extrémité de 

la fibre. L' électrode 3,  placée à une distance 2 1+1' de 1 ' extrémi të de 1 a 

fibre, permet de faire passer à travers la membrane un  courant délfvré par 



Figrne 7 : 

Schéma dü. montage W C  powr L'en/tegA.&eme.ct du cowrant de 
nienrhane ( lm) dan3 les  c o n a 5 X o ~ ~  de potentict h p o ~ é  ù t ' aide de 3wD 

mimoéeeofiLoda (teciznLque d 'ADRIAN eh d. , 7 9 7 0 )  . 
L a  ~cnoéeec t r tod~  1 ,  2, 3 hont h ~ 3 & n X é u  u ~ p e d v e m e n t  à. une 

dis;tance L, 2 1 ,  2 1 + t  1 det' une des exAtCmik156 ds lu dibtie d o n t  Le diami?.&e 
I d )  c o m p b  e n t ~ e  150 et 400 Pm. EL : po-tentiet W4rna~ibna&e 
h p o 6 é  a une dia.tance l (EL = El  ) ; ( E 2  - E l  1 = di(d&tence de poXenüee 
popouonn&e à lm. 

- 2  = a ( E 2  - ~ ~ ) ( ~ ~ ~ ) / ~ ~ i ( n m )  'tn (A.cm ) (ml *lZ (ml 



un ampl ificateur opérationnel (BI) monté en contre réaction totale, courant 

nécessaire pour imposer 1 e potentiel El .  Un deuxi ème ampl if  i cateur opéra- 

tionnel (B2) permet de maintenir le potentiel 5 la face externe de la mem- 

brane au potentiel de référence afin de s'affranchir d'une variation éven- 

tuelle du potentiel extracellulaire du f a i t  de l'existence d'une résistance 

série qui est loin d'être négligeable devant la résistance d'entrée de la 

fibre ( l a  résistance spécifique de membrane de la fibre d'écrevisse au 

repos n'est que de quelques centaines d'ohms alors que celle par exemple 

de la fibre squelettique de grenouille est de quelques milliers d'ohms). 

Les microélectrodes remplies d'une solution de KC1 3M ont les caracté- 

ristiques suivantes : pointe inférieure à 0 ,5  u ; résistance comprise entre 

4 e t  10 M n ; potentiel de pointe inférieur à 4 mV. 

ADRIAN et  a l .  (1970) établissent que le  courant transmembranaire (i,) 

exprimé par unité de longueur (en ~.cm-') qui passe à travers la membrane à 

une di stance 1 où le potentiel est imposé, est  approximati vernent proporti onne1 

à la différence de potentiel (E2 - E l ) ,  E2 étant 1s potentiel enregistre 

par 1 'électrode 2. En effet  1 'équation est  la suivante : 

ri  est la résistance du milieu intracellulaire par unité de longueur, 

exprimée en n.cm-l. 

i est directement proportionnel à ( E 2  - E l )  à 5 pour 100 près s i  le  m 
rapport de la longueur 1 par la constante d'espace de la fibre A est  infé- 

rièur ou égal à 2 (1/~,(2)  en absence de  courant entrent régénératif. De 



même im peut être calculé à 5 pour 100 près à partir de la valeur de 

( E 2  - El) en présence d ' u n  courant entrant régénératif s i  l/a est infér ieu~ 

ou égal à 0,65 ( 1 / ~ < 0 , 6 5 ) .  

L I  équation (1) , ci -dessus, approximative peut être rendue exacte par 

l'introduction d ' u n  facteur correctif p.  En effet dans tous les cas l 'ex- 

pression de im en fonction de E2 - El est la suivante : 

avec 

Cette expression (3) donnant la valeur de p en fonction de l /x,  montre 

que p es t  ëgale à 1 t 0,05 si  (1/?)< 2 en absence d ' u n  courant entrant rég6- 

nératif ; à 1/a< 2 correspond l e  rapport ( E 2  - E 1 ) / ~ l , <  6.  En présence d'un 

courant entrant régénératif l'équation de p est  identique à l'équation (3)  

mise à part que les termes en cosh sont remplacés par cos. Dans ce dernier 

cas D es t  égale à 1 1 0,05 s; 1 /~ ,<0,65  ou ( E 2  - E1)/E1< 0,68. 

De plus la distance 1 ' doit être correctement choisie pour que la  

diffërence de potentiel ( E 2  - El)  soit directement proportionnelle à i Si m *  

l'électrode 3 est t rop pr2s Ce l'electrode 2 ,  le  potentiel E présente u n  
2 

comportement de voltage liée à la dispersion non homogène du courant au 

niveau de l'électrode 2. Ce comportement de voltage est  évité s i  la rêsis- 

tance du volume intracellulaire ( R d S )  compris dans le  volume d'une demi- 

sphère de rayon 1 ' est  faible devant la résistance d'entrée Re. La résis- 



tance de la demi-sphère de rayon 1 ' est égale à 1 'expression : 

Ri est la résistivité du milieu intracellulaire, sa valeur est égale 

à 125 n.cm (FATT et GINSBORG, 1958). La résitance d'entrée est égale au 

rapport de la différence de potentiel transmembranaire enregistrée à une 

distance de 21 + 1 ' par le courant débité de 1 'amplificateur opérationnel 

(BI) ou de 1 'âmplificateur B2 (voir Fig. l), ce qui conduit à : 

En conséquence le calcul montre que si Re/Rds est supérieur ou égal à 

10, tout comportement de voltage au niveau de l'électrode 2 est supprimé. 

Pour la fibre d'écrevisse si 1' est égale ou supérieure à 2a (a=rayon de 

la fibre) la condition précédente (Re/RdS >!O) est très largement satisfaite. 

Dans la mesure où la conductance de membrane est exprimée en ~.crn", 

1 'équation du courant exprimé en ~.cm-' (et non plus En ~.cm-') est : 

Ri , a correspondent aux tei-mes défi ni s ci -dessus. 

Dans ces conditions, l'estimation de la surface de membrane est 

faite à partir de .la dgtermination du diamètre de la fibre sans 

tenir compte-des nombreuses invaginations longitudjnales et trans- 
l 
I versales de la membrane de surface. 
I 



C - MILIEU 

Le milieu physiologique de référence e s t  l e  milieu de VAN HARREVELD, 

sa composition en m ~ . 1 - '  e s t  : ~ a +  2 1 2 , l  ; CI-  = 248,8 ; K+ = 5,25 ; 
+ ca2+ = 14 ; Mg = 2,8 ; HC~; = 2 , l  ;pH = 7,4 .  

Pour étudier la  conductance calcique de la membrane de l a  fibre mus- 

cul a i re  d ' écrevisse, diverses solutions sont préparées à par t i r  du mi 1 ieu de 

VAN HARREVELD auquel est ajouté un ou plusieurs inhibiteurs réputes spéci- I 
l 

fiques de perméabilités ioniques membranaires. Dans certains cas, l a  dimi- 1 

1 

nution part iel le  CU totale d'une espèce ionique du milieu e s t  compensée 
1 

1 

par un apport d'une autre espèce ionique dans l e  b u t  d'une part de maintenir 
I 
l 

l ' isotonie du milieu e t  d'autre part d'éliminer un courant spécifique porté 1 
l 

par une espèce ionique. l 
1 

Les différents milieux, consignés dans l e  tableau 1, sont tous maintenus 1 
l 
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T R O I S I E M E  C H A P I T R E  

R E S U L T A T S  



P R E P I I E R E  P A R T I E  

E T U D E  D E S  P H E N O M E N E S  

D E  R E C T I F I C A T I O N  



A - ETUDE DE LA RECTIFICATION DANS LE SENS ENTRANT * 

C'est en 1949 que KATZ étudiant les propriétés ilectrophysiologiques I 

de la fibre musculaire de grenouille en milieu isotonique de sulfate de 

I potassium met en évidence pour l a  première fois ce phénomène de rectifica- 

tion dans le  sens entrant. Cette rectification q u i  i l  appel'le : "rectifica- l 

l tion anormale", traduit une v a r i a t i o n  de l a  résistance de membrane qui dépend l 

l 
l du potentiel. En effet ,  la résistance membranaire diminue quand des.poten- 1 

l 
1 

l 

l t ie l s  hyperpolarisants sont appliqués i3 la membrane ; l e  courant qui traver- 
l 

l 
1 

l se la membrane étant porté par les ions K'. Cette rectification anormaie 
1 
1 

l 
ou de sens entrant es t  par la suite mise en évidence sur de nombreuses pré- 

parations notamment les fibres de PurKinje (STANFIELD, 1970), l'oeuf d'étoi- 

le  de mer (HAGIWARA e t  a l . ,  1977). Pour toutes ces préparations, l e  courant 

de sens entrant, activé lors des hyperpolarisations, est porté spécifiquement 
+ par les ions K . Ce courant de K', ne pouvant etre porté par les ions CS', 

~ b ' ,  est bloque par les ions TEA', Ba2+ (ADRIAN, 1964 ; ISENBERG, 1976 ; 

HAGIWARA e t  a l . ,  1976 ; STANDEN e t  STANFIELD, 1978 ; GAY e t  STANFIELD, 1977 ; 

STANFIELD, 1970, CONSTANTI e t  GALVAN, 1983). Plus récemnient les travaux de 

DIFRANCESCO (1981.. 1982) et DIFRANCESCO e t  OJEDA (1980) effectués sur les 

fibres de Purkinje de lapin e t  sur le  noeud sinoauriculzire de veau montrent 1 
- 1 

que 'le courant de rectification n'est pas exclusivement de nature potassi- 1 
que mais dépend également du sodium ; de %$me sur les neurones ganglionnai- 

res sensoriels, CONSTANTI e t  GALVAN (1983) arrivent à la même conclusion. 

Sur  1 es fibres muscul aires squel eti  ques de crabe, HAUDECOEUR e t  

GUILBAULT (1974 a e t  b ) ,  BRÜLÈ e t  al .  (1976) montrent que la relation 

1 courant-potentiel , dans les conditions de courant ou de voltage imposé, 
1 + 
I n'est pas modifiëe quand les ions K+ et  Na du mil leu extracel lulaire sont 
l 

i t 

1 x a f a i t  l'objet d'une publication (BRÛLE e t  a l . ,  1983 b ) .  
1 



remplacés mM à mM par les ions ch01 +nec, ions connus pour bloquer t o u t  au 

moins partiel lement, l e  courant de sens sortant de la  membrane axonale, 

porté par les ions K+ (HILLE, 1967) e t  celle du noeud sinoauriculaire de 

lapin (SEYAMA, 1979 ; YANGIHARA et  IRISAWA, 1980). Ces .rgsul ta ts  sur la 

nature autre que potassique du courant entrant de rectification de la fibre 

musculaire squelettique de Crustacé (HAUDECOEUR e t  GUILBAULT, 1974 b)  sont 

retrouvés plus récemment par de nombreux auteurs sur diverses préparations. 

Les résultats de CONSTANT1 e t  GALVAN, (1983), obtenus sur les neurones sen- 

soriels, conduisent ces auteurs à proposer que la rectification dans l e  

sens entrant ( q u i  dépend aussi du temps) n'est pas de nature potassique. De 

même MAYER e t  WESTBROOK (1982), au niveau des mêmes neurones sensoriels obser- 

vent que l a  valeur de la pile d'équil i bre aux ions Cl - est tres proche du 

potentiel d'inversion du courant entrant de rectification ce qui les amène 

à proposer que l e  courant de rectification est probablement porté par  les 

ions Cl-. WHITE e t  MILLER (1979) montrent que la rectification de sens en- 

t r a n t  de vésicules formées à partir de la membrane post-synaptique de  Tor- 

pi 1 1 e ,  incorporées dans une couche de phosphol i p i  des, induit un  courant 

porté par les ions Cl- ; de plus cette conductance activée est inhibée par 

un dérivé disulfoné du stilbène, le  SITS (4-acétamido-4 ' - isoth iccyanost i lbè-  

ne-2,2'-~disu1fonic)comme les mouvements d'sons CI -  l e  sont par cette drogue 

au niveau de la membrane du globule rouge (COUSIN e t  MOTAIS, i979, 1982), 

mouvements de Cl - d'ai 1 leurs aussi inhibés par une substznce amphiphi l e ,  

1 ' acide ni f 1 umi que (Kg = ~ o - ~ M )  . 
Partant de ces données bibliographiques e t  des résultats négatifs 

concernant 1 'absence d '  inhibition par 12s ions TER' e t  les icns CS+ du 

courant entrant de.rectification anormale, i l  est nécessaire d'étuaier d'une 

part les effets d'un mi1 ieu appabvri 'en ions Cl- (remplacés par les ions mëthyl sufa- 



te, ions imperméants) et d'autre part ceux de l'acide niflumique à diffé- ~ 

rentes concentrations. Puisque sur la fibre d'écrevisse la rectification l 

est présente dans les conditions de repos et augmente lors des hyperpolari- I 

sations membranai res (figure 2) ,i 1 s 'avère impossible d'extrapoler 1 a valeur l 
du courant de fuite pour chaque niveau de dépolarisation membranaire à partir 1 

l 

de 1 a relation courant-potentiel établie pour i es hyperpol ari sations mem- 1 
l 

l 
branaires. C'est la raison pour laquelle il fallait rechercher la condi- 

1 
1 

tion expérimentale la pl us appropriée pour obtenir une relation 1 inéaire 

courant-potentiel dont la pente corresponde à la conductance de fuite ; 

la connaissance de la valeur de cette conductance de fuite permet l'ex- 1 
trapolation de la valeur du courant de fuite pour chaque niveau de dépola- 

risation membranaire, valeur nécessaire pour établir la cinétique du cou- 

rant entrant de calcium. 
- 

Les résultats présentés ci-dessous amènent à conclure que le courant ~ 

de rectification de sens entrant est porté par les ions Cl- ou dépend très 
- 

étroitement de ceux-ci par le biais du mécanisme d'échange Cl -HC~; mé- 

canisme bloqué par le SITS ou l'acide niflumique (COUSIN et MOTAIS, 1979, 

1982). En effet sur la fibre d'écrevisse l'acide niflumique à ~ o - ~ M  bloque 

complètement 1 a rectification dans le sens entrant. 

1. - - - i - - - i - - - - i - i i - - - - - - - i - - - - - - - - - - - - i - - i  Effets de la réduction de la concentration extratellulaire de potas- ----- 
- 

si um 190%1 --- 

Sous 1 'effet du milieu pauvre en K' (90% des ions K' sont remplacés 

mM à mM par des ions ~s'(mi1 ieu II) une hyperpolarisation membranaire de 

1 'ordre de 10 mV est observée (après 20 minutes, le potentiel de repos passe 

de - 74 mV à - 83 mV). Les courbes courant-potentiel établies à 1 'état sta- 

ble c'est à dire en fin d'impulsion de 125 msec en conditions de référence et 



Figue 2 : 

CowuwLt g l o b d  de m m b m e  ( h z c é b  du Iz&l svulcg&5.txé en %@panje 
a d a  c n é n w x  de potentiel hnpo~é (Ztacéa du ba) au Lueau d'une @bre 

placée depub 20 min d m  t e  milieu de V i f .  



après 20 mn d '  imbibition de la  fibre par l e  mil ieu pauvre en K' sont présen- 

tées (figure 3 ) .  Ces courbes sont para1 lèles pour des potentiels ,< - 90 mV.  

Ce parallélisme t r a d u i t  l e  f a i t  que ce milieu pauvre en k en depit de la 

présence d'ions CS+, n'a aucun effe t  sur la  rectification dans l e  sens 

entrant s i  ce n 'est  un déplacement de la  relation courant-potentiel dans l e  

sens des hyperpolarisations, 1 i é  au déplacement du potentiel de repos (hy- 

perpolarisation de 10 m V ) .  Cette variation e s t  en relation avec l e  déplace- 

ment de la courbe conductance de rectification anomale - potentiel qu'ob- 

servent de nombreux auteurs en particul i e r  HUTTER e t  WILLIAMS (1979 j sur 1 a 

fibre musculaire de grenouille, HAGIWARA e t  a l .  (1976) sur la membrane de 

l'oeuf d 'é to i le  de mer. 

Si la rectification dans l e  sens entrant de l a  f ibre musculaire 

d'écrevisse e s t  de nature potassique comme sur la f ibre  musculaire de ver- 

tébré, 1 a réduction de 90% de la concentration extracel lulaire de K' compen- 

sée par 1 'apport de CS' devait se traduire conformément à ce q u i  e s t  obser- 

sé sur les  fibres de Vertébrés par une diminution voire une disparition de 

cette conductance de rectification. Ainsi la  persistance du courant de 

+ rectification dans l e  sens entrant en milieu pauvre en K implique que ce 

courant peut ne pas ê t re  porté par les ions k. 

2. Effets de la réduction de la  concentration extrzcellulaire a ' ions ................................................................. 
Cl: -i90%1 

Pour confirmer l'hypothèse ci-dessus, es t  étudié l ' e f f e t  du milieu 

pauvre en ions Cl - (90% de ces ions C I -  sont remplacés mM à mM par les 

ions méthyl su1 fa te ,  milieu I I  1) sur la relation courant-potentiel etab1 ie  

en f i n  d'impulsion 125 msec. La figure 4 résume les  résultats obtenus 

sur une f ibre stabil  i sée pendant 20 min en m i  1 ieu normal . Le m i  1 ieu anormal 



Fkgwte 3 : l 

Reea t io r t s  cornant-poterltid é t a b f i a  dan6 t e s  concliLLo~ de po- t en t id  

hpodé  en &.Ln d ' .impuRnion ( 1 2 5 ms ec) eri &eu n o W  I @ ) et apkëh 2 0 min 
d'action du m&ieu appauvtu. en ioiz6 K' ( C )  ; 90 3  de^ ionh K' s o n t  

! 
+ 

&empEacEh p a ~  1e.b iom Cd (&eu T I )  . RP = - 14 mV (nédehencei et 

- 83 mV ape6  20 " d l a d o n  du tnXiw appauvd i o m  K' ; HP = - 70 mV ; I 
I 

L = 3 1 2 , s  Pm ; t1  = 312.5 um ; d = 312.5 ua. 

Le phénomène de ne&~icat ion  danb t e  s e u  enMant eb.t maintenu. 



Figrne 4 : 

R-om coutuzM;t-po.tc?ntiCe e R c z 6 l - i ~  dam lu con&iovlls de pvXemX& 

imposé en 6in dlhpLLen.Lon ( 125 m4 ec) en W e u  de tédiVience ( eb l et ai;u~èb 

20 m&dZaofion du rruZeu appauvni en i o m  CL- ( O 1 ; 90 % d ' iom  CL- du 

W e u  ex;tenne ount /~mpLacén pm l u  ion?s méthq-edd6ate (mL&iu 717 1 . 
RP = - 3 2  mV (/réS&ence) e;t: - 93 mV a@& 20 min d'action du n f i e u  

appuviti en iond cX- ; HP = - 70 mV ; 1 = 300 Pm ; 1' = 300 Pm ; d = 270 rim. 

Le phénom2ne de aecaX~icaCion datu l e  sen6 entttad ut aboli sn 

&eu Jtrrès pauvtte en iom Cl-. 



entraîne une hyperpolarisation membranaire qui n'atteint une valeur stable 

de 20 mV qu'après 20 min. Le potentiel de repos passe pour 1 a fibre i nterro- 

gée de - 73 mV à - 93 m V .  Cette hyperpolarisation est à ussocier à la linéa- 

risation de la courbe qui traduit la relation courant-potentiel . Aussi sous 

l 'effet  de ce milieu anormal, la rectification de sens entrant est supprimée. 

Signalons de plus que 1 ' hyperpolarisation membranaire est maintenue tant 

que la fibre est  en mi1 ieu pauvre en ions CI-  ; ceci conduit à supposer que 

dans les conditions de référence (en mil ieu de VAN HARREVELD) les ions C I -  

ne sont pas distribués selon l'équilibre de DONNAN e t  que le  potentiel 

d'équilibre de ces ions Cl- est moins négatif que 1 e potentiel de repos. 

Ceci implique de plus que dans les conditions de référence un  transport 

actif de Cl- dirigé vers 1 ' intérieur de l a  fibre maintiendrait 1 'activité 

du C I -  à une valeur élevée. Enfin le f a i t  que la d i m i n u t i o n  de la concen- 

tration de C I -  supprime la rectification dans le  sens entrant (responsable 

d ' u n  mouvement sor'tant d'ions el-)  sur la fibre d'écrevisse n'est pas pour 

surprendre dans 1 a mesure où cur les f i b ~ s  muscul aires de grenoui 1 le HUTTER 

e t  WILLIAMS, (1979) montrent que la diminution de la concentration extracellii- 

laire de potassium diminue la conductance maximale de rectification dans le  

sens entrant qui dépend, sur ces prEparations, d'un rnoüvement entrant d'ions 

k. De même sur la membrane de 1 'oeuf d'étoile de mer, HAGIWARA et a l  . 
(1976) montrent que 1 a conductance maximale de rectification qui &pend 

aussi d'un mouvement d'ions K+ est fonction de la concentration extra- 

cellulaire en ions k. Ainsi sur la fibre musculaire d'écrevisse, la dini- 

nution de la conductance de rectification aux ions cl- pourrait rendre 

compte de 1 ' hyperpol arisation membranai re ; le  potentf el de repos dans ces 

conditions étant égal au potentiel de diffusion aux seuls ions K+ e t  ~ a * .  

En conclusion, la persistance de la rectification dans le  sens entrant 



4- en milieu appauvri en ions K ( e t  en présence d'ions CS') e t  sa disparition 1 

l 
en milieu très pauvre en ions CI -  permet ainsi de supposer que l e  courant 

l 

I 
1 

de rectification de sens entrant de la fibre musculaire d'écrevisse e s t ,  
l 

comme sur 1 'organe électrique de Torpille {WHITE e t  MILLER, 1979 ; MILLER 

e t  WHITE, 1980) e t  sur les neurones dlAplysie (CHESNOY-MARCHAIS, 1982, 1983), 

porté par les ions Cl-. 1 

3 .  Effets . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  de 1 'acide niflumigyg 

L'acide niflumique ( A N )  est  une substance amphiphile d o n t  la mol5cule 

présente deux pôles(voir formule ci-dessous). Cette substance inhibe réver- 

siblement le  transport d'anions au niveau de la membrane du globule rouge. 

Comme le  montrent COUSIN e t  MOTAIS (1979, 1982), cette AN se fixe sur deux 

populations de si tes (de haute affinité e t  de faible affinité) ; de ce f a i t ,  

la courbe dose-réponse présente deux composantes : une composante linéaire 

qui reflète l'interaction de AN avec les lipides membranaires e t  une com- 

posante saturable q u i  disparaît lorsque les mouvements de Cl- sont préala- 

blement bloqués par l e  SITS q u i  lui se fixe de façon covalente donc irré- 

versiblement sur la protëine impliquée dans la translocation des ions C I -  

de la membrane de globule rouge. 1 
Compte tenu du f a i t  que cette substance amphiphile appara t t  étre un  

inhibiteur spécifique de la perméabiiité aux icns 1 agissant à très ia i -  
1 
1 

i: 
ble concentration (Kg = 10-'~), son effet sur la rectification dans l e  sens I 

entrant de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse a été étudié. i 
1 



mvnbnane de globule muge (COUSIN et I~IOTAIS. 1 9 7 9 ,  1 9 8 2 )  hévèlent q K e  l e s  

e66ets phwflacologiques de cette drogue se siAuent au riveau molécdbhe 

à savoUr. l ' i n t m c t i o n  avec un sLte pmo*Gque. En e i d d ,  l 'acide ni~eiuni- 

que a une sixucâure ampkiphZique, ctes.t-à-dule p a e n t e  un pôle hydtro$de 

et un pole hydirophobe, ce qrri hp&Lque pu' &e so*t do&bée  à tfh&vidace. 
/ 

Les figures 5 e t  6 résument les ef fe ts  de cet te  substance à differen- 

tes. concentrations respectivement sur l a  rectification dans l e  sens entrant 



 da^ l e s  concf.LCiom de potentid hpoaé,  ~ L U L  une &&ne flacEe dana l e s  
con&ana nomdes ( 8 )  (&eu 1 )  et ctr3trb a d o n ,  à in tavalXe de 

t emp6  de 15min, du miXieu contenant de L'aei.de ni@uniqur a u x  conceha-  

de J O - ~  M.x-' ( O IO-'M..~-' ( r 1 et ~o-~n.e-' ( A  1 r v i .  
RP = - 6 8  mV (héb&tence) et - 76 niV, - 8 1 -  m V ,  - 8 8  mV h.espeotive.me~zt I 

poun l e s  conccntzationa en acide ni~lwnique de  IO-^, IO-' et 10-~1.L- ' .  

HP = - 10 mV ; .L = 312 , s  P m  ; l' = 150 um ; d = 3 1 2 ,  5 Pm. 

L'ample,~ de llink<.biXLon de t a  kecti~icatioiz  Z ~ r t a  t e  nenh e&arLt 

aina i  que l ' hypenpotahation membmnaine depend ?nt de concenthativn 

en AN. 



1 E v o ~ o n  du poXena5eL de rrepos (RP) en donction de la cance~LfrLatLon 

i en acide ni@umique ( A N )  UabGe swt une même &ib/tc h;tab.&L~iie dw~avt t  

15  min, powt chaque conce-on Xutée. 

L'_gei.de n i ~ W q u e  enahGne une h y p ~ ~ o ~ ~ o n  rne~nbr~md~e 

1 d'auta& pilu &pontante que la coi:cemha"tion en AN en.t Eevée. 



e t  sur le  potentiel de repos d'une même fibre musculaire. On note que 

l'AN entraqne une hyperpolarisation membranaire d o n t  l'ampleur dépend de 

la concentration en AN (figure 6 ) .  Cette hyperpolarisation est d'environ 

20 mV pour une AN de ~ o - ~ M  ; à cette m?me concentration, la rectification [ 1 
dans l e  sens entrant est totalement inhibée puisque la relation courant- 

potentiel devient linéaire e t  l a  pente est alors égale à la conductance de 

fuite (figure 7 ) .  

Les effets de l'AN agissant à intervalle de temps de 15 min pour 

chaque concentration (1om9,  IO-^ , 1 0 - ~ )  montrent que 1 ' inhibition de 1 a 

rectification dans l e  sens entrant est d'autant plus ample, comme d'ailleurs 

1 ' ampl i tude de 1 ' hyperpol ari sation membranai re, que 1 a concentration est  

plus élevée. L'établissement de la relation liant l 'inhibition au logar i th -  
C 1 

me de ( AN 1 permet de dëterminer 1 a concentration pour 1 aquell e 1 a conduc- 
L J 

tance est  réduite de 50%. Comme le  montre la figure 8, la valeur de cette 

concentration extrapolée à partir de cette relation est  de l'ordre de 

6 . 1 0 ~ ~ ~ .  Cette concentration, correspondant à l a  constante de dissociation 

apparente Kg, est  très proche de celle déterminée par COUSIN e t  MOTAIS, 

(1979, 1982) en ce q u i  concerne 1 'inhibition de la perméabilité aux ions 

Cl - de 1 a membrane ' érythrocytai re. 

Enfin les résultats obtenus sur l e  noexi de Ranvier de grenouille dus 

à l'obligeance de DUBOIS (CORBIER e t  DUBOIS, 1983) montrent que cette subs- 

tance amphiphile, à la concentration ~ o - ~ M ,  n'a aucun effet sur toutes les 

composantes du courant membranai re enregistré. Ce résultat négati f n ' est  

pas surprenant dans la mesure où. aucune conductance aux ions CI -  qu i  dépen- 

drait  du voltage n'a été décri te sur cette préparation .' Cependant à pl  us 

forte concentration ( I O - ~ M ) ,  CORBIER e t  DUBOIS (1983) s i  ynalent que 1 ' A N  
4- a g i t  en diminuant l a  conductance aux ions Na , ne touchant pas par  contre 



Figwre 7 : 

R e e a t i o ~  counant-p<iXenti& é t a b f i u  en pote&& Unpooé nuir une 

I i b n e  en &eu de né daence ( ) et en W k u  VU addLtionné d ' acide 



log [AN]< M. 1-'1 

Figwre 8 : 

R W o n  h t  L'inhibikion de La trec;tibication max0nde dam 

Xe a m  e&att 17 1 au Logubune de .La concevtfftation e x t r r a c U & c  

en aoide ni@umLque ( Log [ A N ]  ) , éakbfie à p W  des ~ é 6 u L û u 5 ~  obtenu 
am deux b.ib/ru (a) (+! . L 'inhib&on u;t: maxir~de ( T = 7 1 L o u  que la con- 

ductance membiranaine ne corna pond p u  pu ' à .La conductance de (Gd 1 . 
La conductance maximale de aec t i~ ica t ion  ( 1  ut cdclceée à p 6 ' r  de 

lu v&w mmaUnde de lu pente de La h d ~ n  couhant potenCid (cl 
ob2enue p o w  de botLto?r hyp~po~ahisa;tion?s aupu&e on t  ~ 0 u ; f i r d e  la 



celle aux ions K' ni celle correspondant au courant de fuite. Pour ce qui 

est de la conductance aux ions ~a' ,  seule la conductance maximale est dimi- 

nuée puisque la relation sigmotde liant la  disponibilité de l a  conductance 

aux ions ~ a '  (variable h )  au potentiel membranaire es t  déplacée dans l e  

sens des hyperpolarisations. Ainsi à cette concentration relativement élevée 

( O M )  , 1 ' A N  peut être considéré corne une substance ayant les propriétés 

d '  u n  anesthésique 1 ocal . 
En résumé, 1 'absence d'effet de 1 'AN à ~ o - ~ M  sur le  noeud de RANVIER 

e t  le  blocage complet par-contre , de la rectification dans le  sens entrant 

de la fibre musculaire d'écrevisse confortent 1 'hypothèse relative à 1 'exis- 

tence d'un courant entrant por tepar  les ions CI -  sur cette dernière prépa- 

ration, activé lors d'hyperpolarisations membranaires. 

4. Conclusion sur la rectification dans le sens entrant 
------------------3--------------------------------- 

Dans la mesure où la rectification dans l e  sens entrant de la fibre 

musculaire squelettique d'écrevisse persiste en milieu contenant des lons 

TEA' (résultat non i l  lustre) e t  en milieu CS' (voir figure 3)  e t  dans la 

mesure où en mi 1 i eu pauvre en Cl - ou en mi 1 ieu normal contenant de 1 ' acide 

nifl unique à l a  concentration de ~ o - ~ M  cette rectification es t  inhi bée, cela 

amene à conclure q u i  i 1 existe un courant entrant porté par les ions Cl - ac- 

tivé lors d' hyperpolarisations membranaires . Ces résultats sont en occord 

avec ceux de HAUOECOEUR e t  GUILBAULT (1974 a e t  b )  obtenus sur la fibre 

d'un autre crustacé : le  crabe, de WHITE e t  MILLER (1979), MILLER e t  WHITE 

(1980) sur 1 'organe électrique de Torpille e t  ceux de CHESNOY-MARCHAIS (1982, 

1983) sur les neurones diAplysie. 

Au potentiel de repos ( E r  = - 70 mV) en supposant qiie la conductance 

de membrane est égale à la conductance de fuite ( G f )  plus ce1 l e  de recti- 



fication ( G r ) ,  que l e  potentiel d'inversion du courant de fui te  ainsi .que 

celui du courant de rectification - sont respectivement Ep e t  Ex ,  i l  vient 

1 'équation suivante : 

Les résultats i l lus t rés  aux figures 4 e t  5 permettent pour les diffé- 

rents paramètres de l'équation ci-dessus, de donner l es  valeurs suivantes : 
-3 -2 Er  = - 70 mV,  Ef = - 86 m V ,  Gr = 0,93.10 S.cm , Gf = 1,826.10-~~.cm-~,  

Gm = 2 ,8 .10 -~~ .cm-~ ,  ainsi l e  potentiel Ex= - 40 mV. 
Si ce potentiel Ex correspond au potentiel d'inversion du courant de 

rectification porté par les  ions CI- ,  cela implique que la pi le  d'équili- 

bre aux ions CI-  es t  moins négative que le  potentiel de repos. 11 exis tera i t  

au niveau de l a  fibre musculaire d'écrevisse un mouvement entrant ac t i f  

d'ions CI-  q u i  permettrait l e  maintien de 1 ' ac t iv i té  interne du CI-  à une 

valeur bien supërieure à ce que prévoit la distribution passive de 1 'équil i-  

bre de DONNAN. 

E n f i n ,  en présence d'acide niflumique, i l  devient possible sur notre 

préparation d'extrapoler la  valeur du courant de fu i te  pour les  dëpolarisa- 

t ions  à partir de la relation linéaire etablie pour les impulsions hyperpo- 

larisantes. En ef fe t ,  1 'obtention d'une relation 1 inéaire entre l e  courant 

e t  l e  potentiel ( I f  = f (Ei) )  e s t  une des conditions nécessaires pour e tab l i r  

la cinétique du courant régenératif entrant de calcium lors de dépolarisa- 

t i ons  membranaires à par t i r  du potentiel imposé de référence ( H P ) .  



B - ETUDE DE LA RECTIFICATION DANS LE SENS SORTANT 

En 1977 HENCEK e t  ZACHAR, étudiant les propriétés de 1 a membrane 

de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse, montrent qu' i 1 existe 

trois courants activés lors d'amples dépolarisations dans les conditions de 

potentiel imposé : un courant entrant porté par les ions ca2' e t  deux cou- 

rants sortants 1 e t  1 portés par les ions k. Le courant 1 est dépen- 
K? - - 

dant du voltage, quant au courant IK?, - i 1 correspond 

au courant retardé classiquement mis en évidence sur de nombreuses struc- 

tures excitables. Ces résultats de HENCEK e t  ZACHAR confirment ceux obtenus 

antérieurement sur la fibre musculaire de crabe par MOUNIER e t  VASSORT(1975) 

e t  ceux décrits postérieurement par ASHCROFT e t  STANFIELD (1982a) sur l a  

fibre muscul aire squelettique d '  insecte. 

Cependant, sur les fibres musculaires Se Crabe ayant des réponses 

régénératives par tout-ou-rien, HAUDECOEUR e t  GUILBAULT (1974 a e t  b)  ; 

B~ÙLi e t  al (1976) e t  al . (1983 a )  constatent 1 a disparition du cou- 

rant sortant retardé en milieu pauvre en ions Cl- alors que ce courant 

persiste en milieu isotonique de chlorure de ch01 ine en dépit du f a i t  que 
t ces ions choline bloquent, t o u t  au moins partiellement, le  courant sortant - I 

retardé de K' de 1 a membrane axonal e (HILLE, 1967 ) . De pl us, BRULE e t  al . 
(1983b)montrent que le  potentiel d '  inversion du courant retardé, courant 

pleinement activé par une ample dépol arisation, varie 1 inéai rement avec 1 e 
/ 

logarithme de la concentration extracel lulaire d '  ions CI - (1 a pente étant 

de 25 mV par dëcade). Aussi la participation des ions C I -  à la perméabilité 

membranaire est  par ailleurs observée sur de nombreuses préparations, en 

particulier sur les fibres muscul aires squelettiques de grenoui 11 e (HUTTER 

e t  NARNER, 1972 ; MARNER, 1972). C'est probablement l'existence d'une com- 

posante du courant sortant porté par des ions autres que les ions K' qui 



expl  ique 1 ' impossi bi 1 i t é  de bl oquer totalement 1 e courant sortant retardé 

par les ions TEA' corne cela es t  montré sur la  f ibre musculaire squelettique 

de grenouille (STANFIELD, 1970 e t  SANCHEZ e t  STEFANI, 1978 ; 1983), sur les  

f ibres musculaires dl  insecte en dépit de la  présence de 120 mM de TEA' 

(ASHCROFT e t  STANFIELD, 1982) e t  aussi sur la f ibre musculai re d'écrevisse 

1 (ZAHRADNIK e t  ZACHAR, 1982). 

Par a i l  leum, dès 1969 HAGINARA e t  al . (1969), signalent 1 'existence 

d ' u n  courant sortant associé au courant entrant de calcium sur la f ibre de 

bal ane, courant sortant supprimé par addition au mil i eu extracel 1 ul a i re  de 

1 2 mM de procaine ; ce dernier courant étant selon ces auteurs porté par les 

ions K' et/ou CI - ,  son potentiel d'inversion étant proche du potentiel de 

1 repos. De plus ce courant apparaît nettement à part ir  d'un seuil de poten- 

t i e l  imposé voisin de - 10 mV.  

1. Effet des ions TEA' sur l e  courant sortant .......................................... 

Sur  la  fibre muscul aire,  1 'addition de C O ~ +  au milieu de VAN HARREVELD 

(milieu V), en absence d'acide niflumique, permet comme le montre la figure 

9 d 'établir  l a  relation courant-potentiel au maximum de courant. Cette rel a- 

tion permet de mettre en évidence d'une part la  rectification dans i e  sens 

1 entrant e t  d'autre part cel le  dans l e  sens sortant.  Cette relation e s t  très 

rnodifiëe en ajoutant au mil ieu du  TEA' à la  concentration de 60 mM (60 mM 

1 de NaCl sont remplacés par 60 mM de TEAC1) e t  de 1 'acide niflumique à 

1 0 - 6 ~  (milieu VI). La figure 9 montre 1 'abolition de la  rectification 

I dans l e  sens entrant par l 'acide niflumique e t  l e  blocage important mais 

non complet de la rectification dans l e  sens sortant par les  ions TEA'. La 

courbe nontre en e f fe t  qu'il  persiste un courant dynam;que nettement visible 
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au seuil de potentiel imposé - 10 mV.  Ce résultat  es t  conforme aux obser- 

vations de HAGIWARA e t  a l .  (1969). 

2. !f f ~ t ~ _ d ~ s _ ~ l ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 1 . 1 ~ ~ 1 ~ ~ ~ ~ ~ 1 ~ ~ ~ ~ ~ 2 1 ~ 1 ~ ~ 3 f ~ ~ ~ d ~ ! s , ~ 1 ~ ~ ~ ~ ! ! s , ~ s _ ~ r ~ ~ ! ! ~  

+ 
En présence d'ions Cs dans l e  milieu de VAN HARREVELD (10 mM de 

NaCl sont remplacés par 10 mM de ClCs milieu VII) , la  modification de l a  

relation courant-potentiel (figure 10) es t  similaire à celle observée en 

présence d'ions TEA'. Là encore, corne avec les  ions TEA', un courant so r t an t  

persiste q u i  s 'act ive au seuil de potentiel - 10 m V .  Dans l e  cas de l a  figu- 

re  présentée, l'absence dans l e  milieu d'acide niflumique se traduit par 

l e  maintien de la  rectification dans l e  sens entrant en dépit de la présen- 
+ ce dans l e  milieu d'ions Cs connus pour bloquer sur les fibres musculaires 

de vertébré l e  courant entrant porté par les ions K+. 

3 .  Conclusion .................................................... sur l a  rectification dans l e  sens sortant 

Sur 1 a f ibre muscul a i re  d 'écrevisse, 1 ' inhibition incomplète par 
+ les  ions TEA de la  rectification dans l e  sens sortant confirme les o ~ s e r -  

vations de ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982). En e f fe t  pour bloquer complëternent 

l e  courant sortant de rectification, ces auteurs sont amenés à perfuser in- 

trace1 lu1 airement la f ibre  par un  mil ieu dépourvu de KC1 (remplacé par du 

t r i s  propionate pour conserver l ' i so tonie) .  De même, la  solution externe 
+ 

ne contient pas d'ions K+ e t  Na , ces deux ions étant remplacés par l e s  

ions tris'. C'est dans ces conditions ioniques parti cul ières que ZAHRADNIK 

e t  ZACHAR sont conduits à décrire deux composantes de courant entrznt de 

calcium correspondant selon eux à deux populations de canaux calciques qui 

présenteraient des cinétiques d'activation e t  d'inactivation différentes. 
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Egalement, corne cela va etre développé ci-dessous, nos résultats condui- 

sent aux m6mes conclusions que celles de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) dans 

1 a mesure où la dissection du courant de calcium est rendu possible, c'est 

3 dire dans les conditions où tous les phénomènes de rectification membra- 

naire (sens entrant et sortant) sont totalement innibës. Bien que les rë- 

su1 tats ne soient pas i 11 ustrës (ci -dessus) ces phénomènes sont totalement 

inhibés quand la fibre musculaire d'écrevisse est maintenue en survie dans 

le milieu de VAN HARREVELD additionné de ~ o - ~ M  d'AN, de 2 rnM de procarne 

et dont une partie du NaC1 (60 mM) est remplacée par du TEAC1. 

Comme cela va être montré maintenant , il est en effet impossible 

de déterminer avec plus de certitude la valeur du potentiel 

d'inversion du courant entrant de calcium et la cinétique de ce murant 

en absence de procalne. 



DEUXIEME PARTIE : ETUDE DU COURANT 

ENTRANT ( I c a )  ET DE LA CONDUCTANCE 

(GCa) DE MEMBRANE AUX 



Sur 1 a f ibre  muscul a i re  d 'écrevisse interrogée dans 1 es conditions 

de potentiel imposé (patch clamp) H E N ~ E K  e t Z A C H A R  (1977) décrivent u n  cou- 

rant  entrant de calcium qui s ' inactive au cours du temps e t  don t  l e  potenti- 

el d'inversion e s t  voisin de la  valeur de la pi le  d'équilibre aux ions ca2+ 

( E ~ a  = + 85 m V )  . Sur  1 a f ibre muscul a i re  de crabe, interrogée à 1 'aide de 1 a 

technique de la  double partition de saccharose, MOUNIER e t  VASSORT (1975) 

observent en présence d'ions TEA' (20 mM) que l e  courant entrant de calcium 

présente également une phase d'inactivation, l e  potentiel d'inversion de ce 

courant étant de + 30 mV seulement. A l ' inverse, en 1973 KEYNES e t  a l .  

décrivent également u n  courant entrant de calcium q u i  ne s'inactive pas 

au cours du temps : la f ibre  de balane es t  perfusée intracellulairement par 

de 1 'EGTA (chelateur de calcium permettant ainsi l e  maintien de l ' a c t i v i t é  

interne de ca2+ à une valeur de ~ o - ~ M )  en absence d'ions Cl' e t  K+ (ces der- 
+ niers ions étant remplacés par les ions CS') ou en présence de TEA à l a  con- 

centration de 50 mM. 

11 es t  également important de signaler pour les fibres de crustacés 

que la  valeur de 1 'exposant x correspondant à la  relation rn> =pi) e s t  de 

2 pour la f ibre de crabe (MOUNIER e t  VASSORT, 1975) alors q u '  i l  est  de 6 

pour cel le  d'écrevisse (HENCEK e t  ZACHAR, 1977). Cette valeur diffêrente de 

x conduit à émettre l'hypothèse selon laquelle les  canaux calciques interro- 

gés pouraient ê t r e  différents. Signalons à l'appui de cet te  hypothèse que 

ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) sont amenés à postuler 1 'existence de deux popu- 

lations de canaux calciques correspondant à deux composantes de courant 

entrant de calcium. La première composante quant à son amplitude es t  par- 

ticulièrement t rès  sensible à une prédépolarisation. Dans ces conditions, 

en formulant avec ZAHRADNIK e t  ZACHAR qu' i l  existe au niveau des fibres muscu- 

1 aires de crustacés deux popul ations de canaux cal ciqties, les résu1 ta ts  g c r i t s  ci-dessus 



des d i  fférents auteurs, en apparence différents , peuvent être conci 1 i 8s. 
1 

I 

En e f f e t ,  suivant les techniques utilisées par  ies auteurs, 1 'une ou 1 'autre 
1 

I 
des deux composantes du courant de calcium ou les deux pourraient ê t re  en- 1 

En plus des conditions ioniques imposées pour  l 'étude du  courant 

entrant de calcium (abolition des phénomènes de rect if icat ion),  i l  faut ,  

dans nos conditions de potentiel imposé à l ' a ide  de microélectrodes, 

s 'affranchir de l a  contraction. En e f fe t ,  l e  déplacement de la  f ibre lors de 

la  contraction entraîne une sort ie  des microélectrodes. Pour ce fa i re ,  l e  - 1 

milieu de VAN HARREVELD contenant du TEA e t  de l'AN, e s t  en plus additionné 

de 2 mM de Mn++ ou de 2 mM de procaine. Par ai l  leurs la  concentration extra- 

cellulaire de calcium es t  réduite au 5ème de sa valeur normale (2,8 mM au 

lieu de 14 mM). D'une part la réduction du calcium extracellulaire permet 

l e  développement d'un courant entrant de calcium plus faible que dans les 

conditions normales e t  f ac i l i t e  ainsi une meilleure imposition du potentiel 

membranaire, d'autre part la  présence de procaine connue pour inhiber l a  l i -  

bération du Ca'' à part ir  du  réticulum sarcoplasmique, ou la  présence d'ions 

Mn2+ inhibant en partie l e  courant entrant de calcium, suf f i t  ii annuler l e  

phénomène mécanique. Précisons que la  constante de dissociation apparente 

du ~ n ' +  avec les s i t e s  des canaux calciques e s t ,  selon HAGIWARA e t  TAKAHASHI 

(1967), de 2 mM pour la f ibre musculaire de balane. Enfin en tenant compte 

des données de HENCEK e t  ZACHAR (1977) en ce qui concerne la valeur de ECa 

(+ 85 I 4,2 mV) pour une concentration externe de calcium normale de 13,5 mM, 

on d o i t  s 'attendre à déterminer dans nos conditions ( = 2,8  mM) un po- 

tentiel d'inversion pour Ica d'environ + 65 mV.  



A - ETUDE DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM EN PRESENCE D' IONS ~ n + +  

La figure 11 donne un exemple d'enregistrements du courant de mem- 1 
I 

brane pour une fibre placée dans l e  milieu VI11 (milieu de VAN HARREVELD I 
contenant TEA', AN, ~ n " )  pour différentes valeurs de dépolari sation imposée 

à par t i r  d'un potentiel imposé de référence HP de - 70 m V .  La figure montre ~ 
l 

l'évolution du courant de membrane pour ces niveaux de dépolarisation. Pour 1 
une faible dépolarisation ( E i  = - 40 m V ) ,  u n  courant entrant es t  activé 

correspondant au seuil du potentiel d'activation de l a  conductance calcique. 

Pour Ei = O m V ,  l e  courant 1 es t  net entrant e t  conserve sa valeur tant  
m 

que dure la dépolarisation ( 180 msec). Lors du  retour à 1 a valeur de HP l e  

courant de queue e s t  entrant e t  correspond à la  déactivation d u  courant Ica .  

Pour une plus ample dépolarisation ( E i  = + 28 m V ) ,  l e  courant durant tout 

l e  temps du potentiel imposé,estde sens sortant ; comme sa valeur minimale 
es t  at teinte rapidement e t  presque conservée pendant toute la  durée de  

1 'impulsion, cela implique que le  courant 1, ne s 'inactive pas. A 1 'appui 

de l'absence d'inactivation, i l  faut signaler la présence d ' u n  courant de 

queue de sens entrant. Pour une plus ample dépolarisation ( E i  = + 48 m V )  

1, évolue comme précédemment ; 1 'apparente inactivation étant due au courant 

sortant qui résiste aux ions TEA' e t  qui se développe à partir de Ei  = O aV 

(voi r  figure 9 e t  10). De plus, 1 'absence d' inactivation du courant Ica 

dans la  gamme des potentiels compris entre - 40 e t  O m V ,  peut ê t re  due 

au blocage d'une des deux composantes de courant entrant Ica, composantes 

mises en évidence par ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982), e t  qui sont également 

décri tes  ci -après. 

L'établissement de l a  relation courant, exprimé en ternes de diffé- 

rence de potentiel (E2 - E l ) ,  en fonction du p o t e ~ t i e l  imposé Ei (figure 12)  

montre que l e  courant global s '  annule pour une valeur de Ei de 1 'ordre de 

- 20 mV,  a t te in t  sa valeur maximale entrante pour Ei  = O mV e t  s'inverse 
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pour une Ei  = + 5 mV. L'établissement du courant dynamique ( " I cau )  en fonc- 

tion du potentiel après soustraction du courant de fui te  extrapolé à part ir  

de la relation linéaire obtenue pour les hyperpolarisations, montre que ce 

courant s 'ac t ive  pour un seuil de potentiel de l 'ordre de - 45 mV, e s t  

maximale pour Ei = O mV e t  s'inverse pour Ei = + 30 m V .  Pour des potentiels 

t rès  positifs ( à  par t i r  de O m V )  la relation courant-potentiel , comme cela 

e s t  i l lus t ré  à la figure 12, es t  l inéaire. Cette relation linéaire d'une 

part e t  la faible valeur du potentiel d'inversion du courant d'autre port 

nous amène à conclure au vu des résultats d'ASHCROFTetSTANFIELD (1982a) de 

ceux de H E N ~ E K  e t  ZACHAR (1977) e t  de ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) que l e  cou- 

rant correspond, pour de fortes dépolarisations, à un  courant entrant de cal- 

cium associé à un courant sortant. En e f fe t ,  s i  l e  potentiel d'inversion d u  

courant entrant de calcium es t  de + 30 m V ,  l a  concentration interne de cal- 

ciun, dans nos condi tions expériementales, se ra i t  de 0,26 10'~#, valeur 

incompatible avec une absence de contraction. De plus, d'après les travaux 

de HENCEK e t  ZACHAR (1977) effectués sur 1 a même préparation, 1 a valeur de 

ECa compte tenu de l a  concentration externe de calciun devrait être de + 65 r n V .  

Par a i l  leurs, ASHCROFT e t  STANFIELD (1982 a)  montrent que i a  relation 

Ica = f (Ei)  présente une très forte rectification au voisinage du potentiel 

ECa q u i  es t  en accord avec la théorie du champ constant de Goldman. Enfin, 

nos résultats antérieurs (figure 9 e t  10) montrent qu' i l  subsiste, en pré- 

sence d'ions TEA' ou CS', une composante de courant sortant q u i  es t  nette- 

ment activée à parti r de Ei = - 10 mY . Ainsi donc, 1 ' exi stence de ce cou- 

rant sortant associé au courant entrant rend compte de la faible valeur d u  

potentiel d'inversion (+ 30 m V )  e t  de la relation linéaire l i an t  l e  courant 

au potentiel pour l es  valeurs positives de Ei  . 
En concl usion 1 a présence d '  ions ~ n * ,  en dépit de 1 'absence de 

contraction, interdit  la poursuite de l 'analyse d u  courant entrant de calcium 
2+ e t ,  de ce fa i t ,  de la conductance rnembranaire aux ions Ca . Ceci est l a  raison 

pour laquelle la procaîne a été u t i l i sée  pour la  suite de l'expérimentation. 



Si, corne les ions ~n'' (2 mivl) ,  1 a procaine bloque 1 e dével oppement de -1 a 

contraction elle présente de plus l'avantage de faire disparaître la compo- 

sante de courant sortant qui résiste aux ions TEA' comme cela a été démontré 

dès 1969 par HAGIWARA et al . sur la fibre de balane. 

B - ETUDE DE Ica ET GC, EN PRESENCE DE PROCAINE 

1. Analyse ---- ------- de Ica 

La procaCne est un anesthésique local qui provoque le découplage entre 

le potentiel d'action et la contraction en inhibant la libération de Ca par 

le réticulum sarcoplasmique comme cela est montré sur les fibres de crabe 

(SUAREZ-KURTZ et SORENSON, 1979 ; SUAREZ-KURTZ, 1982) sur celle d'écrevisse 

(REUBEN et al., 1967 ; SUAREZ-KURTZ et al., 1972) et de balane (CAPUTO et 

DIPOLO, 1978). Egalement, ce découplage apparaît au niveau des fibres mus- 

culaires squelettiques de grenouille (FEINSTEIN, 1963 ; LUTTGAU et OETLIKER, 

1968 ; CAPUTO, 1976). Ce découplage n'est pas dû à une altiration des proté- 

i nes contracti 1 es (ORENTLICHER et al . , 1974 ; SUAREZ-KURTZ, 1982) mais à un 

blocage de la libération du calcium à partir du réticulum sarcoplasmique 

(LEA et ASHLEY, 1981). Ceci est observé aussi bien sur des fibres intactes 

de grenouille (CHIARANDINI et al., 1970) que sur les vésicules isolées de 

réticulum sarcoplasmique (YAMAMOTO et KASAI, 1982). Par ailleurs, JACOBS et 

KEATINGE (1974) et KURIHARA (1975) montrent que la procaine exerce sur le 

muscle lisse un effet excitateur à faible concentration et inhibiteur à for- 

te concentration. KURIHARA, (1975), KURIHARA et SAKAI, (1976) et CASTEELS et 

al. (1977) interprètent cet effet excitateur de la procaine comme étant dû 

au blocage de la perméabilité potassique. En effet, la procaine provoque une 

augmentation de la résistance de membrane (KURIHARA, 1975, ITO et al., 1977), 



une diminution de la rectification dans l e  sens sortant (CASTEELS e t  a l . ,  

1977 ; HARA e t  a l . ,  1980) e t  une prolongation de la durée du potentiel 

d'action (KURIHARA, 1975). Récemnent, IMAIZUMI e t  WATANABE (1982) mentionnent 

deux s i t es  d'action de l a  procahe : un s i t e  à haute aff in i té  ( K g  = 0,26 mM) 

qui intervient directement dans l a  régulation de la perméabilité potassique 

(en dépol ari  sant 1 a membrane e t  en augmentant 1 'exci tabi 1 i t é  membranaire) ; 

un s i t e  à plus faible affini té ( K g  = 3 m M ) ,  impliqué dans la libération du 

Ca réticulaire. Sur l a  fibre muscul aire de balane, 1 a procaine à 2 mM ne 

modifie pas l e  courant entrant de ca2+ mais bloque une composante de courant 

sortant dont 1 'espèce ionique peut correspondre à une sort ie de K' et/ou à 

une entrée de C I -  (HAGIWARA e t  a l . ,  1969). 

La figure 13 donne u n  exemple de relation courant-potentiel établie 

à par t i r  de l'enregistrement de courant sur une fibre placée dans l e  milieu 

IX (mil ieu de VAN HARREVELD, contenant TEA, AN e t  procafne) . La courbe qui 

traduit l'amplitude du  courant global mesuré au maximum entrant ou au mini- 

mum sortant, en fonction du potentiel, montre que ce courant s'annule pour 

Ei = - 40 mV devient l e  plus entrant à - 30 mV e t  s'inverse vers - 5 m V .  La 

relation traduisant 1 'évolution du  courant de calcium en fonction du poten- 

t i e l  après soustraction du courant de fu i te ,  révgle que ce courant Ica 
- 

s 'act ive pour un potentiel seuil de - 50 BV, est  maximale pour Ei = - 10 mV 

e t  qu' i l  s'inverse pour une valeur de potentiel voisine de + 65 mV. Ce plus 

à part ir  des valeurs positives de potentiel imposé, l a  relation cûurant- 

potentiei présente l e  phénomène de rectification attendu par la  théorie du 

champ constant de Goldman ; par ai l leurs,  le  potentiel d'inversion de Ica de 

+ 65 mV e s t  proche de la valeur attendue pour le  potentiel de la pile d'équi- 

l ibre aux ions calcium. Ce résultat  différent de czlui en présence de Mn 2+ 

pour ce qui es t  en particulier de la  valeur du potetitiel d'inversion du courant de Ca 
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est  t o u t  à f a i t  conforme à celui prévu lorsque la  com!)osante du cou- 

ran t  sortant qui résiste aux inhibiteurs de perméabilité potassiqueest éliminée. 
- ?  - 

Connaissant l'amplitude du courant entrant e t  la  valeur du potentiel 

d '  inversion de Ica, c'est-à-dire ECa, l a  valeur maximale de conductance 
- 

(GCa)  estimée es t  de 3,6. 1om3 ~ . c m - ~ .  Cette valeur de GCa e s t  réduite de 

l 'ordre de 7 U  9: par rapport à l a  valeur donnée par HENCEK e t  ZACHAR 

(1977) sur la  fibre musculaire d'écrevisse e t  par KEYNES e t  a l .  (1973) sur 

la  f ibre de balane. Cette réduction t rès  importante de GC, par rapport à 

cel le  estimée par les auteurs c i tés  ci-dessus amène a penser q u ' u n  système 

membranaire pourrait ê t r e  soustrait  à 1 'analyse sous 1 ' e f fe t  de la procafne. 

Cette hypothèse es t  confirmee par les résultats q u i  sont exposés ci-après. 

2. Influence de 1 a Procalne / 2  mM) sur l e  courant caeacitif e t  ---------*--------------- ---- ------------------ --------- 
stationnaire ------------ 

De nombreux travaux réalisés sur les fibres musculaires squelettiques - 1 
l montrent qu'aussi bien l'hypertonie (CAPUTO, 1968 ; BRULE e t  a l . ,  1977) que 
l 

les  anesthésiques locaux : tétracafne e t  procafne e t  certaines drogues te?  

que l e  dantrol ène provoque un découpl age exci tation-contraction (BLOCKLEi-lURST, 

- 1975 ; HUI, 1983 b ; SUAREZ-KURTZ, 1982). Selon FRANK e t  TREFFERS (1977) 

pour 1 a fibre muscul a i re  squelettique de grenoui 11 e e t  sel on DELORME e t  al . 
(1978) pour l a  f ibre musculaire de crustacÊ, 1 'hypertonie provoque un é1 ar- 

gissement de l a  zone de contact entre l e  système tubulaire transverse e t  l e  

réticulum sarcopl asmique. En accord avec cet te i nterprétation , HUI ( 1983 a 

e t  b) étudiant les  courants de porte au niveau de la  triade de la  f ibre  

musculaire de grenouille constate que l a  tétracalne supprime un t ransfert  

de charges intramembranaires ( Q  ) qui, selon 1 'auteur, seraient impliquées 
B 



dans l a  1 ibération de ca2+ par l e  réticulum sarcoplasmique. De plus l a  dimi - 
nution du gradient électrochimique des ions K' e t  C I -  au niveau de l a  mem- 

brane rét iculaire provoque 1 a 1 i bération de ca2+ (NAKAJ IMA e t  ENDO, 1973) . 
11 y aurait  donc pour ces derniers auteurs ainsi que pour THORENS e t  ENDO, 

1975 ; MATSUBARA e t  a l . ,  1977, un couplage entre l e  systeme tubulaire trans- 

verse e t  le  réticulum sarcopl asmique de type "depolarization i nduced-ca2+ - 
rel ease" . En conséquence 1 a membrane réticulaire pourai t ê t r e  stimulée par 

un courant venant des tubules transverses via une structure de type "gap 

jonction" au niveau de l a  diade. Cette hypothèse peut être prise en considé- 

ration en ce q u i  concerne la fibre musculaire squelettique d'écrevisse dans 

l a  mesure où d'une part i l  e s t  montré qu'en présence de procalne ( 2  mM) i l  

y a une réduction de 70 % de l a  conductance calcique (voir c i -  

dessus), où d'autre part i l  va ê t re  maintenant montré qu'également, en pré- 

sence de procajne, le  courant stationnaire diminue dans les mêmes proportions 

(70 %)et  que de plus une des deux comoosantes du courant capaci t i f  disparaît .  

La figure 14 donne un exemple de tracés obtenus sur une fibre placée 

dans 1 e mi 1 i eu de VH sans cal ci um, additionné de TEA' en absence (mi 1 i eu X )  

ou en présence de procaïne (milieu IX) .  Sous l 'influence d'une ample dépola- 

risation (ai = + 70 mV) à part ir  d'une valeur de HP de - 70 mV, l e  tracé 

du courant de référence (tracé A)  sous l 'action de la  procaïne es t  t r è s  modi- 

f iée  (tracé B) . D'une part l e  courant capaci t i f  e s t  moins ample e t  moins du-  

rable, d'autre part l e  courant stationnaire diminue, de 1 'ordre de 70% en 

présence de procaïne. 

Les tracés de droite de la  figure 14 ( A '  e t  B I )  correspondant respec- 

tivement aux tracés A e t  B enregistrés, sont reconstitués. Pour le  tracé A '  

en tenant compte de deux composantes de courtint capacitif (1 e t  2 )  e t  pour 
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l e  tracé B i  en ne tenant compte que de l a  composante (1) du courant capaci- 

t i f .  En effet  l a  figure 15 montre l'évolution du logarithme du courant capa- 

c i t i f  en fonction du temps en absence e t  en présence de procalne. Cette 

représentation en coordonnées semi -1 ogari thmiques met bien en évidence 1 a 

suppression d'une composante du courant capacitif sous l 'influence de l a  

procalne. 

A partir des deux valeurs instantanées (au temps t = O )  1 e t  I 
O ? O2 

ainsi que des constantes de temps r l  e t  r2 des deux composantes du courant 

capacitif e t  de la valeur du courant stationnaire en absence ou en présence 

de proca7ne;il peut ê t re  proposé un shéma électrique équivalent à la mem- 

brane correspondant à une portion de membrane externe de 1 cm2 incluant les 

membranes profondes sans estimation de leur surface. Ce shéma électrique est  

constitue en absence de procalne de deux circuits  R C  en parallèle (figure 

16 a e t  b)  schémas identiques à ceux proposés en 1967 par EISENBERG pour 

la  f ibre musculaire squelettique crabe (a )  e t  par MATHIAS e t  al . , 1980 

pour l a  fibre de grenouille ( b ) .  Ainsi comme cela es t  précisé sur l e  schéma, 

sous l 'influence de la procalne, u n  des deux systèmes membranaires (probable- 

ment l e  système profond) pourait être soustrait  à l'analyse. 

11 es t  important de signaler que chaque circuit  RC e s t  assccié à une 

résistance d'accès ( R a  ) qui représente, d'une part 1 a résistance du materiel 

amorphe constitué par la  basale e t  d'autre part l a  résistance des invagina- 

t ions longitudinales du sarcolemme e t  probablement cel le  de la  lumière des 

tubules. Aussi les  valeurs données pour les résistances e t  les  capacités 

(figure 16) ne peuvent ê t r e  que très approximatives étant donné l ' incer t i tu -  

de concernant l es  valeurs instantanées, I e t  1 , des deux composantes de 
01 O, 

courant capacitif. En e f f e t  les tracés A e; B de Ta figure 14 montrent que 

l e  potentiel imposé n ' a t t e in t  une valeur stable qu'apres un délai de l 'ordre 

de 2 à 3 msec. A 1 'appui de cet te  interprétation quant h la détermination appro- 
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ximative des valeurs des résistances e t  des capacités, i l  faut signaler que, 

sur la  fibre musculaire d'écrevisse, BOLEDNA e t  a l .  (1978) montrent que 

la résistance d'accès de chaque circuit  RC varie très largement d'une f ibre 
2 2 a l ' aut re  (0,2 à 344 a.cm ; m = 126.1 + 23 a. cm , n = 19). 

En concl usion en dépit, - de 1 'incertitude dans 1 'estimation des résistan- 

ces etdes,capacités, i l  apparaît cependant, sous l 'influence de la procaTne, - 
une diminution importante de- 1 'ordre de 70 % ci11 courant stationnaire 

e t  une réduction d'environ 80% de l a  capacité membranaire. Dans la mesure où, 

en présence de procaine la  conductance maximale aux ions ca2' es t  réduite 
. . 

également de 70% (voir ci-dessus), on es t  amen6 à ëmettre l'hypothèse d ' u n  

blocage par  la procaine de la jonction de couplage entrelesystème tubulaire 

transverse e t  l e  réticulum sarcoplssmique en accord avec les résultats de 

HUI (1983 b) concernant 1 e découpl age exci tation-contraction par 1 a té t ra-  

ca7ne sans pour autant exclure u n  e f fe t  direct de ces anesthésiques locaux 

sur la  1 i bération du calcium par l e  RS (HERTZ, 1968 ; YAMAMOTO e t  KASAI, 1982) 

La diminution de 70 % du courant stationnaire e t  de l a  capacité membranaire 

es t  en accord avec la grande surface des membranes profondes (tubules, 

reticulum) par rapport à la membrane de surface des fibres de crustacés 

(SELVERSTON, 1967 -; ATWOOD, 1963, 1965 ; BRANDT e t  al . 1965 ; ROSEFIBULUTH, 

1969 ; HOYLE e t  SMYTH,: 1963 ; FAHRENBACH, 1967). Enfin, 1 a disparition du 

courant sortant résistant au TEA' activé lors d '  amples dépol arisations 

membranaires sur la f ibre  musculaire de balane (HAGIWARA e t  al . , i269) e t  

sur la  fibre musculaire d'écrevisse (résultats  donnés ci-dessus) pourrait 

ê t re  interprétée non par une inhibition spécifique cie ce courant par l a  

procaine mais plutôt par une élimination d'un systeme membranaire profond 

où s'écoulerait ce courant sortant. Quoiqu'il en so i t ,  l e  milieu de 

VAN HARREVELD contenant de l'AN, du TEA st de la  procaine ccnvient tout  à 

f a i t  pour é tabl i r  t rès  correctement l a  cinétique du courant de calcium lors 

des dépolarisations imposées. 



La figure 17 donne un exemple de tracés enregistrés en milieu de VH 

pauvre en calcium (20% de la Ca O normale) additionné des substances qui [ 1 
suppriment tous les courants de rectification. Ainsi, pour chaque niveau de 

dépolarisation le courant de membrane, mis à part 1 a composante rapide du 

courant capaci tif, est égal e à 1 a somme du courant de cal cium Ica et du cou- 

rant de fuite If. Pour de faibles dépolarisations membranaires comme par 

exemple celle de + 35 mV illustrée dans la figure (Ei = - 35 mV), le cou- 

rant devient net entrant puis diminue au cours du temps pour s 'annuler, 

s'inverser et devenir net sortant en fin d'impulsion(50msec).Cette dimi- 

nution de courant au cours du temps peut réfléter l'inactivation de Ica 

Pour de plus amples dépolarisations, par exemple de + 55 mV (Ei = - 15 mY) , 
le courant est plus entrant, le maximum apparaissant plus précocement, puis 

ce courant diminue pour cependant en fin d'impulsion rester de sens entrant. 

Pour une dépolarisation de 70 mV (Ei = O mV), le courant net entrant s'acti- 

ve rapidement pour conserver cette même vzleur pendant toute la durée de 

l'impulsion. 11 en est de même quant au maintien de l'amplitude du courant 

durant toute la durée de la dépolarisation pour des niveaux de potentiel 

imposé supérieurs à O mV ; de plus ce courànt global qui se maintient au 

cours du temps s'annule et s'inverse au potentiel de + 20 mV. 

En première analyse, la diminution du courant entrant de calcium peut 

refléter le mécanisme d'inactivation qui est décrit sur cette même prépara- 

tion par HENCEK et ZACHAR (1977). Cependant si cette inactivation est dépen- 

dante du voltage, il est surprenant de constater que plus la dépolarisation 

imposée est ample, moins est apparent le phénomène d'inactivation. Cette 
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d i m i n u t i o n  apparente de l ' inactivation en ce q u i  concerne la conductance 

cal cique es t  actuel lement expl iquée par une processus qui f a i t  intervenir 

l e  calcium lui même ; 1 'ampleur de 1 'inactivation étant fonction de l a  quan- 

t i t é  d'ions calcium qui entre dans la  cellule. ASHCROFT e t  STANFIELD (1980, 

1982 b)  sont l es  premiers à décrire ce mécanisme d'inactivation au niveau 

de la  fibre musculaire squelettique d'insecte. Si u n  tel  mécanisme existe 

au niveau de l a  fibre musculaire squelettique d'écrevisse, i l  es t  surprenant 

de constater, pour une ample dépolarisation de 70 mV ( E i  = O mV), que 

d'une part l e  courant t rès  net entrant ( i l l u s t r é  à la figure 17) se maintient 

pendant toute la  durée de l'impulsion alors qu'à ce niveau de potentiel la 

valeur maximale de conductance aux ions ca2+ e s t  at teinte selon HENCEK 

e t  ZACHAR (1977) e t  que d'autre part la  "driving force" pour  les  ions cal- 

cium es t  encore de valeur élevée. Dans ces conditions s i  l ' inactivation,  

dépendant du voltage et/ou de l'importance de l 'entrée de calcium dans la 

f ibre ,  ne rend pas compte de l'ensemble de la  cinétique des tracés de cou- 

rant ,  on es t  amené à suggérer que l e  courant entrant de calcium pourrait 

ê t re  en f a i t  constitué de deux composantes (Ica e t  1 ) comme viennent de 
1 Ca 2 

l e  montrer tout récemment ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982). 

L'existence de deux courants entrants de calcium peut ê t re  envisagée 

apres analyse des relations courant-potentiel (figures 18 e t  19) e t  de i 'evo- 

lution en $onction du temps du courant Ica pour chaque niveau de dépolari- 

sation (figure 20 a e t  b ) .  

La figure 18 rend compte de deux relations courant-potentiel établies 

au maximum de courant global entrant ou au minimum sortant e t  en f in d'im- 

pulsion (50 msec). Ces courbes sont construites à part ir  des tracés de cou- 

rant enregistrés sur une même fibre dont un certain nombre sont présentés à 

l a  figure 11. Cette figure 18 montre que les deux relations sont confondues 
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pour des valeurs de potentiel imposé > O m V .  Par contre, pour les poten- 

t i e l s  imposés négatifs ( E i  < O m V ) ,  l es  courbes sont distinctes. Si 1 'inac- 

tivation dépendait du voltage e l l e  sera i t  donc d'autant plus importante que 

l e  potentiel imposé es t  pl us positif e t  par conséquent . les deux relations 

devraient ê t re  confondues ou t rès  proches l 'une de l ' aut re  pour les faibles 

dépol ar i  sations e t  t rès  distinctes pour 1 es fortes dépol ar i  sations ; c 'es t  

l ' inverse qui e s t  observé. Si l ' inactivation dépendait de l a  quantité d'ions 

calcium qui entre dans la  ce1 1 ul e,  comme ce1 a a é té  .mentionné ci-dessus, au 

potentiel O mV l'amplitude du courant global devrait être t r è s  différente 

au début e t  en f in  d'impulsion dans la  mesure où l a  conductance aux ions 

ca2+ a t te in t  à ce potentiel sa valeur maximale selon HENCEK e t  ZACHAR (1977) .  

L',établissement de ces deux relations après soustraction du  courant de fui- 

t e  présentées à la figure 19, montre de plus très nettement la rectification 

importante du courant de calcium au voisinage de son potentiel d'inversion ; 

ce résultat e s t  tout à f a i t  conforme à celui décrit  par ASHCROFT e t  STANFIELD 

(1980) sur la  f ibre musculaire d'insecte. 

L'hypothèse selon laquelle i l  existerai t  deux composantes de courant 

entrant de calcium es t  semble-t-il plausible au vu de l'évolution d u  cou- 

rant entrant de calcium en fonction du temps i l lus t ré  à la figure 20 pour 

diffErents niveaux de potentiel imposé. Pour chaque niveau de potentiel, 

1 'évolution du courant de calcium en fonction du temps es t  obtenue E part ir  
- - 

du tracé de courant enregistré auquel es t  soustrait  l e  courant de fu i te  e t  

la  composante rapide du courant capacitif. L'examen de la cinétique des cou- 

rants  montre qu  'en partant de 1 ' hypothèse sel on laque1 le  une seule composante de 

' t a  es t  présente, ni l ' inactivation dépendant du voltage ni celle relative à 

1 ' importance de 1 'entrée de cal cium dans 1 a ce1 1 ul e ne rendent çonipte de 

l'ensemble des tracés de courant Ica reconstitués pour tous les  niveaux de 





msec msec 

donotion du temps pom did@~enta niveaux de dépola&~ation.  Ica  ~t 
n e c o ~ L L û ~ ~  po in t  p m  pohzt  à p& dea &acés du C O W Z U ; ~  geobd  d o i z n é ~  

à Pn 6iguire 1 7 ,  dont sont ,5ou6&1- I et T c .  la v d e m ~  données UK 
6 

den40un de chaque a%acé cohirenpondeizt aux v a l e l m  de p o t c n t i c t  hp042 .  



potentiel imposé. En e f fe t ,  en partant du tracé de courant de calcium 

correspondant au potentiel - 35 m V ,  i l  e s t  observé que ce courant es t  tota- 

lement inactivé après 20 msec,il s 'ensuit que, pour d'autres niveaux d u  po- 

tentiel  imposé supérieurs à - 35 m V ,  l ' inactivation devrait ê t r e  complète 

t o u t  au moins après 30 msec. Au potentiel O m V ,  l e  courant Ica reste cepen- 

dant constant pendant toute la  durée de l'impulsion dépolarisante. E n f i n  les 

tracés de courant de calcium reconstitués révelent que le courant de Ca tend 

à s ' inverser pour une valeur de potentiel de 1 'ordre de + 70 mV e t  q u  ' à par- 

t i r  de ce potentiel i l  garde une valeur constante quelle que so i t  l'ampli- 

tude de la dépolarisation témoignant de l 'existence d'une t rès  forte rec- 

t i f ica t ion.  

4. Mise en évidence de 1 en absence de 1 inhibé ear une ..................... ---------------- -------- ------ 
C a ~  Ca 1 

p r ~ ~ ~ p o ~ a r i s a t ~ g n - c g ~ d i $ ~ ~ n f i a n $ g l  

Comme i l  a été montré (figure 20) pour une faible dépolarisation de 

+ 35 mV ( E i  = - 35 m V )  qu'après amsec lecourant Ica es t  totalement inacti-  

vé, c ' e s t  la raison pour laquelle une dépolarisation conditionnante de 

+ 65 mV d '  une durée égale à Frû msec es.t iniposée à la membrane de façon à pou- 

voir  mettre en évidence lors d'une deuxième impulsion (séparée de 1 a pre- 

mière par un interval l e  de temps de 10 ms&) un courant Ica correspondant à la 

deuxième composante qui ne présente pas ou peu d'inactivation. Les enregis- 

trement présentés à l a  figure 21  montrent qu'un courant entrant peut ê t r e  

activé à part ir  d'une valeur seuil de potentiel de - 25 mV environ e t  que 

ce courant e s t  de plus en plus entrant au fur e t  à mesure que l'amplitude 

de la  dépolarisation, correspondant à l a  deuxième impulsion, es t  plus aran- 

de.  11 est  à remarquer que ce courant entrant, activé lors de la  deuxième 



Figuhe 2 1  : 

Cowtant membun&e (it'tacéd du h&) en ~onuXon  du potciztieR hnpahé 

( ahzcé~  .du b u ) ,  emegL~it'té AWL une dib/re placée d e p u  30wrin dam l e  

miLieu de V H  contenant la ion6 TEA' ( 6 0  Ml,  AN ( 1 0 - ~  nM), la pocrüne 

( 2  d i )  eX dan6 Zequd ta conce&ntion exAehne de c d ~ u m  G X  ~tédkkte au 
Sème de ha v d e m  no?ul;de. La dépol&ation c o n ~ o n n n n k e  UX de + 67 mV. 

Lu valeuh3 donnéa 6 &aiXe de chaque itracé, co&te~pondent au poXclzti& 

tut h i p o ~  é dwra~.~t ta A cconde imp&.ian. 

R P =  - 7 0  m V ;  H P :  - 70 niV ; l = 437 , s  P m ;  .tl = 4 3 7 , s  !lm; 

d = 4 3 7 , 5  um. 



impulsion, ne s ' inactive pas tout au moins pendant la  durêe de la dëpolari- 

sation-test. 

A part ir  de ces tracés de courant correspondant à la deuxième impulsion, 

1 'établ issement de la relation l i an t  l e  courant total mesuré en fin d'impul- 

sion en fonction du potentiel (figure 2 2 ) ,  rêvèle en e f fe t  que l e  courant 

entrant e s t  activé pour une valeur seuil de potentiel de l 'ordre de - 25 m V ,  

qu'il  prend une valeur minimale pour u n  potentiel de 18 mV e t  qu'au delà 

de cet te  valeur i l  varie linêairement avec l e  potentiel. La relation t r a -  

duisant l e  courant Ica en fonction du potentiel après soustraction de cou- 

rant de fui te  permet d'estimer l a  conductance maximale correspondant à ce 

courant 1 , e l l e  es t  a t te in te  pour une valeur de potentiel de + 30 rnV 
Ca 2 

puisque au delà l e  courant varie linéairement avec l e  potentiel (dans Ta 

gamme de potentiels tes tes)  pour s'annuler vers une valeur de potentiel 

d'environ + 80 mV (valeur extrapolêe). 

En concl usion au vu de 1 'ensemble des résultats ,  i 1 peut être admis 

qu'au niveau de l a  f ibre musculaire d'écrevisse, i l  existe deux composantes 

de courant entrant de Ca : - une première composante 1 d o n t  l e  potentiel Ca, 
A 

seuil d'activation es t  de l 'ordre  de - 40 mV qui, en acc~rd  avec ZAHRADNIK 

e t  ZACHAR (1982), s ' inactive en fonction du temps, inactivation dêpendant 

du voltage ; - une deuxième composante 1 d o n t  l e  potentiel seuil d 'ac t i -  
Ca2 

vation e s t  moins négatif, de l 'ordre de - 25 mV qui ne présente pas ou peu 

d'inactivation. Les seuils d'activation différents de ces deux courants 

entrants de calcium (1 e t  1 ) peuvent d 'ai l leurs ê t re  observés à l a  
Ca 1 Ca, 

A L 

figure 19, figure qui traduit l a  relation Ica en fonction du potentiel aÿ 

maximum de courant entrant e t  en fin d'impulsion. Cependant s i  l e  potentiel 

seuil d'activation de la  deuxième composante apparaît moins négatif que ce- 

lui correspondant à la  première composante, i l  e s t  quand même de valeur plus 



impLtesion) en donotion du pozent id ,  E . * i b f i ~  à p W  d a  h t c t  de La 
digrne 21  avant ((9 ) et awèn nou6&taotion de c o r n n t  de &i-te ( O 1. 



négative que cel le qui peut ê t re  estimée à part ir  de la  figure 22. Cette 

différence de seui 1 d '  une expérience à 1 ' autre peut semble-t-i 1 , ref 1 éter  

l 'existence d'une inactivation de la deuxième composante 1 ; en e f fe t  l a  
Ca 2 

suppression de la  composante 1 par une prédépolarisation conditionnante de 
Ca, 
I 

50 msec de durée peut avoir aussi entraîné. un certain degré d'inactivation 

de la composante 1 ce q u i  peut rendre compte de la  différence de seuil 
Ca, 

L 

d'activation observée dans deux conditions expérimentales (figure 19 e t  2 2 ) .  

en fonction du temps 5- A c ~ ~ Y ~ ~ - ~ S ? - S ~ Q ~ ~ G ~ ~ ~ S ~ S - G C ~ G I ~ U S S - G  -G-G --------_---------- - 
Ca2 Ca1 

e t  du potentiel. ------ ---..---- 

a l  VéR m o n  du nombtte de p m L i c ~ ~ t u  hp&quéen dam 

X ' o u v W e  du c a d  cdoique comupondan;t 2 l a  deuxiè- 

me composante. 

L'évolution d u  courant de calcium 1 en fonction du temps déterminé 
Ca2 

point par point après soustraction du courant de fui te  e t  du courant capaci- 

t i f  pour u n  potentiel imposé de + 17 mV, es t  présentee à la  figure 23. 11 

est  possible à part ir  de l'équation générale qui traduit l'évolution de la  

conductance en fonction du temps pour cette valeur particulière de pote!-- 

t ie l  imposé,+ 17  m V ,  de déterminer l e  nombre de particules impliquées dans 

l'ouverture des canaux calciques permettant l e  passage du courant entrant 
2+ transporté par les ions Ca . 

Comme ce courant ne semble pas s ' inactiver l'équation générale GCa=f(t) 

est  l a  suivante : 



FigUjLe 23 : 

Cowrant d e  cdeciwn (1 ) en d o n d o n  du Zemp  poun une d i i p c t m h n -  
Ca2 

&ton .teaL d e  + 87 mV (EL = + I I m V )  *nacé à p W  d e  P' enreg*n$tment 
d u  cornant g l o b a l ,  , L . t h ~ f i é  ù la d i g f ~ e  2 1 ,  duquiid eclX aous2taL.t Pe 

avec T~~ = 5 , 1 0   CC ; = 2 ,  



mo est la valeur de la variable d'activation, m, au potentiel HP ( -  70 mV)j 

m est la valeur stationnaire de m en fin de transformation d'un certain 
00 - 
nombre de si tes de 1 'état B en état a des canaux cal ci ques . GCa est 1 a va- 
leur maximale de conductance correspondant à la valeur de m"1. Au potentiel 

HP-de--70 mV, mo peut être considéré comme négl igeabl e (mo=O) puisque le seui 1 

de potentiel d'activation de GCa est de - 25 mV et que HENCEK et ZACHAR en 
2 

1977 démontrent que la valeur mo à HP= - 70 mV est aussi égale à zéro pour 

la conductance que nous avons assimilé à GCa dont le seuil de potentiel 
1 

d'activation est de - 40 mV. Dans ces conditions en prenant mo=O l'équation 

(1) devient : 

en posant 

x -  
GCa*m, - 'Ca= (3)' pour Ei = + 17 mV 

il vient 



comme 

l ' équa t ion  (4 )  devient : 

I Ca- e s t  l a  valeur maximale a t t e i n t e  par l e  courant 1 pour l e  potent ie l  Ca 
-2 + 17 m V ,  Ica- = O,11 mA.cm . 

De 1 'équation ( 5 )  on t i r e  : 

d'où 

1 - ( 1  / I  )'lx= e-t / 'm  
Ca Cam 

a i n s i  

Log [ l  - ( 1  / I  Ca Cam = -t/-c, 

Cette r e l a t i on  l i n é a i r e  (équation 6 )  s a t i s f a i t  à l ' équat ion de l a  fo r -  

me y = - ax avec l 'ordonnée à l ' o r i g i n e  égale  à O .  En par tant  des couples de 

valeurs ( t ,  Ica) e t  en donnant à Ica- l a  valeur de O , 1 1  m ~ . c a - l  on consta te  

que 1 'ordonnée à l ' o r i g i n e  e s t  bien égale à O quand l a  valeur 2 e s t  donnée 



à x ; pour x < 2 ,  1 'ordonnée es t  positive e t  pour x > 2 1 'ordonnée e s t  né- 

gative. De plus l e  coefficient de corrélation r es t  l e  plus proche de 1 pour 

x = 2 ( r  = .999). Ce résultat  implique que deux particules sont impliquées 

1 ors de 1 'ouverture des canaux calciques correspondant à 1 a conductance G . 
Ca2 

Cette valeur 2 es t  ce l l e  déterminée par MOUNIER e t  VASSORT (1975) pour décri- 

re  la  relation m:=f ( E ~  ) de la fibre musculaire de crabe alors qu'au niveau 

de la  fibre d'écrevisse H E N ~ E K  e t  ZACHAR sont amenés à donner à x la  valeur 

6. La valeur 2 pour 1 'exposant x q u i  permet de décrire 1 'évolution de 1 
Ca2 

en fonction du temps pour Ei = + 17 mV (figure 23) e s t  aussi celle q u i  per- 

met de décrire Ica = f ( t )  pour tous les différents niveaux de potentiel tes tes  

(figure 2 1 ) .  

Comme cela va ê t r e  exposé ci-après, l a  valeur 6 pour x en ce qui con- 

cerne la f ibre musculaire d'écrevisse es t  également trouvée pour décrire 

1 'évolution de Ica en fonction du temps. Ceci renforce donc 1 'hypothèse 
1 

émise ci-dessus concernant l 'existence de deux populations de canaux calci- 

ques dans l a  membrane de la fibre musculaire d'écrevisse en accord avec 

l'hypothèse de LAHRADNIK e t  ZACHAR (1982). 

B/ AmLyhe de Xa conductance d - u e  G en ~o;zc~Xo;z  du 

po;tervCieL 

Puisque l e  courant 1 après avoir a t t e in t  sa valeur maxinale cour 

chaque .niveau de dépolarisation, la conserve pendant toute l a  durée de 

l'impulsion (voir figure 17 e t  20), i l  e s t  possible à part ir  Ce la relation 

I ca - potentiel (figure 22) de déterminer l a  relation l iant  l a  conductance 

G ~ a 2  au potentiel après avoir déterminé le  potentiel d'inversion de 1 
Ca2 



(potentiel d'inversion extrapolé de 1 'ordre de + 80 m V )  . Dans ces condi- 

ti ons 1 a conductance maximal e GCa e s t  de 2,62. I O - ~ S .  cm-'. L ' équation de 
2 

1 a relation traduisant 1 'évolution de 1 a conductance GCazm e s t  la suivante : 

- 
avec Eo = 3,31 mV,potentiel pour lequel GCa - 

- G ~ a 2  / 2  e t  k = 7,11 mV (pa- 
zm - 

ramètre de mise en forme de la  relat ion).  Dans ces conditions GCa2-/G 

e s t  égale à m:. 
Ca2 

Puisqu'il a é t é  montré (voir ci-dessus) que x = 2,  la relation 
- 

G ~ a 2 m / G ~ a Z  = f(Ei)  correspond à la  relation m$ = f ( E i )  Cette derniere re- 

lation ainsi que ce l le  traduisant mm = f(Ei)  est  présentee à la figure 24. 

L'évolution de mm = f(Ei)  montre que pour HP = - 70 m V ,  l a  valeur de 

la variable m d'origine ( m g )  peut e t re  considërée comme négligeable. La va- 

leur maximale de m 2  = l es t  at teinte pour  une valeur de E i  = + 30 m V .  Le po- 

tentiel pour lequel la  conductance G e s t  maximale es t  bien plys positif  
Ca2 6 

que celui donné par HENCEK e t  ZACHAR (1977) pour mm ( E i  = O m V ) .  

L'analyse de la  conductance GCa ne peut être aussi complète que celle 
1 

concernant G puisqu'à part ir  d ' u n  potentiel de 1 'orare de - 30 mV l e  
Ca 9 

L 

courant 1 active (seuil de potentiel d'activation de - 40 m V )  se trouve 
Ca, 

1 

plus ou moins en fonction du temps associé au courant 1, . C'est l a  raison 
'a3 

pour laquelle seul l e  courant correspondant à des potentiels inférieurs à 

-30 mV peut être analysé pour déterminer l e  nombre de particules impl iquées 

dans l'ouverture des canaux correspondant à la conductance G C a l .  11 en e s t  de 



donnée d .  ta '  22 . .  



même de la relation m> f(Ei) dont l'équation ne peut être établie avec 

certitude. 

a/ P ~ ~ n a t i o n  d u  nombne de. p a l t t i c d ~  x impfiquf u d m  

L ' o u v e L t w e  du canal com<vreapondant à GC, 
1 

La figure 25 montre l'évolution du courant 1 en fonction du temps, 
l 

Cal I 
courant qui a déjà été présenté à la figure 20 ( E i =  - 35 mV). Ce courant 1 

l 

transitoire (tracé a) prouve qu' il existe un processus d' inactivation : ICai 1 

diminue exponentiellement avec une constante de temps d'inactivation 

de 6,32 msec . A partir de rh ,  i l  est possible de tracer 1 'évolution du cou- 

rant 1 en absence d'inactivation (tracé b). Ainsi, comme cela a été expli- 
Ca, 

f 
qué précedemment, 1 'équation donnant 1 'évol ution de Ica en fonction du temps 

1 
en absence d'inactivation est la suivante : 

Puisqu'au potentiel HP = - 70 mV, la valeur de la variable d'activation 
m d'origine est égale à O (mg = O) et que la variable h est égale à l(ho = 1). 

Cela implique que la disponibilité du courant I est maximale à HP - 79 mV 
Ca 1 

( H E N & E K  et ZACHAR, 1977). 

De l'équation (5) il s'ensuit l'équation ( 6 )  donnée précedemment : 

La meilleure corrélotion entre ces deux variables (r = -9998) est ob- 

tenue en donnant à x la valeur 6, l'ordonnée à l'origine Gtant dans ce cas 



w u  

msec 

Figrne 2 5  : 

E v o W o n  du colstant de calc iun ( Ica ) en  onction du X e m p  
p o l ~  une dépotahination de + 35 rnV ( E L  = - 35 rnV) dolinée à Pc digrne. 2 O . a  

(ta con&mie. de 2 e m ~  d'inactivation ait de 6 , 3 2  m~ec) .  Le. Axacé b ,  

q u i  c o m ~ p o n ~  à l évuluLion de a en aba ence d'i}zactivcdion, a n t i n  Ijdt 
a L ' Zquatio n ~ u i v a n t e  : 



nul 1 e ,  al ors  que pour x < 6 1 'ordonnée e s t  positive e t  négative pour x > 6. 

Ainsi, en accord avec HENCEK e t  ZACHAR, 1 a relation GCa ../GCal = f ( E i  ) 
6 1 

e s t  identique à l a  re lat ion mm = f ( E i ) .  

Cette valeur de conductance GEa ne rend pas compte, pour chaque 
1 

niveau de potent iel ,  de l a  valeur vraie de GCampuisque e s t  présent l e  phé- 

nomène d ' inact ivat ion.  
- 

X La relat ion exprimant ( G C a  / G  ) = f (E i )  e s t  présentée à l a  figure 
1 Cal 

26. Cette relat ion e s t  sigmoïde e t  correspond t r è s  exactement à la re lat ion 

m 6  = f (E i )  qui peut ê t r e  é tab l ie  à par t i r  des relations m, 8, fonction de 

Ei données par HENCEK e t  ZACHAR en 1977. 11 e s t  surprenant de constater que 
- 

l e  rapport 'GEa/GCa.  , pour chaque valeur de potentiel imposé, se trouve 
1 - 

ê t r e  égal au rapport GCam/GCa 6 c 'es t -à-dire  mm.  En e f f e t ,   GE^ correspond à 
1 

l a  valeur de conductance au maximum de courant entrant Ica alors  que GCam 
1 - 

e s t  l a  conductance qui s e r a i t  a t t e in t e  en absence d ' inact ivat ion.  De plus 

comme cela a é t é  démontré, pour des potentiels Ei  supérieurs ou égales à - 30 mV 

l e  courant Ica correspond à l a  somme de 1 e t  de ICa,:ce-dernier s ' inac-  
Ca2 1 

t ivant  au cours du temps. Si l a  même équation peut rendre compte de l a  rela- - 
t ion GC, /G~,  (dans nos conditions expérimentales) e t  m6 a, dans ce l le  de HENCEK 

e t  ZACHAR (1977) en fonction de E i ,  cela ne peut ê t r e  que f o r t u i t  dans l a  

mesure où ,  au potentiel - 35 mV, l es  valeurs de rm e t  de rh  sont t r è s  diffé-  

rentes (respectivement 1,99 e t  6,32 msec dans nos conditions contre 13,86 e t  

11,51 msec dans ce l les  de HENCEK e t  ZACHAR) . Cependant ces différences peuvent 

ê t r e  expliquées en par t icu l ie r  à l a  lumière des travaux récents de HAGIWARA 



d e t W n E  à paht<n d e s  emegA&tementa de cornant ct de p o ~ e n t i d '  
de l a  diguhe 2 0 .  G' ai  t a  conductance cdoiqire ciiate.~pondant LU 

Cal  cowrant Ica  mesuhé au m u w n  entirad. esf  & conductance marimalc 
atteuLte, da v d e w  es2 de 2 , 9  fi.&? 

La counbe de c&e diguhe a éXé tmcée  d pantih d a  éqicCttior~ 

popobées pan HE,VCEK et ZACiiAR ( 1  9 7 1 )  donnant t e s  v d e & ~  de am E* Rm 
en doncfion du poXentid. 

IL est  duhpf~enant de cofi~;taten que t a  ~4RcItioiz Liant Le napp0,t.t 

à EL, c'est-à-dure (a am G ~ a m ~ ,  ) à &*. a ~ i  identique CU m p p o / G  
,a m 

X 
+ Bm 

Gea /GCa pW ut daenminé  da^ non conclhSom expéhinieiltdeb. 



e t  OHMORI (1982) qui montrent que l a  valeur de rm dépend de l a  concentration 
l 1 

extracel lulaire  en cations divalents. En e f f e t  au niveau des cel lules  pi tui-  1 
t a i  res , 1 a constante rm e s t ,  pour de faibles  dépol a r i  sations imposées, consi - 
dérablement augmentée quand l a  concentration extracel lulaire  en cations d i -  

valents e s t  e l l e  même augmentée (voir leur figure 5 p. 242) .  Ainsi l a  diffé-  

rence de valeur de rm au potentiel - 35 mV (figure 25 e t  les  données de 

HENCEK e t  ZACHAR, 1977) peut ê t r e  expliquée dans l a  mesure où, dans nos 

conditions expérimentales, 1 a concentration externe de calcium e s t  rëdui t e  

de 80% par rapport à sa valeur normale. 

y/  C o n c h i o n  

En dépit  de l ' impossibi l i té  de determiner l e s  constantes de temps 

'" m e t  de r h  de 1 pour plusieursniveaux de dépolarisation e t  donc de 
Ca 1 6 

l ' imposs ib i l i té  de traduire l a  relation l i a n t  mm au potentiel du f a i t  qu'à 

u n  potentiel imposé supérieur à - 30 mV l e  courant de calcium ccrrespond à 

l a  somme de Ica e t  de 1 , i l  e s t  cependant important de mentionner que, 
1 Ca 2 

selon toute vraisemblance l 'ouverture  des canaux calciques correspondant 

à G ~ a .  implique au niveau de chaque canal l e  déplacenent de 6 particules 
1 

en accord avec les  résu l ta t s  de HENCEK e t  ZACHAR (1977). 11 e s t  aussi 

important de mentionner la  d i f f i cu l t é  d'analyse de l a  conductance calcique 

puisqu'elle correspond (en accord avec ZAHRADNIK e t  ZACHAR, 1982) à deux po- 

pulations de canaux calciques. Enfin, l e s  cinëtiques d'activation e t  d ' inac- 

t ivat ion ainsi  que l e s  potentielsseuils différents  d 'act ivat ion de 1 e t  
Ca 1 

de 1 pourraient traduire en première analyse ( en prenant en compte non 
Ca 2 

plus deux mais une population homogEne de canaux calciques) une inactivation 

du courant de calcium qui dépendrait non pas du voltage mais de l a  quantité 



d '  ions ca2+ qui entre dans l a  fibre. En e f f e t  la courbe de disponi bil i t é  de 

la  conductance calcique en fonction du potentiel ne décrirai t  pas une courbe 

sigmoïde mais une relation présentant un pourcentage de disponibilité de 

conductance calcique q u i  diminuerait pour,  par la sui te ,  augmenter en fonc- 

tion du potentiel. 



PRIPJCI PAUX RESULTATS 

E T  

CONCLUSION GENERALE 



Le b u t  du travail présenté é t a i t  d'étudier l e  courant entrant ( Ica )  

e t  la conductance ( G C a )  membranaire aux ions ca2+ de la f ibre musculaire 

squelettique d'écrevisse. 

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus antérieurement par 

ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) sur l a  même préparation. Ces auteurs montrent 

que l e  courant de calcium présente deux composantes reflétant  l 'existence 
1 de deux popul ations der canaux cal ci ques . I 

l 
La diversité des caractéristiques fondamentales en particulier électro- l 

l 
physiologiques des canaux calciques, décrits par de nombreux auteurs (voir 

revue de questionscie HAGIWARA e t  BYERLY,  1981), suppose que d'une prépara- 

tion à une autre e t  qu'au niveau d'une même préparation i l  existe différents 

types de canaux calciques qui peuvent correspondre à des structures molé- 

culaires différentes à moins que les différences de fonctionnement de ces 

canaux ne soient dans certains cas qu'apparentesdu f a i t  des diff icultés 

techniques d'analyse de 1 a conductance membranai re aux ions calcium. En 

ef fe t  de nombreux problèmes surgissent lorsque l'on désire étudier l e  ionc- 

tionnement de ces canaux calciques du f a i t  de : 

- leur localisation au niveau du  système membranaire profond ; 

- la  présence des oscillations d u  courant de membrane attribuées à l ' i n -  

terférence des courants membranairesde surface e t  tubulaire et/oii à une mau- 

vaise imposition du  potentiel au niveau de l a  membrane t ~ b u l a i r e  ; 
^ A  2 .  

- l a  d i f f icul té  d'inhiber totalement l e  courant sortant ; 

- 1 'existence d'un for t  gradient de concentration des icnr ca2+ de 

part e t  d'autre de la membrane. 

Dans l e  b u t  de minimiser ces différents problèmes i l  a été nécessaire 

de trouver les conditions ioniques les plus favorables permettant de suppri- 

mer tous les courants dynamiques :qui dépendent du potentiel e t  du temps) 



l 
à 1 'exeption du courant Ica, et ainsi de supprimer les oscillations du cou- 

rant membranaire qui apparaissent dans les conditions physiologiques norma- 
l 

les quelle que soit la technique de potentiel imposé utilisëe : Wtch  &mP I 

(HEN~EK et al . , 1978) ; technique dérivée de ce1 le de HODGKIN-HUXLEY (KEYNES 

et al., 1973) ; technique des 3 microélectrodes (BERTRAND et al., 1979). 

En effet, la fibre musculaire d'écrevisse présente un système tubulaire 

transverse très développé et d'importantes invaginations du sarcolemme. 

Ces caractéristiques ul trastructural es en font une préparation particul iè- 
I 

rement propice aux phénomènes d'accumulation et de "déplétion" d'ions aux 

faces des membranes, ce qui retentit inévitablement sur l'amplitude du cou- 

rant entrant de calcium par le biais de la variation de valeur de la pile 
2+ d'équilibre aux ions Ca . l 

A l'aide de la technique de potentiel imposé diADRIAN et al. (1970) 1 
i 

i l  est possible d'obtenir, pour la fibre musculaire d'écrevisse, 1 'évol u- 1 
1 

tion du courant de calcium en fonction du potentiel et du temps en I 1 

l 
éliminant les phénomènes de rectification et en diminuant le gradient de I 

concentration des ions ca2+. 1 

A - LES PHENOMENES DE RECTIFICATION 

Les protocoles expérimentaux généralement utilises pour déterminer 12 

nature ionique du courant de rectification et par là inhiber ce courant sont 

les suivants : i) vatUation de La concer&don ionique exttrac&uR~te de 

L'ion auppohé ponten Le couhant de i r ec t i d i cdan  ; LL! co on ci' inhi- 

b~~ apécidiqua de pméa6dXté .  Les résultats obtenus sur la fibre 

d'écrevisse conduisent à 1 a conclusion suivante : 

- le courant entrant de rectification n'est ?as, comme sur la fibre 
de Vertébré ou 1 'oeuf d'étoile de mer, porté par les ions K' mais par 



les  ions C I -  ; 

les  ions TEA' ou CS' inhibent pour seulement une large part l e  courant 

sortant retardé ; la  composante de ce ccurant sortant qui résiste à ces in- 

h i  b i  teurs de perméabi 1 i t é  potassique di sparai t en présence de procalne. 

La diminution importante (90%) de la concentration extracellulaire de 

K+ est  sans effe t  sur la rectification dans l e  sens entrant s i  ce n 'es t  u n  

déplacement de l a  relation courant-p~tent ie l 'd~~ne amplitude égale au déplace- 

ment du potentiel de repos dans l e  sens des hyperpolarisations. A 1 'inverse 

en milieu pauvre en ions C I -  ( l / loem? de la  concentrationnorama?) la rec t i f i -  

cation dans le sens entrant disparalt .  Ainsi 1 'absence d 'ef fe t  des ions TEA' 

ou CS' e t  la  disparition du courant entrant de rectification quand les  ions 

CI - extracel 1 ul ai res sont remplacés par 1 es ions méthyl su1 fa te  amènent à 

penser que le  courant entrant activé lors des hyperpolarisations membranaires 

de la f ibre  musculaire d'écrevisse es t  porté par  les  ions Cl-, comme ce cou- 

r a n t  l ' e s t  également sur l'organe électrique de Torpille (WHITE e t  MILLER, 

1979 ; MILLER e t  WHITE, 1980) e t  sur les neurones dtAplysie (CHESNOY-MARCHAIS, 

1982 ; 1983). 

2)  Effet de 1 'acide niflumigue [ A N I  ........................ --- 

Cette substance amphiphile, connue pour bloquer l e  ïnécanisme d'échange 

HCO; - C I -  au  niveau de l a  membrane de globule rouge (COUSIN e t  NOTAIS, 1979 ; 

1982), entraîne aussi à l a  concentration Je 16-51 sur la  f ibre d'écrevisse l a  

suppression du courant de rectification. t'ampleur de cette inhibitioc es t  

fonction de la concentration de l'AN. La constante apparente de AN (Kg)  est  

de 6 . 1 0 - ~ ~ ,  valeur ainsi t rès  proche de cel le  déterminée par COUSIN e t  MOTAIS 



(1979 ; 1982) pour la  membrane brythrocytaire. Enfin 1 'absence d 'ef fe t  

de cette substance amphiphile à ~ O - ~ M  sur l e  noeud de Ranvier (CORBIER e t  

DUBOIS, 1983) où  i l  n'existe pas de courant dynamique de Cl- fonction du 

potentiel e t  du temps e t  l e  blocage de la rectification d e  sens entrant 

de la  f ibre musculaire squeiettique d'écrevisse conforte 1 'hypothèse rela- 

t ive à 1 'existence d'un courant entrant porté par les ions Cl- activé lors 

d' hyperpol ar i  sations membranairies sur cet te  dernière préparation. 

B - ETUDE DE LA CONDUCTANCE CALCIQUE 

En absence de procaine le  courant Ica e s t  associé à une composante du 

courant sortant non bloqué par les ions TEA' ou CS'. Cette composante qui 

rés is te  aux inhibiteurs de perméabilité potassique s 'act ive comme pour la 

f ibre de balane (HAGIWARA e t  a l . ,  1969) pour une valeur seuil de potentiel 

de - 10 mV.  C'est l 'existence de ce courant sortant associé au courant de 

calcium q u i  explique la faible valeur (+  30 m V )  du  potentiel d'inversion de 

E ) e t  1 'absence de rectification de ce courant Ica au voisinage du Ica ( Ca 
potentiel ECa .  Par contre, en présence de procaine, comme sur la f ibre de 

balane, la  suppression du courant sortant qui résisto aux ions TEA' con- 

d u i t  à l a  détermination d ' u n  potentiel d'inversion de IC, de +- 65 m V ,  valeur 

proche de cel le  attendue pour l e  potentiel de la  pile d'équilibre aux ions 

l De plus l e  courant Ica au voisinage du potentiel ECa présente une très 

l for te  rectification comme l e  montre ASHCROFT e t  STANFIELD ( 1982 a )  pour la 

f ibre  musculaire d'insecte. En outre la procaïne entraîne une réduction de 

70 % de la  conductance calcique par rapport à la  valeur estimée par 

I HENCEK e t  ZACHAR (1977) sur la  même préparation e t  par KEYNES e t  a l .  (1973) 
1 



sur l a  f ibre  de balane. Cette réduction importante de GCa par rapport à l a  

valeur estimée par ces auteurs e s t  probablement due à l 'él imination d ' u n  

système membranaire profond dans l a  mesure où ce t  anesthésique local élimi- 

ne dans les mêmes proportions l e  courant capacitif  e t  l e  courant s ta t ionnaire .  

Ainsi, la  procalne e t  l a  tétracalne (HUI, 1983 a e t  b) agiraient à l a  

jonction entre l e  système tubulaire tranverse e t  l e  réticulum sarcoplasmi- 

que en empêchant l e  signal électrique d 'a t te indre  l a  membrane r é t i cu la i r e  

sans qu ' i 1 s o i t  pour autant nécessaire de r e j e t e r  1 ' hypothèse sel on 1 aquel 1 e 

l a  procalne exerce un e f f e t  d i rec t  sur l a  membrane ré t icu la i re  (voir figure 

27) . En conséquence, i 1 pourrait y avoir en accord avec NAKAJIbIA e t  END0 

(1973) , THORENS e t  END0 (1975) e t  MATSUBARA e t  al. (1977) u n  couplage de type 

"depol arization induced-ca2+-rel ease" entre l e  système t u b u 1  a i r e  transverse 

e t  1 e r é t i  cul um sarcopl asmique de 1 a f ib re  muscul a i r e  d 'écrevisse.  

2 )  Mise en évidence de deux courants entrants de calcium [Ica ...................................................... 
1 

L'examen de la  cinétique du courant entrant  de calciüm pour d i f fé rents  

niveaux de dépolarisation montre qu'en partant de l 'exis tence d'un seul 

courant Ica selon HENCEK e t  ZACHAR (1977), n i  l ' inac t iva t ion  dépendant du 

2+ voltage, n i  ce1 l e  re la t ive  à 1 'entrée de Ca dans 1 a ce1 1 ule ne rendent 

compte de l'ensemble des tracés que nous avons obtenus. Far contre en 

accord avec ZAHRADNIK e t  ZACHAR (1982) l 'exis tence de deux composantes du 

courant eqtrant de calcium, correspondant à deux populations de cacaux calci-  

ques, peut rendre compte de l 'évolution de Ica pour l e s  différents  niveaux 

de potentiel tes tés  : 

i) LacompoaavLte I ~'uc;tLvecrubeuXRdepotc-r&~Rdc - ( I O m V ;  6on 
Cul 

ina~va%ion dépendnai;t du voltage. L'auXva&Lon d u  canaux caLciquls^ cornu-  
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pondant à Ica  néced~Lte t e  déphcement de 6 putticdes poun chaque cand  
1 

( X  = 6 1 . L ' a d y a e  de Ca conduotance GCa en d o n d o n  du po. tent i& ne p w t  
7 

h e  compCè.te dam Ca mawie où, p o u  C ~ Q  po.terd& peu n é g d d ~  OU poai- 
l 

Zlda ,  la compohanXe de cornant 7 u.t maociée 2i la deuxième compo~ante i 
7 ; 

Ca2 

,) La deuxième composante 7 dont Ce patent id  aeuhe d ' u ~ v a t < o n  2n.t 
Ca2 

de C1utrd/Le de - 3 0  mV, ne pEhenXe pcrn ul: peu d'inac;tivation. C&e curnpo- 

dmni&te peut &e in&bée p c v ~  une , m é d é p o ~ ~ o n  conWunnante  ; &n5i 

en ab~ence de 1 , h c i n w q u e  d1actLvafAon de 7 p m a t  de déinorion que 
Cal  

deux p&cuRa aunt impfiquéa d a m  X1ouvC>lttWLe ded canaux c d c i q u a  cotrha- 

pondant à GC,?. - i 

La relat ion l i a n t  l e  rapport GC, m/GCa2 en fonction du potentiel ( E i )  
2 

(ce q u i  correspond à l a  relation m 2  = f (E i )  ) e s t  de forme sigmoïde ; 1 a 
2 valeur maximale de mm é tant  a t t e i n t e  pour Ei = + 30 m V .  

C - CONCLUSION 

L'analyse bibliographique re la t ive  aux résu l ta t s  des différents  auteurs 

concernant en part icul ier  l e  nombre de particules impliquées dans l 'ouverture  

des canaux calciques (voir  tableau I I )  révèle une possible djfférence de 

s t ructure moli5culaire des canaux calciques. En ce qui concerne l a  f ib re  

musculaire d 'ëcrevisse,  l a  technique de pdch dmp u t i l i s é  par HENCEi< e t  

ZACHAR (1977), ZHARADNIK e t  ZACHAR (1382) e t  ce l le  des t r o i s  micrûélectrûdes 

que nous avons u t i l i sées  dans des conditions ioniques t r è s  par t icul ières  

conduisent aux mênies résu l ta t s  e t  autorisent à émettre l'hypott-ièse selon 

laquelle i l  ex i s t e ra i t  deux composantes de courant entrant de calcium 

correspondant à deux populations de canaux calciques. 
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1 TABLEAU II 

Valeur  
PREPARATIONS AUTEURS CONDITIONS D'EXPERIENCE de X 

F i b r e s  muscul a i r e s  

sque le t t i ques  : 

ctrabe 2 MOUNIER e t  VASSORT, 1975 ~ x t .  TEA+ 

éctrevha e 6 HENCEK e t  ZACHAR, 1977 Co r rec t i on  du couran t  
(sans i n a c t i v a t i o n )  

i m e c t e  3 ASHCROFT e t  STANFIELD 

1982 b 

Axone de Calmar 5 LLINAS e t  a l . ,  1976 

Neurones d 'Escargot  1 
7 )  Lunnea 2 KOSTYUK e t  a l  . , 1977 I n t .   ris' 

KOSTYUK e t  a l . ,  1979 I n t .   ris' ; à 6,5"C 
2 )  H&x p o W a  : Cor rec t i on  du couran t  

MAGURA , 1977 Courant Ba, ~ X ~ - T E A +  

3 )  H d i x  a p m a  1 ou 2 AKAIKE e t  a l . ,  1978 b '1n t .  CS+ 

Neurones d l A p l y s i e  1 ou 2 

Ce1 I u l e s  p i t u i t a i r e s  2 

--- - 1 --- 

ADAMS e t  GAGE, 1979 a 

HAGI NARA e t  OHMORI , 1982 

~ x t .  TEA+ 

1nt .  TEA+ 



RESUME 



L'étude de la conductance membranaire aux ions ca2+ de la fibre 

musculaire squelettique d'écrevisse que nous venons de présenter 

s'intègre dans un travail d'ensemble visant a expliquer le couplage 

exci tati on-contracti on des fibres muscul aires de crustacos tout en 

apportant un nouvel éclairage sur le fonctionnement des ionophores 
2+ aux ions Ca . 

Pour 1 ' étude de 1 a conductance aux ions ca2+, i 1 a été nécessaire 

de rechercher les meilleurs conditions pour extraire du courant de 

membrane global, le courant porté par les ions ca2+. Les courants 

de rectification ont pu Gtre inhibés en ajoutant au milieu de réfë- 

rence pauvre en ca2+ (1/5 ème de la concentration normale) d'une 

part l'acide niflumique ( ~ o - ~ M )  qui bloque le courant de sens entrant 

et d'autre part les ions TEA' (60 mM) associés à 1 a procaïne (2 mM) 

qui bloquent 1 e courant sortant de rectification. 

Ces résultats portant sur les phénomènes de rectificationm~ntrentque : 

i)- le courant de sens entrant activé lors d'hyperpolarisations mem- 

branaires est porté non par les ions K+ comme sur les fibres de ver- 

tébrés, mais par les ions Cl- ; i i ) -  le courant de sens sortant acti - 
vé lors de dépolarisations membranaires est porté pour une très large 

part, comme sur les fibres de vertébrés, par les ions K' ; la part 

qui résiste aux ions TEA' ou CS' disparait sous 1 'action de la procaine. 

La diminution d'environ 70% des valeurs de la conductance de 

fuite, de la conductance maximale aux ions ca2+ et de la capacité 

membranaire sous l'action de la procaîne conauit à émettre l'hypothèse 

de la soustraction à 1 'ânalyse électrophysiologique par cet anesthé- 

sique local d'une structure membranaire profonde. On est tenté de 

supposer que ce système membranaire correspond au réticulum sarcoplas- 



mique dans la mesure où d'une part MATHIAS et al . (1980) décrivent 
une conductance g(x) (qui dépend du potentiel) entre le réticulum 

sarcoplasmique et le système tubulaire transverse et où d'outre part 

HUI (1983b) montre au niveau de la fibre musculaire de grenouille 

qu ' un transfert de charges impl iquées dans 1 e coup1 age excitation- 

contraction, disparaTt sous 1 'effet d'un homologue de la procalne : 

la tétracaïne. 

En présence de procalne et ayant bloqué les courants de rectifi- 

cation, il a été possible de mettre en évidence deux composantes du 

courant Ica (1  . et 1 ) : 
Cal Ca2 

i) Ica s'activant pour un seuil de potentiel voisin de - 40 mV ; 
1 

son inactivation dépendrait du voltage ; l'activation du canal calci- 

que correspondant à ce courant 1 nécessite le déplacement de 6 
Ca 1 

particules (x=6) ; 

ii) Ica dont le seuil de potentiel d'activation est de 1 'ordre 
2 

de - 30 mV, ne présente pas ou peu d'inactivation. Cette composante 
peut être analysée en absence de Ica inhibé par une préimpulsion 

1 

dépolarisante. Dans ces conditions, l'analyse de 1 montre que 2 

particules seulement sont impliquées dans l'activation du canal corres- 

pondant à 1 . 
Ca, 

Ainsi l'existence de deux populations de canaux calciques ayant 

des caractéristiques d'activation et d'inactivation tres différentes 

peut être à 1 'origine de la contreverse qui apparalt au vu de 1 'ana- 

lyse des résultats des différents auteurs. Cette diversité de fonctionne- 

ment des canaux calciques par rapport aux ;anaux sodiques qui présentent 

une "structure moléculaire" presque homogène traduit peut être une 

évolution plus poussée de ces canaux à partir d'un etat plus primitif. 
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