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INTRODUCTION



Ce mémoire concerne 1'analyse de la conductance membranaire aux ions

Ca2+ de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse.

2+ directement

L'augmentation de la perméabilité membranaire auxhipns_Ca
impliquée dans le déclenchement du potentiel d‘actionr(PAf est observée
sur de nombreuses cellules excitables (voir revue de HAGIWARA et BYERLY,
1981) comme par exemple les neurones de mollusque (MEVES, 1968 ; KOSTYUK,
1980), les dendrites des cellules nerveuses (LINAS et HESS, 1976), les fi-
bres musculaires lisses (TOMITA, 1975),les fibres musculaires squelettiques
d'insectes (ASHCROFT, 1981) et de crustacés (HAGINARA et NAKA, 1964 ; FATT

2+ est

et GINSBORG, 1958). Cet accroissement de 1a perméabilité aux ions Ca
un phénoméne propre & ia plupart des cellules. Elle est & 1'origine d'une
entrée de calcium qui est un messager important dans les différents proces-
sus du fonctionnement cellulaire. On connait en particulier le rdle majeur
du calcium dans les mécanismes du couplage excitation-contraction (ENDO,
1977 ;BEELER et REUTER, 1970), du couplage excitation-sécrétion (BAKER et
RINK, 1975) et des mouvements des &tres unicellulaires (NAITOH et KANEKO,

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 1'augmenta-
tion du calcium intracellulaire déclenche dans les conditions de potentiel
imposé un courant sortant de potassium dépendant donc du courant entrant de
calcium. De méme i1 est bien connu que les variations de concentration des

2+

ions Ca® aux faces des membranes excitables déplacent les courbes d'acti-

~vation et d'inactivation des conductances ioniques membranaires fonction du



botentiel vers les hyperpolarisations ou les dépolarisations membranaires
suivant le sens des variations de concentration. (REUTER, 1973).

L'étude de la conductance calcique en fonction du potentiel et du
temps est moins aisée que celle relative & la conductance sodique en rai-
son d'une part d'une trés grande différence des concentrations des ions

2+ des milieux intra et extracellulaire et d'autre part de la présence

Ca
d'un courant sortant non spécifique d'une espéce ionique. qui n'est pas
bloqué par les inhibiteurs de la perméabilité membranaire aux ions Kt
(tétraéthylammonium, 4-aminopyridine, C&sium...).

Pour arriver & analyser quantitativement la conductance aux jons Ca2+,
i1 a é&té nécessaire de rechercher les conditions ioniques les plus favora-
bles, en d'autres termes de mettre au point un milieu physiologique qui
supprime les phénoménes de rectification membranaire (sens sortant et en-
trant). La rectification dans le sens entrant traduit une augmentation de
la conductance membranaire lors des hyperpolarisations. Sur la fibre muscu-
Taire d'écrevisse, les jons TEAT ou Cs* sont sans effet sur cet accroisse-
ment de conductance membranaire (BR&LE et al., 1983b).Par contre, ncus mon-
trons que les inhibiteurs connus pour inhiber la perméabilité membranaire aux
ions C1~ (é&change HCOS - C17) abolissent cette rectification. C'est ie cas
de 1'acide niflumique (AN) qui, 3 concentration de 10'6 M, blogue réversi-
blement la rectification de sens entrant. Ainsi, en présence d'AN, il devient
possible d'extrapoler Te courant de fuite pour tous les niveaux de’dépolarisa-
tion membranaire & partir de la relation courant-potentiel établie pour les

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

duit une augmentaiion de conductance lors des dépolarisations, elle est,




pour une large part, inhib&e par les ions TEA" ou Cs*. La part non bloquée
par les inhibiteurs de perméabilité potassique, disparait sous 1'influence
de la procaine. Dans ces conditions en miiieu de référence (milieu de

VAN HARREVELD) additioné de TEA™, d'AN et de procaine, le courant membra-
naire enregistré lors de dépolarisations imposées n'est constitué que de
deux composantes : le courant de fuite qui varie linéairement avec le po-
tentiel et le courant entrant de calcium qui dépend du potentiel et du

temps.

Les différents résultats montrant la suppression de tous les phénomé-
nes de rectification et permettant d'établir la condition la plus adéquate
pour obtenir une bonne dissection du courant entrant de calcium, constituent

le premier chapitre relatif aux phénoménes de rectification membranaire.

La deuxiéme partie des résultats est consacrée d 1'étude de la conduc-

. . +
tance membranaire aux ions Ca2

. L'ensemble des résultats montrent, en
accord avec ceux de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) obtenus sﬁr 1a méme prépara-
tion, que le courant entrant de calcium présente deux composantes témoi-
gnant de 1'existence de deux populations de canaux calciques activés lors

de dépolarisations membranaires. La premiére composante s'active pour un
seuil de potentiel membranaire plus négatif (- 40 mV) que celui de la deuxi-
éme (- 30 & - 25 mV). De méme, contrairement & Ta premiére, la deuxiéme com-
posante ne s‘inactive pas ou s'inactive avec une grande constante de temps.

Enfin 1'ouverture de chaque canal calcique requiert ie déplacement de 6

particules pour la premiére composante et de 2 seulement pour la deuxiéme.

Dans le but de faciliter la présentation de ce mémoire, il est subdi-




visé en 4 chapitres :

- le premier concerne la position du probléme relatant les principaux

travaux publiés et les difficultés d'analyse de la conductance calcique ;

- 1e deuxiéme est relatif au matériel utilisé et & la méthode d'en-
registrement du courant membranaire dans les conditions de potentiel

imposé ;

- le troisiéme aux résultats discutés en rapport avec la bibliogra-

phie au fur et & mesure de leur énoncé ;

=~

- le quatriéme est consacré & la conclusion générale.

X KX




PREMIER CHAPITRE

POSITION DU PROBLEME



Contrairement aux résultats obtenus, quelquefois controversés, sur
les effets du calcium extracellulaire sur le muscle de Vertébré (voir revue
de FRANK, 1980), 1'élimination du calcium provoque un découplage excitation-
contraction dans le muscle des Crustacés. La diversité des caractéristiques
fondamentales en particulier &lectrophysiologiques des courants calciques
chez de nombreuses espéces suppose 1'existence probable de plusieurs types
de canaux calciques pouvant correspondre a des structures moléculaires
différentes (voir HAGIWARA et BYERLY, 1981). A 1'inverse, les canaux sodi-
ques, décrits dans de nombreuses structures excitables, présentent le plus
souvent les mémes caractéristiques, comme par exemple leur sélectivité
Cependant cette homoéénéité de structure au vue des caractéristiques des
canaux sodiques commence actuellement & étre miseen défaut puisqu'en parti-
culier JAIMOVICH et al. (1983) montrent des différences notables de ces
canaux présents dans la membrane sarcolemmique et tubulaire de la fibre mus-

culaire squelettique de grenouille vis a vis de dérivés de la tétrodotoxine,

La différence des caractéristiques qui apparait dans le fonctionne-
ment des canaux calciques peut aussi refléter les difficultés d'analyse
de la conductance calcique. En effet, de nombreux problémes techniques sur-
gissent lorsque 1'on désire étudier le fonctionnement de ces canaux calci-
ques dans les membranes ol ils se trouvent, comme par exemple dans le sys-
téme tubulaire transverse des fibres musculaires. Ces difficultés techni-
ques sont &galement plus ou moins accentuées quandkon s'adresse aux fibres

musculaires de Crustacés comme cela est précisé par ZACHAR et 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 musculaire de Crustacé est
rendue difficile par 1a présence des invaginations longitudinales du
sarcolemme et 1'abondance du systéme tubulaire transverse (BRANDT et al.,
1965 ; PEACHY, 1967 ; REUBEN et al., 1967 ; EISENBERG, 1967). Sur la
fibre musculaire d'écrevisse, 1'analyse du courant de membrane en condi-
tions de potentiel imposé ne permet pas & HENCEK et ZACHAR (1977) d'impo-
ser correctement le potentiel en dépit de 1'emploi de la technique de "patch
clamp" qui permet de mesurer le courant membranaire d'une petite surface
de membrane. Ces auteurs observent en effet des oscillations du courant

3 cm2 (diamétre

membranaire lorsque la surface interrogée dépasse 1,9.10°
de 50 um). Ces oscillations sont dues & 1'interférence du courant de mem-
brane tubulaire avec celui de surface. Ces mémes 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 de courant en per-
fusant intracellulairement la fibre par une milieu privé de potassium ou
contenant du tétraéthylammonium (TEA). Ainsi 1'inhibition du courant sor-
tant de potassium permet le développement plus apparent d'un courant de
calcium dont la diminution au coursdu temps est due @ un accroissement de
1'activité du calcium intracellulaire plutdt qu'd urne inactivation dépendant
du voltage. De méme, le courant de membrane présente de nombreuses osciila-
tions (BERTRAND et al., 1979) quand la fibre de crabe dans les conditions

de potentiel imposé, est interrogée 3 1'aide de la technique des trois mi-

croélectrodes insérées 3 1'une des extrémités de la fibre (ADRIAN et al.,



1970). 11 semble donc que les oscillations du courant de membrane soient

attribuables 3 1'interférence du courant membranaire de surface et tubulaire

plutdt qu'a 1'emploi d'une technique particuliére de potentiel imposé.

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

Méme si 1'imposition du potentiel & 1'ensemble des membranes est
réalisée, la dissection du courant de calcium a partir du courant membra-
naire global présente des difficultés. Mis & part 1'emploi de la tétrodo-
toxine (TTX) qui bloque trés 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 inhiber les autres courants ioniques en particulier
le courant de calcium et les courants sortants généralement portés tota-
lement ou partiellement par les ions potassium.

Actuellement, pour les fibres musculaires de CRUSTACES, 1'ouverture
des canaux ioniques activés par les dépolarisations membranaires conduit
a 1'apparition d'un courant entrant de calcium et de un, deux ou trois
courants sortants 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.gor;ants de potassium (IK1 etIKz) 5

IK dépendant de 1'entrée des ions Ca ¥ (et donc de 1'activité interne

1
de ces ions) et IK étant le courant sortant retardé classique équiva-
2

lent & celui décrit pat KEYNES et al. (1973). BRULE et al. (1983b)
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montrent que de plus le courant IK2 est pour une part porté par les ions
C1”. Un courant sortant IK3 au niveau de la fibre musculaire squelettique
d'écrevisse est décrit par HENCEK et al. (1978). L'existence de ces diffé-
rents courants sortants sur les fibres de Crustacés peut rendre compte de
1'impossibilité de bloquer complétement le courant sortant par les jons
TEA®. C'est ainsi que HAGIWARA et al. (1969) sont conduits & utiliser un
anesthésique local, la procane, 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, le po-
tentiel d'inversion du courant entrant de "calcium" n'est que de + 30 mV en
présence de TEA alors que 1'addition de procaine au milieu externe (tou-
jours en présence de TEA) les rend trés nattement plus positif, supérieur a
+ 60 mV. L'inhibition du courant sortant résistant aux ions TEA™ ne dépend
pas de 1'activité interne de calcium. Cette difficulté d'inhiber totalement
le courant sortant est rencontrée par de nombreux auteurs travaillant sur
diverses préparations, en particulier sur les neurones d'escargot (MEECH

et STANDEN, 1975 ; KOSTYUK et al., 1975 a, b, ¢ ; HEYER et LUX, 1976 ;
THOMPSON, 1977) ainsi que sur les fibres musculaires squelettiques de gre-
nouille (SANCHEZ et STEFANI, 1983). De méme si les ions K" sont remplacés
par les ions Cs+, une part du courant sortant dépendant du voltage persiste
sur les neurones d'escargot (MEVES et VOGEL, 1973 ; KOSTYUK et al., 1977).
Enfin tout récemment, ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) sont conduits pour é&limi-
ner complétement le courant sortant & perfuser la fibre musculaire squelet-
tique d'écrevisse par un mi]ied sans K* contenant du TEA" ; le milieu ex-
tracellulaire ne contenant pas de K' ni de Na©. Dans ces conditions ioni-
ques particuliéres, ces derniers auteurs montrent que le courant entrant de

calcium présente deux composantes (ICa et ICa ) reflétant selon eux 1'exis-
1 2

tence dans la membrane de deux populations de canaux calciques.




C - L'INACTIVATION DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM

IT est bien connu que 1'inactivation sodique est un processus qui
dépend du voltage et du temps et qu'il ne dépend pas de 1'intensité de
ce courant de Na* ou de 1a concentration des ions Na' 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 diie selon
les préparations utilisées et Tes auteurs :

L) @ une accumulation d'ions Ca2+. C'est ce type d'inactivatibn
apparente que décrivent KEYNES et al. (1973) pour 1a 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 & valeur constante (de 1'ordre de 10'7M)
1'activité interne de calcium. De méme au niveau des neurones d'escargot
une diminution de la constante de temps d'inactivation, & la suite d'une
injection interne d'EGTA, est observée par BROWN et al. (1981) et par
PLANT et STANDEN (1982) ;

AL) @ un processus dépendant du voltage. A partir de leurs tracés
de courant, HENCEK et ZACHAR (1977), sur la fibre musculaire squelettique
d'écrevisse, décrivent ce mécanisme selon ia théorie de HODGKIN et HUXLEY,
faisant intervenir les constantes de vitesse a, et 8, fonction du poten-
tiel. De méme sur la fibre de Crabe, MOUNIER et VASSORT (1975) donnent
1'équation qui permet de déterminer 1a disponibilité du courant de calcium
(variable h) en fonction du potentiel ;

2+. Cette entrée

L) a &' impontance de L£'entrnée des Lons Ca
agissant sur le processus d'inactivation. En effet, 1a bibliographie relate

actuellement un processus plus complexe pour 1'inactivation du canal calci-
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que. Celle~-ci serait 1iée, soit en partie,soit totalement, selon les struc-
tures interrogées, & 1'entrée d'ions Ca2+ dans la cellule indé&pendemment
d'une modification éventuelle de 1'activit@ interne de calcium. Les ions

2+

Ca“" en passant dans le canal agiraient sur 1'inactivation de celui~ci. Dans

ce cadre, différents auteurs sont amen&s a prendre en compte ce‘type d'inac-
tivation puisque la relation traduisant 1a variable h en fonction du poten-
tiel n'est pas d'allure sigmoide. En effet, si pour de faibles dépolarisa-
tions h décroit en fonction du potentiel, & partir d'une certaine valeur

de celui-ci, h croit de nouveau pour de plus amples dépolarisations ; h
étant trés voisin de 1 aux environs du potentiel d'inversion du courant
entrant de calcium. C'est ce type d'inactivation qui est retenu par ASHCROFT
et STANFIELD (1980, 1982 b) pour la fibre musculaire squelettique d'insecte.
A 1'appui de cette 3éme interprétation, il est important de signaler que

le courant entrant porté par les ions Ca2+ qui diminue rapidement, voit sa
cinétique d'inactivation considérab]emeht ralentie lorsqu'il est porté par

2+ TILLOTSON (1979),

d'autres ions bivalents tels qué les ions Sr2+ et Ba
BREHM et ECKERT (1978), SALKOFF et WYMAN (1983) interprétent i'augmenta-
tion de 1avconstante de temps d'inactivation en émettant 1'hypothése que
les ions Ba2+‘et Sr2+
canaux calciques. A 1'inverse sur 1'oeuf d'étoile de mer, HAGIWARA et al.

(1975) constatent que le courant entrant diminue avec la méme constante de

2+,Sr2+ 2+.

temps qu'il soit porté indifféremment par les ions Ba ou Ca
Par ailleurs, des adteurs sont amenés pour expliguer leurs résultats

& privilégier une hypothése parmi les trois mentionnées ci-dessus sans pour

autant rejeter ies autres. KOSTYUK (1980) postule que 1'inactivation du

courant de calcium de la fibre nerveuse d'escargot est le résultat de 1'ac-

*ivation d'un courant sortant de potassium dépendant de calcium ; ainsi le

. . N . +
sont moins efficaces que ies ions Ca? pour bloguer les




Ba2+ et le Sr2+ seraient moins efficaces que les ions Ca2+ pour initier ce
courant de K (HAGIWARA et al., 1975 ; GORMAN et HERMAN, 1979 ; HAGIWARA
et OHMORI, 1982). Cependant sur les fibres musculaires d'insecte, cette in-

-

activation ne semble pas étre 1iée a une activation d'un courant sortant
dépendant du calcium, mais plutdt due & la fixation des ijons Ca2+ sur des
sites membranaires lors de 1eur passage d travers le canal calcique (ASHCROFT
et STANFIELD, 1980, 1982 b).

I1 est aussi connu que les canaux calciques sont pour une trés large
part localisés dans la membrane du systéme tubulaire transverse (NICOLA et
al., 1980 ; ALMERS et al., 1981 ; STEFANI et CHIARANDINI, 1982). Ainsi la
diminution du courant éntrant de calcium pourrait &tre aussi due non & une
accumulation du calcium dans la fibre mais d une "dgpfétion" de ces ions
dans les tubules dans 1a mesure od la diminution du courant calcique en
fonction du temps n‘est plus observée en présence de tampon EGTA-Ca dans le
milieu externe (voir HAGIWARA et BYERLY, 1981).

En conclusion, le mécanisme d'inactivation de la conductance calcique
est & 1'heure actueile trés contreversé dans la mesure ol ce processus peut
8tre différent d'une préparation & 1'autre. Finalement au niveau de la fibre
musculaire d'écrevisse, HENCEK et ZACHAR (1977) explique la diminution en
fonction du temps du courant entrant de calcium en faisant intervenir um
processus d'inactivation qui dépend du voltage. Par contre en 1983 sur la
méme préparation, POLEDNA et al. prennent en compte plutdt le procassus

d'inactivation dépendant du calcium.
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D - DIFFICULTE DE LA DETERMINATION DU POTENTIEL APPARENT D'EQUILIBRE AUX

IONS CaZt (Eca)

2+ de part et

La différence importante de concentration des ions Ca
d'autre de la membrane crée une situation particuliére pour le courant de
calcium. En effet, 1'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 linéairement en fonction du potentiel
quand la conductance maximale aux ions calcium est atteinte. Ainsi, aprés
avoir atteint sa valeur maximale, la conductance semble diminuer, traduisant
ainsi un phénoméne de rectification au voisinage du potentiel d'inversion
du courant entrant de calcium. Ce phénoméne de rectification est d'ailleurs
prévu par la théorie dw champ de GOLDMAN quandle rapport des concentrations
ioniques intra et extracellulaire est supérieur & 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 INa est proche sinon égal au potentiel
d'équilibre aux ions Na™ (ENa =+ 60 mV). La relation courant (INa)—poten-
tiel est linéaire dans la gamme des potentiels trés positifs, 1'intersection
de l1a courbe avec 1'axe du voltage donne la valeur de ENa' Par contre,
1'accroissement du gradient de concentration pour les ions Na* en particu-
lier en milieu externe sans Na+, conduit & une relation courant INa-poten-
tiel qui présente alors comme pour ICa un phénoméne de rectification. La
présence de cette rectification du courant ICa ne permet pas & partir de la
relation courant—potentie] de déterminer avec exactitude le potentiel d'in-

version de ce courant qui en théorie doit &tre &gal au potentiel ECa'

Enfin la présence d'un courant sortant. qui résiste aux inhibiteurs
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de permé&abilité classique ou qui persiste en milieu sans potassium (TEA,
4-AP, Cs*) activé aux potentiels trés positifs (& 0 mV), introduit

une distortion dans la relation courant-potentiel qui devient linéaire du
fait que le courant ICa est associ@ d un courant sortant. Cette LinZarnisa-
tion de la relation peut expliquer la faible valeur du potentiel d'équilibre
apparent déterminé par de nombreux auteurs sur diverses préparations.

Sur la fibre musculaire de grenouille SANCHEZ et STEFANI (1983) déter-
minent une valeur de + 30 mV seulement pour le potentiel d'inversion du
courant de calcium en présence dans le milieu externe de 120 mM de TEA.

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

et VASSORT (1975) sur la fibre de crabe, par HAGIWARA et al. (1969) sur la
fibre de balane en absence de procaTne, est aussi de + 30 mV alors que

HENCEK et ZACHAR (1977) sur la fibre d'écrevisse donne pour ECa une valeur de
+ 85 mV. Cependant cette faible valeur de ECa donnée par HAGIWARA et al.
(1969) est considérablement augmentée quand la fibre est imﬁergée dans le
milieu externe contenant, en plus de TEA, de la procaine, substance qui

selon ces auteurs bloque une composante de courant sortant résistante aux

jons TEA+.

E - EXISTENCE POSSIBLE DE PLUSIEURS COMPOSANTES DE COURANT ENTRANT

Les travaux de OKAMOTO et al. (1976) effectués sur la membrane de
1'oeuf d'Hocyntia routzi révélent 1'existence de deux composantes de courant
entrant. De méme des observations analcgues sont rapportées par MIYAZAKI
et al.. (1972) en ce qui concerne 1a membrane de 1'oeuf d'étoile de mer.

Avaﬁt la fertilisation, 1'oeuf présente un faible potentiel de repos.
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Cependant aprés 1'augmentation de ce potentiel par passage 3 travers 1a
membrane d'un ample courant négatif, i1 est possible ensuite de déclencher,
par stimulation, des réponses dépolarisantes de grande durée dues d 1'acti-
vation de deux conductances responsables du courant entrant : une composante
sodique et une composante calcique. En conditions de potentiel imposé sur
cette méme préparation, MIYAZAKI et al. . (1975), HAGIWARA et al. (1975),
SHEN et STEINHARDT (1976), montrent en fait que les deux courants entrants

2+ puisqu'ils disparaissent tous les_deux en

2+

sont portés par les jons Ca
présence des inhibiteurs de perméabilité calcique (C02+, Mg="). En effet,
si la premiére composante de courant de nature calcique s'active pour une
valeur de potentiel plus négative que celle de la deuxiéme composante, elle
dépend en plus de la présence du Na dans le milieu externe ou des ions mono-
va]ents'puisque les ions Li+, RbY ou st jouent le méme r6le que les ions
Na*. Récemment, HAGIWARA et OHMORI (1982) décrivent un courant entrant qui
présente deux composantes : une composante portée par les ions Na® et une
composante portée par les ions Ca2+.

Sur les fibres musculaires d'insecte, en absence de Na* externe,
Te courant ICa s'inactive complétement alors que son inactivation est trés
incompléte quand le Na* ou Li est présent dans le milieu externe
(COLQUHOUN et al., 1981 ; YELLEN, 1982 ; SALKOFF et WYMANN, 1983). Ainsi,
selon ces derniersiauteurs i1 existerait dans la membrane en plus des
canaux calciques des canaux perméables aux ions Na* ou Li*. De méme sur
la fibre de balane, SHEU et BLAUSTEIN (1983) mentionnent en plus des canaux
calciques bloqués par les inhibiteurs de perméabilité calcique, la présence
de canaux par od passent les ijons Na© en absence de Ca2+, canaux non

- . . T . + .
bloqués par la tétrodotoxine mais inhibés par les ions La3 ; ces derniers

canaux n'apparaissent semble-t-il1 qu'en absence de calcium externe.




Enfin au niveau des fibres musculaires de Crustacés interrogées
dans les conditions de potentiel & 1'aide de la technique de patch clamp

(HENCEK et ZACHAR, 1977) ou & 1'aide de la double partition de saccharose

(MOUNIER et VASSORT, 1975), le courant de calcium 1imité @ une seule compo-

sante s'inactive au cours du temps ; cette inactivation dépendant essen-
tiellement du voltage. Sur la fibre de balane, Te ccurant de calcium,
présentant aussi une seule composante, ne s'inactive pas (KEYNES et a1.,A
1973). Par contre en 1982 ZAHRADNIK et ZACHAR mettent en &vidence sur ia
fibre musculaire d'écrevissé deux composantes de courant entrant de cal-
cium qui présentent des cinétiques d'activation et d'inactivation trés
différentes : la premiére composante &tant beaucoup pius sensible au pro-
cessus d'inactivation dépendant du voltage. Par contre, POLEDNA et al.,
(1983) pensent que 1'inactivation pourrait dépendre de 1'entrée des ions

Ca2+ dans la fibre d'écrevisse plutdt que de dépendre du voltage.

F - CONCLUSION

L'analyse des abondantes données bibliographiques concernant 1'ac-

N . . N N . . -+
tivation et 1'inactivation de 1a conductance membranaire aux ions Ca2 .

révéle 1a complexité des mécanismes mis en jeu. La contreverse qui apparait

au vu de 1'analyse des radsultats des différents auteurs peut correspondre
3 des différences de fonctionnement des canaux calciques ; ces différences
pouvant traduire une évo]utioﬁ de ces canaux au niveau moléculaire. Cette
diversité de fonctidnnement des canaux caicigues par rapport aux canaux

sodiques qui présentent une "stwucture melféculaire” presque homogéne tra-

=

duit peut étre une évolution plus poussée de ces canaux calciques & partir
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d'un état plus primitif. En faveur de cette idée concernant 1'évolution
des ionophores aux ions calcium d@ partir d'une structure moléculaire rela-
tivement simple, i1 est intéressant de signaler les travaux de ANDERSON et
MROSE (1978), ANDERSON et CASTILLO (1976) , ANDERSON (1979) effectués sur
les muscles d'une annélide (SYLLIS). En effet, apras avoir mis en évidence
une réponse régénérative des fibres musculaires correspondant & 1'activa-
tion de canaux calciques, ils montrent que les ions Mn™* n'inhibent pas le
courant entrant régénératif de calcium, mais que ces ions Mn* peuvent
porter ce courant (en absence de calcium, 1'amplitude de la réponse varie

+

< s . . +
lTinéairement avec le logarithme de la concentration externe de Mn  ; Tla

pente étant de 27,5 mV par décade) ; la réponse régénérative normale é&tant

abolie par les ions La3+ ou C02+.




DEUXITEME CHAPITRE

MATERIEL ET METHODE




A - MATERIEL

Les expériences sont réalisées & 20°C sur les fibres musculaires des
pattes locomotrices d'écrevisse. L'accés aux fibres est réalisé par une
simple section d'un méropodite selon le plan passant par les arétes.

La préparation est ensuite placée dans une cuve en plexiglass remplie de
solution physiologique constamment renouvelée afin de maintenir a valeur
constante les concentrations ioniques extracellulaires. L'examen de la pré-
paration sous loupe binoculaire montre les fibres musculaires disposées pa--
rallélement en faisceaux et fixées d'une part & 1'axostyle et d'autre part 3 la
carapace. Les fibres interrogées ont un diamétre de 150 & 400 u et une lon-
gueur variant de 1 & 3 mm. Les faisceaux sont conservés en place pour 1'en-
registrement du courant et du potentiel transmembranaire par microélectro-

des. Les fibres sont stabilisées au moins pendant 20 mimdans le milieu phy-
siologique de référence (milieu VAN HARREVELD) avant que ne soient insérées

les micro@lectrodes permettant les mesures de courant et de potentiel.

B - ENREGISTREMENT DU CQURANT DE MEMBRANE DANS LES CONDITIONS DE POTENTIEL

IMPOSE

La technique de potentiel utilisée est celle d'ADRIAN et al. . (1970).

Cette technique consiste & insérer 3 microélectrodes 3 1'une des ex-
trémités de la fibre musculaire. Le sthéme synoptique est présenté dans 1a
figure 1. Deux microélectrodes, 1 et 2, mesurent le potentiel transmem-
branaire respectivement & une distance 1 (El) et 21 (Ez) de T'extrémité de

Ja fibre. L'électrode 3, placée & une distance 2 1+1' de 1'extrémité de 1la

fibre, permet de faire passer & travers la membrane un courant délivré par
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Figure 1 :

Schéma du montage utilisé pour L'enregistrement du courant de
membrane (Im) dans Les conditions de potentiel imposé & L'aide de Trhois
microdlectrodes (technique d'ADRIAN et al., 1970).

Les micnodlectrodes 1, 2, 3 sont implanties respectivement & une
distance £, zk, 20+2'del'une des extrnémités de La fibre dont Le diamZine
(d) est compris entre 150 et 400 um. £, : potentiel transmembranainre
Amposé & une distance £ (Ei. =& ; (E, - E) = difgérence de potentiel
proportionnelle & Im.

2
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= Ampligicateurn opérationnel a contre néaction, perunet de maintenit
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un amplificateur opérationnel (Bl) monté en contre réaction totale, courant
nécessaire pour imposer le potentiel El' Un deuxiéme amplificateur opéra-
tionnel (BZ) permet de maintenir le potentiel & la face externe de la mem-
brane au potentiel de référence afin de s'affranchir d'une variation éven-
tuelle du potentiel extracellulaire du fait de 1'existence d'une résistance
série qui est loin d'étre négligeable devant la résistance d'entrée de la
fibre (la résistance spécifique de membrane de l1a fibre d'écrevisse au
repos n'est que de quelgques 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 & 0,5 u ; résistance comprise entre
4 et 10 M @ ; potentiel de pointe inférieur a 4 mV.

ADRIAN et al. (1970) é&tablissent que le courant transmembranaire (im)
exprimé par unité de longueur (en A.cm'l) qui passe d travers la membrane a
une distance 10l le potentiel est imposé, est approximativement proporticnnel
d la différence de potentiel (E2 - El), E2 étant le potentiel enregistré

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

i = (2/3). (E, - E))/3 vy 17 (1)

r; est la résistance du milieu intracellulaire par unité de longueur,

exprimée en a.cm” L.

im est directement proportionnel a (E2 - El) d 5 pour 100 prés si le
rapport de la longueur 1 par la constante d'espace de la fibre A est infé-

rieur ou égal § 2 (1/A4;2) en absence de courant entrant régénératif. De
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~

méme im peut tre calculé a5 pour 100 prés & partir de la valeur de
(E2 - El) en présence d'un courant entrant régénératif si 1/x est inférieur
~ou égal a 0,65 (1/10,65).
L'équation (1), ci-dessus, approximative peut &tre rendue exacte par
1'introduction d'un facteur correctif p. En effet dans tous les cas 1'ex-

pression de 1m en fonction de E2 - E1 est la suivante :

i=(2/3). p . (E, - E)/3ry 1°

avec

p = (3/2)(1/A)2.cosh(1/x) / cosh(Z]/x)-cosh(i/x) (3)

Cette expression (3) donnant la valeur de p en fonction de 1/i, montre
que p est dgale a l + 0,05A§i (1/;)g2 en absence d'un courant entrant régé-
nératif ; & 1/A{2 correspond le rapport (E2 - El)/E1<:6. En présence d'un
courant entrant régénératif 1'équation de p est identique & 1'&quation (3)
mise a part que les termes en cosh sont remplacés par cos. Dans ce dernier
cas p est égale & 1 + 0,05 si 1/2 0,65 ou (E2 - El)/El( 0,68.

De plus la distance 1' doit &tre correctement choisie pour que la
différence de potentiel (E2 - El) soit directement proportionnelle & im' Si
1'électrode 3 est trop prés de 1'électrode 2, le potentiel E2 présente un
comportement de voltage 1iée & la dispersion non homogéne du courant au
niveau de 1'électrode 2. Ce comportement de voltage est évité si la résis-

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

sphére de rayon 1' est faible devant la résistance d'entrée Re‘ Lla résis-
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tance de 1a demi-sphére de rayon 1' est &gale d 1'expression :

R s = Ri/2w 1

d

R_i est la résistivitd du milieu intracellulaire, sa valeur est éqgale
a 125 q@.cm (FATT et GINSBORG, 1958). La résitance d'entrée est égale au
rapport de la différence de potentiel transmembranaire enregistrée a une
distance de 21 + 1' par le courant débité de 1'amplificateur opérationnel

(B,) ou de 1'ampiificateur B, (voir Fig. 1), ce qui conduit a :
1 2

En conséquence le calcul montre que si Re/Rds est supérieur ou &gal &
10, tout comportement de voltage au niveau de 1'@lectrode 2 est supprimé.
Pour 1a fibre d'écrevisse si 1' est &gale ou supérieure & 2a (a=rayon de
la fibre) la condition précédente (Re/Rds >10) est trés largement satisfaite.

-

Dans la mesure od la conductance de membrane est exprimée en S.cm °,

2

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

. 12
= a(E, -
Im a(.2 El)/3 Ri 1
Ri, a correspondent aux termes définis ci-dessus.
Dans ces conditions, 1'estimation de la surface de membrane est
faite & partir de la détermination du diamétre de la fibre sans
tenir compte -des nombreuses invaginations longitudinales et trans-

versales de 1a membrane de surface.




C - MILIEU

Le milieu physiologique de référence est le milieu de VAN HARREVELD,
sa composition en mM.1™! est : Na¥ 212,1 ; C17 = 248,8 ; K+ = 5,25 ;

Ca2+

=14 ;5 Mg = 2,8 ; HCog = 2,1 ;pH = 7,4,

Pour étudier la conductance calcique de la membrane de la fibre mus-
culaire d'écrevisse, diverses solutions sont préparées 3 partir du milieu de
VAN HARREVELD auquel est ajouté un ou plusieurs inhibiteurs réputés spéci-
fiques de perméabilités ioniques membranaires. Dans certains cas, la dimi-
nution partielle cu totale d'une espéce ionique du milieu est compensée

par un apport d'une autre espéce ionique dans le but d'une part de maintenir

1'isotonie du milieu et d'autre part d'éliminer un courant spécifique porté

par une espéce jonique.

Les différents milieux, consignés dans le tableau 1, sont tous maintenus

d un pH de 7,4.




1°Ny3Tavi

- 26 -

7 = augedoud auresoud
01 = N t09 = Yil 0 626 8842 1'ost - yiL - OT%% - HA X
09 = ,¥3L 0 52's 8'8yZ 108t vaL - © +~£o - HA X
2 = auyesoud auresosd
(3 L] < L] - O -
0T Wt 03 = v 8'2 52' 88y swr | w - v O eolorsz - va X1
g0l = NY . . . . . o .
2,5 109 = VL 82 52°s 481174 €651 W~ VAL [y u.._S\N - HA I1IA
01 = ,53 ' 01 = ;0 12 52°S 8'8y2 1281 §) - 00 - HA 1A
g0 = WY . . . . .
09 =,¥3L ¢ OT = .50 vl 52°S 8°8ve Tezet NY - ¥3L - 00 - HA IA
01 = ;0 b1 §2°S 8892 17261 09 - HA A
01 2 401 Y
g © 9= vl 52°S 8'8v2 1°212 NV - HA AL
anbrwnijiu apLoy
g /81° 03es LnsLAuILN 12 52's 8° 92 012 oﬁ-a._sz -HA 111
€Ly = 82 vt 25°0 we | 012 53 - oriS: ~HA I
- vl $2‘s 8°8y2 1*ete (HA) GT13AYYVH NVA I
L L b L -l
‘ X3t LW oN
SIINVISENS STULNY w29 R _0 LN
§3n61507015AHd HGTIAT0S ~SIIN3HIITG




TROISIEME CHAPITRE

RESULTATS



PREMIERE PARTIE

ETUDE DES PHENOMENES ~

DE RECTIFICATION




- 29 -

A - ETUDE DE LA RECTIFICATION DANS LE SENS ENTRANT X

C'est en 1949 que KATZ étudiant les propriétés &lectrophysiologiques
de la fibre musculaire de grenouille en milieu isotonique de sulfate de
potassium met en évidence pour la premiére fois ce phénoméne de rectifica-
tion dans le sens entrant. Cette rectification qu'il appelle : "rectifica-
tion anormale”, traduit une variation de la résistance de membrane qui dépend
du potentiel. En effet, la résistance membranaire diminue quand des -poten-
tiels hyperpolarisants sont appliqués d la membrane ; le courant qui traver-
se la membrane étant porté par les ions K", Cette rectification anormaie
ou de sens entrant est par la suite mise en évidence sur de nombreuses pré-
parations notamment les fibres de PurKinje (STANFIELD, 1970), 1'ceuf d'étoi-
le de mer (HAGIWARA et al., 1977). Pour toutes ces préparations, le courant
de sens entrant, activé lors des hyperpolarisations, est porté spécifiquement
par les ions K*. Ce courant de K+, ne pouvant &tre portéd par les ions Cs+,
Rb*, est bloqué par les ions TEAY, Ba®" (ADRIAN, 1964 ; ISENBERG, 1976 ;
HAGIWARA et al., 1976 ; STANDEN et STANFIELD, 1978 ; GAY et STANFIELD, 1977 ;
STANFIELD, 1970, CONSTANTI et GALVAN, 1983). Plus récemment les travaux de
DIFRANCESCO (1981, 1982) et DIFRANCESCO et OJEDA (1980) effectués sur les
fibres de Purkinje de lapin et sur le noeud sinoauriculaire de veau montrent
que le courant de rectification n'est pas exclusivement de nature potassi- )
que mais dépend également du sodium ; de méme sur les neurones ganglionnai-
res sensoriels, CONSTANTI et GALVAN (1983) arrivent @ 1a méme conclusion.

Sur les fibres musculaires squeletiques de crabe, HAUDECOEUR et
GUILBAULT (1974 a et b), BRGLE et al. (1976) montrent que 1a relation
courant-potentiel, dans les conditions de courant ou de voltage imposé,

n‘est pas modifiée quand les ions kt et Na¥ du milieu extracellulaire sont

. ) n ¢
¥ a faitll'objet d’une publication (BRULE et al., 1983 b).
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remplacés mM @ mM par les ions cho]ine+, ions connus pour bloquer tout au
moins partiellement, le courant de sens sortant de la membrane axonale,
porté par les ions K+ (HILLE, 1967) et celle du noeud sinoauriculaire de
Tapin (SEYAMA, 1979 ; YANGIHARA et IRISAWA, 1980). Ces résultats sur la
nature autre que potassique du courant entrant de rectification de la fibre
musculaire squelettique de Crustacé (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 b) sont
retrouvés plus récemment par de nombreux auteurs sur diverses préparations.
Les résultats de CONSTANTI et GALVAN, (1983), obtenus sur les neurones sen-
soriels, conduisent ces auteurs 3 proposer que la rectification dans le
sens entrant (qui dépend aussi du temps) n'est pas de nature potassique. De
méme MAYER et WESTBROOK (1982), au niveau des mémes neurones sensoriels obser-
vent que la valeur de la pile d'équilibre aux ions C1™ est trés proche du
potentiel d'inversion du courant entrant de rectification ce qui les améne
é'proposer que le courant de rectification est probablement porté par les
jons C1°. WHITE et MILLER (1979) montrent que la rectification de sens en-
trant de vésicules formées & partir de la membrane post-synaptique de Tor-
pille, incorporées dans une couche de phospholipides, induit un courant
porté par les ions C1~ ; de plus cette conductance activée est inhib&e par
un dérivé disulfoné du stilbéne, le SITS (4-acétamido-4'-isothiccyanostilbé-
ne-2,2'~disu1fonﬂjcomme les mouvements d'ions C1~ le sont par cette drogue
au niveau de la membrane du globule rouge (COUSIN et MOTAIS, 1979, 1982),
mouvements de C1~ d'ailleurs aussi inhibés par une substance amphiphile,
1'acide niflumique (K = 10'7M).

Partant de ces données bibliographiques et des résultats négatifs

concernant 1'absence d'inhibition par les ions TEAT et les ions Cs™ du

courant entrant de rectification anormale, i1 est nécessaire d'étudier d'une

part les effets d'un milieu appavvri enions C1™ (remplacés par les ions méthylsufa-
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te, ions imperméants) et d'autre part ceux de 1'acide niflumique & diffé-
rentes concentrations. Puisque sur la fibre d'@crevisse la rectification

est présente dans les conditions de repos et augmente lors des hyperpolari-
sations membranaires (figure2),i1 s'avére impossible d'extrapoler la valeur
du courant de fuite pour chague niveau de dépolarisation membranaire & partir
de la relation courant-potentiel établie pour les hyperpolarisations mem-
branaires. C'est la raison pour laquelle il fallait rechercher Ta condi-

tion expérimentale la plus appropriée pour obtenir une relation linéaire
coufént—potentie] dont la pente corresponde & la conductance de fuite ;

la connaissance de la valeur de cette conductance de fuite permet 1'ex-

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 aménent & conclure que le courant
de rectification de sens entrant est porté par les ions C1~ ou dépend trés
gtroitement de ceux-ci par le biais du mécanisme d'échange C1 -HCOZ mé&-
canisme bloqué par le SITS ou 1'acide niflumique (COUSIN et MOTAIS, 1979,
1982). En effet sur la fibre d'&crevisse 1'acide niflumique 3 IO'GM bloque

complétement la rectification dans le sens entrant.
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Sous 1'effet du milieu pauvre en Kkt (90% des ions K" sont remplacés
mM & mM par des ions Cs+(m11ieu I1) une hyperpolarisation membranaire de
1'ordre de 10 mV est observée (aprés 20 minutes, le potentiel de repos passe
de - 74 mV & - 83 mV). Les courbes courant-potentiel &tablies 3 1'état sta-

ble c'est & dire en fin d'impulsion de 125 msec en conditions de référence et
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Figure 2 :

Couwrant global de membrane (tracis du haut) enregisiné en “Zponse
a des criéneaux de potentiel imposé |(tracés du bas) au niveaw d'une §ibre
placie depuis 20 min dans Le milieu de VH.

RP = -60mV ; HP = - 70 mV ; £ = 250 um ; £' = 250 um ; d = 250 um.

Le courant de membrane est donné en tenme de différence de potentiel
(E, - E;).
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aprés 20 mn d'imbibition de la fibre par le milieu pauvre en K" sont présen-
tées (figure 3). Ces courbes sont paralléles pour des potentiels - 90 mV.
Ce parallélisme traduit le fait que ce milieu pauvre en K en dépit de la
présence d'ions Cs+, n'a aucun effet sur la rectification dans le sens
entrant si ce n'est un déplacement de la relation courant-potentiel dans le
sens des hyperpolarisations, 1ié au déplacement du potentiel de repos (hy-
perpolarisation de 10 mV). Cette variation est en relation avec le déplace-
ment de la courbe conductance de rectification anormale - potentiel qu'ob-
servent de nombreux auteurs en particulier HUTTER et WILLIAMS (1979) sur la
fibre musculaire de grenouille, HAGIWARA et al. (1976) sur Tla membrane de
1'oeuf d'étoile de mer.

Si la rectification dans le sens entrant de la fibre musculaire
d'écrevisse est de nature potassique comme sur la fibre musculaire de ver-
tébré, la réduction de 90% de la concentration extracellulaire de K compen-
sée par 1'apport de Cs* devait se traduire conformément i ce qui est obser-
sé sur les fibres de Vertébrés par une diminution voire une disparftion de
cette conductance de rectification. Ainsi la persistance du courant de
rectification dans le sens entrant en milieu pauvre en k" implique que ce

courant peut ne pas &tre porté par les ions K.

2.~Effets de la réduction de la concentration extracellulaire d'ions
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Pour confirmer 1'hypothése ci-dessus, est étudié 1'effet du milieu
pauvre en ions C1~ (90% de ces ion$ C1™ sont remplacés mM & mM par les
ions méthylsulfate, milieu I1I) sur la relation courant-potentiel établie
en fin d'impulsion 125 msec. La figure 4 résume les résultats obtenus

sur une fibre stabilisée pendant 20 minen milieu normal. Le milieu anormal
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Figure 3 :

Refations courant-potentiel établLies dans Les conditions de potentiel
impost en fin d'impulsion (175 msee) en milieu noamal (@) et apr2s 20 min
d'action du miliew appauvidl en Lons K" (C) ; 90 % des ions K" sont
nemplacss pan Les {ons Cs' (miliew 1), RP = - 74 mV (nZference] ex
- 83 mV apnBs 20 mind'action du miliew appauvrl en Zons K s HP = - 70 mV ;
L =312,5um; &' = 312,5um ; d = 312,5 um.

Le phinomene de rectification dans Le sens entrant esit maintenu.
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Figure 4 :

Relations couwrant-potentiel etablies dans Les conditions de poteniiel
Ampose en fin d'impulsion (125 msec) en milieu de réfrence (@) et apris
20 mind'action du milieu appauvri en ions C& (O} ; 90 % d'ions CL du
milieu externe sont remplacés par Les Lfons méthylsulfate (milieu IIT).

. RP = - 72 mV (nEference) et - 93 mV aprés 20 min d'action du milieu
appauvai en ions CL ; HP = - 70 mV ; £ = 300 um ; L' = 300 um ; d = 270 um.
Le phénoméne de hectifjication dans Le sens entrant est aboli en

miliew tnés pauvre en Lons CL™,
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entraine une hyperpolarisation membranaire qui n'atteint une valeur stable
de 20 mV qu'aprés 20 min. Le potentiel de repos passe pour la fibre interro-
gée de -~ 73 mV & - 93 mV. Cette hyperpolarisation est 3 associer d la linéa-
risation de la courbe qui traduit la relation courant-potentiel. Aussi sous
1'effet de ce milieu anormal, la rectification de sens entrant est supprimée.
Signalons de plus que 1'hyperpolarisation membranaire est maintenue tant

gue la fibre est en milieu pauvre en ions C1~ ; ceci conduit & supposer que
dans les conditions de référence (en milieu de VAN HARREVELD) les ions C1~
ne sont pas distribués selon 1'équilibre de DONNAN et que le potentiel
d'équilibre de ces ions C1~ est moins négatff que le potentiel de repos.
Ceci implique de plus que dans les conditions de ré&férence un transport
actif de C1~ dirigé vers 1'intérieur de la fibre maintiendrait 1'activité

du C17 & une valeur &levée. Enfin le fait que la diminution de la concen-
tration de C1~ supprime la rectification dans le sens entrant (responsable
d'un mouvement sortant d'ions €17 ) sur la fibre d'écrevisse n'est pas pour
surprendre dans la mesure od surles fibres musculaires de grenouille HUTTER

et WILLIAMS, (1979) montrent que la diminution de la concentration extracellu-
laire de potassium diminue Ta conductance maximale de rectification dans le
sens entrant qui dépend, sur ces préparations, d'un mouvement entrant d'ions
K*. De méme sur la membrane de 1'oeuf d'étoile de mer, HAGIWARAlet al.

v (1976) montrent que la conductance maximale de rectification qui dépend
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 dimi-
nution de la conductance de rectification aux ions C1~ pourrait rendre
compte de 1'hyperpolarisation membranaire ; le potentiel de repos dans ces
conditions étant &gal au potentiel de diffusion aux seuls idns Kt et Na®.

En conclusion, la persistance de la rectification dans le sens entrant
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Caas . . + < . + . ‘s
en milieu appauvri en ions K (et en présence d'ijons Cs') et sa disparition
en milieu trés pauvre en ions C1  permet ainsi de supposer que le courant
de rectification de sens entrant de la fibre musculaire d'écrevisse est,

comme sur 1'organe &lectrique de Torpille (WHITE et MILLER, 1979 ; MILLER

et WHITE, 1980) et sur les neurones d'Aplysie (CHESNOY-MARCHAIS, 1982, 1983),

porté par les ions C1 .

A B e - P D~ . S S S o o

L'acide nif1umiqge (AN) est une substance amphiphile dont la molécule
présente deux p6les(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 et MOTAIS (1979, 1982), cette AN se fixe sur deux
populations de sites (de haute affinité et de faible affinité) ; de ce fait,
1a courbe dose-réponse présente deux composantes : une composante linéaire
qui refléte 1'interaction de AN avec Tes Tipides membranaires et une com-
posante saturable qui disparait lorsque les mouvements de C1~ sont préala-
blement bloqués par le SITS qui lui se fixe de fagon covalente donc irré-
versiblement sur la protéine impliquée dans la translocation des ions C1~
de la membrane de giobule rouge.

Compte tenu du fait que cette substance amphiphile apparait &tre un
inhibiteur spécifique de la perméabilité aux iens C17, agissant a trés fai-
ble concentration (KD = 10-7M), son effet sur la rectification dans le sens

"entrant de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse a &té étudie.
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NH

Structune moliculaine de L'acide niflumique ou aclde (riflurno-
méthyl-3 phénylamino)-2 nicotinique.

Les cmaumuquu de 2'inhibition du transport anionique au niveau de £a

membrane. de globule rouge (COUSIN et MOTAIS, 1979, 1982) révelent que Les

effets phanmacofogiques de cette drogue se situent au niveau mofZculaire

& savoin, L'interaction avec un site protéique. En effet, £'acide niflumi-

que @ une structure amphiphilique, c'est-a-dire présente un pile hydrophile

et un pdle hydrophobe, ce qui impLique qu'elle 504t adsonble a L'inferface.
Les figures 5 et 6 résument les effets de cette substance a différen-

tes, concentrations respectivement sur la rectification dans le sens entrant
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Figure 5 : :

Relations courant-potentiel &tablies en gin d'impulsion (200 msec)
dans Les conditions de potentiel imposZ, sur une fibre placie dans Les
conditions normales (@) (miliew 1) et apnds action, & intervalle de
temps de 15Mn, du milieuw contenant de £'acide niglumique aux concentra-
tions de 1077 M2 (01 5 10T (%) e 107007 (a) (mitiew V).

RP = - 68 mV (nBfinence) et - 76 mV, - 81'mV, - 88 mV respectivement
powr Les concentrations en acdde niflumique de 10'9, 1078 ot 107%M.277.
HP = - 70 mV ; £ = 312,5 um ; £' = 150 um ; 4 = 312, 5 um.

L'amplewr de 2'inhibition de fLa rectification dans Le sens entrant
ainsi que L'hyperpolarisation membranaire dépendeont de La concentration
en AN,
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Figure 6 :

Evolution du potentiel de sepos (RP) en fonction de La concentration
en acide niflumique (AN) Ztablie sun une méme fibre stabilisée durant
15 min, pour chaque concentration testie.

L'acide niflumique entraine une hyperpolarisation membranaire
d'autant plus importante que La concentration en AN est Elevée.
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et sur le potentiel de repos d'une méme fibre musculaire. On note que
1'AN entraine une hyperpolarisation membranaire dont 1'ampleur dépend de
la concentration en AN (figure 6). Cette hyperpolarisation est d'environ
20 mV pour mua[AN]_de IO'GM ; 4 cette méme concentration, la rectification
dans le sens enfrant est totalement inhibée puisque la relation courant-
potentiel devient linéaire et la pente est alors é&gale @ 1a conductance de
fuite (figure 7).

Les effets de 1'AN agissant & intervalle de temps de 15 min pour

7, 10'6) montrent que 1'inhibition de la

chaque concentration (1079, 10”
rectification dans le sens entrant est d'autant plus ample, comme d'ailleurs
1'amplitude de 1'hyperpolarisation membranaire, que la concentration est
plus élevée, L'établissement de la relation liant 1'inhibition au logarith-
me de [AN?] permet de déterminer la concentration pour laquelle la conducf
tance est réduite de 50%. Comme le montrg la figure 8, la valeur de cette

-

concentration extrapolée d partir de cette relation est de 1'ordre de

6.1078

M. Cette concentration, correspondant & 1a constante de dissociation
apparente K, est trés proche de celle déterminée par COUSIN et MOTAIS,
(1979, 1982) en ce qui concerne 1'inhibition de Ta perméabilité aux ions
C1™ de Ta membrane ~&rythrocytaire.

Enfin les résultats obtenus sur le noeud de Ranvier de grenouille dus
d 1'obligeance de DUBOIS (CORBIER et DUBOIS, 1983) montrent que cette subs-

6M, n‘a aucun effet sur toutes les

tance amphiphile, & la concentration 10~
composantes du courant mémbranaire enregistré. Ce résultat négatif n'est
pas surprenant dans la mesure od, aucune conductance aux ions C1™ qui dépen-
drait du voltage n'a &té décrite sur cette préparation. Cependant a plus
forte concentration (10-3M), CORBIER et DUBOIS (1983) signalent que 1'AN

X - . +
agit en diminuant la conductance aux ions Na , ne touchant pas par contre




-2
Ey (mV)
-210 -190 -170 150 -130 -0 -90 -50
1 1 1 i "\ i 1
Im (A.cmd=0042(E,-E)
-"2
-4 S
L-4 t
w
t
-6 w
-8
L-10

Figure 7 :
Relations counant-potentiel Etablies en potentiel imposl sur une

fibre en milieu de rEference (®) et en miliew VH additionné d'acide
nigtumique (107°M) (O) apres 20 mind'action.

RP = - 70 mV (néftrence) et - 86 mV aprds 20 mn d'aciton de
£'acide niflunique ; HP = - 70 mV ; £ = 312, 5 um ; £' = 312,5 um ;
d=312,5 um.

Ltacide niglumique & 107° M aboLit entiZrement fa rectification
dans Le sens entrant.
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Figure § :

Relation Liant L'inhibition de La rectification maximale dans
Le sens entrant (1) au Logarithme de La concentration extracellulaire
en acide niflumique (Log [ AN] ), etablie a pantin des ndsultats obtenus
sun deux §ibres (@) (). .L'inhibition est maximale (I = 1) Lorsque La con-
ductance membranaire ne correspond plus qu'a La conductance de fuite (G 6) .
La conductance maximale de rectification ('(Z) est caleulie & partin de
La valeun maximale de La pente de La relation courant potentiel (G )
obtenue powr de fortes hyperpolarnisations auquelle esi soustraite La
conductance de fuite.

La constante de dissociation apparente de AN (Kp) est de 2,51. 10'8;'»{.
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celle aux ions k' ni celle correspondant au courant de fuite. Pour ce qui
est de Ta conductance aux ions Na+, seule la conductance maximale est dimi-
nuée puisque la relation sigmofde 1iant la disponibilité de la conductance
aux ions Na* (variable h) au potentiel membranaire est déplacée dans le
sens des hyperpolarisations. Ainsi @ cette concentration relativement élevée
(10'3M), 1'AN peut &tre considéré comme une substance ayant les propriétés
d'un anesthésique local.

En résumé, 1'absence d'effet de 1'AN & 10'6M sur le noeud de RANVIER
et le b1océ@é”tcmp%et»par\gpntre de la rectification dans le sens entrant
de la fibre musculaire d'écr;§i§se\gpnfortent 1'hypothése relative @ 1'exis-

tence d'un courant entrant porté par les jons C1~ sur cette derniére prépa-

ration, activé lors d'hyperpolarisations membranaires.
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Dans 1la mesuré ou la rectification dans le sens entrant de la fibre
musculaire squelettique d'écrevisse persiste en milieu contenant des ijons
TEAY (résultat non illustré) et en milieu cs* (voir figure 3) et dans la
mesure ol en milieu pauvre en C1~ ou en milieu normal contenant de 1'acide
niflumique & la concentration de 10'6M cette rectification est inhibée, cela
améne 3 conclure qu'il existe un courant entrant porté par les ions C1™ ac~
tivé lors d'hyperpolarisations membranaires. Ces résultats sont en accord
avec ceux de HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974 a et b) obtenus sur la fibre
d'un autre crustacé : le crabe, de WHITE et MILLER (1979), MILLER et WHITE

(1980) sur 1'organe électrique de Torpille et ceux de CHESNOY-MARCHAIS (1982,

1983) sur les neurones‘d‘ApTysie.
Au potentiel de repos (Er = - 70 mV) en supposant que la conductance

de membrane est égale & la conductance de fuite (Gf) plus celle de recti-




fication (Gr)’ que le potentiel d'inversion du courant de fuite ainsi.que
celui du courant de rectification sont respectivement Ef et EX, il vient

1'équation suivante :

Er = (Gr/em)‘ Ex+ (GF/Gm)' Ef

Les résultats illustrés aux figures 4 et 5 permettent pour les diffé-

rents paramétres de 1'équation ci-dessus, de donner les valeurs suivantes :

3 3 2

E.=- 70V, E. = - 8 mV, G = 0,93.107 s.em”2, 6 S.cm™°,

r
- -3
Gm = 2,8.10

£ = 1,826.10°
S.cm™2, ainsi le potentiel E = - 40 mV.

Si ce potentiel EX correspond au potentiel d'inversion du courant de
rectification porté par les ions C1~, cela implique que la pile d'équili-
bre aux ijons C1~ est moins négative que le potentiel de repos. I1 existerait
au niveau de la fibre musculaire d'écrevisse un mouvement entrant actif
d'jons C1~ qui permettrait le maintien de 1‘activi}é interne du C1~ & une
valeur bien supérieure & ce que prévoit la distribution passive de 1'&quili-
bre de DONNAN.

Enfin, en présence d'acide niflumique, i1 devient possible sur notre
préparation d'extrapoler la valeur du courant de fuite pour les dépolarisa-
tions & partir de la relation linéaire établie pour les impulsions hyperpo-
larisantes. En effet, 1'obtention d'une relation linéaire entre le courant
et le potentiel (If = f(Ei))est une des conditions nécessaires bour &tablir
la cindtique du courant régénératif entrant de calcium lors de dépolarisa~

tions membranaires & partir du potentiel imposé de référence (HP).
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B - ETUDE DE LA RECTIFICATION DANS LE SENS SORTANT

En 1977 HENCEK et ZACHAR, étudiant les propriétés de 1a membrane
de la fibre musculaire squelettique d'é&crevisse, montrent qu'il existe
trois courants activés lors d'amples dépoiarisations dans les conditions de
potentiel imposé : un courant entrant porté par les ions Ca2+ et deux cou-

rants sortants IK et IK portés par les ions K*. Le courant IK est dépen-
™M ] o 1

dant du vo1tagé; quanttéu courant IKs, il correspond
au courant retardé classiquement mis en évidence sur de nombreuses struc-
tures excitables. Ces résultats de HENTEK et ZACHAR confirment ceux obtenus
antérieurement sur la fibre musculaire de crabe par MOUNIER et VASSORT {1975)
et ceux décrits postérieurement par ASHCROFT et STANFIELD (1982a) sur la
fibre musculaire squelettique d'insecte.

Cependant, sur les fibres musculaires de Crabe ayant des réponses
régénératives par tout-ou-rien, HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974 a et b) ;
BRULE et al. (1976) BRULE et al. (1983 a) constatent la disparition du cou-
rant sortant retardd en milieu pauvre en jons C1~ alors que ce courant
persiste en milieu isotoniqﬁe de chlorure de choline en dépit du fait que
ces ions choline® bloquent, tout au moins partiellement, le courant sortant
retardé de K' de 1a membrane axonale (HILLE, 1967). De plus, BRQLE et al.
(19835)m0ntrent que le potentiel d'inversion du courant retardé, courant
pleinement actiyé par une ample dépolarisation, varie linéairement avec le
logarithme de la concentration extracellulaire d'ions Cl:/(la pente étant
de 25 mV par d&cade). Aussi la participation des ions C1™ & la perméabilité
membranaire est par ailleurs observée sur de nombreuses préparations, en
particulier sur les fibres musculaires squelettiques de grenouille (HUTTER
et WARNER, 1972 ; WARNER, 1972). C'est probablement 1'existence d'une com-

~ . . + .
posante du courant sortant porté par des ions autres que les jons K qui
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explique 1'impossibilité de bloquer totalement le courant sortant retardé-
par les ions TEA* comme cela est montré sur la Fibre musculaire squelettique
de grenouille (STANFIELD, 1970 et SANCHEZ et STEFANI, 1978 ; 1983), sur les
fibres musculaires d'insecte en dépit de la présence de 120 mM de TEA"
(ASHCROFT et STANFIELD, 1982) et aussi sur la fibre musculaire d'&crevisse
(ZAHRADNIK et ZACHAR, 1982).

Par ailleurs, dés 1969 HAGIWARA et al. (1969), signalent 1'existence
d'un courant sortant associé au courant entrant de calcium sur la fibre de
balane, courant sortant supprimé par addition au milieu extracellulaire de
2 mM de procaTne ; ce dernier courant &tant selon ces auteurs porté par les
ions K* et/ou C1~, son potentiel d'inversion &tant proche du potentiel de
repos. De plus ce courant apparait nettement & partir d'un seuil de poten-

tiel imposé voisin de - 10 mV.

1. Effet des ions TEA+ sur le courant sortant
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2+ 24 milieu de VAN HARREVELD

Sur la fibre musculaire, 1'addition de Co
(milieu V), en absence d'acide niflumique, permet comme le montre la figure
g d'établir la relation courant-potentiel au maximum de courant. Cette rela-
tion permet de mettre en évidence d'une part la rectification dans le sens
entrant et d'autre part celle dans le sens sortant. Cette relation est trés
modifiée en ajoutant au milieu du TEA™ & 1a concentration de 60 mM (60 mM
de NaCl sont remplacés par 60 mM de TEAC1) et de 1'acide niflumique &

1078

M (milieu VI). La figure 9 montre 1'abolition de la rectification
dans Te sens entrant par 1'acide niflumique et le blocage important mais
non complet de la rectification dans le sens sortant par les ijons TEA'. La

courbe montre en effet qu'il persiste un courant dynamique nettement visible
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Figure 9 :

Relations couwrant-potentiel &tablies dans Les conditions de potentiel
imposé en fin d'impulsion (500 msec) sun une gibre place depuis 20 min en
milieu de VH contenant Les Lons co?* (10 mM) (@) - milieuw V- et dans ce
méme miliew additicnné de TEAT (60 m) et d'AN (10"3 md) - mieieu VT-
aprés 20 mind'action (O).

HP = -~ 66 mV ; £ = 250 ym ; &' = 250 um ; d = 250 um.

La rectification dans Le sens entrant est supprinie par AN alons
que Les Lons TEA" faissent subsister une pantie de La nectification dans
Le sens sontant.




au seuil de potentiel imposé - 10 mV. Ce résultat est conforme aux obser-

vations de HAGIWARA et al. (1969).
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En présence d'ions Cs* dans le milieu de VAN HARREVELD (10 mM de
NaCl sont remplacés par 10 mM de CICs milieu VII), la modification de la
relation courant-potentiel (figure 10) est similaire & celle observée en
présence d‘ions TeA*. La encore, comme avec les jons TEA+, un courant sortant
persiste qui s'active au seuil de potentiel - 10 mV. Dans le cas de la figu-
re présentée, 1'absence dans le milieu d'acide niflumique se traduit par
le maintien de la rectification dans le sens entrant en dépit de la présen-
ce dans Je milieu d'ions Cs* connus pour bloquer sur les fibres musculaires

de vertébré le courant entrant porté par les ions K",

3. Conclusion sur la rectification dans le sens sortant
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Sur la fibre musculaire d'écrevisse, 1'inhibition incompléte par
les ions TEA' de 1a rectification dans le sens sortant confirme les obser-
vations de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982). En effet pour bloquer complétement
le courant sortant de rectification, ces auteurs sont amenés a perfuser in-
tracellulairement la fibre par un milieu dépourvu de KC1 (remplacé par du
tris propionate pour conserver 1'isotonie). De méme, la solution externe
ne contient pas d'ions K" et Na+, ces deux ions étant remplacés par les
ions tris’. C'est dans ces conditions ioniques particuliéres Que ZAHRADNIK
et ZACHAR sont conduits & décrire deux composantes de courant entrant de
calcium correspondant selon eux & deux populations de canaux calciques qui

présenteraient des cinétiques d'activation et d'inactivation différentes.
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Figure 10 :
Relations couwrant-potentiel établies en potentiel imposé en g4in

d'impulsion de 500 msec sur une gibre place depuis 30 min dans Le milieu
de VH contenant Les Lons co?* (@) et dans ce méme milieu additionné
d'dons Cs% (10 md) - miliew VIT- aprés 30 méind'action (O).

HP = - 60 mV ; £ = 312,5um ; £' = 312,5 um ; d = 312,5 um.

Les ions Cs' ne modifient pas La rectification dans Le sens entrant
mals diminuent trh2s forntement La rectification dans Le sens sorntant sans
powr autant L'abolin complétement.
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Egalement, comme cela va étre développé ci-dessous, nos résultats condui-
sent aux mémes conclusions que celles de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) dans
la mesure ol la dissection du courant de calcium est rendu possible, c'est
i dire dans les conditions ol tous les phénoménes de rectification membra-
naire (sens entrant et sortant) sont totalement inhib&s. Bien que les ré-
sultats ne soient pas illustrés (ci-dessus) ces phénoménes sont totalement
inhibés quand la fibre musculaire d'écrevisse est maintenue en survie dans

le milieu de VAN HARREVELD. additionné de 107°

M d'AN, de 2 mM de procaine
et dont une partie du NaCl (60 mM) est remplacée par du TEACT.

Comme cela va &tre montré maintenant , i1 est en effet impossible
de déterminer avec ptus de certitude la valeur du potentiel
d'inversion du courant entrant de calcium et la cinétique de ce courant

en absence de procaine.




DEUXIEME PARTIE : ETUDE DU COURANT
ENTRANT (I¢.) ET DE LA CONDUCTANCE
(6¢,) DE MEMBRANE AUX

[ONS Cal*

e
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Sur 1a fibre musculaire d'écrevisse interrogée dans les conditions
de potentiel imposé (patch clamp) HENCEK et ZACHAR (1977) décrivent un cou-
rant entrant de calcium qui s'inactive au cours du temps et dont le potenti-
el d'inversion est voisin de la valeur de la pile d'équilibre aux ions Ca2+
(ECa =+ 85 mV). Sur la fibre musculaire de crabe, interrogée & 1'aide de 1la
technique de 1a double partition de saccharose, MOUNIER et VASSORT (1975)
observent en présence d'ions TEAY (20 mM) que le courant entrant de calcium
présente également une phase d'inactivation, le potentiel d'inversion de ce
courant étant de + 30 mV seulement. A 1'inverse, en 1973 KEYNES et al.
décrivent &galement un courant entrant de calcium qui ne s'inactive pas
au cours du temps : la fibre de balane est perfusée intracellulairement par
de 1'EGTA (chelateur de calcium permettant ainsi le maintien de 1'activité

interne de Ca2+

d une valeur de 10-8M) en absence d'jons €17 et K (ces der-
niers ions étant remplacés par les ions Cs+) ou en présence de TEAT 3 1a con-
centration de 50 mM.

11 est également important de signaler pour les fibres de crustacés
que Ta valeur de 1'exposant x correspondant & la relation m: = f(Ei) est de
2 pour la fibre de crabe (MOUNIER et VASSORT, 1975) alors qu'il est de 6
pour celle d'écrevisse (HENCEK et ZACHAR, 1977). Cette valeur différente de
X conduit a@ émettre 1'hypothése selon laquelle les canaux calciques interro-
gés pouraient étre différents. Signalons @ 1'appui de cette hypothése que
ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) sont amenés & postuler 1'existence de deux popu-
lations de canaux calciques correspondant a deux composantés de courant
entrant de calcium. La premiére composante quant & son amplitude est par-

ticuliérement trés sensible a une prédépolarisation. Dans ces conditions,

en formulant avec ZAHRADNIK et ZACHAR qu'il existe au niveau des fibres muscu-

laires de crustacés deux populations de canaux calciques,les résultats décrits cirdessus
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des différents auteurs, en apparence différents, peuvent étre conciliés.

En effet, suivant les techniques utilisées par les auteurs, 1'une ou 1'autre
des deux composantes du courant de calcium ou les deux pourraient étre én—
registrées.

En plus des conditions ioniques imposées pour 1'étude du courant
entrant de calcium (abolition des phénoménes de rectification), i1 faut,
dans nos conditions de poténtie] imposé d& 1'aide de microélectrodes,
s'affranchir de 1a contraction. En effet, le déplacement de 1a fibre lors de
Ta contraction entraine une sortie des microélectrodes. Pour ce faire, le
milieu de VAN HARREVELD contenant du TEA et de 1'AN, est en plus additionné
de 2 mM de Mn™t ou de 2 mM de procaine. Par ailleurs la concentration extra-
cellulaire de calcium est réduite au 5&me de sa valeur normale (2,8 mM au
lieu de 14 mM). D'une part la réduction du calcium extracellulaire permet
le développement d'un courant entrant de calcium plus faible que dans les
conditions normales et facilite ainsi une meilleure imposition du potentiel
membranaire, d'autre part la prééence de procaTne connue pour inhiber la 1i-
bération du Ca** a partir du réticulum sarcoplasmique, ou la présence d'ions

2+

Mn~=" inhibant en partie le courant entrant de calcium, suffit a annuler le

phénoméne mécanique. Précisons que la constante de dissociation apparente

du Mn*

avec les sites des canaux calciques est, selon HAGIWARA et TAKAHASHI
(1967), de 2 mM pour la fibre musculaire de balane. Enfin en tenant compte

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

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

on doit s'attendre 3 déterminer dans nos conditions ([Ca] = 2,8 mM} un po-

tentiel d'inversion pour ICa d'environ + 65 mV. 0
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A - ETUDE DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM EN PRESENCE D'IONS Mn™™

La figure 11 donne un exemple d'enregistrements du courant de mem-
brane pour une fibre placée dans Te milieu VIII (milieu de VAN HARREVELD
contenant TEA+, AN, Mn++) pour différentes valeurs de dépolarisation imposée
d partir d'un potentiel imposé de référence HP de - 70 mV. La figure montre
1'évolution du courant de membrane pour ces niveaux de dépolarisation. Pour
une faible dépolarisation (Ei = - 40 mV), un courant entrant est activé
correspondant au seuil du potentiel d'activation de 1a conductance calcique.
Pour Ei = 0 mV, le courant I‘ est net entrant et conserve sa valeur tant
que dure la dépolarisation (180 msec), Lors du retour @ la valeur de HP le
courant de queue est entrant}et correspond a4 la déactivation du courant ICa‘

Pour une plus ample dépolarisation (Ei = + 28 mV), le courant durant tout

le temps du potentiel imposéest de sens sortant ; comme sa valeur minimale
est atteinte rapidement et presque conservée pendant toute la durée de

1'impulsion, cela implique que le courant Im ne s'inactive pas. A 1'appui
de 1'absence d'inactivation, i1 faut signaler la présence d'un courant de
queue de sens entrant. Pour une plus ample dépolarisation (Ei = + 48 mV)
Im évolue comme précédemment ; 1'apparente inactivation é&tant due au courant
sortant qui résiste aux ions TEAT et qui se développe & partir de Ei = 0 mV
(voir figure 9 et 10). De p1us? 1'absence d'inactivation du courant ICa
dans la gamme des potentiels compris entre - 40 et O mV, peut &tre due
au blocage d'une des deux composantes de courant entrant ICa’ composantes
mises en évidence par ZAHRADNIK et ZACHAR (1982), et qui sont &galement
décrites ci-apres.

L'atablissement de la relation courant, exprimé en termes de diffé-
rence de potentiel (E2 - El), en fonction du poteatiel imposé Ei (figure 12)
montre que le courant global s'annule pour une valeur de Ei de 1'ordre de

- 20 mV, atteint sa valeur maximale entrante pour Ei = 0 mV et s'inverse
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Figure 11
Courant global de membrane (tracs du haut) enregistné en réponse

a des créneaux de potentiel imposé (trnacds du bas) au niveau d'une f4ibre
placte depuis 20 mindans Le milieu de VH contenant Les Lons M (2 m) R
TEA™ (60 mi) et 2'AN (107° mi) dont La concentration extenne de Ca est
néduite au 5dme de sa valeur nowmale (mifieu VITI).

RP = - 60m/ ; HP = - 70 mV ; £ = 250 um ; £' = 250 ym ; d = 250 um.

Les valeurns données & gauche des tracés correspondent & La valeur
du potentiel imposd, exprimie en mV. Le courant est expaimé en Zenme de
difference de pozentiel (E, - E,). '



Ez.. E,(mV)

- 2=~E4)
T p o= 0053 €

RP--60mV
HP-= 70 mv

L ~10

Figure 17
Relations courant-potentiel obitenues surn une gibre dont Les enre-

gistrements de courant et de potentell sont ceux présent?s a La figure 11.
( @ ) cowrant mesurd au maximum entrant ow au minimum sortant et apreés

soustraction du courant de fuite (16) (%)
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pour une Ei =+ 5 mV. L'établissement du courant dynamique ("ICa") en fonc-
tion du potentiel aprés soustraction du courant de fuite extrapolé a partir

de 1a relation linéaire obtenue pour les hyperpolarisations, montre que ce

courant s'active pour un seuil de potentiel de 1'ordre de - 45 mV, est
maximale pour Ei = 0 mV et s'inverse pour Ei = + 30 mV. Pour des potentiels
trés positifs (a partir de 0 mV) la relation courant-potentiel, comme cela
est illustré & la figure 12, est linéaire. Cette relation linéaire d'une

part et la faible valeur du potentiel d'inversion du courant d'autre part
nous améne d conclure au vu des résultats d'ASHCROFT et STANFIELD (1982a) de
ceux de HENCEK et ZACHAR (1977) ét de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) que le cou-
rant correspond, pour de fortes dépolarisations, & un courant entrant de cal-
cium associé a un courant sortant. En effet, si le potentiel d'inversion du
courant entrant de calcium est de + 30 mV, la concentration interne de cal-
cium, dans nos conditions expériementales, serait de 0,26 10'3M, valeur
incompatible avec une absence de contraction. De plus, d'aprés les travaux

de HENCEK et ZACHAR (1977) effectués sur la méme préparation, la valeur de
ECa compte tenu de 1a concentration externe de calciumdevrait étre de + 65 mV.
Par ailleurs, ASHCROFT et STANFIELD (1982 a) montrent que la relation

I.. = f(Ei) présente une trés forte rectification au voisinage du potentiel

Ca
ECa qui est en accord avec la théorie du champ constant de Goldman. Enfin,
nos résultats antérieurs (figure 9 et 10) montrent qu'il subsiste, en pré-
sence d'ions TEAT ou Cs+, une composante de courant sortant qui est nette-
ment activée & partir de Ei = - 10 mV. Ainsi donc, 1'existence de ce cou-
rant sortant assccié au courant entrant rend compte de la faible valeur du
potentiel d'inversion (+ 30 mV) et de la relation Tinéaire liant le courant
au potentiel pour les valeurs positives de Ei'

- En conclusion 1a présence d'ions Mn++, en dépit de 1'absence de
contraction, interdit la poursuite de 1'analyse du courant entrant de calcium

: . . . 2+ . .
et,de ce fait, de la conductance membranaire aux ions Ca~ . Ceci est la raison

pour laquelle 1a procaine a &té utilisée pour la suite de 1'expérimentation.



Si, comme les ions Mn*Y (2 mM), la procaine bloque le développement de .la
contraction elle présente de plus 1'avantage de faire disparaitre la compo-
sante de courant sortant qui résiste aux ions TEAT comme cela a &té démontré
dés 1969 par HAGIWARA et al. sur la fibre de balare.

B - ETUDE DE I

a ET G a EN PRESENCE DE PROCAINE

c C

----------- Ca

La procaTne est un anesthésique local qui provoque le découplage entre
le potentiel d'action et 1a contraction en inhibant la 1ibération 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 apparait au niveau des fibres mus-
culaires sque]ettiques de grenouille (FEINSTEIN, 1963 ; LUTTGAU et OETLIKER,
1968 ; CAPUTO, 1976). Ce découplage n'est pas di a une altération des proté-
ines contractiles (ORENTLICHER et al., 1974 ; SUAREZ-KURTZ, 1982) mais & un
blocage de la libération du calcium & 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 & faible concentration et inhibiteur a for-
te concentration. KURIHARA, (1975), KURIHARA et SAKAI, (1976) et CASTEELS et
al. (1977) interprétent cet effet excitateur de la procaTne comme étant di
au blocage de Ta perméabilité potassique. En effet, la procaine provoque une

augmentation de la résistance de membrane (KURIHARA, 1975, ITO et al., 1977),
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une diminution de 1a rectification dans le sens sortant (CASTEELS et al.,
1977 ; HARA et al., 1980) et une prolongation de la durée du potentiel
d'action (KURIHARA, 1975). Récemment, IMAIZUMI et WATANABE (1982) mentionnent
deux sites d'action de la procaine : un site d haute affinité (KD = 0,26 mM)
qui intervient directement dans la régulation de la perméabilité potassique
(en dépolarisant la membrane et en augmentant 1'excitabilité membranaire) ;
un site & plus faible affinité (KD = 3 mM), impliqué dans la libération du
Ca réticulaire. Sur la fibre musculaire de balane, 1a procaine @ 2 mM ne
modifie pas le courant entrant de Ca2+ ﬁais bloque une composante de courant
sortant dont 1'espéce ionique peut correspondre a une scortie de Kt et/ou a
une entrée de C1~ (HAGIWARA et al., 1969).

La figure 13 donne un exemple de relation courant-potentiel &tablie
d partir de 1'enregistrement de courant sur une fibre placée dans le milieu
IX (milieu de VAN HARREVELD, contenant TEA, AN et procaine). La courbe qui
traduit 1'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 1e plus entrant & - 30 mV et s'inverse vers - 5 mV. lLa
relation traduisant 1'évolution du courant de calcium en fonction du poten-

tiel aprés soustraction du courant de fuite, révale que ce courant IC

t

s'active pour un potentiel seuil de - 50 mV, est maximale pour Ei =< 10 mV
et qu'il s'inverse pour une valeur de potentiel voisine de + 65 mV. De plus

& partir des valeurs poéftives de potenfiel»imposé, la reTation courant-
potentiel présente le phénoméne de rectification atfendu par la théorie du
champ constant de Goldman ; par ailleurs, le potentiel d'inversion de ICa de

+ 65 mV est broche de la valeur attendue pour le potentiel de la pile d'équi-
2+

libre aux ions calcium. Ce résultat différent de celui en présence de Mn

pour ce qui est en particulier de 1a valeur du botentie] d"inversion du courant de Ca
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Figure 13 :
Relations courant-potentiel établies pour une §Lbre placle depuis
20 mn dans Lo miliew VH contenant Les ions TEA® (60 mi),2'AN (107° mi),
La procaine (2 mM) et dans Lequel La concentration externe de caleium
est néduite au 52me de sa valeur nonmale (milieu IX).
RP = - 6§mV ; HP = - 80 mV ; £ = 250 ym ; £’ = 250 ym ; d = 250 um.
La nefation (@) comrespond au courant global mesur? au maximum
entrant et au minimum sontant et (O) apads soustraction de 15.
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est tout a fait conforme & celui prévu lorsque la composante du cou-
rant sortant qui résiste aux inhibiteurs de perméabilité potassiqueest &liminée.
Connaissant 1'amplitude du courant entrant et la valeur du potentiel
d'inversion de ICa’ c'est-d-dire ECa’ la valeur maximale de conductance

3 S.cm'z. Cette valeur de GCa est réduite de

(é;a) estimée est de 3,6.10°
1'ordre de 70 % par rapport & la valeur donnée par HENCEK et ZACHAR

(1977) sur la fibre musculaire d'écrevisse et par KEYNES et al. (1973) sur
la fibre de balane. Cette réduction trés importante de GCa par rapport &
celle estimée par les auteurs cités ci-dessus améne d penser qu'un systéme

membranaire pourrait &tre soustrait 3 1'analyse sous 1'effet de la procafTne.

Cette hypothése est confirmée par les résultats qui sont exposés ci-aprés.

. . . - . . W T . . . W iy i ap e e - W - 4SS A A - o - -

- - o -

De nombreux travaux réalisés sur les fibres musculaires squelettiques
montrent qu'aussi bien 1'hypertonie (CAPUTO, 1968 ; BRGLE et al., 1977) que
les anesthésiques locaux : tétracaTne et procaine et certaines drogues tel
que le dantroléne provoque un découplage excitation-contraction (BLOCKLEHURST,
1975 ; HUI, 1983 b ; SUAREZ-KURTZ, 1982). Selon FRANK et TREFFERS (1977)
pour la fibre musculaire squelettique de grenouille et selon DELORME et al.
(1978) pour la fibre musculaire de crustacd, 1'hypertonie provoque un &lar-
gissement de la zone de contact entre le systéme tubulaire transverse et le
réticulum sarcoplasmique. En accord avec cette interprétation, HUI (1983 a
et b) étudiant les courants de porte au niveau de la triade de la fibre
musculaire de grenouille constate que la tétracaine supprime un transfert

de charges intramembranaires (QB) qui, selon 1'auteur, seraient impliquées
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dans la libération de Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique. De plus la dimi-
nution du gradient électrochimique des ions K" et C1” au niveau de Ta mem-
brane réticulaire provoque 1a Tibération de Ca’' (NAKAJIMA et ENDO, 1973).
IT y aurait donc pour ces derniers auteurs ainsi que pour THORENS et ENDO,
1975 ; MATSUBARA et al., 1977, un couplage entre le systéme tubulaire trans-
verse et le réticulum sarcoplasmique de type "depolarization induced-Ca2+-
release". En conséquence la membrane réticulaire pourait étre stimulée par
un courant venant des tubules transverses via une structure de type "gap
jonction” au niveau de la diade. Cette hypothése peut &tre prise en considé-
ration en ce qui concerne la fibre musculaire squelettique d'écrevisse dans
la mesure ol d'une part i1 est montré qu'en présence de procaine (2 mM) il
y a une réduction de 70 % de la conductance calcique (voir ci-
dessus), ou:d'autre part il va étre maintenant montré qu'également, en pré-

sence de procaTne, le courant stationnaire diminue dans les mémes proportions

(70%)et que de plus une des deux composantes du courant capacitif disparait.

La figure 14 donne un exemple de tracés obtenus sur une fibre placée
dans le milieu de VH sans calcium, additionné de TEA™ en absence (milieu X)
ou en présence de procaine {(milieu IX). Sous 1'influence d'une ample dépola-
risation (AEi = + 70 mV) & partir d'une valeur de HP de - 70 mV, le tracé
du courant de référence (tracé A) sous 1'action de la procaTne est trés modi-
fiée (tracé B). D'une part le courant capacitif est moins ample et moins du-
rable, d'autre part le courant stationnaire diminue, de 1'ordre de 70% en
présence de procaine.

Les tracés de droite de la figure 14 (A' et B') correspondant respec-
tivement aux tracés A et B enregistrés, sont reconstitués. Pour le tracé A'

en tenant compte de deux composantes de courant capacitif (1 et 2) et pour
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Figure 14

Evolution du couwrant capacitig (Ic) et stationnaine (IA) en gonction du
temps en néponse & une dépolarisation membranairne de + 70 mV, enregistnie sun
une fibre placie dans Le milieuw de VH sans caleium contenant Les Lons TEA”

(60 mM) (A) et en plus Za procaine (2 mM) (B). Les tracis A' et B' sont aespec-
tivement Les couwrants A et B caleulds en tenant compZe de £'exdistence de deux
composantes de Ic pour A, d'une seule composante de Ic pour B et d'une diminution
de I, de 70 § pour B par rapport & 1, de A.
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le tracé B' en ne tenant compte que de 1a composante (1) du courant capaci-
tif. En effet la figure 15 montre 1'évolution du logarithme du courant capa-
citif en fonction du temps en absence et en présence de procaine. Cette
représentation en coordonnées semi-logarithmiques met bien en &vidence la
suppression d'une composante du courant capacitif sous 1'influence de la
procane.

A partir des deux valeurs instantanées (au temps t = 0) Ioi et 102
ainsi que des constantes de temps T et Ty des deux composantes du courant
capacitif et de la valeur du courant stationnaire zn absence ou en présence
de procaine, il peut étre proposé un shéma électrique équivalent & Tla mem-
brane correspondant 3 une portion de membrane externe de 1 cm2 incluant les
membranes profondes sans estimation de leur surface. Ce shéma &lectrique est
constitué en absence de procaTne de deux circuits RC en parallale (figure

16 a et b) schémas identiques & ceux proposés en 1967 par EISENBERG pour

la fibre musculaire squelettique crabe (a) et par MATHIAS et al., 1980

pour la fibre de grenouille (b). Ainsi comme cela est précisé sur le schéma,
sous 1'influence de la procaTne, un des deux systémes membranaires (probable-
ment le systéme profond) pourait &tre soustrait a 1'analyse.

IT est important de signaler que chaque circuit RC est assccié 3 une
amorphe constitué par la basale et d'autre part la résistance des invagina-
tions Tongitudinales du sarcolemme et probablement celle de la lumiére des
tubules. Aussi Tes valeurs données pour les résistances et les capacités
(figure 16) ne peuvent étre que trés approximatives étant donné 1'incertitu-
de concernant les valeurs instantanées, I_ et IOZ, des deux composantes de
courant capacitif. En effet les tracés A et B de 1a figure 14 montrent que

le potentiel imposé n'atteint une valeur stable qu'aprds un délai de 1'ordre

de 2 & 3msec. A 1'appui de cette interprétation quant & la détermination appro-
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du courant capacitif en fonction

Evofution en coordonnées semi-Log
du temps pour une dépolanisation imposé de + 70 mV cornespondant aux

thacés de La figure 14.
La procaine elimine une composante capacitive.
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Figure 16 :

Schéma éLectrnique de La membrane de La fibre wusculaire squelettique

d'erevisse montrant L'existence de deux systemes membranaires (membrane
de surface et membrane profonde).

- Membrane de surface : La nésistance de £a membrane de surface
(R,) est en parallile avec La capacité membranaire (C,). R, et R, repré-
sentent Les résistances d'acclds qui correspondent aw matiriel amorphe
constitué par La basale necouvrant fLe sarcolemme et emplissant Les inva-
ginations Longitudinales de celui-ci.

- Membrane profonde : fLa capacitZ (C,] est en paratlele avec La
résistance (R/L) ; Ra et Rd sont Les nésistances d'acels.

La procaine soustrait a £'analyse Le systéme membranaire profond.

Bien que Les deux schimas a et b rendent compte des r2sultats
8lectrophysiologiques (f4ig. 14, 15), Le schéma b est plus conforme & La
héalite dans La mesure od d'une parnt L& a été montré qu'au niveau des
fibres de crustacts Les diades [voinetriades) sont situles tout Le Long
des invaginations de La membrane de swrface), et d'autre part MATHIAS et
al. {1980} - voirn annexe -, décrivent une conductance, gl(x), entre Le
systeme tubulaine et La citerne tenminafe du réticulun, conductance qui

dépendrait du potentiel.
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ximative des valeurs des résistances et des capacités, i1 faut signaler que,
sur la fibre musculaire d'écrevisse, POLEDNA et d1. (1978) montrent que
la résistance d'accés de chaque circuit RC varie trés largement d'une fibre

2 m=126.1+23q. cn’, n = 19).

d T'autre (0,2 & 344 Q.cm

En conclusion en dépit de 1'incertitude dans 1'estimation desrésistan-
ces et d?gcapacités, i1 apparait cependant, sous 1'influence de la procaine,
une diminution importante de 1'ordre de 70 % du courant stationnaire

et une réduction d'environ 80% de la capacité membranaire. Dans la mesure o,

2+

en présence de procaine la conductance maximale aux jons Ca~ est réduite

éga]ement’de 70% (voir ci-dessus); 6n est amené 3 émettre 1'hypothdse d'un
blocage pér la procaTne de la jonction de couplage entre le systéme tubulaire
transverse et le réticulum sarcoplasmiqueen accord avec les résultats de

HUI - (1983 b) concernant le découplage excitation-contraction par la tétra-
caTne sans pour autant exclure un effet direct de ces anesthésiques locaux
sur la libération du calcium par le RS (HERTZ, 1968 ; YAMAMOTO et KASAI, 1982)
La diminution de 70 % du courant stationnaire et de la capacité@ membranaire
est en accord avec la grande surface des membranes profondes (tubules,
reticulum) par rapport & la membrane de surface des fibres de crustacés
(SELVERSTON, 1967.; ATWOOD, 1963, 1965 ; BRANDT et al. 1965 ; ROSENBULUTH,
1969 ; HOYLE et SMYTH,. 1963 ; FAHRENBACH, 1967). Enfin, la disparition du
courant sortant résistant au TEAT activé lors d'amples dépolarisations
membranaires sur la fibre musculaire de balane (HAGIWARA et al., 1269) et
sur la fibre musculaire d'écrevisse (résultats donnés ci-dessus) pourrait
&tre interprétée non par une inhibition spécifique de ce courant par la
procaTne mais plutdt par une &limination d'un systéme membranaire profond
ol s'écoulerait ce courant sortant. Quoiqu'il en soit, le milieu de

VAN HARREVELD contenant de 1'AN, du TEA et de la procaine ccnvient tout a
fait pour établir trés correctement la cinétique du courant de calcium lors

des dépolarisations imposées.
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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
suppriment tous les courants de rectification. Ainsi, pour chaque niveau de
dépolarisation le courant de membrane, mis & part la composante rapide du
courant capacitif, est égale & la somme du courant de calcium 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 diminué au cours du temps pour s'annuler,
s'inverser et devenir net sortant en fin d'impulsion (50 msec).Cette dimi-
nution de courant au cours du temps peut réfléter 1'inactivation de ICa'
Pour de plus - amples dépolarisations, par exemple de + 55 mV (Ei = - 15 mV),
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 = 0 mV), le courant net entrant s'acti-
ve rapidement pour conserver cette méme valeur pendant toute la durée de
1'impulsion. I1 en est de méme quant au maintien de 1'amplitude du courant
durant toute la durée de la dépolarisation pour des niveaux de potentiel
imposé supérieurs & 0 mV ; de plus ce courant global qui se maintient au
cours du temps s'annule et s'inverse au potentiel de + 20 mV.

En premiére analyse, la diminution du courant entrant de calcium peut
refléter le mécanisme d'inactivation qui est décrit sur cette méme 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 phénoméne d'inactivation. Cette
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Figure 17 :

Cowrant membranaine (tracés du haut) exprimé en ferme de difgérence
de potentiel, enregisiré en réponse a des créneaux de potentiel (Zracés
du bas) d'une §ibre placée depuis 30mindans Le milieu VH contenant Les
ions TEA® (60 mM) £7AN (1073 mM), La procaine (2 mM) et dans Lequel

La concentration externe de calelum est rédulte au Séme de sa valewr nomale.

RP = -60mV ; HP = - 70mV ; £ = 312,5 um ; £' = 312,5 um ;

d= 3125 unm.

Les valeuns situées a gauche de chaque thac@ correspondent a La

valewr du potentiel {mposé.
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diminution apparente de 1'inactivation en ce qui concerne la conductance
calcique est actuellement expliquée par une processus qui fait intervenir

le calcium Tui méme ; 1'ampleur de 1'inactivation &tant fonction de la quan-
tité d'ions calcium qui entre dans la cellule. ASHCROFT et STANFIELD (1980,
1982 b) sont les premiers d décrire ce mécanisme d'inactivation au niveau

de 1a fibre musculaire squelettique d'insecte. Si un tel mécanisme existe

au niveau de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse, il est surprenant
de constater, pour une ample dépolarisation de 70 mV (Ei = 0 mV), que

d'une part le courant trés net entrant (illustré & la figure 17) se maintient
pendant toute la durée de 1'impulsion alors qu'a@ ce niveau de potentiel la
valeur maximale de conductance aux ions Ca2+ est atteinte selon HENCEK

et ZACHAR (1977) et que d'autre part la "driving force" pour les ions cal-
cium est encore de valeur élevée. Dans ces conditions si 1'inactivation,
dépendant du voltage et/ou de 1'importance de 1'entrée de calcium dans la
fibre, ne rend pas compte de 1'ensemble de la cinétique des tracés de cou-

rant, on est amené & suggérer que le courant entrant de calcium pourrait

étre en fait constitué de deux composantes (ICa et ICa ) comme viennent de

1 2

Te montrer tout récemment ZAHRADNIK et ZACHAR (1982).

L'existence de deux courants entrants de calcium peut étre envisagée
aprés analyse des relations courant-potentiel (figures 18 et 19) et de 1'évo-
lution en fonction du temps du courant ICa pour chaque niveau de dépolari-
sation (figure 20 a et b).

La figure 18 rend compte de deux relations courant-potentiel établies
au maximum de courant global entrant ou au minimum sortant et en fin d'im-
pulsion (50 msec).Ces courbes sont construites & partir des tracés de cou-

rant enregistrés sur une méme fibre dont un certain nombre sont présentés a

Ja figure 17. Cette figure 18 montre que les deux relations sont confondues
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~+10 Ez-E1(mV) ,

I¢a. cm2)=0.042( E-E))

RP--60mV
HP=-70mV

-80 1
- /gﬂ\ :

Figure 18 :
Relations entre Le cournant membranaire et Le pofentiel imposé
itablies & partin des tracés de La figure 17, d'une part au maximum de

cowrant entrant ou au minimum sortant (@) d'autre parnt en §in d'impulsion
(A].
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pour des valeurs de potentiel imposé > 0 mV. Par contre, pour les poten-
tiels imposés négatifs (Ei £ 0 mV), les courbes sont distinctes. Si 1'inac-
tivation dépendait du voltage elle serait donc d'autant plus importante que
le potentiel imposé est plus positif et par conséquent - Tes deux relations
devréient étre confondues ou trés proches 1'une de 1'autre pour les faibles
dépolarisations et trés distinctes pour les fortes dépolarisations ; c'est
1'inverse qui est observé. Si 1'inactivation dépendait de Ta quantité d'ions
calcium qui entre dans la cellule, comme cela a &té mentionné ci-dessus, au
potentiel 0 mV 1'amplitude du courant global devrait étre trés différente

au début et en fin d'impulsion dans la mesure ol 1a conductance aux ions

Ca2+

atteint & ce potentiel sa valeur maximale selon HENCEK et ZACHAR (1977).
L.8tablissement de ces deux relations aprés soustraction du courant de fui-
te présentées & la figure 19, montre de plus trés nettement 1la rectification
importante du courant de calcium au voisinage de son potentiel d'inversion ;
ce résultat est tout 3@ fait conforme a celui décrit par ASHCROFT et STANFIELD
(1980) sur la fibre musculaire d'insecte.

L'hypothése selon laquelle il existérait deux composantes de courant
entrant de calcium est semble-t-il plausible au vu de 1'@volution du cou-
rant entrant de calcium eﬁ fonction du temps illustré & la figure 20 pour
différents niveaux de potentiel imposé. Pour chaque niveau de potentiel,
1'évolution du courant de calcium en fonction du temps est obtenue & partir
du tracé de courant enregistré auquel est soustrait le courant de fuit;>et
la composante rapide du courant capacitif. L'examen de la cinétique des cou-
rants montre qu'en partant de 1'hypothé&se selon laquelle une seule composante de

I.. est présente, ni 1'inactivation dépendant du voltage ni celle relative 3

Ca
1'importance de 1'entrée de calcium dans la cellule ne rendent compte de

.1'ensemble des tracés de courant ICa reconstitués pour tous les niveaux de
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Figure 19 :
Relations Liant L'Evolution du cowrant IC q potentiel

connespondant @ La figure 18 apr2s soustraction de couwrant de fuite.
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Figurne 20 :

Evolution du cowrant de calelum (ICa), exprimé en m A.cm'z, en
fonction du temps pour différents niveaux de dZpolarisation. ICa est
heconstitud point par point d parntin des tracés du cowrant global donnZes
a La figurne 17, dont sont soustraits 1, et Ic. les valeurs donnies au
dessous de chaque thacé correspondent aux valewrs de potentiel impose.
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potentiel imposé. En effet, en partant du tracé de courant de calcium
correspondant au potentiel - 35 mV, il est observé que ce courant est tota-
Tement inactivé aprés 20 msec,il s'ensuit que, pour d'autres niveaux du po-
tentiel imposé supérieurs d - 35 mV, 1'inactivation devrait &tre compléte
tout au moins aprés 30 msec. Au potentiel 0 mV, le courant ICa reste cepen-
dant constant pendant toute la durée de 1'impulsion dépolarisante. Enfin les
tracés de courant de calcium reconstitués révélent que le courant de Ca tend
d s'inverser pour une valeur de potentiel de 1'ordre de + 70 mV et qu'a par-
tir de ce potentiel i1 garde une valeur constante quelle que soit 1'ampli-
tude de la dépolarisation témoignant de 1'existence d'une trés forte rec-

tification.

- e . W . - - - - g - - . - - n v by - ———

-l - v e - - Y8 " = —

Comme i1 a &t montré (figure 20) pour une faible dépolarisation de
+ 35 mV (Ei = - 35 mV) qu'aprés Z0msec le courant ICa est totalement inacti-
vé, c'est la raiéon pour Taquelle une dépolarisation conditionnante de
+ 65 mV d'une durée égale & S0 msecest imposée 3 la membrane de fagon a pou-
voir mettre en évidence Tlors d'une deuxiéme impulsion (séparée de la pre-
miére par un intervalle de temps de 104nséc)un courant ICa correspondant 3 la
deuxiéme composante qui ne présente pas ou peu d'inactivation. Les enregis-
trement présentés a la figure 21 montrent qu'un courant entrant peut étre
activé & partir d'une valeur seuil de potentiel de - 25 mV environ et que
ce courant est de plus en plus entrant au fur et & mesure que 1'amplitude

de la dépolarisation, correspondant & la deuxiéme impulsion, est plus qran-

de. 1I1 est 3 remarquer que ce courant entrant, activé lors de Ta deuxiéme
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Figure 21 :

Couwrant membranairne (tracés du haut) en fonction du potentiel Amposé
(trnacés .du bas), enregistrne sun une gibre placée depudis 30min dans Le
miliew de VH contenant Les {ons TEA® (60 mM), AN (107° uM), 2a procaine
(2 mM) et dans Zequel La concentration externe de calelum est rédulte au
5¢me de sa valeur normale. La dépolanisation conditionnante est de + 67 my.
Les valeurns donndes a drodite de chague traci, conrespondent au potentiel
Lest impose durnant La seconde {mpulsion.

RP = - 70mV ; HP : - 70 mV ; £ = 437,5 um ; L' = 437,5 um ;

d = 437,5 um.
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impulsion, ne s'inactive pas tout au moins pendant la durée de la dépolari-
sation-test.

A partir de ces tracés de courant correSpondaht d la deuxiéme impulsion,
1'&8tablissement de 1a relation liant le courant total mesuré en fin d'impul-
sion en fonction du potentiel (figure 22), révéle en effet que le courant
entrant est activé pour une valeur seuil de potentiel de 1'ordre de - 25 mV,
qu'il prend une valeur minimale pour un potentiel de 18 mV et qu'au dela
de cette valeur il varie linéairement avec le potentiel. La relation tra-
duisant le courant ICa en fonction du potentiel aprés soustraction de cou-
rant de fuite permet d'estimer la conductance maximale correspondant a ce
courant ICaZ’ elle est atteinte pour une valeur de potentiel de + 30 mV
puisque au deld Tle courant varie linéairement avec le potentiel (dans 1la
gamme de potentiels testés) pour s'annuler vers une valeur de potentiel
d'environ + 80 mV (valeur extrapolée).

En conclusion au vu de 1'ensemble des résultats, i1 peut &tre admis
qu'au niveau de la fibre musculaire d'écrevisse, il existe deux composantes

de courant entrant de Ca : - une premiére composante I dont le potentiel

Ca
seuil d'activation est de 1'ordre de - 40 mV qui, en accérd avec ZAHRADNIK
et ZACHAR (1982), s'inactive en fonction du temps, inactivation dépendant
du voltage ; - une deuxiéme composante ICa2 dont le potentiel seuil d'acti-
vation est moins négatif, de 1'cordre de - 25 mV qui ne présente pas ou peu
d'inactivation. Les seuils d'activation différents de ces deux courants

Ca1 et ICaz)
figure 19, figure qui traduit la relation ICa en fonction du potentiel au

entrants de calcium (I peuvent d'ailleurs étre observés a ia
maximum de courant entrant et en fin d'impulsion. Cependant si le potentiel
seuil d'activation de la deuxiéme composante apparait moins négatif que ce-

Tui correspondant & la premiére composante, 11 est quand méme de valeur plus
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Figure 22

Relations courant membranaire (mesurnlé a La fin de £a 2Zme
dmpulsion) en fonction du potentiel, établies d partin des tracés de fa
figure 21 avant (@) et aprds soustraction de courant de fuite ( C ).
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négative que celle qui peut &tre estimée & partir de la figure 22. Cette
différence de seuil d'une expérience & 1'autre peut semble-t-il, refléter
1'existence d'une inactivation de la deuxiéme composante ICa2 ; en effet la
suppression de la composante ICal par une prédépolarisation conditionnante de
50 msec de durée peut avoir aussi entrainé: un certain degré d'inactivation
de Ta composante ICa2 ce qui peut rendre compte de la différence de seuil

d'activation observée dans deux conditions expérimentales (figure 19 et 22).

- - - - - - -

o/ Deterumination du nombre de particules Limpliquées dans
L'ouvertue du canal caleique correspondant & La deuxiZ-

me composante.

L'évolution du courant de calcium I en fonction du temps déterminé

Ca
point par point aprés soustraction du couragt de fuite et du courant capaci-
tif pour un potentiel imposé de + 17 mV, est présentée a la figure 23. Il
est possible & partir de 1'8quation générale qui traduit 1'@volution de 1a
conductance en fonction du temps pour cette valeur particuliére de poten-
tiel imposé,+ 17 mV, de déterminer le nombre de particules impliquées dans
1'ouverture des canaux calciques permettant yle passage du courant entrant
transporté par les ions Ca2+

Comme ce courant ne semble pas s'inactiver 1'équation générale GCa=f(t)

est la suivante :
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Figute 23 :
Cowrant de caleium (Ic 4, en fonction du temps pour une dépclarisa-

Zion test de + 87 mV (E, = + 17 mV) trhacé a parntin de L'enregistrement
du courant global, ‘LLustné & La gigure 21, duquel est soustralt Le
courant capacitif et Le courant de fuite.

L'equation qui donne ICaz en 4onction du temps est :

- t/;

=1

IC(LQ Ca.z ©

avee T, = 5,10 msec ; x = 2,
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X
“ca = Ba ["‘o +(m, - mg) (1-e't/‘m>..] (1)

my est Ta 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

nombre de sites de 1'état B en état o des canaux calciques. GCa est la va-
leur maximale de conductance correspondant & 1a valeur de mi=1. Au potentiel
HP-de -70 mV, My peut étre considéré comme négligeable (m0=0) puisque le seuil
de potentiel d'activation de GCa2 est de - 25 mV et que HENCEK et ZACHAR en
1977 démontrent que la valeur my d HP= - 70 mV est aussi égale & zéro pour

Ta conductance que nous avons assimilé a G dont le seuil de potentiel

Ca
1
d'activation est de - 40 mV. Dans ces conditions en prenant m0=0 1'équation

(1) devient :

e L or1_a=t/T X
Gy = Gey [m°° (1-e m) }

d'ou
- X -t/Tm \X
Gey = Ggy M, (1-e71) (2)
en posant .
- ) |
Gegemy = Gpae,  (3)  pour E; =+ 17 mV
il vient
- -t/
Bga/Ggqe = (1 7/TM) X (4)



comme

“ca = Lca’(Fi7Eca)

1'équation (4) devient :
Iey/Ig,, = (1-e”H/Tm)X (5)

ICam est la valeur maximale atteinte par le courant ICa pour le potentiel

+ 17 mv, I, = 0,11 mA.cm ™,

Ca

De 1'équation (5) on tire :

(ICa/Icam)l/x = 1-e"t/™m
d'od
1= (Ig/1g,a) % e t/m
aihsi
Log [ 1 - (Ica/ICaw)l/x] ot -

Cette relation linéaire (équation 6) satisfait & 1'équation de Ta for-
me y = - ax avec 1'ordonnée a 1'origine égale & 0. En partant des couples de
valeurs (t, ICa) et en donnant a ICam la valeur de 0,11 mA.cm"2 on constate

que 1'ordonnée & 1'origine est bien &gale & 0 quand la valeur 2 est donnée



- 84 -

d x ; pour x {2, 1'ordonnée est positive et pour x > 2 1'ordonnée est né-
gative. De plus le coefficient de corrélation r est le plus proche de 1 pour
x =2 (r=.999). Ce résultat implique que deux particules sont impliquées

Tors de 1'ouverture des canaux calciques correspondant 3 1a conductance GCa .
2

Cette valeur 2 est celle déterminée par MOUNIER et VASSORT (1975) pour décri-
re la relation mi:f(Ei) de la fibre musculaire de crabe alors qu'au niveau

de 1a fibre d'écrevisse HENCEK et ZACHAR sont amenés & donner 3 x la valeur

6. La valeur 2 pour 1'exposant x qui permet de décrire 1'évolution de ICa
2

en fonction du temps pour Ei = + 17 mV (figure 23) est aussi celle qui per-
met de décrire ICa = f(t) pour tous les différents niveaux de potentiel testés
(figure 21).

Comme cela va étre exposé ci-aprés, la valeur 6 pour x en ce qui con-
cerne la fibre musculaire d'écrevisse est également trouvée pour décrire

1'évolution de ICa en fonction du temps. Ceci renforce donc 1'hypothése
1
émise ci-dessus concernant 1'existence de deux populations de canaux calci-

ques dans 1a membrane de la fibre musculaire d'écrevisse en accord avec

1'hypothése de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982).

B/ Analyse de La conductance caleique GCa en fonction du
2
potentiel

Puisque le courant ICa aprés avoir atteint sa valeur maximale pour
2
chaque .niveau de dépolarisation, la conserve pendant toute la durée de

-

1'impulsion (voir figure 17 et 20), i1 est possible & partir de la relation
ICa - potentiel (figure 22) de déterminer la relation 1iant la conductance

GC au potentiel aprés aveir déterminé le potentiel d'inversion de I
a, Ca2
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(potentiel d'inversion extrapolé de 1'ordre de + 80 mV). Dans ces condi-

tions la conductance maximale G, est de 2,62.1073s.cm ™2, L'équation de

2
la relation traduisant 1'évolution de 1a conductance GCa . est la suivante :
2

—

_ Eqg - E5)/k
Bey.w = Gy / (1 +elf0 - Ei)/K) (7)
2 2

avec E, = 3,31 mV,potentiel pour lequel G /2 etk =7,11 mV (pa-

0 Ca a,® Ca2
ramétre de mise en forme de la relation). Dans ces conditions G /GCa

Cay 2

est égale a mi.

Puisqu‘i] a été montré (voir ci-dessus) que x = 2, la relation

Ca /G = f(Ei) correspond & 1a relation mi = f(E,). Cette dernidre re-

2~ (3 !
Tation ainsi que celle traduisant m_ = f(Ei) est présentée d la figure 24.

L'évolution de m_ = f(Ei) montre que pour HP = - 70 mV, la valeur de

1a variable m d'origine (mo) peut étre considérée comme négligeable. La va-

2

Teur maximale de m_ = 1 est atteinte pour une valeur de Ei = + 30 mV. Le po-

tentiel pour lequel la conductance GCa est maximale est bien plus positif
2
que celui donné par HENCEK et ZACHAR (1977) pour mg (Ei = 0 mV).

b) G
Ca1

L'analyse de la conductance GCa ne peut étre aussi compléte que celle
1
concernant GCa puisqu'a partir d'un potentiel de 1'ordre de - 30 mV Tle
2

courant ICa activé (seuil de potentiel d'activation de - 40 mV)  se trouve
1

plus ou moins en fonction du temps associé au courant I C'est 1a raison

(‘a’
2
pour laguelle seul le courant correspondant 3 des potentiels inférieurs a

-30 mV peut &tre analysé pour déterminer le nombre de particules impliquées

dans 1'ouverture des canaux correspondant a la conductance GCal' I1 en est de
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Figure 24 :
ReLation Liant Le potentiel membranaire & La variable d'activa-
tion m_ (O] conrespondant & 1, .m est caleulie a4 partin de L'égalité
2 . = 2 -
m, (@) = GCazoo / GCaZ'
Le rappont Gp, o‘)/@(m est déterming & partin de La relation 1., = §{E.)
2 ' 2

donnée a La figure 22..
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méme de la relation m: = f(Ei) dont 1'@quation ne peut étre établie avec

certitude.

o/ Détermination du nombre de particules x {mpliquies dans

L'ouvertune du canal correspondant a GCa
1

La figure 25 montre 1'évolution du courant ICa en fonction du temps,
1
courant qui a déja été présentd a la figure 20»(Ei= - 35 mV). Ce courant

transitoire (tracé a) prouve qu'il existe un processus d'inactivation : ICa
1

diminue exponentiellement avec une constante de temps d'inactivation (Th)

de 6,32 msec . A partir de‘rh, i1 est possible de tracer 1'évolution du cou-

rant ICa en absence d'inactivation (tracé b). Ainsi, comme cela a &té expli-

1
qué précedemment, 1'équation donnant 1'évolution de ICa en fonction du temps
1
en absence d'inactivation est la suivante :
-t X
Iy = lgga (1- 6 /Tmy (5).

1 1 - .

Puisqu'au potentiel HP = - 70 mV, la valeur de la variable d'activation

m d'origine est égale &4 O (mO = 0) et que la variable h est égale & 1(h0 = 1).
Cela implique que la disponibilité du courant ICa est maximale & HP = - 70 mV

1
(HENCEK et ZACHAR, 1977).

De 1'équation (5) i1 s'ensuit 1'&quation (6) donnée précédemment :

Log [1 - (Igy/ ICam)l/X:l -t/ 1y

La meilleure corrélation entre ces deux variables (r = .9998) est ob-

.tenue en donnant & x la valeur 6, 1'ordonnée & 1'origine étant dans ce cas
g
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Figure 25 :
Evolution du cowrant de calolum (Ic a ) en fonction du Ztemps
pour une dépolarisation de + 35 mV (EL = - %5 mV) donnée a La figure 20.a

{La constante de zemp)s d'inactivation est de 6,32 msee). Le trhacé b,
qui corrnespondralt @ £'évolution de a en absence d’inactivation, satisialt
a L'equation suivante :

b 4

1 1 (1 - ¢ )

Ca1 Ca7°°

L]

puisque pour HP = - 70 mV, La variable d'activation m est tgale & 0,

T = 1,99 msec et x = 6.
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nulle, alors que pour x <6 1'ordonnée est positive et négative pour x > 6.

Ainsi, en accord avec HENCEK et ZACHAR, la relation GC /G = f(E;)
e Caq i

est identique a la relation mi = f(Ei).

B/ Analyse de La conductance, GCa , au max{mum de cowrant
1
%
entrhant (GCai)

Cette valeur de conductance Géa ne rend pas ccmpte, pour chague
1
niveau de potentiel, de la valeur vraie de GCaco puisque est présent le phé-

noméne d'inactivation.
La relation exprimant (Géa /GCa ) = f(Ei) est présentée d la figure
1 1

26. Cette relation est sigmoTde et correspond trés exactement & la relation

m6 = f(Ei) qui peut étre établie & partir des relations as B fonction de

<]

Ei données par HENCEK et ZACHAR en 1977. 11 est surprenant de constater que
le rapport 'Géa/GCa » pour chaque valeur de potentiel imposé, se trouve
1

- o s g 6 x =
/ ! .-
étre ega] au v appO?'t GC / GC c'est-d-dire m_. En effet N GC& COY Y'ESDOIId a

1
la valeur de conductance au maximum de courant entrant ICa alors que GCaoo
1
est Ta conductance qui serait atteinte en absence d'inactivation. De plus

comme cela a é&té démontré, pour des potentiels Ei supérieurs ou égales a - 30 mV

le courant ICa correspond & Ta somme de I et de I. . ce-dernier s'inac-

Ca a,

tivant au cours du temps. Si la méme équatign beut renare compte de la rela-
tion Géa/gba (dans nos conditions expérimentales) et mi dans celle de HENCEK
et ZACHAR (1977) en fonction de Ei’ cela ne peut étre que fortuit dans la
mesure ol, au potentiel - 35 mV, les valeurs de T, et de T sont trés diffé-
rentes (respectivement 1,99 et 6,32 msec dans nos conditions contre 13,86 et

11,51 msec dans celles de HENCEK et ZACHAR). Cependant ces différences peuvent

&tre expliquées en particulier & ia Tumiére des travaux récents de HAGIWARA
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Figure 26 :

Relation entre Le potentiel de membrane et Le rapport C /G
determing a partin des enregisirements de courant et de paiemd
de La fLgure 20. ch a, 8%t La conductance calclque corrnespondant au
courant 1., mesuré au’max,(,mum entrant. G-C—a est La conductance maximale
atteinte, sa valeuwr est de 2,9 mS.em 2

La courbe de cette gigure a et2 trnacle & partin des Zquations
proposées par HENCEK et ZACHAR (1977) donnant Les valeurs de a, et B
en fonction du potentiel.

1L est sunphenant de con/.sf,a,tefa Zue La relation Liant Le nrapport
)

Caoo/U a E ., clest-a-dine ( id E.. est Ldentique au napport

B
m m
GCa /GCa qui est déterming dans nos conditions exp@rimentales.
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et OHMORI (1982) qui montrent que la valeur de Tn dépend de la concentration
extracellulaire en cations divalents. En effet au niveau des cellules pitui-
taires, la constante T est, pour de faibles dépolarisations imposées, consi-
dérablement augmentée quand la concentration extracellulaire en cations di-
valents est elle méme augmentée (voir leur figure 5 p. 242). Ainsi la diffé-
rence de valeur de T, au potentiel - 35 mV (figure 25 et les données de
HENCEK et ZACHAR, 1977) peut é&tre expliquée dans la mesure ol, dans nos
conditions expérimentales, la concentration externe de calcium est réduite

de 80% par rapport & sa valeur normale.
v/ Conclusion

En dépit de 1'impossibilité de déterminer les constantes de temps

v et de " de I pour plusieursniveaux de dépolarisation et donc de

m Ca1

. s . . . 6 . . <
1'impossibilité de traduire Ta relation liant m_ au potentiel du fait qu'a
un potentiel imposé supérieur & - 30 mV le courant de calcium correspond a

la somme de ICa et de I._ , i1 est cependant impcrtant de mentionner que,

Ca
selon toute vragéembIante 2]'ouvertur‘e des canaux calciques correspondant
a GCal implique au niveau de chaque canal 1le déplacement de 6 particules
en accord avec les résultats de HENCEK et ZACHAR (1977). I1 est aussi
important de mentionner la difficulté d'analyse de 1a- conductance calcique
puisqu'elle correspond (en accord avec ZAHRADNIK et ZACHAR, 1982) & deux po-
pulations de canaux calciques. Enfin, les cinétiques d'activation et d'inac-
tivation ainsi que les potentielsseuils différents d'activation de ICal et
Ca pourraient traduire en premiére analyse ( en prenant en compte non

2
plus deux mais une population homogéne de canaux calciques) une inactivation

de 1

du courant de calcium qui dépendrait non pas du voltage mais de la quantité
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d'ions Ca2+ qui entre dans la fibre. En effet la courbe de disponibilité de
1a conductance calcique en fonction du potentiel ne décrirait pas une courbe
sigmoTde mais une relation présentant un pourcentage de disponibilité de
conductance calcique qui diminuerait pour, par la suite, augmenter en fonc-

tion du potentiel.
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Le but du travail présenté était d'@tudier le courant entrant (ICa)

2+ de la fibre musculaire

et la conductance (GCa) membranaire aux jons Ca
squelettique d'écrevisse.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus antérieurement par
ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) sur la méme préparation. Ces auteurs montrent
que le courant de calcium présente deux composantes reflétant 1'existence
de deux populations der canaux calciques.

La diversité des caractéristiques fondamentales en particulier é&lectro-
physiologiques des canaux calciques, décrits par de nomBreux auteurs (voir
revue de questionsde HAGIWARA et BYERLY, 1981), suppose que d'une prépara-
tion & une autre et qu'au niveau d'une méme préparation il existe différents
types de canaux calciques qui peuvent correspondre d des Structures molé-
culaires différentes & moins que les différences de fonctionnement de ces
canaux ne soient dans certains cas qu'apparentesdu fait des difficultés
techniques d'analyse de la conductance membranaire aux ions calcium. En
effet de nombreux problémes surgissent Torsque 1'on désire étudier le fonc-
tionnement de ces canaux calciques du fait de :

- Jeur localisation au niveau du systéme membranaire profond ;

- la présence des oscillations du courant de membrane attribuées & 1'in-
terférence des courants membranairesde surface et tubulaire et/ou a une mau-
vaise imposition du potentiel au niveau de la membrane tubulaire ;

- la difficulté d'inhiber totalement le courant sortant ;

. . 2+
- 1'existence d'un fort gradient de concentration des icns Ca®" de

part et d'autre de la membrane.

Dans le but de minimiser ces différents problémes il a &té nécessaire
de trouver les conditions icniques les plus favorables permettant de suppri-

mer tous les courants dynamiques ‘qui dépendent du potentié] et du temps)
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d 1'exeption du courant ICa. et ainsi de supprimer les oscillations du cou-
rant membranaire qui apparaissent dans les conditions physiologiques norma-
les quelle que soit la technique de potentiel imposé utilisée : patch clamp
(HENEEK et al., 1978) ; technique dérivée de celle de HODGKIN~HUXLEY (KEYNES
et al., 1973) ; technique des 3 microélectrodes (BERTRAND et al., 1979).
En effet, la fibre musculaire d'écrevisse présente un systéme tubulaire
transverse trés développé et d'importantes invaginations du sarcolemme.
Ces caractéristiques ultrastructurales en font une préparation particulié-
rement propice aux phénoménes d'accumulation et de "déplétion" d'ions aux
faces des membranes, ce qui retentit inévitablement sur 1'amplitude du cou-
rant entrant de calcium par le biais de 1a variation de valeur de la pile
d'équilibre aux ions Ca2+.

A 1'aide de la technique de potentiel imposé d'ADRIAN et al. (1970)
il est possible d'obtenir, pour la fibre musculaire d'écrevisse, 1'évolu-
tion du courant de calcium en fonction du potentiel et du temps en
€liminant les phénoménes de rectification et en diminuant le gradient de

concentration des ions Ca2+.

A - LES PHENOMENES DE RECTIFICATION

Les protocoles expérimentaux généralement utilisés pour déterminer la
nature ionique du courant de rectification et par 13 inhiber ce courant sont
les suivants : £} vaniationde La concentration Lonique extracellulaire de
L' ion suppose porter Le courant de rectification ; L) wtilisation d'{inhi-
bitewrs spécifiques de perméabifité. Les résultats obtenus sur la fibre
d'écrevisse conduisent & la conclusion suivante :

- le courant entrant de rectification n'est pas, comme sur la fibre

de Vertébré ou 1'oeuf d'étoile de mer, porté par les ions K™ mais par
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les ions C1™ ;
. + + oo .
les ions TEA" ou Cs dinhibent pour seulement une large part ie courant
sortant retardé ; la composante de ce ccurant sortant qui résiste a ces in-

hibiteurs de perméabilité potassique disparait en présence de procaine.

- e e e W s Ty v e O NS e G G e R -

La diminution importante (90%) de la concentration extracellulaire de
K™ est sans effet sur la rectification dans le sens entrant si ce n'est un
déplacement de 1a relation courant-potentiela}ﬁﬁé amplitude égale au déplace-
ment du potentiel de repos dans le sens des hyperpolarisations. A 1'inverse
en milieu pauvre en ions C1~ (1/10ém? de 1a concentrationnorama’) la rectifi-
cation dans le sens entrant disparait. Ainsi 1'absence d'effet des ions TEAT
ou Cs* et 1a disparition du courant entrant de rectification quand les ions
C1™ extracellulaires sont remplacés par les ions méthylsulfate aménent a
penser que le courant entrant activé lors des hyperpolarisations membranaires
de la fibre musculaire d'écrevisse est porté par les ions C1~, comme ce cou-
rant 1'est également sur 1'organe électrique de Torpille (WHITE et MILLER,
1979 ; MILLER et WHITE, 1980) et sur les neurones d'Aplysie (CHESNOY-MARCHAIS,
1982 ; 1983).

- — - — - " — " - - ] .- ok - -

Cette substance amphiphile, connue pour bloquer le mécanisme d'é&change
HCOé - C1~ au niveau de la membrane de globule rouge (COUSIN et MOTAIS, 1979 ;
1982), entraine aussi & la concentration de 10'6M sur la fibre d'écrevisse la
suppression du courant de rectification. L'ampleur de cette inhibition est
fonction de la concentration de 1'AN. La constante apparente de AN (KD) est

8

de 6.10°°M, valeur ainsi trés proche de celle déterminée par COUSIN et MOTAIS
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(1979 ; 1982) pour la membrane érythrocytaire. Enfin 1'absence d'effet

de cette substance amphiphile & 1076

M sur le noeud de Ranvier (CORBIER et
DUBOIS, 1983) ol i1 n'existe pas de courant dynamique de C1~ fonction du
potentiel et du temps et le blocage de la rectification de sens entrant
de la fibre musculaire squeiettique d'écrevisse conforte 1'hypothése rela-
tive & 1'existence d'un courant entrant porté par les jons C1~ activé lors

d'hyperpo]arisations membranaires sur cette derniére préparation.

B - ETUDE DE LA CONDUCTANCE CALCIQUE

. " n o —— W En . - - - -

En absence de procaTne le courant ICa est associé a une composante du
courant sortant non bloqué par les ions TEAT ou Cs™. Cette composante qui
résiste aux inhibiteurs de perméabilité potassique s'active comme pour la
fibre de balane (HAGIWARA et al., 1969) pour une valeur seuil de potentiel
de - 10 mV. C'est 1'existence de ce courant sortant associé au courant de
calcium qui explique la faible valeur (+ 30 mV) du potentiel d'inversion de
Iea (ECa) et 1'absen§e de rectification de ce courant I, au voisinage du
potentiel ECa' Par contre, en présence de procaine, comme sur la fibre de
balane, 1a suppression du courant sortant qui résiste aux ions TEAT con-
duit & la détermination d'un potentiel d'inversion de ICa de + 65 mV, valeur
proche de celle attendue pour le potentiel de la pile d'équilibre aux jons
Ca2+.

De plus le courant ICa au voisinage du potentiel ECa présente une trés
forte rectification comme le montre ASHCROFT et STANFIELD ( 1982a) pour la
fibre musculaire d'insecte. En outre la procaine entraine une réduction de

70 % de la conductance calcique par rapport & la valeur estimée par

HENCEK et ZACHAR (1977) sur la méme préparation et par KEYNES et al. (1973)
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sur la fibre de balane. Cette réduction importante de GCa par rapport & la
valeur estimée par ces auteurs est probablement due & 1'é&limination d'un
systéme membranaire profond dans la mesure o0 cet anesthésique local &limi-
ne dans les mémes proportions le courant capacitif et Te courant stationnaire.
Ainsi, la procaTne et la tétracaine (HUI, 1983 a et b) agiraient a la
jonction entre le syst@me tubulaire tranverse et le réticulum sarcoplasmi-
que en empéchant le signal électrique d'atteindre la membrane réticulaire
sans qu'il soit pour autant nécessaire de rejeter 1'hypothése selon laquelle
la procaTne exerce un effet direct sur la membrane réticulaire (voir figure
27). En conséquence, i1 pourrait y avoir en accord avec NAKAJIMA et ENDO
(1973) , THORENS et ENDO (1975) et MATSUBARA et al. (1977) un couplage de type
‘depolarization induced—Ca2+-re1ease“ entre le systéme tubulaire transverse

et Te réticulum sarcoplasmique de la fibre musculaire d'écrevisse.

______________________________________________________ (e,
Qi_lcaz
L'examen de la cinétique du courant entrant de calcium pour différents
niveaux de dépolarisation monfre qu'en partant de 1'existence d'un seul
courant ICa selon HENCEK et ZACHAR (1977), ni 1'inactivation dépendant du
voltage, ni celle relative 3 1'entrée de Ca2+ dans la cellule ne rendent
compte de 1'ensemble des tracés que nous avons obtenus. Par contre en
accord avec ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) 1'existence de deux composantes du
courant entrant de calcium, correspoﬁdant d deux populations de canaux calci-
ques, peut rendre compte de 1'é@volution de ICa pour les différents niveaux
de potentiel testés :
L) La composante ICa s'active au seull de potentiel de - 40 mV ; son

1
Anactivation dépendralt du voltage. L'activation des canaux calceiques cornresd-
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pondant & I,, nécessite Le déplacement de 6 particules pouwr chaque canal
1

(X = 6). L'analyse de La conductance G en gonction du potentiel ne peut

Ca
1
trne complite dans La mesure oll, pour Les potertiels peu nZgatigs ou Posi-

tigs, La composante de couwrant ICa est associle 4 La deuxieme composante

1

ICaZ ;

AL) La deuxiZme composante ICaZ.¢OnI Le potentiel seull d'activation est
de £'ondre de ~ 30 mV, ne présente pas ou peu d'inactivation. Cette compe-
sante peut etre enregistrnie sans celle correspondant & ch7 puisque cetie
dernidre peut Ztre Lnhibée par une prédépolarisation conditionnante ; ainsd

en absence de ICa , La cinétique d'activation de ICa permet de démontren que

1 2
deux particules sont impliguies dans £'ouverturne desd canaux calelques corres-
pondant & GCaZ'V

La relation liant le rapport GC /G en fonction du potentiel (E.)
Ay Ca i

2
(ce qui correspond & la relation mz = f(Ei)) est de forme sigmoide ; la

valeur maximale de mz étant atteinte pour Ei = + 30 mV.

C - CONCLUSION

L'analyse bibliographique relative aux ré&sultats des différents auteurs
concernant en particulier Te nombre de particules impliquées dans 1'ouverture
des canaux calciques (voir tableau II).révéle une possible différence de
structure moléculaire des canaux calciques. En ce qui concerne la fibre
musculaire d'écrevisse, la technique de patch clamp utiiisé par HENCEK et
ZACHAR (1977), ZHARADNIK et ZACHAR (1982) et celle des trois microélectrodes
que nous avons utilisées dans des conditions ioniques trés particuliéres
conduisent aux mémes résultats et autorisent a émettre 1'hypothése selon
laquelle i1 existerait deux composantes de courant entrant de calcium |

correspondant & deux populations de canaux calciques.

T




PREPARATIONS

Valeur
de X

AUTEURS

CONDITIONS D'EXPERIENCE

Fibres musculaires

squelettiques :
cnabe
tonevisse
Ansecte
Axone de Calmar
Neurones d'Escargot

1) Limnea

2} Helix pomatia

3} Helix aspetra

Neurones d'Aplysie

Cellules pituitaires

(&3]

1ou?

1 ou?2

MOUNIER et VASSORT, 1975

HENCEK et ZACHAR, 1977

ASHCROFT et STANFIELD
1982 b
LLINAS et al., 1976

KOSTYUK et al., 1977
KOSTYUK et al., 1979

MAGURA , 1977
AKAIKE et al., 1978 b

ADAMS et GAGE, 1979 a
HAGIWARA et OHMORI, 1982

Ext. TEA'

Correction du courant
(sans inactivation)

Int. Tris®

Int. Trist ; a 6,5°C
Correction du courant

Courant Ba, ext—TEA+

‘Int. Cst

Ext. TEAY
Int. TEAT

TABLEAU 11
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2+ de la fibre

L'étude de la conductance membranaire aux ions Ca
musculaire squelettique d'écrevisse que nous venons de présenter
s'intégre dans un travail d'ensemble visant & expliquer le couplage
excitation-contraction des fibres musculaires de crustacés tout en
apportant un nouvel &clairage sur le fonctionnement des ionophores

. +
aux ions Ca2 .

2

. . + . . 3
Pour 1'dtude de la conductance aux jons Ca“ ,i1 a été nécessaire

de rechercher les meilleurs conditions pour extraire du courant de

membrane global, le courant porté par les ions Ca2+

. Les cpurants
de rectification ont pu &tre inhibés en ajoutant au milieu de réfé-
rence pauvre en Ca2+ (1/5 eéme de la concentration normale) d'une
part T'acide nif]umique (10'3mM) qui bloque le courant de sens entrant
et d'autre part les ions TEAY (60 mM) associés 'a 1a procaine (2 mM)
qui bloquent ie courant sortant de rectification.
Ces résultats portant sur les phénoménes de rectificationmantrent que :
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 C1~ ; ii)- le courant de sens sortant acti-
vé lors de dépolarisations membranaires est porté pour une trés large
part, comme sur les fibres de vertébrés, par les ions K* ; la part
qui résiste aux ions TEAT ou Cs*t 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 1'action de 1a procaine conduit d émettre 1'hypothése
de la ;oustraction d 1'analyse électrophysiologique par cet anesthé-
sique local d'une structure membranaire profonde. On est tenté de

supposer que ce systéme membranaire correspond au réticulum sarcoplas-
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mique dans la mesure ol d'une part MATHIAS et al. (1980) décrivent
une conductance g(x) (qui dépend du potentiel) entre le réticulum
sarcoplasmique et le systéme tubulaire transverse et o0 d'autre part
HUI (1983b) montre au niveau de la fibre musculaire de grenouille
qu'un transfert de charges impliquées dans le couplage excitation-
contraction, disparait sous 1'effet d'un homologue de la procaine :
la tétracafne.

En présence de procaTne et ayant bloqué les courants de rectifi-
cation, i1 a été possible de mettre en évidence deux composantes du

courant ICa (ICai et ICaz) :

i) ICa s'activant pour un seuil de potentiel voisin de - 40 mV ;
1

son inactivation dépendrait du voltage ; 1'activation du canal calci-

que correspondant & ce courant ICa nécessite le déplacement de 6
1
particules (X=6) ;

i) 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 étre analysée en absence de ICa inhibé par une préimpulsion

1
dépolarisante. Dans ces conditions, 1'analyse de ICa montre que 2

particules seulement sont impliquées dans 1'activati§n du canal corres-

pondant a ICaz'
Ainsi 1'existence de deux populations de canaux ca]ciqyes ayant

des caractéristiques d'activation et d'inactivation trés différentes

peut &tre & 1'origine de la contreverse qui apparait au vu de 1'ana-

lyse des résultats des différents auteurs. Cette diversité de fonctionne-

ment des canaux calciques par rapport aux canaux sodiques qui présentent

une "structure moléculaire” presque homogéne traduit peut &tre une

évolution plus poussée de ces canaux & partir d'un &tat plus primitif.
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