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INTRODUCTION

POSITION DU PROBLEME




LE CALCIUM DANS LES CELLULES EXCITABLES

Historiquement, un des premiers physiologistes & avoir
noté 1'influence du calcium dans les tissus excitables fut sans doute
RINGER (1883, cité par SANDOW, 1965), qui remarqua que le coeur de gre-
nouille isolé cessait de battre dans un milieu de survie dépourvu de
calcium. Pour les fibres squelettiques, MINES (1913, cité par SANDOW,
1965) démontra que la disparition de 1'activité mécanique des fibres
musculaires de grenouille soumises & un milieu sans calcium était 1iée
d celle des potentiels d'action membranaires. I1 était donc suggéré que,
en plus d'un site d'action précis (les protéines contractiles), le cal-
cium intervenait & un stade antérieur du couplage excitation-contraction,
c'est-d-dire au niveau membranaire.

Bien plus tard, HODGKIN et HUXLEY (1952) mettaient en
place une théorie de 1'excitabilité cellulaire, &laborée principalement
d partir de données &lectrophysiologiques obtenues sur 1'axone géant de
calmar, théorie détaillant les brocessus joniques membranaires responsa-
bles de 1'activité é&lectrique de 1'axone, et impliquant le sodium et Te
potassium. Pendant de nombreuses années, ces deux ions ont quasiment mono-
polisé le devant de la scéne de 1'&lectrophysiologie. Malgré cela, 1'évi-
dence s'est fait jour progressivement que le calcium était impliqué, en
tant que porteur de courants membranaires, dans de trés nombreux proces-
sus excitatoires. En plus du couplage excitation-contraction des fibres

musculaires cardiaques, squelettiques ou lisses, le premier &tudié en

raison sans doute du réle du calcium dans le couplage mécano-chimique,
le calcium s'est avéré étre & la base du couplage excitation-sécrétion,

de 1'activité des cellules nodales cardiaques, ainsi que de




celle de certains neurones centraux de mollusques, de ciliés (Paramé-

cies), de cellules visuelles, ou encore des oeufs de coelentérés.

L'évidence s'est donc imposée de 1'existence d'un canal
calcique, au méme titre que les canaux sodiques ou potassiques, mais
la connaissance de ce canal a longtemps témoigné d'un certain retard
par fapport i celle des canaux Na' et K. A ce retard, plusieurs rai-
sons sont avancées par TSIEN (1983).

D'abord, aucune préparation connue n'est au canal calci-
que ce que 1'axone de calmar fut au canal sodique, & savoir une prépa-
ration "type", relativement simple d'accés, dont les études électrophy-
siologiques ont permis de jeter les bases d'une théorie qui, pour le
sodium, semble, sinon universelle, du moins décrire parfaitement les
faits expérimentaux.

De plus, 1'arsenal pharmacologique manque toujours
d'un inhibiteur véritablement spécifique du canal calcique, a 1'inver-
se de la tétrodotoxine pour le canal sodique.

Enfin, du fait de sa nature de cation divalent, le calcium
participe de maniére importante aux mécanismes régissant le champ &lec-
trique membranaire, ceci étant souvent compliqué par 1'existence d'un
gradfent de concentration exceptionnel entre 1'intérieur et 1'extérieur
de Ta plupart des cellules excitables. Ce gradient confére aux courants
calciques certaines propriétés qui rendent plus délicate son étude (rec-
tification de 1a reiation insténtanée courant-potentiel, absence vrai-
semblable d'inversion des courants de calcium...).

Malgré cela, la connaissance du canal calcique a progressé,
et nous savons que c'est un canal & part entiére, relativement spécifi-

. ++ . . . .
que aux jons Ca ', mais dont i1 semble, au demeurant, exister plusieurs



variétés. Ceci est basé sur la constatation que son inactivation, lors
d'expériences de potentiel imposé, pourrait dépendre, soit du potentiel,
soit de 1'influx calcique, suivant la préparation étudiée.

Cette disparité fonctionnelle,. sinon structurale , mobi-
lise les travaux de nombreux chercheurs depuis environ dix ans. I1 sem-
ble aujourd'hui se dégager de ces travaux une sorte de classification
des types cellulaires basée sur le type d'inactivation du canal calci-
que.

Nous évoquerons ici les différents types d'inactivation

décrits, en citant les principaux types cellulaires concernés.

Inactivation du canal calcique.

Réduction de la force électromotrice (ou "driving force") des ions
calcium

La'diminution du courant entrant lors de dépolarisations
de longues durées peut ne pas &tre une véritable inactivation, mais
essentiellement une diminution due @ la décroissance du facteur "driving
force" des ions calcium : V-VCa. Cette fausse inactivation prenant ia
forme d'une déplétion tubulaire a &té démontrée par ALMERS et al. (1981)
sur la fibre musculaire du muscle semitendineux de grenouille, en condi-

tions de potentiel imposé par pont de vaseline.

Absence d'inactivation

Certains courants calciques (ICa) semblent ne pas s'inac-

tiver du tout, ou si lentement que c'est vraisemblablement la diminution




de la "driving force" qui provoque le déclin du courant lors de poten-

tiels imposés extrémement longs (TSIEN, 1983). C'est le cas particulié-
rement pour certaines préparations ot le calcium intervient dans le cou-
plage excitation-sécrétion, telle la cellule chromafine ou encore des

cellules spécialisées comme certains photorécepteurs.

Inactivation dépendant du potentiel.

A 1'origine, une grande partie des préparations semblafent
posséder ce type d'inactivation du canal calcique dépendant du potentiel
de membrane, c'est-d-dire conforme & ce que HODGKIN et HUXLEY (1952)
on décrit pour le canal sodique. Depuis peu, différents travaux ont res-
treint le nombre de cellules excitables ol 1'inactivation semble purement
dépendante du potentiel.

C'est le cas des oeufs immatures du polychéte marin Nean-
thes, (FOX, 1981), ot 1'inactivation augmente réguliérement avec le po-
tentiel conditionnant, lors d'expériences par double pulse, sans que 1'on
assiste & une levée d'inactivation pour des prépulses trés élevés
(jusqu'a + 260 mV, soit Em = + 180 mV), responsables d'un courant ICa trés
réduit. De plus, 1'inactivation s'amorce pour des potentiels condition-
nants qui sont trop peu élevés pour déclencher un courant calcique.
Enfin, la substitution du calcium extracellulaire par le strontium ou
méme le baryum n'affecte, ni le degré d'inactivation, ni ses cinétiques.

C'est également le cas, semble-t-il, pour la fibre muscu-
laire du sartorius de grenouille, étudiée en potentiel imposé par micro-
électrodes (SANCHEZ et STEFANI, 1983), en présence de 155 mM de TEA et
de 5 mM de 3,4 diaminopyridine. Ces auteurs démontrent que 1'on peut

représenter les variables d'activation et d'inactivation de la conduc-




tance calcique par les équations classiques introduites par HODGKIN

et HUXLEY en utilisant le facteur m3h¢ En effet, dans ce cadre, si 1'on

considére un canal spécifique & une espéce ionique donnée, i, le courant

porté par ces ions est sous la dépendence :

- de la force électromotrice ("driving force"), ré-
sultante de la différence de potentiel transmembranaire, Em, et du po--
tentiel d'équilibre de 1'ion considéré, Ei'~

Driving force = Em - Ei

- de la conductance présentée par la membrane vis &
vis de cet ion : G,

1

d'od : I = G, (E - E;)

en particulier, pour le calcium :

Ica = Gca (Ep = Ega)-

Or, lors de 1'application d'un potentiel imposé, V, la

conductance calcique subit une modification qui peut &tre schématisée

ainsi :
G = E. . m* h
Ca Ca
(V)
ol : GCa ¢ conductance maximale
m* : facteur d'activation, affecté d'un exposant x traduisant

en pratique le retard entre 1'imposition du créneau de potentiel et
1'8tablissement de la nouvelle valeur de conduétance
h : facteur d'inactivation
les facteurs m et h sont sous la dépendance du potentiel.
Ce modéle, développé @ 1'origine pour le canal sodique de
1'axone de calmar bar HODGKIN et HUXLEY, a été appliqué au canal calci-

que :




- par HENCEK et ZACHAR (1977), sous la forme G G.. mh,

Ca -~ “ca
pour la fibre musculaire d'écrevisse.

- par SANCHEZ et STEFANI (1983), sur la fibre musculaire

de grenouille, avec le méme exposant pour m que dans le

modéle original de HODGKIN et HUXLEY : GCa = GCa m

- par KOSTYUK et KRISHTAL (1977) sur le neurone d'escargot,

sous la forme :

- 2

Inactivation dépendant de 1'influx calcique.

BREHM et ECKERT (1978) et BREHM, ECKERT et TILLOTSON (1980)
proposent 1'idée que 1'inactivation du courant ICa puisse dépendre du
flux de calcium, et plus précisément de 1'action spécifique de cet ion
d la face interne de son canal.

cn effet, par potentiel imposé sur la paramécie, et en
particulier par 1'utilisation du protocole du double pulse, ces auteurs
démontrent que 1'inactivation de ICa ne dépend par particuliérement du
potentiel, mais plutdét de 1'entrée de calcium. Les évclutions de 1'inac-

tivation et de IC s'effectuent en effet de fagon paralléle : 1'inacti-

a
vation passe par un maximum puis diminue pour des prépulses élevés, méme
trés longs. Un prépulse avoisinant le potentiel d'équilibre aux ions
calcium, méme de longue durée, ne provoque pratiquement aucune inactiva-
tion de 1a conductance mise en jeu lors de 1'application consécutive
d'un pulse test.

Ceci est associé au fait que les courants entrants portés

. . . . s ++
par le barium sont trés peu inactivés chez la paramécie, (le Ba




pourrait emprunter le cané], mais serait peu efficace & provoquer son
inactivation). De plus, 1'injection d'un chélateur d'ions calcium,
1'EGTA, ralentit fortement 1'inactivation.

Tout ceci conduit les auteurs a conclure que 1'entrée de
calcium dans 1a cellule produit sa propre inactivation, par un processus
de régulation par rétroaction négative.

Parallélement 3 ces travaux sur la paramécie, TILLOTSON
(1979) et ECKERT et TILLOTSON (1981) mettent en évidence le méme phéno-
méne, sur des neurones d'Aplysie pour lesquels d'autres auteurs avaient
conclu & une inactivation de 1la conductance calcique dépendante du po-
tentiel (ADAMS et GAGE, 1979). Une des raisons de cette différence ré-
side dans 1'emploi de césium, incorporé au cytoplasme par 1'action de
la nystatine, afin de bloquer les courants sortants de potassium. Ce
blocage permet en effet une mesure plus précise des courants entrants
de calcium et de leur inactivation. Dans ces conditions, Te degré
d'inactivation s'avére &tre une fonction linéaire de l'intégrale du -
courant entrant déclenché par le pulse conditionnant, et ceci, quelie
que soit 1'amplitude absolue des courants calciques.

De nouveau, 1'EGTA et Ta substitution du ca*t par le
Ba™* réduisent 1'inactivation du ICa'

Ces auteurs émettent donc 1'hypothése d'une interaction
des ions calcium avec un site du canal calcique, site accessible depuis
la face cytoplasmique de la membrane. Cette interaction entrainerait
soit 1a décroissance du nombre de canaux disponibles soit une diminu-
tion de Ta conductance de chaque canal, soit encore un phénoméne mixte.

Cette analyse du rdle de 1'influx calcique dans 1'inacti-

vation a &galement &té réalisée sur une cellule musculaire. ASHCROFT et




STANFIELD (1981, 1982), étudient ce rdle de ICa dans sa propre inacti-
vation, sur la fibre musculaire squelettique du phasme (Carausius
morosus). Ces fibres sont étudiées par potentiel imposé a 1'aide de
3 microélectrodes (ADRIAN, CHANDLER et HODGKIN, 1970) en présence de
120 mM/1 de TEA, et la solution est rendue hypertonique par addition
de saccharose, afin d'@liminer les contractions, principal obstacle
d 1'analyse du courant calcique des fibres musculaires.

Dans ces conditions,le courant déclenché par des poten-

tiels dépolarisants est purement calcique, du moins pour des V imposés

inférieurs a + 80 mV. L'inactivation du courant calcique peut alors étre

décrite par un modéle théorique classique, de type HODGKIN-HUXLEY,
mettant en jeu le potentiel de membrane comme facteur déterminant. Si
une telle modélisation permet de décrire la phase d'inactivation
croissante pour des V imposés conditionnants de 0 & + 70 mV, eile ne
peut rendre compte de 1a levée d'inactivation ayant iieu pour des V
conditionnants supérieurs & + 70 mV ou + 80 mV. I1 faut donc admettre
une autre cause & 1'inactivation de ICa'

D'autres résultats expérimentaux permettent & ASHCROFT
et STANFIELD d'écarter 1'hypothése d'une inactivation dépendante du
potentiel

% les valeurs des constantes de temps d'inactivation de
ICa semblent insensibles au potentiel qui a provoqué ce courant ; par
contre, 1'existence d'un prépulse générateur d'inactivation affecte les
cinétiques d'inactivation d'un pulse test.

% un changement de concentration externe en calcium
affecte le degré et les cinétiques de 1'inactivation : une augmenta-

. ++ s . . . . . . .
tion de Ca 0 accélére 1'inactivation, une diminution la ralentit.




De plus, quelle que soit 1a concentration calcique externe, i1 existe
une relation constante entre les cinétiques d'inactivation de ICa et
sont amplitude. Le canal calcique de la fibre musculaire de phasme
semble donc, lui aussi, s'inactiver en réponse & 1'influx d'ions ca’t.

L'inactivation du courant lent cardiaque a également
fait 1'objet d'une analyse détaillée (MENTRARD et al., 1984). Les ré-
sultats, trés variables suivant 1'espéce animale & laquelle appartient
le tissu cardiaque étudié (Mc DONALD, 1982), semblent tout de méme
étre en faveur d'une inactivation dépendante de 1'influx calcique. Par
exemple, FISCHMEISTER et HORACKOVA (1982), démontrent par 1'utilisation
d'un modéle membranaire, et comparaison avec les courants expérimentaux,
que le potentiel de membrane ne peut &tre invoqué pour expliquer la
décroissance du courant lent calcique du coeur de grenouille.

Enfin, récemment, PLANT et al. (1983) ont &tudié 1'effet
d'injection intracellulaire de calcium et d'un agent chélateur du cal-
cium (EGTA) sur 1'inactivation du courant calcique des neurones d'escar-
got. (Helix Aspersa). Une injection de calcium, qui &léve la concentra-
tion calcique intracellulaire de 1,9 10'7 a 10"5 M, fait décroitre
1'amplitude des courants calciques, alors que cette‘diminution n'est
prévue ni par la théorie du champ constant ni par la théorie d'EYRING.
Cette diminution semble donc é&tre une inactivation du canal calcique.
Par contre, 1'injection d'EGTA augmente 1'amplitude des courants cal-
ciques, ralentit et diminue le taux de 1'inactivation. Néanmoins,
1'inactivation n'est pas totalement supprimée. Ces auteurs pfoposent
méme un modéle de 1'inactivation calcique dépendant du calcium, qui

recoupe leur données expérimentales.
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En conclusion, des types cellulaires de pius en plus
nombreux, et d'origine variée, semblent posséder une inactivation
dépendante du calciur.

C'est donc @ partir de ces données que nous nous sommes
fixés dans ce travail 1'objectif d'étudier le processus responsable de
1'inactivation du courant calcique réglant 1'activité électrique de la
fibre musculaire striée du crabe Carcinus maenas. IT est en effet main-
tenant bien connu que 1'activité électrique de cette préparation est
réglée par un influx d'ions calcium (FATT et KATZ, 1953 ; HAUDECOEUR
et GUILBAULT, 1972 ; MOUNIER et VASSORT, 1975 a).




MATERIEL ET METHODES




PROPODITE

CARPOPODITE

MEROPODITE

Figure 1

Onganisation.des g§ibres musculaires utilisies auw sein du méropodite.
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A - MATERIEL BIOLOGIQUE

I - Animaux d'expériences

Les expériences sont réalisées sur des fibres
musculaires du crabe Carcinus maenas récoltés sur le littoral Nord
et fournis par la Station Marine de Wimereux.

Aprés arrivage, les animaux sont conservés en vie
dans de 1'eau de mer d'origine, réguliérement renouvelée, le tout a
une température constante de 10°C.

Les animaux employés pour les expériences ne le sont
jamais avant un délai minimum de 24 heures i compter de leur arrivée,

afin de permettre & leur équilibre de se rétablir du voyage.

IT - Isolement des fibres musculaires

Les fibres musculaires utilisées sont isolées du
muscle extenseur du méropodite issu d'un des péréiopodes P2, P3, ou
P4, gauche ou droit. (Fig. 1).

Aprés section suivant les deux arétes du méropodite,
la moitié contralatérale (péréiopode droit : cdté gauche du méropodite,
et vice versa) est fixée au moyen d'épingles dans une cuve & dissec-
tion et baignée dans la solution de dissection (Voir paragraphe
"Solutions").

Les fibres musculaires utilisées, toujours isolées
de Ta partie centrale du muscle extenseur, ont des diamétres compris
entre 150 et 300 um, (micrométre), et une longueur de 3 & 10 mm.

Elles sont séparées des fibres adjacentes par sec-

tion des filets nerveux les réunissant, puis prélevées en conservant




eurs deux points d'attache originels : un fragment d'axostyle & une
extrémité, et & 1'autre, un fragment de carapace.

Aprés dissection, la fibre est encore laissée
quelques minutes dans la cuve, afin de faire apparaitre les eventuelles
1ésions, facilement identifiables par une petite tache opaque sur une
fibre normalement translucide lorsqu'elle est intacte. Seules les fibres

parfaitement transparentes sont alors utilisées.

IIT - Préparation des fibres pour 1'expérimentation

Comme on le verra plus loin, les fibres musculaires
sont soumises, dés la dissection, a 1'action de solutions visant a
&liminer le plus complétement possible les courants de potassium.
Ainsi, la dissection est effectuée dans une eau de mer artificielle
modifiée, le chlorure de potassium, normalement présent, étant remplacé
intégralement par du chlorure de césium, CsCl. (Solutions "ASW-Cs").
Aprés la disséction, 1e§ fibres subissent une imbibition d'une heure
dans une solution physiologique ol le potassium est également remplacé
par du césium. En outre cette solution contient deux substances pharma-
cologiques : le tétraéthylammonium (TEA) et la 4 aminopyridine (4AP).
(Voir paragraphe B).

Aprés cette heure d'imbibition, la fibre est trans-
portée jusqu'au dispositif expérimental, dans une goutte de solution
de traitement, sur une lamelle de verre.

Le traitement et les expériences sont effectuées a

une température ambiante de 15 a 20°C.




Composition ionique, en millimoles par litre, des différentes solution utilisées.

i NaCl kel CsCl | CaClp | MgCl, | NaHCO, | TEA 48P | CoCl, | srcCl BaCl, | LiCl
iSolution ;
ASW 513 12,9 - 11,8 | 23,6 2,6 - < 5 . “ 2
ASW = Cs 513 - 12,9 5 23,6 2,6 50 0,5 = % g g
SR 513 - 12,9 5 23,6 | 2,6 50 0,5 - - o =
SR - Co** 512 - 12,9 5 23,5 2,6 50 0,5 20 - 4 s
SR - srtt 513 - 12,9 - 23,6 2,6 50 0,5 - 5 - -
SR - Ba™" 513 - 12,9 - 23,6 2,6 50 0,5 - - 5 -
SR - Ca 5 513 - 12,9 25 23,6 2,6 50 0,5 - - - =
SR - Li* 171 - 12,9 5 23,6 2,6 50 0,5 - - - 342
TABLEAU 1
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E - SOLUTIONS EXPERIMENTALES

I - Solution de base : ASW

Cette solution est utilisée en substitution du
milieu interne du crabe, d'od son nom d'eau de mer artificielle (Arti-
ficial Sea Water = ASW).

Sa composition est conforme & celle donnée par FATT

et KATZ (1953) :

NaCl 513 mM
KC1 12,9 mM
CaC]2 11,8 mM
MgC]2 23,6 mM
NaHCO3 2,6 mM

De fait, 1'ASW a é&té peu utilisée dans le cadre de
ce travail, compte tenu de la volonté d'éliminer au maximum les cou-

rants potassiques. L'ASW n'est donc pas & proprement parler notre so-

lTution de référence.

II - Solution de dissection : ASW-Cs

Cette solution, évoquée au paragraphe A, différe de
1'ASW par la substitution du potassium par du césium. Le contact de
la fibre avec les ions Cs’ est donc prolongé du temps que dure 1la
dissection. Les ions Cs* sont ajoutés & la solution das la dissection

en raison de leur action imbibitrice sur les mouvements de potassium

(BAKER et al., 1963 ; CARMELIET, 1980). Le temps d'imbibition permet

P . . + . P
un mécanisme de chargement de l1a fibre en Cs , par 1'intermédiaire
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d'un processus d'échange membranaire (BEAUGE et al., 1973).

IIT - Solution de référence : ASW TEA-4AP-Cs :

Solution "SR"

Cette solution, dite solution de référence, utilisée
pour le prétraitement des fibres (1 heure) et les expériences, contient
deux substances pharmacologiques connues pour leur propriété imbibi-
trice des courants potassiques dans les membranes excitables : le
chlorure de tétraéthylammonium, et l1a 4-aminopyridine.

Le TEA est en effet réputé depuis Tongtemps bloquer
les courants potassiques : sur la fibre musculaire de grenouille |
(HAGIWARA et WATANABE, 1955), ou sur 1'axone géant de Calmar (TASAKI
et HAGIWARA, 1957), et en particulier sur la rectification retardée
(ARMSTRONG et BINSTOCK, 1965). De méme, la 4AP exerce un effet inhi-
biteur sur les -mouvements potassiques, a des doses.p1us faibles que
Te TEA (GILLEPSIE et HUTTER, 1975 ; ULBRICHT et WAGNER, 1976 ; PELHATE
et PICHON, 1974 ; YEH et al., 1976).

De plus, le césium remplace Te potassium. La compo-

sition de cette solution de référence est la suivante :

NaCl 513  mM/1
KC1 0 mM/1
CsCl 12,9 mM/1
CaC]z 5  mM/1
MgC12 23,6 mM/1

NaHCO3 2,6 mM/1
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TEA 50 mM/1
4AP 0,5 mM/1

On remarquera plusieurs points particuliers dans la
cOmposftioﬁ de cette solution :

a) La concentration du calcium a été réduite a
5 mM/1, par rapport & 11,6 mM/1 dans 1'ASW. Ceci a pour but de limiter
1'amplitude des contractions consécutives aux trés grands courants
de calcium. Ces contractions, parfois trés violentes, provoquent en
effet des déplacements de la fibre musculaire qui détruisent les filets
'de vaseline, et entrainent le mélange des solutions des différents

compartiments de la cuve expérimentale.

b) Le TEA et la 4AP sont ajoutés a la solution.
L'hypertonicité que ceci entraine reste cependant assez faible : 1243

milli-osmoles au Tieu de 1163, soit 7%.

c) Le pH de cette solution, 1é&gérement basique en
raison du pK de 1a 4AP est toujours ajusté & 7,8 par 1'addition d'HCL
0,1 N.

Cette solution, comme les autres, est préparée juste

avant 1'expérience.

IV - Sotutions modifiées

Au cours des expériences, certaines modifications
ont été apportées & notre solution de référence, dans le but de mettre
en évidence tel ou tel phénoméne. Dans ce cas, un délai de 10 & 15
minutes est toujours respecté afin de permettre d'atteindfe un nouvel

Btat stable. Ces solutions modifiées sont les suivantes :
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a) Solution "Cobalt" (SR -'Cb++). ‘

Le chlorure de cobalt a &té utilisé, & la concentra-
tion de 20 mM/1, pour les propriétés des jons Cobalt d'inhibiteur des
courants calciques. (HAGIWARA et NAKAJIMA, 1966, ou HAGIWARA et
TAKAHASHI, 1967). Dans ces cas, il était simplement rajoutd 3 la solu-
tion de référence "SR" (ASW TEA-4AP-Cs).

b) Substitution du Calcium : "SR - Sr™tv et "SR - Ba™™,
Dans certaines expériences, le chlorure de calcium
a été intégralement remplacé par le chlorure de strontium (solution

SR - Sr++) ou par le chiorure de barium (SR - Ba++).

c) Modification de la concentration de calcium.
La concentration du calcium a été, dans certaines
expériences, multipliée par 5 : 25 mM au lieu de 5 (SRCa5). Dans ce
cas encore, le chlorure de calcium est simplement ajouté d& la solution,

en hypertonie.

d) Remplacement du sodium par le lithium.
Dans une série expérimentale, une partie (213) des
ions Nat a &té remplacée par les ions Li*, en substitution, sous forme
de chlorure de 1ithidm, LiCl.Le tableau 1 récapitule la composition des

solutions qui viennent d'étre présentées.

Enfin, 1a méthode de potentiel imposé utilise une
solution de saccharose isotonique : celle-ci a en fait une tonicité

. de 1,1 fois celle de 1'ASW. Elle est préparée par dissolution de saccha-
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Figure 2

A - Schéma eLectrique mettant en Budidence Les principales résistances

et capacites mises en jeu dans Les expériences en doubLe pont de

saccharose sun La §ibre musculaire du crabe.

B - Schéma équ.ivalent des nésistances et du condensateur déterminant

de facon essentielle Les propriétés de La fibre

pont de saccharose.

muwsculaine en double
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rose ultra pur dans de 1'eau bipermutée. Sa résistivité est donc

maximale.

C - ENREGISTREMENT DES RESULTATS EXPERIMENTAUX

I - Double pont de saccharose : Descriptif.

Cette méthode permet, par 1'utilisation d'électrodes
externes, et par isolation d'une petite surface de membrane, d'avoir
virtuellement accés & 1'intérieur de la fibre musculaire. L'isolation
électrique est obtenue en lavant la fibre musculaire, par une solution
isotonique de saccharose, de part et d'autre de la région de la membra-
ne a tester. La solution de saccharose a en effet une résistivité trés
élevée, de 1'ordre de 105 f.cm, du fait de Ta quasi absence de molécu-
les ionisées. De ce fait, les courants ioniques ne peuvent pas s'écou-
ler le long de la résistance externe des compartiments de saccharose.

On crée ainsi une zone de membrane isolée électriquement.

La figure 2 représente le schéma électrique équi-
valent d'une fibre musculaire placée dans ces conditions.

Compte tenu des surfaces membranaires présentes
dans les compartiments 1 et 5, la résistance effective de cette membrane
est négligeable devant 1a résistance sarcoplasmique Ri’ qui est la
résistance interne de la portion de fibre baignée extérieurement par
le saccharose.

Ce montage peut donc étre caractérisé essentiellement
par cette résistance Ri’ ainsi que par le réseau Rm’ Cm’ qui pkésente

la résitance de membrane de la portion de membrane & tester, et sa ca-




::m’”JR

Figure 3
Représentation de La cuve expérimentale du doubfe pont de saccharose.
Dans Le médaillon, La partie centrale a &t8 aghandie.
1 et 5 : comparntiments de néférence
2 ot 4 : compartiments saccharose

3 : Comparntiment ftest.
R : nobinet de changement de sofution.
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" pacité. Ceci est schématisé d la figure 2.

IT - Cuve Expérimentale

Les fibres isolées sont placées dans une cuve expé-
rimentale dont les caractéristiques, illustrées & la figure 3, sont
les suivantes :

a) Les compartiments membranaires sont délimités,
sous la fibre, par des cloisons constituées de film photographique,
d'environ 60 um d'épaisseur, et par des filets de vaseline. Ces filets
augmentent ainsi 1'@tanchéité entre les compartiments, en évitant le

mélange des différentes solutions.

b) Le compartiment central (n°3) a une largeur telle
que, une fois les filets de vaseline en place, 1a longueur de fibre
en contact avec la solution physiologique soit trés inférieure 3 la
constante d'espace de la fibre : cette longueur est d'environ 100 um,
et Ta constante d'espace de la fibre de crabe, évolue de 700 & 1500 um
au repos & 200 um Tors de 1'activité. Ces valeurs sont des estimations
basées sur la formule : constante d'espace A = ;2 et en prenant
r. =70 2 cm et rn = 1000 @ au repos, r_ = 200 Q ;ors de T'activite.

1 m
(BERTRAND, 1977).

c) Les compartiments de saccharose (2 et 4) ont une
largeur d'environ 300 & 400 um, une fois les filets de vaseline en

place.
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d) Trois ponts de gélose - KC1 3M réunissent les
compartiments externes (1 et 5 et Te compartiment test (3) au systéme
électronique de mesure, via trois piles au calomel.

La résistance totale d'un ensemble pont de gélose +

pile au calomel est toujours inférieure a 2 Ka.

IIT - Dispositifs de mesure

Les mesures &lectrophysiologiques ont &té menées a
bien par la technique du courant imposé, et principalement par celle

du potentiel imposé, dont les schémas osnt représentés & la figure 4.

Dans ce montage (Fig. 4), le stimulateur S fait
passer un courant, via la résistance de membrane du compartiment 1,
trés faible vu la surface, (voir paragraphe A II), la résistance inter-
ne Ri’ et 1a résitance de membrane Rm’ du compartiment test (3), en
paralléle avec Cm. Ce courant se reboucle 3 Ta masse par la faible ré-
sistance de sortie de 1'amplificateur opérationnel A (100 Q).

L'amplificateur développe alors une tension, afin de
maintenir 1'intérieur de la fibre au potentiel de masse.

Cette tension de sortie n'est rien d'autre, au signe
prés, que la réponse de la membrane du compartiment 3 au passage du

courant.
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Afin de réaliser 1'imposition d'un potentiel au gré
de 1'expérimentateur, le montage mis en oeuvre est le suivant (Fig. 4).
L'amplificateur maintient 1'intérieur de la fibre au potentiel virtuel
de la masse. Le courant de contre réaction nécessaire a ce maintien est
injecté par le compartiment 1 puis i1 traverse la résistance Tongitudi-
nale du compartiment baigné par le saccharose, Ri’ et s'écoule vers la
masse via Rm’ Ta résitance de membrane du compartiment test (3) en
paralléle avec Cm’ et 1a résistance de sortie du stimulateur.

En 1'absence de stimulation, le systéme est & 1'équi-
1ibre ; pourvu que 1'on ait compensé les divers potentiels de jonctions,
inévitables, 1'amplificateur impose & la fibre son propre potentiel de
repos, le courant est nul.

Par contre, lorsque le stimulateur décale le poten-
tiel du compartiment central du potentiel de masse, 1'amplificateur
va débiter le courant‘nécessaire au maintien de f'intérieur de la
fibre au potentiel zéro.

Ce courant, circulant au travers des résistances

Ri et Rm’ est & 1'origine d'une tension v @ 1a sortie de 1'amplifi-

cateur :
R.
i
V=eXx —
R
m
avec e = tension de sortie de stimulateur.

Or, Im’ le courant, est égal a : I_ =
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On mesure donc le courant de membrane par la tension
qu'il provoque au travers de Ri’ la résistance longitudinale du compar-
timent 2.

Les mesures, réalisées en intercalant briévement
une résistance connue, de 1 K@, dans la boucle de contre réaction, ont
donné des valeurs de R,i de 20 K@ d environ 100 Kq.

Enfin, Ta présence d'une capacité Cm en paralléle
sur Rm provoque un bref courant capacitif au début de 1'imposition du

potentiel, et au retour au potentiel de repos.

D - PROTOCOLE DU DOUBLE PULSE

-

Dans 1'é@tude d'un processus d'inactivation, la mé-
thode expérimentale principalement utilisée est celle du double puise.

La disponibilité du courant calcique est mesurée par
imposition d'un potentiel test, d'amplitude V2 égale a + 50 mV ou + 60
mV. Sa durée est choisie de fagon @ ce que le courant atteigne un état
stable.

La conductance calcique, testée par le pulse VZ’ est
(ou non) influencée par un potentiel conditionnant, le précédant, d'am-
plitude V, variable : en général, de 0 & + 150 mV, exceptionnellement
+ 175 mV.

Néanmoins, ces deux pulses sont séparés par un bref
interva]]é, de 10 & 40 msec, pendant lequel le potentiel imposé est le
potentiel de repos (V = 0 mV). Ceci permet d'imposer Te potentiel test

en partant du méme niveau de référence, quelle que soit 1'amph'tude4V1
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du pulse conditionnant. Le gradient de potentiel affectant -les conduc-
tances membranaires lors du pulse test sera donc le méme.

On se trouve donc dans des conditions ol 1'on teste
véritablement d'une maniére constante la conductance GCa’ celle-ci
ayant &té ou non modifiée par des événements conditionnants antérieurs
au test. De plus, cet intervalle permet d'obtenir le méme courant capa-
citif au début du courant di au pulse test : ce courant entrainera donc
Ta méme erreur potentielle dans la lecture du courant initial.

Le chois de 1'amplitude du pulse test sera justi-

fié dans le chapitre traitant & proprement parler de 1'inactivation.

E - CONTROLE DES MESURES - LIMITES DES TECHNIQUES

I - Mesure du courant de membrane

| Dans le présent travail, ne sont présentées que des
mesures de courant global, c'est & dire pour ia surface de membrane
réellement accessible dans le compartiment test.
Ce courant n'est donc pas rapporté & 1'unitéd de sur-
face, en raison de multiples difficultés & calculer exactement cette

surface de membrane. Les principales raisons sont les suivantes.

a) Si les filets de vaseline améliorent sensible-
ment 1'&tanchéité entre les compartiments, et éliminent ainsi les
potentiels de joncticn parasites, ils rendent par contre tras imprécise
la mesure de la longueur de fibre en contact électrique avec Te liqui-

de physiologique du compartiment test.
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b) La section des fibres musculaires, parfois a peu
prés circulaire, mais souvent triangulaire, ou trapézoidale, est diffi-

cilement appréciable exactement.

c) La grande complexité structurale de la surface de
la fibre musculaire augmente encore ces difficultés, en raison de la
présence de nombreux replis membranaires ("clefts"), de tubules trans-
versaux. Ceci est particuliérement vrai pour la fibre musculaire du
crabe (PEACHEY, 1965 ; SELVERSTON, 1967).

Le courant de membrane est donc mesuré par la diffé-
rence de potentiel qu'il engendre sur la résistance Ri' Cette d.d.p.
est lue entre la sortie de 1'amplificateur opérationnel et 1a masse.

Enfin, i1 faut signaler que la mesure du courant

R
est entachée d'une 1é&gére erreur, di au facteur de court-circuit <

)
Re étant la résistance externe du compartiment baigné par le sacch§9+Ri
rose. Re n'est jamais infinie, et une fraction du courant s'écoule par
1'extérieur de l1a fibre.

La mesure du courant, qui s'effectue par la lecture
de la d.d.p. sur Ri’ ignore donc cette fraction.

Le facteur de court-circuit, évalué pour la fibre

de crabe, sur notre cuve expérimentale, par MOUNIER (1975), est fré-

quemment &gal & 0.9, et jamais inférieur & 0.8.

II - Critéres de validité

Compte tenu de 1'emploi d'électrodes externes, ainsi
que de la fragilité des fibres musculaires, qui interdisent 1'emploi

systématique de microélectrodes de contrdle interne, i1 est nécessaire
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" de se fixer un certain nombre de critéres permettant de juger du bon
gtat physiologique de la préparation, et d'une bonne imposition du

courant ou du potentiel.

Les enregistrements en courant imposé sont jugés
valables lorsque leur décours est comparable aux résuitats obtenus 3
1'aide de microélectrodes internes. En particulier, les critéres rete-

nant 1'attention seront la durée et 1'amplitude du potentiel d'action.

IT a été procéde & des contrdles de potentiel de
repos, compte tenu de la singularité du traitement par notre solution
de référence (ASW-TEA-4AP-Cs).

Dans ces conditions, le potentiel de repos (PR) a
des valeurs comprises entre - 70 mV et - 85 mV, soit une hyperpolari-
sation d'environ 10 mV par rapport aux PR enregistrés en ASW.

Le potentiel de référence utilisé dans nos expérien-

ces (ou HP : holding potentiel) a toujours été fixé & - 75 mV.

Les critéres de validité d'une bonne imposition de
potentiel ont &té inspirés des travaux de MOUNIER (1975), sur cette
préparation.

En particulier, i1 a &té accordé une attention

spéciale @ 1'absence de décrochement entre le courant capacitif et le
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début du courant entrant, signe symptomatique d'un potentiel d'action
indésirable naissant spontanément dans un des compartiments externes

(Voir par exemple tracé f de la figure 17, MOUNIER (1975)).

F - EXPRESSION DES RESULTATS

Les conventions suivantes ont été utilisées dans les

textes et les figures.

% Les courants positifs d'un point de vue é&lectri-
que sont dits sortants.

* 1 I,, 1 IC] = courants portés par les ions

Ca®> "K> "Na’
calcium, potassium, sodium et chlore, respectivement.

* Ces courants sont mesurés en uA = microampéres

- Potentiels

% Le symbole E est utilisé pour désigner un potentiel
par rapport d@ la masse : ER = potentiel de repos

(ou PR)

Em = potentiel de membrane

E

E = potentiels d'équilibre des ions

£ E
Ca’® “K® “Na® ~Cl

ca™t, k¥, Na¥, C17, respectivement

% Le symbole V est utilis@ pour une variation de

potentiel & partir du potentiel de repos. V est
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positif pour une dépolarisation, et négatif pour

une hyperpolarisation.

D'oll les symboles :

VCa’ VK’ VNa’ VC1 : qui désignent les potentiels

d'inversion des ions Ca™t, k¥, Na¥, C17 : c'est &

dire la variation de potentiel & imposer, comptée

a partir du PR, pour atteindre ECa’ Eg> ENa’ ou EC]'

Le symbole des conductances, G(Q) est associé au

symbole chimique pour désigner les conductances spécifiques de la
membrane envers les ions : GCa’ GK, GNa’ GC] désigneront donc les con-

ductances au Ca'*t, K+, Na* ou C1°.

Sont également utilisés dans ce travail

% fl, f, (sans unité) : désignent la variable ser-
vant d mesurer le degré d'inactivation d'un courant.
Ceci sera expliqué dans le chapitre B(II).

T, T, (en millisecondes) : constantes de temps

d'inactivation.
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Activite electiique de fibres musculaires interrogées par cowrant

impose, et placies en solution :

A - ASW (Eau de mern artificielle)

"B - SR (ASW - TEA - 4AP - Cs - 0 K) (§ibre n’ 1933).

Noter La difgérence de base de temps.
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A - LE COURANT CALCIQUE -

I - Activité Electrique

Dans des conditions physiologiques standard, 1a
fibre musculaire de crabe é&tant placée en solution ASW, 1'activité
électrique est de type gradué. En effet, 1'application de courants

dépolarisants entraine d'abord une réponse purement passive, puis
donne naissance, pour des stimulations d'intensité croissante, supra-
liminaire, a@ des potentiels d'action, PA, dont 1'amplitude est fonction
de 1'intensité du courant qui 1'a provoqué (Fig. 5A). 7
Par contre, aprés une heure d'imbibition en ASW-TEA-
4AP-Cs, notre solution de référence (SR) pour ce travail, le potentiel
d'action déclenché par un courant supraliminaire de courte durée a des
caractéristiques qui ne dépendent plus de 1'intensité du courant de
stimulation. La figure 5(B) illustre 1'aspect d'un tel PA de type "tout

ou rien" :

a) sa phase de dépolarisation est extrémement rapide,

par opposition & Ta relative lenteur d'un PA enregistré en ASW ;
b) sa durée est supérieure d@ celle d'un PA obtenu

en ASW, de plusieurs ordres de grandeur : environ 800 millisecondes

pour le PA de la figure 5B, contre 10 @ 15 millisecondes en ASW ;

c) enfin, son amplitude est considérablement augmentée.
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Figww. 6

Counants Loniques (1) conséeutifs a L'imposition de potentiel (V)

croissants pourn une fibre baignée en solution SR.

Valeurn des potentiels imposes :
ena: - 20, - 10, + 10 et + 20 my
b:+ 40 mv
c: + 60 mV
(§ibre n° 2673).

d: + 80 mv
Ces + 100 my
{: + 120 mv
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Elle atteint 120 mV & son maximum. Rappelons que la concentration

externe en calcium est ici de 5 mM/1.

IT - Courants ionigues

La figure 6 représente les courants ioniques membra-

naires (I) consécutifs & 1'imposition d'un potentiel (V). Ce potentiel,

d'une durée égale a 1700 msec, est d'amplitude croissante.

Pour des V imposés d'amplitude faible, généralement
inférieure a + 30 mV, de méme que pour des V imposés hyperpolarisants
(Fig. 6a), la réponse membranaire est relativement simple : elle est
composée d'un courant transitoire représentant la charge de la capacité
membranaire, suivi d'un courant d'intensité invariable dans le temps,
qui représente le courant de fuite.

Par contre, lorsque 1'amplitude du V imposé dépola-
risant croit, le courant membranaire présente un aspect totalement
différent. Immédiatement aprés le courant capacitif, apparait un cou-
rant s'activant dans le sens entrant (Fig. 6b). Ce dernier devient
méme net entrant (Fig. 6¢c, d) c'est & dire qu'il prend des valeurs
négatives : ceci malgré 1'existence constante d'un courant de fuite,
dans le sens sortant.

Au dela de V = + 80 mV (Fig. 6e, f) environ, le
courant ne présente plus de partie négative, mais 1'écart entre le
minimum sortant et le courant en fin d'impulsion demeure trés important.

I1 faut signaler que de tels potentiels (V > + 100 mV)
sont rarement imposés aux fibres musculaires, avec une durée si lon-

gue, compte tenu du danger de détérioration que cela implique.
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Figure 7
Courbe courant-potentiel reprisentant Les valeuns de courants mesurds :
- au maxdimum de courant entrant (©) pour une §ibre placie en s0lu-
Zion SR
- en fin d'impulsion de 1700 msec de durde, en solution SR - co’?
(Voin figurne 10). (B).

(Méme {ibre que figure 6).




e -

Ces courants présentent, aprés une phase d'activa-
tion trés rapide, une phase de diminution nettement plus longue. Les
créneaux de longue durée (1700 msec ici), permettent en effet tout
Jjuste une stabilisation du courant en fin d'impulsion.

IT est d'ores et déja a noter que la diminution de
ce courant entrant s'effectue, dans la majorité des cas, suivant une
double exponentielle. Nous reviendrons plus loin sur ce phénoméne.

Enfin, 4 Ta cessation du créneau de potentiel imposé,
Te courant revient & une valeur nulle, aprés un courant capacitif
correspondant & la décharge du condensateur membranaire.

IT est possible de porter sur un graphe les valeurs
de courant et de potentiel. La courbe obtenue, qui traduit la relation
courant-potentiel (courbe I/V), est illustrée & la figure 7 (cercles).

Les valeurs de courant, portées en ordonnée, repré-
sentent les mesures au maximum de courant entrant, ou au minimum de
courant sortant. Ce courant est activé pour un V voisin de + 30 mv,
passe par un maximum pour un V = + 50 mV, puis diminue et s'annule
pour V = + 80 mV. Pour des V supérieurs & + 80 mV, ce courant apparait

sortant.

III - Méthode de lecture du courant calcique

De fagon & déterminer la fraction de courant portée
par les ions calcium, une solution cobalt a &té appliquée.

Sur la figure 8, on a représenté la superposition
des courants ioniques obtenus pour un  potentiel de + 60 mV et 1700 msec

- de durée, en solution de référence, puis en présence de cobalt a la
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Figue §
Supenposition des courants Loniques obitenus parn imposition d'un
potentiel de + 50 mV d'amplitude et 1700 msec de durBe pour une
fibre placée succesivement
- en solution SR

++

- en sofution SR - Co'7  (Co®*).
La zone hachurée nephesente L'influx de caleium pendant Le pulse.

(4ibre n® 1933).
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Figure 9
Counants Loniques (1) obtenus pour des V imposés croissants (V) de
1700 msec de durée, pour une §ibre en solution SR + co™.
(Cowrants redessinis d'apnes Le §i8m photographique).

(Méme {ibre que gigure 6 et 7).



15¢

J
120

V (mV)

-05

ﬁQWwTO

Courbes courant-potentiel reprnésentant en fonction des V imposés, Les
cowrants mesunes :
% pour une {§ibre placée en solution SR :

- au maximum de courant entrant : courbe A (O)

- en fdn d'impulsion de 1700 msec de durde : cowrbe B (@)
x pour cette fibre, placte en solution SR - Co™7 ;

- en début d'impulsion : courbe C (A)

- en fin d'impulsion de 1700 msec de durde : courbe D (M.

(Meme fibre que figures 6, 7 et 9).
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concentration de 20 mM/1 : solution SR - co™*. Le courant en présence
de cobalt devient stationnaire. La différence entre le courant entrant
avant le traitement Co'™ et le courant stationnaire représente 1'influx
d'ions éa]cium, (partie hachurée sur cette figure).

La figure 9 représente les courants ioniques obfenus
pour différents potentiels imposés en présence de cobalt. Pour des po-
tentiels supérieurs & + 60 mV une 1égére rectification retardée, dans le
sens sortant, est visible.

La figure 10 représente la courbe courant-potentiel
obtenue en solution SR, puis en SR - Co++, pour des mesures en début
et en fin d'impulsions de 1700 msec. La courbe A traduisant 1'évolution
du courant initial calcique en fonction de V est le report de celle
précédemment décrite (Fig. 7). La courbe B correspond aux mesures en
fin d'impulsion en solution SR. Pour des potentiels imposés supérieurs
d + 60 mV, une rectification sortante apparait. I1 est @ noter que
cette courbe B présente une inflexion dans 1a gamme des V compris entre
+ 30 et + 60 mV, phénoméne qui pourrait résulter du fait qu'aprés 1700
msec le courant entrant n'est pas totalement inactivé. En effet, sur
certaines préparations ol des durées identiques permettent d'atteindre
un état stable apparent, ce phénoméne n'apparait généralement plus
(c'est le cas Fig. 11).

En présence de cobait, les mesures correspondant au
courant initial et celles au courant en fin d'impulsion sont respecti-
vement reportées sur les courbes C et D. Les mesures du courant initial
en présence de Cott (courbe C) sont celles reportées sur la figure 7.
Les mémes mesures ont été effectuées sur une fibre pour laquelle des

impulsions de 1600 msec ont permis d'atteindre 1'état stable (Fig. 11).
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Figure 11

Cowtbes couwrant-potentiel neprésentant, en fonction des V imposis,
Les courants mesurnés :
% pour une gibre placée en solution SR :

- au maximum de couwrant entrant : cowtbe A (O]

- en fin d'impulsion de 1700 msec de durBe : courbe B (@)
x pour cette (Lbre, placie en solution SR - co™

- en début d'impulsion : courbe C (A)

- en §in d'impulsion de 1700 msec de durée : courbe D (A).
(§ibre n° 3063).
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Dans ce cas, les résultats sont comparables & ceux obtenus sur la figure
10. Sur celle-ci, la comparaison entre les courbes B et D met en &vi-
dence un effet du cobalt sur le courant en fin d'impulsion.

La différence entre les courbes C et A permet d'ob-
tenir 1'évolution du courant calcique seul, en fonction du potentiel.
La figure 12 représente 1'@volution de ce courant calcique ICa' I
s'active pour des potentiels imposés voisins de + 30 mV. Cette valeur
est conforme d celle obtenue comme seuil d'apparition des potentiels
d'action en condition de potentiel imposé. L'extrapolation de la courbe
ICa/V vers les dépolarisations croise 1'axe des potentiels pour
V =+ 122 mV.

Cette valeur de potentiel d'inversion est nettement
plus élevée que celle obtenue en ASW (70 & 80 mV), condition od Tes

courants potassiques IK1 et I dirigés dans le sens sortant, masquent

K2’
une partie du décours réél du courant calcique. Sur cing autres prépa-
rations, des valeurs comprises entre + 120 et + 140 mV ont &té obtenues.
Nos mesures de potentiel de repos sont généralement voisines de - 75 mV.
Ceci nous permet donc d'@valuer le potentiel d'équilibre caicique ECa
d des valeurs comprises entre + 45 et + 65 mV. Ces valeurs sont 1égére-
ment inférieures & celles proposées par HENCEK et ZACHAR (1977) sur la
fibre musculaire d'écrevisse, (ECa = + 85 mV) mais supérieure d celles
précédemment obtenues sur notre préparation par MOUNIER et VASSORT
(1975) (ECa = + 30 mV). La différence réside dans le fait que nos con-
ditions expérimentales permettent un blocage plus important des courants
potassiques antagonisant ICa'

L'étude de 1'activité électrique, ainsi que celle

des courants ioniques, dans les conditions précitées, met donc en

-@vidence -les points suivants :
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Figww. 12

Courbe courant potentiel représentant L'évolution du couwrant entrant

calcique, In,s en gonction du V impose.

(Mame §ibre que 4igure 6, 7, 9 et 10).
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a) Le PA, de type tout ou rien dans nos conditions,
est caractérisé par une vitesse de dépolarisation élevée, une durée
trés grande, et une amplitude nettement supérieure & celle des PA

gradués obtenus en ASW.

b) Les courants ioniques obtenus dans une gamme de
potentiels imposés dépolarisants inférieurs & + 70 mV, sont pratique-
ment exempts de courants sortants, et peuvent donc étre considérés
comme purement calciques. L'addition & la solution physiologique de
référence d'ions cobalt permet de déterminer la partie du courant portée

par les ions calcium.

Dans 1'étude de 1'inactivation du canal calcique
qui va suivre, les potentiels test utilisés seront choisis égaux a
+ 50 ou + 60 mV. Comme nous venons de le montrer cette gamme d'ampli-
tude nous permet de mesurer correctement ICa sans que notre lecture

ne soit sensiblement influencée par les courants sortants.
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B - INACTIVATION DU COURANT CALCIQUE

Lors des expériences de potentiel imposé, la dimi-
nution du courant entrant ICa peut é&tre dlde a plusieurs mécanismes
intervenant séparément ou conjointement, et que nous avons décrit en
introduction de ce mémoire. Rappelons les briévement :

a) une inactivation de la conductance calcique,
GCa’ dépendant du potentiel imposé, et du temps, selon le schéma
type décrit par HODGKIN et HUXLEY pour le canal sodique. (HODGKIN
et HUXLEY, (1952 ) ;

b) une inactivation de la conductance calcique,
dépendant du courant de calcium lui-méme, Selon un processus proposé

par BREHM et ECKERT (1978) ;

¢) une diminution du potentiel d'équilibre des ions
Ca++, due & une accumulation de ces ions a 1'intérieur de la fibre
musculaire ou encore a leur déplétion dans 1'espace péricellulaire.
Ceci se traduirait par une diminution du facteur V--VCa ("Driving-

force") ;

d) enfin, une activation d'un courant sortant retar-
dé, qui masquerait le courant calcique, mimant ainsi une diminution
de ICa‘ Ce courant sortant serait problablement de nature potassique,

incomplétement bloqué par les inhibiteurs utilisés.

Les expériences décrites auront donc pour but
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Mise en 2udidence des deux constantes de temps d'inactivation :

% en haut : cowrant caleique obtenu par imposition d'un potentiel

de + 60 mV d'amptitude

% en bas : nepont semilogarnithmique de La diminution du courant

en gonction du temps

Symboles :

® : amplitude du courant global
O : difgerence caleulie entre Les points expérnimentaux et
L' extrapolation de La droite de pente Z'z.

(§ibre n® 12103).
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d'@lucider la cause de la diminution du courant ICa’ ainsi que ses

modalités.

I - DIMINUTION DE I,.a

IT convient d'ores et déja de préciser un fait

trés important quant @ la cinétique de diminution de I En effet,

Ca-
sur la plupart des préparations, cette diminution s'effectue suivant
une double exponentielle, comme Te montre la figure 13, traduisant

1'évolution de ICa en fonction du temps, en coordonnées en semi-
lTogarithmiques.

Le calcul de la pente de la droite reliant les
points de mesure du courant en fin d'impulsion donne 1la valeur de la
constante de temps lente, ).

La différence entre les points expérimentaux du
début. et 1'extrapolation de la droite de pente T, donne une série
de points qui, reportés sur 1'échelle semi-logarithmique, permettent
de calculer la constante de temps rapide, Ty

Le tableau 2 regroupe différentes valeurs des
constantes de temps 3] et ) obtenues lors de différentes expériences :

- la constante du temps T a des valeurs comprises
entre 30 et 71 millisecondes : (m = s.e.m. = 48,2 = 4,1 msec) pour
des impulsions de 50 @ 60 mV d'amplitude ;

- la constante Ty s'échelonne de 145 & 500 msec
(381,2 + 44 msec).

Néanmoins, sur certaines préparations, et plus

particuliérement lorsque le courant ICa est de faible amplitude, sa



numéro de T1 T2 Amplitude du pulse
fibre (msec) (msec) test (mV)
2042 54 210 60
1052 28 363 50
2772 71 272 60
133 42 145 50
433 30 335 60
1533 30 289 60
2243 50 462 50
2653 50 410 60
2063 53 610 60
3063 58 617 60
19103 64 490 60

Tableau 2

Récapitulatif des deux constantes de temps d'inactivation de différentes

fibres.
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diminution s'effectue suivant une seule exponentielle. Dans ce cas,
la constante de temps a une valeur proche de la constante Ty (rapide)
des fibres présentant une double exponentielle.

La signification physiologique de cette double
cinétique sera discutée plus loin, mais i1 faut dés maintenant mon-
trer qu'il ne s'agit pas 1d d'un artéfact expérimental dii & 1'acti-
vation transitoire d'un courant sortant. Si tel était le cas ce cou-
rant sortant pourrait s'activer sous 1'effet du potentiel, ou du cou-

rant entrant ICa Tui-méme.

L'hypothése de 1'activation d'un courant sortant
se greffant sur le vrai décours du courant ICa et rendant compte
d'une décroissance bi-exponentielle a été &tudiée par divers protoco-

les expérimentaux dont les résultats sont exposés ici.

a) L'addition & la solution de référence SR de cobalt
d la concentration de 20 mM/1 ne laisse subsister qu'un courant
d'allure monotone, et supprime totalement les deux composantes, alors
que nous avons vu que pour des V imposés de 50 ou 60 mV, Te cobalt

n'a pas d'effet propre sur le courant en fin d'impulsion.

b) Lorsque, aprés un créneau de potentiel imposé
d'amplitude V1 = + 60 mV, de durée croissante, la fibre est repola-
risée a V2 = + 15 mV, les courants de déactivation (courants de queue,

ou "Tail Currents") doivent révéler le comportement, et la nature, des



V1= +60mV

V2=+15 mV
Y I
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Figure 14

Counants de déactivation de La conductance calelique Lorns du retour a V
+ 15 mV aprds un chlneau 4impos€ V. de + 60 mV.
(fibre n® 13103).

2 =
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conductances activées par le premier créneau de potentiel Vl'
Le potentiel V2’ de + 15 mV, a été choisi pour
favoriser au maximum un éventuel courant sortant d'ions potassium.

En effet, pour V = + 15 mV, la force &lectromotrice (driving-force)

V-VK est plus importante que si 1'on repolarisait a V2 = 0 mV sachant

que EK est trés proche du potentiel de repos (ER = HP) (FATT et KATZ,

1953 ; MOUNIER, 1970).

La figure 14 montre que Tes courants de déactiva-
tion enregistrés pendant le pulse V2 sont réguliérement de moins en
moins entrants, et non de plus en amples dans le sens sortant. La
diminution de ICa suivant une double exponentielle ne semble donc
pas imputable & 1'activation d'un courant sortant, que ce soit
IKl’ courant rapide, ou IKZ’ courant lent (MOUNIER, 1975).

Par conséquent, 1a conductance en cause dans la

phase de diminution de ICa semble bien étre la conductance calcique :

ce serait GCa qui, en diminuant, provoquerait le déclin du courant
entrant, en admettant‘pour 1'instant que le facteur driving force
reste constant, ce que nous vérifierons.

c) Si 1a diminution de ICa est due 3@ 1'activation
d'un courant sortant de nature potassique, dépendant de ICa Tui-
méme ou du potentiel, on peut s'attendre & ce que le remplacement du
ca*® par le Sr** supprime ou réduise fortement ce courant sortant.
L'effet résulterait, soit de 1'absence des ions Ca++, soit de 1'ac-

tion inhibitrice des jons Sr'' sur les courants sortants potassiques

(MOUNIER et VASSORT, 1975 ).

En fait, 1'allure des courant en SR-Sr*T n'est pas
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Figure 15

Comparaison des couwrants ioniques obtenus, pour un potentiel imposé de

60 mV d'amplitude et 700 msec de durnde, sur une fibre baignie successivement
en solution SR puis en solution SR - Su'7.

(meme §ibre que figure 32, n’ 1533).
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medifiée. L'inactivation du courant entrant s'effectue encore suivant
une double exponentielle (Fig. 15 et 32).
L'existence de ces deux exponentielles ne peut

donc étre imputée & 1'activation d'un courant sortant potassique.

Les caractéristiques du courant ICa ayant été dé-
crites, nous allons aborder maintenant 1'é@tude du processus d'inac-
tivation. U2ci se fera en deux temps. En effet, 1'analyse portera
d'abord sur Ta fraction de ICa qui s'inactive rapidement, que 1'on

nommera ICal’ puis sur la fraction & inactivation Tente, ICaZ'

II - ETUDE DE L'INACTIVATION DE I,.al

La méthode expérimentale utilisée pour détermi-
nation du taux d'inactivation de ICa est celle du double pulse. Un

pulse test, d'amplitude V généralement égale & + 50 ou + 60 mV,

. teste la disponibilité du courant ICa' Sa durée est choisie de fagon

d ce que le courant en fin d'impulsion atteigne un état stable.
L'amplitude a été fixée & + 50 ou + 60 mV pour
plusieurs raisons déja évoquées :
a) c'est 3 ces potentiels que la conductance
GCa est activée pratiquement & son maximum, et que le courant ICa

apparait maximal. (Cf. Fig. 12)

b) dans cette gamme de potentiels, le courant est

exempt de rectification dans le sens sortant (Cf. chapitre A). Ceci
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Figure 16

Effet d'un mulde conditionnant de 100 msec du durée et d'amplitude
variable. (indiquie au dessus du traci) sun Les couwrants ioniques (1) dis
a un V {mpose de 50 mV d'amptitude et 1700 msec de duride.

(4ibre n® 1933).



permet une lecture de ICa par la mesure de la différence entre le
courant stationnaire en fin de pulse et le courant maximum entrant,
sans avoir & utiliser systématiquement les ions cobalt. Les valeurs
de ICaZ’ obtenues par extrapolation de la droite de pente T, en coor-
données semi-logarithmiques, sont retranchées du courant total ICa’
fournissant ainsi I, seul.

ICal

Le rapport , c'est a dire ICal restant

ICal max
disponible aprés un pulse conditionnant divisé par notre valeur de

référence "1 " obtenue sans pulse conditionnant, pour une |
Calmax

mesure du taux d'inactivation, désigné par fl.

I
fl = _(E.].'_ => 0<f1<]_

ICal max

Signalons de plus qu'un bref intervalle, de durée
comprise entre 10 et 40 msec, sépare les deux pulses. (Cf. chapitre
Matériel et Méthodes).

| La figure 16 présente les résultats obtenus lors
d'une expérience mettant en oeuvre ce protocole du double pulse.

Un pulse test d'amplitude V2 égale a + 50 mV,
d'une durée de 1700 msec est ou non précédé d'un pulse conditionnant
d'une durée de 100 msec, les deux pulses &tant séparés par un inter-
valle de 20 msec ol le potentiel est &gal au potentiel de repos. Les
valeurs portées au dessus des tracés représentent 1'amplitude du pul-
se conditionnant.

En absence de pulse conditionnant (V1=0) Te pulse
test déclanche un grand courant entrant qui sera pris comme référen-

ce : il est pleinement disponible. Puis, lorsque le pulse test est
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Figure 17
Counbe traduisant L'évolution du rapport ICa/ICa max O degre

d'inactivation, en fonction de L'amplitude v, du putse conditionnant.
(courbe tracie a La main).
(méme. §ibre que §igure 16, n° 1933).
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précédé d'un pulse conditionnant non nul, plusieur événements
prennent place. Pour V1 = + 20 mV, aucun courant ICa n‘est déclen-
ché par le pulse conditionnant. Le courant ICa dans le test est
encore maximal. Par contré, quand V1 croit (V, = + 60 mV) ce prépul-
se provoque 1'apparition d'un grand courant entrant, et le ICa dans
le test est nettement inférieur & sa valeur de référence : il est
moins disponible. Cette diminution est encore nette au tracé suivant,
lorsque V1 = + 90 mV, valeur qui provoque encore un courant net
entrant pendant Te pulse conaitionnant. Par contre, lorsque V1 croit
encore, pour des valeurs égales a = 120 et + 150 mV (tracés suivants),
et que le courant ICa dil au pulse conditionnant diminue, (voir cha-
pitre A, fig. 12) on constate que le courant dans le test ne diminue

plus, mais au contraire augmente, et finit, pour V1 = + 150 mV, par

approchér 1'amplitude du courant de référence sans toutefois 1'égaler.
En définitive, plus le potentiel conditionnant provoque un ICa ample,
moins le ICa dans le test est disponible. L'ensemble de ces résultats
est reporté sur la figure 17 traduisant 1'&volution du rapport

ICa/I en fonction des potentiels conditionnants.

Camax
Du courant total ICa’ il est possible d'extraire ia
part de courant qui nous intéresse ici, ICal’ par la méthode exposée
plus haut. C'est ce que représente la figure 18, ol 1'on veoit les tra-
cés semi-logarithmiques des courants test de la figure 16 ainsi que

des courants I ainsi extraits. A cdté de chaque tracé est indiquée

Cal
1'amplitude du puise conditionnant V1 correspondant, ainsi que la va-
leur des constantes de temps ™ et Ty

Cette figure met bien en évidence 1'effet du poten-

tiel conditionnant sur le courant ICal’ ICaf a une amplitude maxima-
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Courbe traduisant L'évolution du degné d'inactivation du courant
ICaI en gonction du potentiel conditionnant v,
{courbe tracte a La main).
(méme {ibre que figures 16, 17 et 18, n® 1933).
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Courbe traduisant 'évolution de La constante de temps d'inactivation,
T, o fonction du potentiel conditionant V,. '

(Courbe tracée a La main).
(méme fibre que figures 16, 17, 18 et 19, n’ 1933).
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le lorsque V1 = 0 et V1 = + 20 mV, puis décroit fortement lorsque
V1 =+ 60 ou + 90 mV. I1 augmente ensuite pour V1 = + 120 et + 150
mV. On retrouve donc pout la composante ICal la levée d'inactiva-
tion dans la gamme des V1 élevés décrite pour le courant ICa global.

I
Les valeurs du rapport fl . Cal obtenues lors de cette expéri-

ICalmax ,
ence donnant le taux d'inactivation de ICal’ sont reportées en fonc-

tion de 1'amplitude de V1 sur la figure 19. Cette courbe présente
un décours comparable a celui décrit pour le courant ICa global.

Un méme résultat a été obtenu sur 7 autres préparations.

L'influence du potentiel conditionnant sur 1'am-
plitude du ICal’ qui vient d'étre démontrée, se double d'un effet sur
la cinétique d'inactivation de ce courant. Sur la figure 20, on a
reporté les valeurs de la constante de temps d'inactivation rapide,
Tys N fonction de 1'amplitude du potentiel conditionnant, V1 (voir
Fig. 18). En absence de prépulse, T = 64 msec. Lorsque V1 = + 20
mV, cette valeur de T reste inchangée ce qui était déja vrai pour
le degré d'inactivation, fl. Par contre, pour un prépulse condition-
nant de + 40 et + 60 mV, g augmente jusqu'a 112 msec. Ainsi, lors-

que la disponibilité de ICal est diminuée, son inactivation est ra-




lentie. Lorsque V1 = + 90 mV, la constante T4 est égale a 91 msec,
valeur encore supérieure & la va]eur de référence. Pour des valeurs
de V1 supérieures (120 ou 150. mv ), T4 diminue et tend vers sa valeur
initiale. Sur d'autres préparations le méme décours de T en fonction
de V est observé, T retrouvant, pour des V élevés, ‘strictement sa
valeur de référence.

Si 1'on compare les figures 20 et 19, on voit
donc que 1'inverse de la constante de temps ] subit une évolution
paralléle 3 celle de 1'inactivation : des courants calciques forte-
ment inactivés par un prépulse conditionnant sont caractérisés par
une cinétique d'inactivation plus Tente. Ce résultat en désaccord
avec la théorie d'HOGKIN-HUXLEY qui prévoit que la cinétique d'inac-
tivation ne dépende que du potentiel produisant le courant. Ces &élé-
ments suggérent donc 1'importance de 1'influx d'ions calcium dans le
processus d'inactivation de ce courant. I1 est donc nécessaire de

préciser dans quelles limites 1'influx de Ca*t est directement res-

ponsable de ce phénoméne.

a) Parallélisme 1/Imax et ICa

Comme on vient de le voir, 1'influence du prépul-
se conditionnant sur la conductance calcique n'est pas simplement
1iée au potentiel Vl, comme le proposait la théorie d'HODGKIN-HUXLEY
(1952). En effet, si pour des V1 compris entre + 30 et + 70 mV,
1'inactivation augmente, nous avons vu que lorsque V1 est supérieur
(& partir d'environ + 80 mV), 1'inactivation diminue. Dans la pre-

miére gamme de potentiels mentionnée (+ 30 a + 70 mV) Tle courant
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Counbes traduisant L'dvolution, en fonction du prépulse, V], du
degné d'inactivation de Toal dans Le pulse test (en haut), et du courant
caleique T produit pan Le prépulse (en bas).

En encadné : détail de La zone seull de Z'inactivation et du courant
prodult par Le prépulse.

(§ibre n® 2333).
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calcique augmente. Par contre, pour des V supérieurs, celui-ci dimi-
nue (Cf. Fig. 12). Ceci suggére donc la recherche d'une corrélation
entre le degré d'inactivation et le courant ICa préalablement déclien-
ché dans le prépulse.

Cette corrélation est illustrée a 1a figure 21,
ol 1'on a superposé :

% sur le graphe du haut, le rapport ICal/ICalmax,

en fonction du potentiel conditionnant Vl' Ces valeurs ont été obte-
nues pour une expérience utilisant le protocole du double pulse,

dont les paramétres étaient Vtest = 50 mV - 100 msec.

% sur le graphe du bas, 1'amplitude des courants
entrants mesurés dans le prépulse, par la différence avec le cou-

rant obtenu en présence de cobalt (20 mM/1).

I1 apparait nettement que 1'inactivation s'amorce
lorsque le prépulse a déclenché un courant ICa’ méme faible (V1 =
+ 30 mV). De fagon & rendre ce point plus clair, les différentes me-
sures autour du seuil ont été reprises en encart. Un tel résultat a
été obtenu sur 4 préparations. De plus le maximum d'inactivation est
obtenu pour un potentiel V1 donnant le ICa maximum, généralement
voisin de + 60 & + 80 mV. La}1evée d'inactivation a lieu pour des V1
supérieurs & + 60 mV, sur cette fibre. Enfin, le rapport ICal/ICalmax
retrouve une valeur d'environ 0.85 & 0.90 lorsque V1 devient voisin
du potentiel d'inversion calcique, VCa (ici égal & + 130 mV, valeur

obtenue par extrapolation de la relation ICa/Vl)'

Nos résultats suggérent donc bien 1'existence
d'une relation entre le degré d'inactivation et 1'amplitude du cou-

rant calcique.
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Figure 22

Influence de La dure d'un prépulse conditionnant d'amplitude + 60 mV,
sun Le cowrant calelque ICaI’ (pulse test + 50 mV, 1200 msec). Durles
indiquées au dessus de chaque préputse.

(4ibre n° 953).
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b) Ingluence de La durle du pulse conditionnant

Afin de faire varier, pour un potentiel donné, le
courant de calcium ayant traversé la membrane lors du pulse condi-
tionnant, 1a durée de ce dernier a &té changée de 25 & 100 ou 200
millisecondes.

La figure 22 illustre les courants ioniques (I)
obtenus lors d'une telle expérience, pour les trois durées diffé-
rentes de prépulse, avec, pour cette figure,.V1 =+ 60 mV et -
V2 = + 50 mV, sur une fibre présentant un courant d'inactivation
monoexponentielle. On peut y bonstater d'emblée 1'effet de 1'allon-
gement du pulse conditionnant : le degré d'inactivation du courant
dans Te test passe de 0,6 pour un pulse de 25 msec d 0.38 pour 100
msec, et 0.03, soit une inactivation quasi compléte, lorsque le pré-
pulse dure 200 msec.

Ce type d'expérience a été réalisé avec 1és trois
durées différentes et pour des V conditionnants de 0 & 175 mV ; les
valeurs du rapport I/Imax sont rapportées sur les courbes présentées
a la figure 23, pour chaqué'durée de prépulse.

IT est & noter que ces trois courbes contiennent
des mesures effectuées pour une méme fibre, avec seulement deux durées :
les expériences ne peuvent en effet étre réalisées, sur toute la
gamme des V condtionnants, avec les trois durées de prépulse. Néan-
moins, la comparaison peut, dans tous les cas, s'effectuer entre deux
durées pour une méme fibre (mémes symboles sur les courbes).

L'effet de 1a durée du prépulse sur la courbe
I/Imax en fonction de V1 est trés sensible : pour des V1 identiques,
1'inactivation est d'autant plus importante que le pulse conditionnant

est plus long. Le maximum d'inactivation varie de 0.52 & 0.21 puis 0
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Courbes thaduwisant L'évolution du degré d’inactivation du couwrant Tog
en fonction de £'amplitude du pulse conditionnant, VI’ établies pour

tois dunées de prZpulse : 25, 100, et 200 msec.
Resultats obfenus surn des fibres dont Le cowrant entrant 1 4'inactivailt

suivant une exponentielle simpfe (I = In al) .
Mesures effectudes sur plusieuns fibres : des symboles identiques

entre deux counbes proviennent des mesures effectudes sur une méme f4ibre.
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Figure 24

Courants Loniques (I) obtenus pour un V imposé de + 50 mV d'amplitude
et 1700 msec de durée, sun une fibre pacée en sofution SR (en haut)
puis SR - Ca5 (en bas).
{g4ibre n® 3063).
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Torsque la durée est égale respectivement & 25, 100 et 200 msec.
Enfin, pour des V1 élevés, on assiste dans tous les cas a une levée
de 1'inactivation.

D'une maniére générale, c'est donc toute la courbe
I/Imax en fonction de V1 qui est influencée par la durée du potentiel
conditionnant. En plus de son amplitude, i1 faut donc également tenir

compte de la durée du prépulse.

¢} Ingluence de La concentration calelque extra-

cellulaine

Afin de varier 1'amplitude du courant calcique
conditionnant pour des V1 identiques, la concentration en ions cal-
cium du milieu SR a été changée de 5 & 25 mM/1, lors des expériences
utilisant le protocole du double pulse. (Solutions SR et SR-Cab).

L'effet de 1'augmentation de la concentration
calcique sur 1és courants ioniques est illustré & la figure 24, pour
un potentiel imposé de + 50 mV d'amplitude et 1500 msec de durée.

En présence de 25 mM de calcium, 1'amplitude du
courant est considérablement augmentée (par un facteur 1.5 sur cette
figure). Par contre, 1'amplitude du courant en fin de pulse est sen-
siblement &gale en présence de 5 ou 25 mM de calcium ce qui confirme
Ta non activation d'une conductance sortante dépendante du calcium.

Enfin, une différence essentielle entre les cou-
rants obtenus en présence de 5 et 25 mM de calcium réside dans leur
cinétique d'inactivation. T, passe ici de 95 msec en SR & 75 msec
en SR-Cab.

Le courant, plus ample en SR-Ca5, s'inactive

donc également plus rapidement.
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Courbes traduisant L'évolution, en fonction de L'amplitude du pulse
conditionnant, V., du degre d'inactivation du courant 1, , l(en haut)
et du cowrant 1., déclenche pan Le prépulse (en bas), sur une §ibre
placée successivement en solution SK (@) puis en solution hypercaleique-
SR-Ca5 (@ ).
(4ibre n® 1153).
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L'inactivation a été testée par la méthode du
double pulse, dans les deux solutions SR et SR-Ca5. Les valeurs du
degré d'inactivation f1 du courant ICal’ mesuré au maximum du cou-
rant sur les tracés semi-logarithmiques, sont regroupées sur une
courbe d& Ta figure 25 en fonction du potentiel conditionnant Vl'
Sur cette figure ont été également reportées, en fonction du poten-
tiel conditionnant, les valeurs du courant ICa’ évalué pour toutes
les mesures par la différence entre les courants en présence ou non
de cobalt. On peut y remarquer que toute la courbe fl/Vl, a partir
du seuil d'inactivation, est'g1oba1ement plus "basse" en SR Cab
qu'en solution de référence. Pour un méme potentiel imposé, 1'inac-
tivation est d'autant plus forte que les courants calciques sont
plus amples. En effet, 1'examen des courants ICa en fonction de Vl
montre bien que c'est dans la gamme des V1 ol les courants en SR Ca5
sont nettement plus amples que ceux en SR, qu'existe la plus grande
différence entre les valeurs d'inactivation obtenues en SR Ca5 et

en SR.
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Figure 26

A - Cowrants Loniques (1) obtenus pour un V imposé de + 50 mV et
1700 msec (partie gauche) précédé d'un pulse conditionnant
V, =+ 70 mV, 200 msec (partie droite)
Thacés infériewrs : Reponts semitogarnithmiques de ces courants.

B - Cowrbe traduisant L£'évolution du couwrant ICaZ’ mesurls au pic de
cowwant Lons d'un pulse Vy» d'amplitude variable, précéde d'un pulse
conditionnant VI de + 70 mV, 200 msec.

(§ibre n°® 3063).
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a) Blexponentialité

Lors de 1'imposition d'un potentiel dépolarisant
d'une amplitude supérieure, en général, a + 30 mV, un courant cal-
cique s'active, puis s'inactive et ceci suivant une double exponen-
tielle (Cf. chapitre ). Ceci nous a amené & &tudier séparément les
deux composantes de ICa' L'existence de ICaz en tant que deuxiéme
composante calcique a &té démontrée au chapitre précédent, par uti-
lisation des ions Co++, par étude des courants de déactivation du
courant entrant, ou par substitution du catt par le Sr**. Tout con-
corde pour démontrer que la deuxiéme composante n'est pas un arté-
fact di & 1'activation d'un courant sortant, mais reflé&te bien

1'existence d'un deuxiéme courant calcique qui lui aussi s'inactive.

b) Tsolement de ICaZ

Afin de déterminer 1'amplitude du courant ICaZ’
et sa dépendance vis-ad-vis du potentiel, deux méthodes sont utilisées.

i) Premiére méthode.

La figure 26 (A) illustre cette méthode : un pré-
pulse d'amplitude V1 = + 70 mV, de durée égale & 200 msec, a pour
réle d'inactiver le plus complétement possible la premiére composan-
te, ICal' Nous avons vu en effet qu'un prépulse d'environ + 70 mV
d'amplitude et 200 msec de durée a pour conséquence d'inactiver com-

plétement ICal (Cf. Fig. 23). I1 ne subsiste donc que la deuxiéme

composante, ICaZ’ que 1'on peut, dans ce cas, lire directement, par
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Partie supénieure : courant Lonique obtenu, pour un V Amposé de + 60 mV
d’amplitude et 1700 msec de durle, swr une fibre en sofution SR.

Parntie infernieune : report semilogarithmique du couwrant calcique mesuré
par happort au courant en §4in de pulse.

En encant : couwrbe courant-potentiel tradwisant L'évolution du courant
en fin d'impulsion en fonction du potentiel. Sun cette fibre, aucune
nectification dans Le sens sontant n'est visible.

(4ibre n° 19103).
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différence entre le courant au début de V2 et le courant en fin de
pulse. Le report des courants en coordonnées semi-logarithmiques,
représenté sous les images de courant de fa figure 26A, confirme
ceci. Les différentes valeurs de ICaz obtenues par cette méthode
sont représentées, en fonction du potentiel, & la partie B de la

figure 26. Le courant I s'active pour un V de + 30 mV, atteint

Ca2
un maximum vers + 50 mV, puis conserve une valeur stationnaire jus-
que V = + 80 mV, potentiel ol nous avons 1limité notre &tude. Pour
des V imposés plus élevés, la rectification sortante fausse la lec-
ture. En outre des V trés élevés appliqués trop lTongtemps entrainent
une fatigue de la préparation.

IT est a noter que, une fois atteint son maximum,

ICa2 semble garder une valeur fixe, pour des potentielscroissants.

i1) deuxiéme méthode

A partir du courant total ICa’ obtenu par imposi-
tion de potentielscroissants, i]vest possible, sur les tracés semi-
logarithmiques, de mesurer 1'amplitude de ICa2' Cette mesure est pra-
tiquée sur 1'extrapolation de 1a droite de pente T5, au temps t cor-
respondant au pic de courant total.

Les figures 27 et 28 illustrent les mesures de ICa2
obtenues par cette méthode : sur la fibre utilisée, 1'évolution du
courant de fin de pulse en fonction du potentiel est linéaire et donc
exempte de rectification sortante (courbelI/V représentée en encart
de 1a figure 27. Les mesures de ICaZ sont donc pratiquées par rapport

au courant en fin de pulse.
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Counbes traduisant L'évolution, en fonction du petentiel, de
L'ampritude des cournants :

- 1, : courant caleique global (courbe du haut)

Ca
- Togp ¢ cownant a Lnactivation rapide (cyurbe du milieu)

- Ic'a?. s cournant a inactivation Lente {(courbe du bas).

ICal et ICaZ sont mesuns comme indiqué sur La figwre 27.
(meme 4ibre que La gigure 27, n° 19103).
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Figure 29

Courant Lonique IC a2’ mis en Bvddence Lons d'un pulse test Vz de
+ 50 mV d'amplitude et 1700 msec de durle, aprds Linactivation du
courant 1, ; par un prépulse d'amplitude + 80 mV et 200 msec de durle,
pour une §ibre place successivement en solution SR [(tracZ du haut)
et SR Cab5, traci du bas.
(§ibre n° 3063).
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Sur 1a figure 28, on a reporté, en fonction du
potentiel, les valeurs des courants ICa’ courant calcique total,
ainsi que de ICal’ et ICaZ‘ L'évolution de ICa et ICal est conforme
d celle décrite pour ICa’ au chapitre A (Cf. Fig. 12). En ce qui con-
cerne ICaZ’ la méthode de lecture par report logarithmique procure
des valeurs qui évoluent de la méme fagon, que celles obtenues par
la premiére méthode (Cf. Fig. 26 B) : son activation a 1lieu pour
V =+ 30 mV, et que une fois sa valeur maximum est atteinte, ICa2
ne diminue que trés peu pour des V croissants, tout au moins dans 1la

gamme des potentiels explorée.

2) Nature_ionigue _de Iean

Les arguments en faveur de 1a nature calcique de
ICa2 peuvent étre résumés ainsi :

a) Effet du cobalt.

L'addition de cobalt, inhibiteur connu des cou-
rants calciques, supprime les deux composantes du courant global
ICa (Voir Chapitre A).

b) Effet de La variation du calelum extracellulaire.

La figure 29 illustre les courants ICaZ’ pour
V imposé de + 50 mV, aprés inactivation préalable de ICal a 1'aide
d'dn prépulse de + 80 mV, 220 msec, en solution de référence SR, puis
en solution enrichie en calcium (SR - Ca5). Comme on peut le constater,
1'amplitude de ICa2 est considérablement augmentée (1.3 uA en SRCa5

contre 0.5 pA en SR). L'amplitude de ICa2 est donc fonction de la con-
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centration extracellulaire en calcium.

c) Effet de La varniation du sodium extracellulainre

Afin de tester une possible relation entre ICa2
et 1'existence sur notre préparation de 1'échange sodium-calcium,
(GOBLET et MOUNIER (1981)),les ions sodium ont été remplacés en -

grande partie (2/3) par les ions 1ithium, connus pour bloquer 1'échan-

ge Na/Ca. Si ICa2 8tait dd & cet échange, le Li* devrait le supprimer :

1'inactivation de ICa devrait devenir monoexponentielle.

En fait, aucune différence dans la cinétique
d'inactivation de ICa n'a été enregistrée en présence de Li* (Solu-
tion SR-L1+). Le courant ICa conserve deux composantes ICal et ICa2’
aux propriétés inchangées. I1 semble donc bien que ICa2 soit un cou-
rant calcique membranaire, au méme titre que ICal'

I1 est donc possible d'étudier maintenant son

mécanisme d'inactivation.

3) Inactivation de ICa2

a) Degne d'inactivation
Le processus d'inactivation de ICa2 a été étudie,
comme celui de ICal’ par le protocole du double pulse, dé&ja décrit.
La mesure de ICa2 a été effectuée sur les tracés semi-logarithmiques
des courants test, au temps t correspondant au pic du courant global.
La figure 30 regroupe les courbes donnant les va-
leurs de I/Imax en fonction du prépulse V1 pour une expérience oi :
V2 = + 60 mV, 1400 msec, durée de V1 : 200 msec, intervalle Vl-v2 = 40

msec. Sont illustrées les trois courbes que 1'on peut extraire d'une
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Figure 31
Evolution de £a conbzanze’de Ztemps d'inactivation Lente, 'Z;, en

fonction de L'amptitude du putse conditionnant, V..




- 50 -

telle expérience : I/Imax , ICal/ICalmax’ déja décrite au chapitre B
et ICaZ/ICaZmax‘ Cette derniére présente un aspect différent des deux
autres : aprés la phase d'augmentation de 1'inactivation, la valeur
minimale de ICaZ/ICaZmax atteinte (ici, 0.60) est conservée, méme
pour des V1 trés &levés, (jusqu'a + 140 mv).

Notons que, sur certaines préparations, une fai-
ble levée d'inactivation de ICa2 est constatée pour des valeurs élevées
de Vl' Néanmoins, cette faible récupération n'est jamais aussi ample
que dans le cas de ICal’ et ne constitue pas la régle. Sur ia majori-

té des fibres ou 1'inactivation de ICaz a été étudiée, le rapport

ICaZ/ICaZmax reste quasimant constant pour V1 >+ 80 mV.

b) Cinétiques d'inactivation

L'influence du pulse conditionnant sur la cons-

tante de temps lente, Ty, €St illustrée a l1a figure 31, pour la fibre

-

ayant servi & illustrer les figures27 et28. Comme on peut le voir,
) reste pratiquement constante que que soitivl. Cette courbe doit

 &tre comparée a celle de la figure 20, ol est illustrée ia courbe

donnant Ty en fonction du prépulse, qui révéle la dépendance de T4

vis & vis de V1 : Cl est corrélé au courant pendant le prépulse. Visi-
blement, T, he 1'est pas. T, ne dépend pas des énévements qui se sont

déroulés durant le prépulse.
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A - Couwrants Loniques (1) obtenus, pour un V imposé de + 50 mV
d’ amplitude et 700 msec de durée, sur une §ibre placZe successivement en
solution de néférence SR, puis en solution de nZférence ol Le st nemplace

ca’™® : soution SR - s,
B - Reports semilogarithmiques des cowrants de La partie A.
(fibre n® 1533).
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IV - ROLE DE L'ACCUMULATION

IT a été démontré que la diminution du courant
calcique n'é@tait pas causée par 1'activation d'un courant sortant.
Elle peut par contre étre dﬁe d la diminution du facteur driving-
force : V-VCa. Une telle diminution pourrait résulter, soit d'une
accumulation des ions calcium & 1'intérieur de la fibre musculaire,
soit de leur raréfaction dans 1'espace péricellulaire.

Afin de trancher entre la diminution de la driving-
force et une véritable fnactivation (diminution de la conductance GCa)’
i1 a €té procédé & une substitution du calcium extracellulaire par
deux cations susceptibles d'emprunter le canal calcique : le strontium,

et le baryum.

En effet, si 1'inactivation du canal calcique

-~

est due & un processus d'accumulation ou de déplétion, ce mécanisme

doit dépendre de la taille des courants et non de 1'espéce ionique.

++ o+t

. . . 1 .
Dans ce cas les trois cations divalents Ca' , Sr' et Ba" doivent
provoquer une diminution identique du courant entrant par diminution

concommitante de la driving-force.

- —— - - - - s v e e - - -

Lorsque la totalité des ions calcium du milieu
extracellulaire est remplacée par les ions strontium, ceux-ci se
. ++
comportent en porteurs de charge : il y a un courant entrant de Sr
(HAGIWARA et al., 1974 ; MOUNIER et VASSORT , 1975a).
La figure 32 (A) reproduit les courants ioniques

enregistrés, pour un potentiel imposé de + 50 mV d'amplitude, et
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Courbes traduisant L'evolution, en fonction de £'amplitude du
prépulse, V,, du deghé d'inactivation du courant entrant obtenu sur une
§ibre placie successivement en sofution SR puis SR - st
(méme §ibre que figure 32, n° 1533).
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700 msec de durée, en milieu de référence d'une part (SR) et en
milieu ol le calcium est remplacé par le strontium (SR-Sr++) d'autre
part. |

Comme on peur le constater, les courants ont des
amplitudes trés similaires. I1 apparait donc que la membrane présente
vis=a-vis du strontium une perméabilité comparable d celle qu'elle
présente vis-d-vis du calcium. De méme, les cinétiques d'inactiva-
tion (Fig. 32/B) sont identiques. Les valeurs de la constante de temps
rapide ™ sont 44 msec en SR, et 43 msec en SR.Sr™F. Ty la constante
de temps lente, passe, elle, de 269 & 273 msec (Fig. 32 B). Ces ciné-
tiques, extrémemeht‘comparab1es, indiquent donc également la simili-
tude de comportement de la membrane envers les ions calcium et stron-
tium.

L'inactivation du courant entrant a &té é&tudiée,
suivant le protocole du double pulse, déja décrit, en solution SR
et en solution SR-Sr* (V test = + 50 mY, durée du prépulse : 100 msec,
intervalle entre les pulses : 40 msec).

Les résultats sont illustrés a la figure 33, par
la courbe représentant la variation du taux d'inactivatioq/ du cou-
rant entrant, I/Imax, en fonction du potentiel conditionnant Vl’ mesuré
sur la méme fibre que celle illustrée & la figure 32, et ceci en so-
Tution SR ("Ca++") et SR-srtt (“Sr++"). Les deux courbes traduisant
1'évolution de I/Imax en fonction de V1 sont pratiquementkidentiques :
méme seuil d'inactivation, + 30 mV ; méme potentiel d'inactivation

* et 0,45 en st Enfin,

maximale, + 60 mV, avec I/Imax = 0,42 en ca¥
la diminution d" inactivation est toujours pratiquement la méme, pour
les potentiels élevés : ainsi, pour un prépulse de 150 mV, I/Imx = 0,86

en Catt et 0;82 en Srtt. Sur 7 autres préparations, une superposition



13

075

In/I “max

025

1 '8 ) L Jd
0 30 60 . 90 120 150
Vi{mv)
1
075+ Sr++
Ca++
x
[+
£
o
2 os}
]
=t
025}
1 1 5 1 1
0 30 60 20 120 150
Vq(mV)
Figure 34

Cournbes traduisant L'dvolution, en fonction de L'amplitude du prgpulse,
vy, du deghé d'inactivation du courant entrant & inactivation rapide (en

haut) et

a dnactivation Lente (en bas), pour une §ibre placle successivement

. PPN ++ , . ++
en solution de néférence (Ca ') puis en solution Sn .

Les courants entrants sont désignés par I

i ¢ I 2 (respectivement cowrants

a inactivation napide et Lente), qu'ils soient portés par Les Lons ca’t

++
ou Sn .

{méme fibre que figures 32 et 33).
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comparable des deux courbes a &té obtenue. La mesure de 1'inactiva-
tion pour chacune des deux composantes (f1 et f2) confirme ce résultat
(Fig. 34). Aucune différence significative n'apparait dans 1'inactiva-
tion de 1a premiére ou de la deuxiéme composante entre le milieu ca™t
ou e milieu Sr™. Les caractéristiques précédemment décrites pour
fl et f2 en solution de référence sont parfaitement valables en so-

Tution Sr++.

Comme pour le strontium, les ions baryum sont
susceptibles de servir de porteurs de charges au travers de la membra-
ne de la fibre musculaire de crabe. I1 y a donc un courant entrant de
baryum (HAGIWARA, FUKUDA et EATON, 1974).

La figure 35 présente les courants ioniques en-
registrés Tors de 1'imposition d'un potentiel de 50 mV d'amplitude et
1700 msec de durée, en solution deSR, puis en solution SR—Ba++, ou les
ions calcium ont &té remplacés par le baryum.

Le courant en SR-Ba’" est nettement plus ample
qu'en solution de référence puisque de 0.34 uA i1 passe a 0.47 uA,
soit prés de 40% d'augmentation. En outre, 1'inactivation de la pre-
miére composante est nettement ralentie en présence de Ba*?. L'analyse
en coordonnées semi-lorithmiques fournit les valeurs des constantes
de temps suivantes : Ty passe de 75 3 110 msec, tandis que T, passe
de 560 & 500 msec.

Ceci est en général le cas sur 1'ensemble des

.s f 1= ++ s ++
expériences réalisées avec le Ba ~ en substitution du Ca .

La méthode du double pulse a été appliquée afin
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Figure 35

Partie supdrieure : courants Lioniques (1), obtenus pour un pofentiel
Amposé de + 50 mV d'amplitude et 1700 msec de durle, sur une gibre placie
successivement en solution de reference (rca™*m) puis en soluticn de
heperence ol Les Lons ca’’ sont nemplaces par Ba .

Parntie ingernieure

({ibre n° 543).

: heponts semilogarithmiques des courants entrhants.



+50

.60 +50 v +50

400msec
!
075}
Ba++
o
\"“.
é ‘05
-t
ca++
Q25}
;] e L i 4
o] 30 60 90 120 150
Vy(mv)
Figure 36

A - Couwrants Loniques (1) obtenus sur une gibre placle en sofution
Ba'", poun un putse test (V, = + 50 m/, 1700 msec, #ract supirieut), prgedds
d'un pulse conditionnant de 100 msec de dunde, d'une ampfitude de
+ 60 mV ou + 150 mV {tracés infernieuns).

B - Cowtbes traduisant £'dvolution, en fonction de £'amptitude du
pripulse (V ), du degre d'inactivation du couwrant enthant (I/I ) pour
une f§ibne pzacee successivement en solution de nrégérence (Ca’ ) pu,us en
solution baryum sans caledium (Ba*").

(§ibre n® 643).































































