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ABREVIATIONS UTILISEES

acide niflumique
potentiel apparent d'équilibre aux ions Na+
potentiel apparent d'équilibre aux ions Ca2+

potentiel correspondant & la demi-activation maximale

~ potentiel d'inversion du courant de fuite.

potentiel imposé

potentiel d'inversion du courant de rectification
conductance de rectification
conductance globale
conductance de fuite
. 2+
conductance aux jons Ca™ .
conductance maximale
. 2+ .
conductance aux ions Ca~ au temps t==

. 2+ .
conductance aux ions Ca  correspondant au maximum de courant entrant
de calcium, \

disponibilité de la conductance calcique

disponibilité de 1a conductance calcique d'origine (au potentiel HP).
potentiel de référence ("Holding potentiel").

courant global.

courant de fuite.

courant capacitif.

courant stationnaire.

courant aux ions Ca2+ d t==
constante:de dissociation apparente.

paramétre de mise en forme de la relation.

variable d'activation.



my * variable d'activation au potentiel HP.

m_ valeur stationnaire de m en fin de transformation d'yn nombre de
sites de 1'état B & 1'état «.

QB : charges intramembranaires de type 8.

ry résistance du milieu intracellulaire par unité de longueur (en Q.cm'l).
Ry résistivité du milieu intracellulaire (en Q.cm)

Rds : résistance du volume intracellulaire

Re : résistance d'entrée

Ra : résistance d'accés

RP (ou Er) : potentiel de repos

SITS : 4-acetamido-4'isothiocyanostilbéne -2, 2'disulfonic
X nombre de particules impliquées dans 1'activation du canal.
Al constante d'espace

L constante de temps d'activation

T f constante de temps d'inactivation

RS : réticulum sarcoplasmique

CICR : "Calcium induced Ca release"

DICR : "Depolarization §nduced Ca release"

VRST : vésicules du réticulum sarcoplasmique isolé
pression'osmotique

STT systéme tubulaire transverse

[]er : concentration extraréticulaire

[ ]ir : concentration intraréticulaire



PREMIERE PARTIE

ANALYSE DE LA CONDUCTANCE CALCIQUE DE MEMBRANES DE SURFACE

ET TUBULAIRE




INTRODUCTTION



Cette premiére partie de ce mémoire concerne 1'analyse de la conduc-

. . 2+ .
tance membranaire aux ions Ca“" de la fibre musculaire squelettique d'écre-

visse,

2

L'augmentation de la perméabilité membraraire aux ions Ca ¥ directement

impliquée. dans le déclenchement du potentiel d'action (PA) 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),]es fibres musculaires squelettiques
d'insectes (ASHCROFT, 1981) et de crustacés (HAGINARA et NAKA, 1964 ; FATT
et GINSBORG, 1958). Cet accroissement de la perméabilité aux ions Ca2+ est
un phénoméne propre d la plupart des cef1u1es. Elle est & 1'origine d'une
entrée de ca]ciuﬁ qui est un messager important dans les différents proces-
sus du fonctionnement cellulaire. On connait en particulier le rG]e'majeur
du calcium dans les mécanismes du couplage excitation-contraction (ENDO,
1977 ;BEELER et REUTER, 1970), du couplage excitafion-sécrétion (BAKER et
RINK, 1975) et des mouvements des étres unicellulaires (NAITOH et KANEXO,

\
1972 ; ECKERT, 1972 ; DEITMER, 1983).

Cette entrée de calcium est d'autant plus primordiale qu'eile permet
a réqulation des autres perméabilités ioniques membranaires par le biafs
d'un accroissement de 1'activité intrace]1d1aire de cet ion calciuh. 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 ccurant entrant de
calcium. De méme i1 est bien connu que les variations de concentration des

2+

jons Ca”~ aux faces des membranes excitables déplacent ies courbes d'acti-

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



botentie] vers les hyperpo]arisations‘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
tembs est moins aisée que celle relative @ la conductance socdique en rai-
son d'une part d'une trés grande différence des concentrations des ions
Ca2+ des milieux intra et extracellulaire et d'autre part de la présence
d'un courant sortant non spécifique d'une espéce ionique. qui n'est pas
bloqué par les inhibiteurs de la perméabilité membranaire aux ions «t
(tétraéthylammonium, 4-aminopyridine, Césium...).

Pour arriver & analyser quantitativement la conductance aux ions Ca2+,
iI a été nécessaire de rechercher les conditions ionigues les plus favora-
bles, en dfautre; termes de mettre au point un milieu physiologiqua qui

supprime les phénoménes de rectification membranaire (sens sortant et en-

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

. 1a conductance mgmbranaire lors des hyperpolarisations. Sur la fibre muscu-

laire d'écrevisse, ies ions TEAY ou Cs* sont sans effet sur cet accroisse-
ment de conductance membranaire (BRﬂLé et a].,‘1983b).Par contre, nous mon-
trons que les inhibiteurs connus pour inhibef 1a perméabilité membranairé aux
jons C17 (échange HCO, - C17) abolissent cette rectification. C'est le cas

de 1'acide niflumique (AN) qui, & concentration de 1076

M, bloque réversi-
blement la rectification de sens entrant. Ainsi, en préseﬁce d'AN, i1 devient
possible d'extrapoler le courant de fﬁite pour tous les niveaux de dépelarisa
tion membranaire & partir de la relation courant-potentiel &tablie pour les
hyperpolarisations. Quant & la rectification dans le sens sortant qui tra-

dui-; une augmentation de conductance lors des dépolarisations, elle est,



- pour une large part, inhibée par‘les ions TEAT ou Cst. La part non bloquée
par les inhibiteurs de perméabilité potassique, disparait sous 1'influence
de la procaine. Dans ces conditions en milieu de référence (milieu de
VAN HARREVELD) additioné deVTEA+, 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 membranaira.

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

2+

tance membranaire aux ions Ca~ . L'ensemble des résultats montrent, en

accord avec ceux'de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) obtenus sur la 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 pctentiel membranaire plus négatif (- 40 mV) que celui de la deuxi-
© eéme (- 30 & - 25 mV). De méme, contrairement & la premidre, la deuxidme com
posante ne s' 1nact1ve pas ou s'inactive avec une grande constante de temps.
Enfin 1' ouverture de chaque canal ca1c1que requ1ert le déplacement de 6

part1cu1es pour la premiére composante et de 2 seulement pour ja deux1eme



Contrairement(aux résultats obtenus, quelquefois controversés, sur
les effets du calcium extracellulaire sur le muscle de Vertébré (voir revue
de FRANK, 1980),'1'é11mination du calcium provoque un découplage excitation-
contréction'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 & des structures moléculaires
différentes (voir HAGIWARA et BYERLY, 1981). A 1'inverse, les canaux sodi-
ques, décrits dans de nombreuses structures excitables, brésentent e plus
sodvent les mémes caractéristiques, comme par exemple leur sélectivité
vis-d-vis des cations, leur sensibilité & la tétrodotoxine (KD équivalent).
Cependant cette homogénéité de structure au vué 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 sarcolenmique et tubulaire de la fibre mus-

culaire sque]ettiqge de grenouille vis & vis de dérivés de la tétrodotoxine,

La différence des caractéristiques qui apparait dans le fonctionne-
ment des canaux ca1ciques_peut aussi refléter les difficultés d'analyse
de la conductance ca1cique..En etfet, de nombreux problémes tecnhniques sur=-
.gissent lorsque 1'on désire étudier le fonctionnement de ces canaux calci-
ques dans les membranes ou ils se trouvent, comme par exemple dans le sys-
téme tubulaire transverse‘des fibres musculaires. Ces difficultés techni-
ques sont &galement plus ou ﬁoins accentuées quand on 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 la présénce des invaginations longitudinales du
sarcolemme et 1'abondance du systéme tubulaire transverse (BRANDT et al.,
1965 ; PEACHY, 1967 ; REUBEN et al., 1967 ; EISENBERG, 19€7). 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'emp1oi 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 cm? (diamétre

membranaire lorsque la surface interrogée dépasse 1,9.10°
de 50 ym). Ces oscillations sont dues & 1'interférence du courant de mem-
brane tubulaire avec celui de surface. Ces mémes oéci]lations du'courant
sont décrites par KEYNES et al. (1973) sur la fibre de balane en employant
une technidue de' potentiel imposé dérivant de ce11é Be HODGKIN et HUXLEY
(1952). KEYNES et al. (1973) suppriment les oscillations de courant en per-
fusant intracellulairement la fibre par un¢ milieu privé de potassium ou
contenant du tétrasthylammonium (TEA). Ainsi 1‘'inhibition du courant sor-
t&nt de potassium permet le développement plus apparent d'un courant de
calcium dont l1a diminution au coursdu temps est due & un accroissement de
1tactiviteé du.calcium intraceliulaire plutdt qu'd une inactivation dépendant
du voltage. De méme, le courant de membfane présente de nombreuses oscilla-
tions (BERTRAMD et al., 1979) quand la fibre de crabe dans les cenditions

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

croélectrodes insérées & 1'une des extrémités de la fibre (ACRIAN et al.,




11970). 11 semble donc que les oscillations du courant de membrane soient

attribuables & 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

Méhe si 1‘fmposition du pofentie] d 1'ensemble des membranes est
réalisée, la dissection du courant de calcium & partir du ccurant 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 {nhiber les autres courants ioniques en particulier
le courant de calcium et 1és courants sortants généralement portés tota-
lement ou partiellement par les ions potassium.

Actuel]emenQ, 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
Eourants 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 muscufaire sque]ettique de Crabe, MOUNiER et VASSORT
mettent en évidence deux courants.;ortants de potassium (IKl etIKZ) ; |

IK dépendant de 1'entrée des ions Ca2+ (et donc de 1'activité interne
1
de ces ions) et I, étant le courant sortant retardé classique équiva-
2

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




montrent que de plus le courant IK2 est pour une part porté par les jons

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 ions

TEAY,

C'est ainsi que HAGIWARA et al. (1969) sont conduits & utiliser un
anesthésique local, la procaine, pour iﬁhiber une composante de courant
sortant associé dans les conditions normales au courant entrant de caicium.
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 brocaTne au milieu externe (tou-
Jours en présence de TEA) le§ rend trés nattement plus positif, supérieur 2
+ 60 mV. L'inhibition du courant sortant résistantaux ions TEAY 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 3 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 remplacds
par les ions Cs+, une part du courant sortant dépendant du voltage persiste
sur les neuronas d'escargot (MEVES et VOGEL, 1973 ; KOSTYUK et al., 1977).
“Enfin tout récemment, ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) sont conduits pour élimi-
ner complétement le courant sortant d perfuser la fibre musculaire squelet-
tique d'écrevisse par un milieu sans k* contenant du TeAt y 1e milieu ex-
tracellulaire ne contenant pas de K* ni de Na+. Dans ces conditions ioni-
ques particuliéres, ces derniers auteurs monfrent que 1e.courant entrant de

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

1 2
tence dans ia membrane de deux populations de canaux calciques.




'C - L'INACTIVATION DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM

I1 est bien connu que 1'inactivation sodique est un processus quf
dépend du voltage et du temps et qu'il ne dépend pas de 1'intensité de
ce courant de Na® ou de la concentration des ions Nat 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 dfie selon
les préparations utilisées et les auteurs :

2+. C'est ce type d'inactivation

- L) a& une accumulation d'ions Ca
épparente que décrivent KEYNES et al. (1973) pour la fibre musculaire
de balane. Ces auteurs n'observent pas de diminution du courant entrant
de calcium quand la fibre est perfusée par une solution contenant de
1'EGTA qui, de ce fait, maintient & valeur constante (de 1'ordre de 10'7M)
1'activité interne de calcium. De méme au niveau des neurones d'escargot
Qne diminution de l1a constante de temps d'inactivation, & la suite d'un2
injection interne d'EGTA, est observée par EROWN et al. (1981) et par
PLANT et STANDEN'(1982) ; '

- 4L) & un processus dépendant du voltage. A pértir de leurs tracés
de courant, HENCEK et ZACHAR (1977), sur la fibre musculaire squelettique
d'écrevisse, décrivent ce mécanisme selon la théorie de HODGKIN et HUXLEY,~
faisant intervenir les constantes de vitesse &h et 8, fonction du poten-
tiel. De méme sur la fibre de Crabe, MOUNIER et VASSORT (1575) donnent
1'équation qui permet de‘déterminer la disponibi]ité du courant de calcium
(variable h) en fonction du potentiel';

L) A & dmporiance de £'entrnie d2s Loﬁé Ca2+. Cette entrée

agissant sur le processus d'inactivation. En effet, 1a bibliograpnie relate

actuellement un processus plus complexe pour 1'inactivation du canal calci-




que. Celle-ci serait ]iée, soit en partie,soit totalement, selon les struc-.
tures interrogées, & 1'entrée d'ions Caz+ dans la cellule indépendemment..
d'une modification éventuelle de 1'activité interne de calcium. Les ions
Ca2+ en passant dans le céna] agiraient sur 1'inactivation de celui-ci. Dans
ce cadre, différents auteurs sont amenés & prendre én compte ce type d'inac-
tivation puisque la relation traduisant Ta 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 nﬁuveau 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 considérablement ralentie lorsqu'il est porté par
2% ot Ba%, TILLOTSON (1979),

BREKM et ECKERT (1?78), SALKOFF et WYMAN (1983) interprétent 1'augmenta-

d'autres fons bivalents tels que les ions Sr ét Ba

tion de la constante de temps d'inactivation en émettant 1'hypothése que

2+ 2 sont moins efficaces que les ions Ca,z+ pour bloquer les

les ions Ba~ et Sr
canaux calciques. A 1'inverse sur 1'ceuf d'étoile de mer, HAGIWARA et al.
(1975) constatent que le courant entrant diminue avec la méme constante de
temps qufi]_soiﬁ porté indifférémment par les ions Ba2+,Sr2+ ou Ca2+.

Par ailleurs, des auteurs sont amenés pour expliquer 1éurs résultats
d privilégier une hypothése parmi les frois mentionnées ci-dessus sans pour
autant rejeter les autres. KOSTYUK (1980) posiule que 1'inactivation du
courant de calcium de la fibre nerveuse d'escargot est le résultat de 1'ac-

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




a2+ 2+ 2

B et 1e Sr™ seraient moins efficaces que les ions Ca * 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 dubca1cium; mais plutdt due & la fixation des ions Ca2+ sur des
sites membranaires lors de leur passage & travers le canal calcique (ASHCROFT
et STANFIELD, 1980, 1982 b).

IT 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 pourraitvétre aussi due non & une
accumulation du calcium dans la fibre mais & une "dgplétion" de ces ions
dans les tubules dans la mesure ol 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 conducténce calcique
‘est & 1'heure actuelle trés contreversé dans la mesure od ce processus peut
étre 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 tehps du courant entrant de calcium en faisant intervenir un
processus d'inactivation qui dépend du voltage. Par contre en 1983 sur la

“méme préparation, POLEDNA et al. prennent en compte plutdt le processus

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

2+ (Era)

v

IONS Ca

La différence importante de concentration des ions Ca2+ de part et
d'autre de la membrane crée une situation particuligre pour le courant de
calcium. En effet, 1'existence de ce fort gradfent calcique ne permet pas
au courant de calcium de s'écouler dans le sens sortanﬁ 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 sembie diminuer, traduisant
ainsi un phénoméne de rectification au vbisihage du potentiel d'inversion
du courant entrant de calcium. Ce phénoméne de rectification est d'ailieurs
prévu par la théorie dui champ de GOLDMAN quand’le rapport des concentrafions
joniques 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 jons Na* (ENa = + 60 mV). La relation courant (INa)—poten-
tiel est 1inéaire dans la gamme des potentiels trés positifs, 1'intersection
de 1a courbe avec 1'axe du voltage donne la valeur de Ey.. Par contre, |
1'accroissement du gradient de concentration pour les ions Na© en particu-
3ier en milieu externe sans Na+, conduit 3 une relation courant INa—poten-
tiel qui présente alors Eoﬁme pour ICa un phénoméne de rectification. La
présence de cette rectification du courant ICa ne permet pas & partir de la
relation courant-potentiel de déterminer avec exactitude le potentiel d'in-

version de ce courant qui en théorie doft &tre égal au potentiel E...

Enfin 1a présence d'un courant sortant. qui résiste aux inhibiteurs




de perméabilité c1aésique ou qui persigte en milieu sans potassium (TEA,
4-AP, Cs™) activé aux potentiels trés positifs (>3 0mV), introduit

une distortion dans la relation courant-potentiel qui devient linéaire du
fait que le courant ICa est associé & un courant sortant. Cette Linéarisa-
tion dé 1a re]étion peut expliquer la faible valeur du potentieT d'équilibre
apparent déterminé par de nombreux auteurs sur diverses préparations.

Sur la fibre musculaire de grenou111e SANCHEZ et STEFANI (1933) déter-
minent une valeur de + 30 mY 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 procaine, 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
mil{eu externe contenant' en plus de TEA, de la procaTne, gubs*ance qui

selon ces auteurs bdloque une composante de courant sortant res1stan;e aux

jons TEA

E - EXISTENCE POSSIBLE DE PLUSIEURS COMPOSANTES DE COURANT ENTRANT

Les travaux de OKAMOTb et al. (1976) effectués sur la membrane de
1'oeuf d'Hocyntia routzi révélent 1'existence de deux composantés de courant .
entrant; De méme des observations analogues sont rapportées par MIYAZAKI
et al., (1972) en ce qui concerne la membrane de 1'oceuf d'étoile de mer.

Avant la fertilisation, 1'oeuf présente un faibie potentiel de repos.




Cependant aprés 1'augmentation de ce potentiel par passage & travers la
membrane d'un ample courant négatif, i1 est possible ensuite de déclencher,
par stimulation, des réponses dépolarisantes de grande durée dues & 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 prépération, 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 ions 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 Ta deuxiéme composante, elle
dépend en p]ué de la présence du Na dans le milieu e*terne ou des ions mono-
valents puisque les ions Li+, rb* ou cst jouent le méme r§1e 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 jons Ca2+.
| Sur les fibrgb musculaires d'insecte, en absence de Nat externe,
| le courant ICa s'inactive complétement alors que son inactivation est trés
incompléte quand le Na* ou Lit est présent dans le milieu externe
(COLQUHOUN et al., 1981 ; YELLEN, 1982 ; SALKOFF et WYMANN, 1983). Ainsi,
‘selon ces derniersaﬂtéurs il existerait dans la membrane en plus des
canaux'ca1ciques'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 ol passent les ions Na+ en absénce de Ca2+, canaux non

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

canaux n'apparaissent, semble-t-i1_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, le courant de calcium,
présentant aussi une seule composante, ne s'inactive pas (KEYNES et a].,_
1973). Par contre en 1982 ZAHRADNIK et ZACHAR mettent en &vidence sur la
fibre musculaire d'écrevisse deux composantes de courant entrant de cal- .
cium qui présentent des cinétiques d'activation et d'inactivation trés
différentes.: la premfére composante étant beaucoup plus sensible au pro-
cessus d'inactivation dépendant du voltage. Par contré, 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-
tivation et 1'inactivation de la conductance membranaire aux ions Ca2+,
'révéle la complexité des mécanismes mis en jeu. La contreverse qui apparait
au vu de 1'analyse des résultats des différents auteurs peut correspondre
d des différences de fonctionnement des canaux calciques ;3 ces différences
pouvant traduire une &volution de ces canaux au niveau mofécu]aire. Cette
diversité de fonctionnement des canaux calciques par rapport aux canaux
sodiques qui présentent une "structure moléculaire” presque homogéne tra-

duit peut étre une évolution plus poussée de ces canaux calciques & partir




vy

d'un état plus priumiti4. En faveur de cette idée concernant 1'évolution
des ionophores aux jons calcium a partir d'une structure moléculaire rela-
tivement simp]e,}il est intéressant de signaler les travaux de ANDERSON et
MROSE (1978), ANDERSON et CASTILLO (1976) , ANDERSON (1979) effectués sur
les ﬁusc]es d'une annélide (SYLLIS). En effet, aprés avoir mis en évidence
une réponse régénérative des fibres musculaires correspondant d 1'activa-
tion de canaux éa1ciques, ils montrent que les ions Mn* n'inhibent pas le
courant entrant régénératif de calcium, mais que ces ions Mntt peuvent
portef ce courant (en absence de calcium, 1'amplitude de la réponse varie
linéairement avec le logarithme de la concentration externe de Mnt ; 12
pente étant de 27,5 mV par décade) ; la réponse régénérative normaTe étant

abolie par les ions La3+ ou C02+.




A - MATERIEL

Les expériences sont réalisées & 20°C sur les fibres musculaires des
pattes 1ocomotrices d'écrevisse. L'accés aux fibres est réalisé par une
simple section d'un méropodite selon le planpassant par les arétes.

La préparation est ensuite placée dans.une cuve en plexiglass remplie de
solution physiologique constamment renouvelée afin de maintenir & Qa]eur
constante les conqentrations ioniques"extraceliu]airé;. L'examen de la pré-
paration sous loupe binoculaire montre les fibres musculaires dispdsées pé-
rallélement en faisceaux et fixées d'une part & 1'axosty1é et d'autre part & la
carapace. Les fibres interrogées ont un diamétre de 150 & 400 yu 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 mindans le milieu phy-
siologique de référence (milieu VAN HARREVELD) avant que ne soient insérées

les microé]ectrodei permettant les mesures de courant et de potentiel.

B - ENREGISTREMENT DU COURANT 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 & 1'une des ex-
trémités de la fibre musculaire. Leschéha synoptiqua est présenté dans 12
figure 1. Deux micrbé]ectrodes, 1 et 2, mesurent le potentiel transmem-
brangire raspectivement 3 une distance 1 (El) et 21 (EZ) de 1'extrémité de
la fibre. L'électrode 3, placée & une distance 2 1+1' de 1'extrémité ce la

\
fibre, permet de faire passer & travers la membrane un courant délivré par




/A

A

Figure 1 :
Schéma du montage utilisé pour L'enregistrement du courant de

membrane (Im) dans Les conditions de potentiel imposé & L'aide de trhois
microtlectrodes (technique d'ADRIAN et al., 1970).

Les microdlectrodes 1, 2, 3 sont implanties hespectivement d une
distance £, 2p, 2048 ' do R une des extremitss de £a §ibre dont Le diamitre
(d) est comprnis entre 150 et 400 um, E; ¢ potentiel transmembranaine
Amposé a une distance £ (E; = E) ; (E, - E;) = difference de potentiel
proportionnelle & Im.' :

.
m (Acem?) ™ %em) 2 7 B (vores)/®Re (aem) € (em)

I
B, = Amplificateur optrationnel a contre réaction totale externe.
B, = Amplificateur opérationnel a contre réaction, pemet de maintenin

Le potenticl a La face externe de La membrane au potenticd de
rEflrence.




un amplificateur opérationnel (Bl) monté en contre réaction totale, éourant
nécessaire pour imposef le potentiel El' Un deuxiéme amplificateur opéra-
tionnel (82) 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 nég1ﬁgeab1e devant la résistance d'entrée de la
fibre (la rés%stance Spécifique.de membrane de la fibre d'écrevisse au
repos n'est que de quelques centaines d'ohms alors que celle par exemple
de 1a fibre squelettique de grenouille est de quelques milliers d'ohhs).
Les microélectrodes remplies d'une solution de KCi 3M ont'1es caracté-
"ristiques suivantes : pointe inférieure & 0,5 u ; résistance comprise entre
4 et 10 M Q ; potentiel dé pointe inférieur & 4 mv.

ADRIAN et al. (1970) établissent que le courant transmembranaire (im)
exprimé par unité de longueur (en A.cm'l) qui passe & travers 1a.membrane a
une distance 1ol le potentiel est imposé, est approximativerent proportionneal
3 la différence de potentiel (E2 Q‘El), E2 étant le potentiel enregistré

- par 1'&lectrode é\ En effet 1'équation est la suivante :
| = - 12 ,
1m (2/3)' (EZ = El)/3 5 ]_ (1)

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

exprimée en Q.cm”, -

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

rieur ou &gal & 2 (1/x42) en abserce de courant entrant régénératif. De




' méme im peut 8tre calculé & 5 pour 100 prés & partir de la valeur de
(E, = Eq) en présence d'un courant entrant régénératif si 1/x est inférieur
- ou égal & 0,65 (1/1x£0,65).

-L'équation (1), ci-dessus, approximative peut &tre rendue éxacte 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 :

2

= (2/3). p . (Ey = E))/3 vy 1 () |

avec
p = (3/2)(1/3)%.cosh(1/2) / cosh(21/x)=cosh(1/3) (3)

Cette expression (3) donnant la valeur de p en fonction de 1/x, montre
que p est égale a1 ¢ 0,05'51 (]/}}(2 en absence d'un courant entrant régé-
'nératif ; & 1/2 2 correspond le rapport (E2 - El)/El<:6. En présence d'un
courant entrant régénératif 1'équation de p est identique & 1;équation (3)
mise & part que les termes en cosh sont remplacés par cos. Dans ce dernieh
cas p est &gale & 1 + 0,05 si 1/1¢0,65 ou (E, - E{)/E;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'@lectrode 3 est trqp'prés de 1'électrode 2, le potentiel E, présente un.

2
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' La résis-




tance de la demi-sphére de rayon 1' est égale & 1'expression :

R, = R_i/Z'n' 1"

ds

R est la res1st1v1te du m111eu 1ntrace]1u1a1re, sa valeur est égale
a 125 n.cm (FATT et GINSBORG, 1958). La résitance d’ entree est égale au
rapport de la différence de potentie] transmemprana1re enregistirée & une
distance de 21 + 1' par le courant débité de 1'amplificateur opérationnel

(By) ou de T'amplificateur B, (voir Fig. 1), ce qui conduit & :

En conséquence le calcul montre que s R /R est supérieur ou &gal &

10 tout comportement de voltage au n1veau de 1' e]ectrode 2 est supprimé.

-

Pour la 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.

. . . . _2
Dans 1a mesure ol la conductance de membrane est exprimée en S.cm =,

-1

1'équation du courant exprimé en AA.cm"2 (et non pius en A.cm ) est :

| o
I, =a(E, = E)/3Ri1

Ri, a correspondent aux termes définis ci-dessus.
. Dans ces conditions, 1'estimation de 1a surface de membrane est

faite d partir de la détermination du diamétre de la fibre sans

tenir compte des nombreuses invaginations longitudinales et trans-

versales de la membrane de surface.




C - MILIEU

Le milieu physiologique de référence est le milieu de VAN HARREVELD,

~ sa composition en mM.'l"1 est : Na' 212,1 ; C1~ = 248,8 ; t = 5,25‘;

2 2145 Mgt = 2,8 5 HCoj

Pour &tudier la conductance calcique de la membrane de la fibre mus-

Ca = 2,1 ;pH = 7,4,
culaire d'éérevisse, diverses solutions sont préparées & partir du milieu de
VAN HARREVELD auquel est ajouté un ou plusieurs inhibiteurs réputés spéci-
fiques de perméab{1ités ioniques membranaires. Dans ceftains cas, la dimi-
nution partielle ou 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 sp&cifique porté
par une espéce ionique.

‘Les différents milieux., cbnsignés dans le tableau 1, sont tous maintenus

~ & un pH de 7,4.




A —— o L+

+ - + 2+ 2+ -
No Hil feux Na . € . K Ca_l Mg ) Mc31 AUTRES suuimucss
mid.1 mM. m. 1 m.1 mM.) M. 1 oM.l
I VAN HARREVELD (VH) 212,1 248,8 5,25 14 2,8 2,1 -
1 VH- 1/10[@0 - Cs 210 247 0,52 14 2,8 2,1 cst = 4,73
1 VH- 1/10 [CI']O 210 24,8 5,25 14 2,8 2,1 Methylsulfate:187,3
- Acide niflumique
v VH - AN 212,1 248,8 5,25 14 2,8 2,1 -6 . ..-3
' 1072 10
v VH - Co 192,1 248,8 5,25 14 2,8 . 2,1 Co?* = 10
' o’ = 10 ; TEA'= 60
VI Vit - Co - TEA - AN 132,1 248,8 5,25 14 2,8 2,1 T
: : AN = 10
VII VH - Co - Cs 182,1 248,8 5,25 14 2,8 2,1 Co?* =10 ; ¢s* = 10
24 TEAY = 60 5 Mal'2
VIII VH - Z/m[Ca ]0 TEA - Mn 159,3 248,1 5,25 2,8 2,8 2,1 " 10_5 :
+ _ . - -3
IX VH - 2/10[Ca2j o TEA- M | 1745 28,8 5,25 2,8 2,8 2,1 TEA” = 60 3 M = 10
procaine : procatne = 2
X VH - o[Caz*]o - TEA 180,1 248,8 5,25 0 2,8 2,1 TeA* = 60
XI VH - o[Caz*]o - TEA - 180,1 248,8 5,25 0 2,8 2,1 TEA* = 60 5 AN = 107
procaine proca¥ne = 2
. TABLEAU.1
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A - ETUDE DE LA RECTIFICATION DANS LE SENS ENTRANT *

C'est en 1949 que KATZ étudiant les propriétés électrophysiologiques

de 1a fibre musculaire de grenouille en milieu isotonigue 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 & la membrane ; le courant qui traver=-

~se la membrane étant porté par les ions K+.'Cette rectification anormale

bu de sens entrant est par la suite mise en évidence sur de nombreuses pré-
parations notamment les fibres de PurKinje (STANFIELD, 1970), 1'oeuf d'étoi-
Te de mer (HAGIWARA et al., 1977). Pourvtoutes ces préparations, 1e courant
de sens entrant, activé lors des hyperpolarisations, est porté spécifiquement
par les ions k*. Ce courant de K+. ﬁe pouvant étre porté par les ions cs”,
Rb+, est bloqué par les ions TEA+;~Ba2+ (ADRIAN, 1964 ; ISENBERG, 1976 ;
HAGIWARA et al., ;976 ; STANDEN et STANFIELD, 1978 ; GAY et STANFiELD, 1977 ;
STANFIELD, 1970, CONSTANTI et GALYAN, 1983). Pius récemment les travaux de
DIFRANCESCO (1981, 1982) et DIFRANCESCO et OJEDA (1980) effectués sur les
fibres de Purkihje 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 éga]ement_du sodium ; de méme sur les neurones ganglionnai-
res sensoriels, CONSTANTI et GALVAN (1983) arrivent & la méme conclusion.
Sur les fibres musculaires squeletiques de crabe, HAUDECOEUR et
QUILBAULT (1974 a et b), BRGL& et al. (1976) montrent que la relation
courant-potentiel, dans les conditions de ccurant ou de voltage imposé,

n'est pas modifiée quand les ions k¥ et Na* du milieu extracellulaire sont

. P )
% a fait 1'objet d'une publication (BRULE et al., 1983 b).




remplacés mM d@ mM pér les ions cho]ine+, jons connus pour bloquer tout au
moins partiellement, le courant de sens sortant de 1a membrane axonale,
'porté par les ions K" (HiLLE, 1967) et celle du noeud sinoauriculaire de
lapin. (SEYAMA, 1979 ; YANGIHARA et IRISAWA, 1980). Ces résultats éur la
nature autre que potassique du courant entrant de rectification de 1a'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, conduisenf ces auteurs & proposer que la rectificatfon 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'éqﬁi]ibre aux ions C1™ est trés proche du
potentiel d'inversion du courant entrant de rectification ce qui les améne
a'proposer que le courant de rectification est prbbab]ement porté par les
jons C1°. WHITE et MILLER (1979) montrent que la reétification de éens en-
trant de vésicdles formées & partir. de 1a membrane post-synaptique de Tor-
pille, 1ncorporées\dans une couche de phospholipides, induit un courant
porté par les ions le ; de plus cette conductance activée est inhibée par
un dérivé disulfoné du stilbéne, le SITS (4-acétamido-4'-isothiocyanostilba-
ne-z,Z'mdjsulfonicjcomme les mouvements d'ions C1~ le sont par cette drogue

au niveau de la membrane du globule rouge' (COUSIMN et MOTAIS, 1979, 1982),

mouvements de C]- d'ailleurs aussi inhibés par une substance amphiphiie,
7
).

Partant de ces données bibliographiques et des résultats négatifs.

1'acide niflumique (K = 10"

concernant 1'absence d'inhibition par les .ions TEAY et les ions Cs* du

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

part les effets d'un milieu appauvri enions C1” (remplacés par les icns méthylsufa-




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

te, fons imperméants) et d'autre part ceux de 1'acide niflumique i diffe-
reﬁtes concentrations. Puisque sur la fibre d'écrevisse la rectification

est présente dans les conditions de repos et augmente lors des hyperpo]ari-
sations membranairés (figure 2),11 s'avére impossible d'extrapoler la valeur
du courant de fuite pour chaque niveau de dépolarisation membranaire a partir
de la re]ation'courant—potentiel établie pour les hyperpolarisations mem-
branaires. C'est la raison pour laquelle il fallait rechercher la condi-

tion expérimentale 1a plus appropriée pour obtenir une relation lindaire
courant-potentie1 dont la pente corresponde & la conductance de fuife s

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-

rant entrant de calcium,

Les résu]tats présentés ci-dessous aménent & conclure que le courant
de rectification de sens entrant est porté par les ions C1~ ou dépend trés
&troitement de ceux-ci par le biais du mécanisme d}échange C1-'HC0§ mé -
canisme bloqué par le SITS ou 1'acide niflumique (COUSIN et MOTAIS, 1979,
1982). En effet su> la fibre d'&crevisse 1'acide niflumique & 1075 bloque

complétement la rectification dans le sens entrant.

- an D D D WP S A WP D . - . S D D G S S D A D Gy - P T G GE WP G e P T wp G B0 R W D T e ER P D ST P D GO WD W W = W w b e am W

Sous 1'effet du milieu pauvre en k* (90% des ions K* sont remplacés
mM & mM par des ions Cs+(mi1ieu IT) 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 étabiies & 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 :

Courant global de membrane (tracts du haut) ewregistré en néponse
a des créneaux de potentiel impost (traces du bas) au niveau d'une §ibre
placée depuis 20 mn dans Le milieu de VH,

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

Le courant de membrane est donné en tewme de différence de potentiel
(E2 - E,).
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Figure 3 :
Relations cowrant-potentiel etablies dans Les conditions de potentiel

AmposT en fin d'impulsion (200 msec) en milieu nowmal (@) et apnds 20 mn
d'action du milieu appauvri en Lons I<+_ (O) ; 90 % des <ons K* sont
remplacgs par Les ions Cs" (miliew T1). RP = - 74 mV (néfSrence) et N
- 83 mlV apres 20 mn d'action du milieu appauvri en Lons K* ;s HP = = 70 mV ;
£=312,5um; L' = 312,5um ; d = 312,5 um,

Le phénomene de nectification dans Le sens entrant est maintenu.




abrés 20 mn d'imbibition de la fibre pér Te milieu pauvre en K+,sont présen-
tées (figure 3). Ces courbes ;ont 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 hype;po1arisations, 1ié au dép]acemeht 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 (1679) sur la
fibre musculaire de grenouille, HAGIWARA et al. (1978) sur la 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 éomme éur la fibre musculaire de ver-
tébré, la réduction de 90% de la conéentration éxtrace]lulaire de K compen-
- sée par 1'apport de Cs* devait se traduire conformément & ce qui est obser-
sé& sur les fibres de Vértébrés par une diminution voire une disparition de
cette conductance ¥e rectification. Ainsi la péfsistance du coufant de
rectification dans le sens entrant en milieu pauvre en ct implique que ce

courant peut ne pas étre porté par les ions K*.

2. Effets de la réduction de 1a concentration extracellulaire d'ions

Pour confirmer 1'hypothése ci-dessus, est étudié 1'effet du milieu
pauvre en ions C1~ (90% de ces ions C1~ sont remplacés mM & mM par les
ions méthylsulfate, milieu III) sur la relation courant-botentie] &tablie
en fin d'impulsion 125 msec. La figure 4 résume les résu]taté obtenus

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




aprés 20 mn d'imbibition de la fibre par le milieu bauvre 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 «F 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-potentiei dans le
sens des hypernolarisations, 1ié au déplacement du potentiel de.kepos (hy-=
'penpo1arisation de 10 mV). Cette variat{on est en.re1ation'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. (1975) sur la 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 éur la fibre musculaire de ver-
tébré, la réduction de 90% de 1la concentration éxtrace]]u!aire de K* compen=
sée.par 1'apport de Cs* devait se traduire conformément & ce qui est onser-
sé& sur les fibres de Verté&brés par une diminution voire une disparition de
cette conductance de rectification. Ainsi la pérsistance du counant de
rectification dans le sens entrant en milieu pauvre en kt implique que ce

courant pébt ne pas étre porté par les ions K+.

2. Effets de la réduction de 1a concentration extracellulaire d'ions

Pour confirmer 1'hypothése ci-dessus, est &tudié 1'effet du milieu
pauvre en jons C1~ (90% de ces ions C1~ sont remplacés mM & mM par les
jons méthylsulfate, milieu III) sur l1a relation courant-botentie] établie
en fin d'impulsion 125 msec. La figure 4 résume les résu1tat§ obtenus

sur une fibre stabilisée pendant 20 minen milieu normal. Le milieu anormal
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Figure 4
Refations courant-potentiel etablies dans Les conditions de potentiel

Ampose en fin d'impulsion (200 msec) en miliew de neﬁe}aence (@) et apris

20 mn d'action du milieu appauvii en Lons CL™ (O ) ; % d'ions C&° du

milieu externe sont remplacés par Les Lons me,thybsuﬁﬁaie (milieu 111),

RP = - 72 mV (n2ference) et - 93 mV apr¥s 20 mn d'action du miliou
appauvrni en Lons CL ; HP = = 70 ml ; £ = 300 um 3 &' = 300 um ; d = 270 ym,
Le phénoméne de nectification dans Le sens entrant est aboli en

milieu thes pauvhe en {ons CL”,



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 § associer & 1a 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'hyperpo]arisation membranaire est maintenue tant

que la fibre est en milieu pauvre en jons C1~ ; ceci conduit i supposer que
dans les conditions de référence (en milieu de VAN HARREVELD) 1e§ ions C1~
né sont pas distribués selon 1'équilibre de DONNAN et que le potentiel
d'équilibre de ces fons C1~ est moins négatif que le boténtie] de repos.
Ceci implique de plus que dans les conditions de référence un transport
actif de C1~ dirigé vers 1'intérieur de la fibre maintiendrait 1'activité

du C1~ & une valeur &levée. Enfin le fait que la diminution de la concen-
tration de C1° supprimé la rectification dans le sens entrant (responsable
d‘un mouvement sortant d'ions C17) suf la fibre d'écrevisse n'est pas pour
surprendre dans la mesure ol surles fibres musculairesde grencuilie HUTTER

et wiLLIAMS, (1979) montrent»qué 1a.dim1nution de la concentration extracellu-
laire de potassiu$ diminue la conductance maxima]eAQe‘rectification dans le
sens entrant qui dépend, sur ces préparations, d'un mouvement ent}ant d'ions
k*. De méme sur la membrane de 1'deuf d'étoile de mer, HAGIWARA et al.
(19%6) montrent que la conductance maximale ae rectification qui dépend
aussi d'un mouvement d'ions k' est fonction de la concentration ektra-
cellulaire en ions K+. Ainsi sur la fibre musculaire d'écrevisse, la dimi-
nution de la conductance de rectification aux ions C1~ pourrait réndre
compte de 1'hyperpolarisation membranaire ; le potentiel de repos dans ces
conditions &tant &gal au potentiel de diffusion aux seuls ions kb et Na®.

En conclusion, la persistance de la rectificdation dans le sens ertrant




»

en milieu appauvri én jons K (et en présence d'ions Cs+) et sa dispariticn
en milieu trés pauvre en ions Cl1~ permet ainsi de suﬁposer que le courant

- de rectification de Qens 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°. '

3. Effets de 1'acide niflumique

L'acide nif]umiqge (AN) est une substance émphiphi]e dont la ho]écule ‘
présente deux pdles(voir formule ci-dessous). Cette substance inhibe révér-
sfblement le transport d'anions au niveau'de 1a membrane du g]obu1¢.r§uge.
Comme le montrent COUSIN et MOTAIS (1979, 1982), cette AN se Tixe 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 les 1ipidés membranaires et une com-
posante saturable q%i disparait 10r§qu¢ Tes mouvements de €1~ sont prééla-
blement bloqués par le SITS qui lui se fixe de tagon covalente donc irré-
versiblement sur la protéine impliquée dans la translocation des ions C1~
de la membrane de globule rouge.

. °'Compte tenu du fait que cette substance amphiphile apparait éfre un
inhibiteur spécifique de la perméabilité aux ions‘c1f, agissant 3 trés fai-
7

ble concentratidn (KD = 107'M), son effet sur la rectification dans la sens

entrant de la fibre musculaire squelettique d'écreQisse a été étudie.




NH

Structure molecwlaine de L'acide niflumique ou acide (trnifluro-

- méthyl-3 phénylamino)-2 nicotinique.

i’étude de £'activité stucturale de £'acide niflumique montre que
Les caractirnistiques de L'inhibition du transport anionique au niveau de La
membrane de globule rouge (COUSIN et MOTAIS, 1979, 1982) révile que Les
effets pharmacologiques de cette drogue se situent au néveau moléculainre
a savoin, L'interaction avec un site protéique. En effet, L'acide niflumi-
que a une structure amphiphilique, c'est-a-dire présente un pile hydrophile

et un pile hydrophobe, ce qui impLique qu'elle so0it adsorbie a £'interface.

Les figures 5 et 6 résument les effets de cette substance & différen-

tes, concentrations respectivement sur la rectification dans le sens entrant
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Figure 5 : | :
Relations cowrant-potentiel tablies en §in d'impulsion (200 msec)

dans Les conditions de potentiel imposé, sur une §ibre placée dans Les

conditions normales (@) [(miliew 1) et apres action, & intervalle de

Zemps de 15 mn, du milieu contenant de L'acide niflumique aux concentra-

tions de 107 M. (01 5 1077 (%) et 1078077 (4) (mitieu TV).
RP = - 6§ mV (n&fErence) et - 76 mV, - &1 mU, - 8§ mV nespectivement

pouwr Les concentrations en acide niflumique de 1077, 1078 ot 1076u.071.

HP = - 70mV ; £ = 312,5 um ; &' = 150 ym ; d = 312, 5 ym.

\ L'ampleur de L'inhibition de La nectification dans Le sens sontant

ainsd que L'hyperpolarisation membranaire dépend de La concentration

en AN,
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Figune 6 :

tvolution du potentiel de nepos (RP) en fonction de La concentration
en acide niflumique (AN} etablie sun iune méme §ibre stabilisée durant
15 mn, pour chaque concentration testée.

L'acide niflumique entraine une hyperpolarisation membranaire
d'autant plus importante que La concentration en AN est Elevide.




et sur le potentiel de repos d'une méme fibre musculaire. On note que
1'AN entraine une hyperpolarisation membrénaire dont 1'ampleur dépend de
la concentration en AN (figure 6). Cette hyperpolarisation est d'environ
20 mV pourluue[AN] de 10'6M ; 4 cette ﬁéme coﬁcentration, 1a rectification
dans le sens éntfant est totalement inhibée puisque la relation courant-
potentiel devient 1inéaire et la pente est alors égale & la conducﬁance de

fuite (figure 7).

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

chaque concentration (1072, 1077

. 10'6) montrent que 1'inhibition de la
rectification dans le sens entrant est d'autant plus ample, cohme d'ailleurs
1'amplitude de 1'hyperpolarisation membranéire, que la concentration est
plus élevée. L'établissement de 1a_re1ation Tiant 1"inhibition au logarith-
me de [AN] permet de déterminer la concentration pour laquelle la conduc-
tance est réduite de 50%. Comme le montre la figure 8, la valeur de cette
concentration extrapolée & partir de cette relation est de 1'ordre de
6.10'8M. Cet%e concentration, correépondaht d la constante de d{ssociation
apparente KD’ est tgés proche de celle déterminée par CCUSIN et MOTAIS,
(1979, 1982) en ce qdi concerne 1'inhibition de la perméabilité aux ions
€1~ de la membrane ~&rythrocytaire. |

‘Enfin les résultats obtenus sur le rceud de Ranvier de grenouille dus

& 1'obligeance de DUBOIS (CORBIER et DUBOIS, 1983) montrent que cette subs-
6

tance amphiphile, & la concentration 107 °M, n'a aucun effet sur toutes les
composantes du courant membranaire enregistré. Ce résultat négatif n'est
pas surprenant dans la mesure ol aucune conductance aux ions C1~ qui dépen-
drait du voltage n'a &té décrite sur cette préparation. Cependant & plus

3

forte concentration (107°M), CORBIER et DUBOIS (1983) signalent que 1'AN

. . . . + .
2git en diminuant la conductance aux jons Na', ne touchant pas par contre
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Figure 7 :

Relations courant-potentiel etablLies en potentiel Amposé sur une
§ibre en mu’/éeu de ﬁeéeﬂence (@) et en milieu VH additionné d'acide
niflumique (10° b 10) apnes 20 mn d'action.

RP = - 70 mV (nEference) et - 86 mV apres 20 mn d'ac,oton de
L'acide niflumique ; HP = - 70 mV ; £ = 312, 5 wm ; &' = 312,5 um ;
d = 312,5 um. _

L'acide niglunique & 107 M abolit entizrement fa rectification
dans Le sens entrant. '
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Figure & : .

RelLation Liant L'inhibition de fa rectification maximale dans
Le sens entrant (1) au Logarithme de La concentration extracellulaire
en acide niflumique (Log [AN] ), établie & partin des résultats obtenus
sur deux g<ibres (@) (¥).L'inhibition est maximale (I = 1) Ronsque-La con-
ductance membranaire ne correspond plus qu."a La conductance de fuite (G 6) .
La conductance maximale de rectification (Q) est caleulée @ partin de
La valeuwr maximale de La pente de La nelation courant potentiel (q)
obtenue pour de fortes hyperpolarisations auxquelles est soustraite La
conductance de fuite.

La constante de dissociation apparente de AN (Kp) est de 2,51.7076!




celle aux ions K' ni celle correspondant au courant de fuite. Pour ce.qui
est de la cohductance aux ions Na+, seule ja‘conductance maximale est dimi-
nuée puisque la relation sigmoTde liant la disponibilité de la condﬁctance
aux ions Na* (variable h) au pbtentie] membranaire est déplacée dans le
sens des hyperpo]arisations. Ainsi & cette concentration relativement élevée
(10'3M), 1'AN peut étre considéré comme une substance ayant les propriétés
d'un anesthésique local. |

En résumé, 1'absence d'effet de 1'AN & 105 sur le noeud de RANVIER
et le blocage complet par'contre de la rectification dans le sens entrant
de la fibre musculaire d'écrevisse confortent 1'hypothése relative a 1'exis-
tence d'un courant entrant porté pér les jons €1~ sur cette derniére prépa—

ration, activé lors d'hyperpolarisations membranaires.

4 Conclusion sur la rect1f1cat1on dans le sens entrant

Dans la mesure ol 1a rectification dans le sens entrant de la fibré '
‘musculaire éqUe1ettique d'écrevisse'pérsiste en milieu contenant des ions
TEAY (résultat non\i11ustré) 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 & conclure qu'il existe un courant entrant porté par les ions Ci” 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'Aplysie. -

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/Gm)‘ Ex+ (Gf/Gm)' Ef' '.‘

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

rents paramétres de 1'équation pi-dessus, de donner Tes valeurs suivantes :
E, = 1,826.10735.cn "%,

Gm

L ) -3¢ . =2
- 70V, E; = - 86 m/, G, = 0,93.107°S.cm ™%, G,

2,8.10735.cm™%, ainsi le potentiel Ex='- 40 mv,

Si ce potentiel Ex correspond au potentiel d'inversion du courant de
rectification borté par lgs ions Cl'{ cela implique que la pile d'équili-
bre aux ions C1~ est moins négatfve que le potentiel de repos. I1 existerait
au piveau de la fibre musculaire d'écrevfsse un mouvement entrant actif
d'ions C1~ qui permettrait le maintien de 1'activité interne du C1~ & une
valeur bien supériegre d ce que préQoit la distribution passive de 1'équili-

‘bre de DONNAN.

Enfin: en présence d'acide niflumique, i1 devient possib]eAsur notre
préparation d'extrapoler la valeur du courant'de fuite pour les dépdlarisa-
tions & bartir}de 1a relation linéaire .6tablie pour les impulsions hyperpo-
\1arisantes. En effet, 1'obténtion d'une relation 1inéaire entre le courant
et le potentiel (If = f(Ei))est une des conditions nécessaires pour établir
la cinétique du coufant régénératif entrant de calcium lors de dépolarisa-

tions membranaires & partir du potentiel imposé de référence (HP).




B - ETUDE DE LA REbTIFICATION DANS LE SENS SORTANT

En 1977 HENCEK et ZACHAR, étudiant les propriétés de l1a membrane
de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse, montreht qu'il existe

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

2+

potentiel imposé : un courant entrant porté par les ions Ca”~ et deux cou-

rants sortants IK et IK portés par les ions K. Le courant IK est dépen-
. . ' S .

= 2 1
dant du voltage, quant au courant 1Ko i1 correspond

au courant retardé classiquement mj; en évidence sur de nombreuses struc- |
tures excitables. Ces résultats de HENCEK et ZACHAR confirment ceux obtenus
antérieurement sur la fibre musculaire de crabe par MOUNIER et VASSORT(197S)
et ceux décrits postérieurement par'ASHCROFT et STANFIELD (1982a) sur la
fibre musculaire squelettique d'insecte. o 3?5%{

Cependant, sur les fibres musculaires de Crabe ayant™®es réponses
régénératives par tout-ou-rien, HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974 a et b) 3
BRGLE et al. (1976) BROLE et al. (1983 a) constatent la disparition du cou-
rant sortant retardé en milieu pauvre en ions C1~ alors que ce courant
persiste en milieu \isotonique de chlorure de ché]ine en dépit du fait que
ces ion§ ctmoh'ne+ bloquent, tout au moins partiellement, le courant sortant
retardé de K' de 1a membrane axonale (HILLE, 1967). De plus, BRGLE et al.
(19835)montrent que le potentiel d'inversion du courant retaraé, courant
P1einement activé par une ample dépo1a}isation, varie linéairement avec le
logarithme de la concentration extracellulaire d'ions C1~ (la pente étant
de 25 mV par décade). Aussi la participafion des ions C1~ & 1la perméabi1ité
membranaire est par ailleurs observég sur de nombreuses préparations, en
pakticu]ier sur les fibres musculaires sque]ettiqués de grenouille (HUTTER
et WARNER, 1872 ; WARNER, 1972). C'est probab1ement 1'existence d'une com-

-

) - ] 3 + 3
posante du courant sortant porté par des ions autres gue les ions K gui




explique l'impossisi1ité de bloquer totalement le cqurant sortant retardé-
par les ions TEA™ comme cela est montré sur la fibre musculaire sque]ettiqhe
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 TEAT
" (ASHCROFT et STANFIELD, 1982) et aussi sur la fibre musculaire d'éérevisse
(ZAHRADNIK et ZACHAR, 1982). ‘

~ Par ailleurs, dés 1969 HAGIWARA et al. (1969), signalent l'éXisﬁence
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 procaine ; ce dernier courant &tant selon ces auteurs porté par les
jons K et/ou C1~, son potentiel d'inversion étant'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 fons TEAT sur le courant sortant

Sur la fibre musculaire, l'adaition de Co2+ au milieu de YAN HARREVELD
(milieu V), en absé%ce d'acide niflumique, permet comme le montre la figure
9 4'établir la fe]ation courént-potentie1 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 re]ation est trés
modifiée en ajoutant au milieu du TEA' ala concenfration'de 60 mM (60 mM
de NaCl1 sont rehp]acés par 60 mM de TEAC1) et de 1'acide niflumique &

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

10
dans le sens entrant par 1'acide niflumique et le blocage important mais
non complet de la rectification dans le sens sortant par les ions TEA™. La

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

Relations courant-potentiel etab&u dans Les conditions de potentiel

Ampose en §in d'impulsion {500 ms) Aqu une §4ibre placée depuis 20 min en
milieu de VH contenant Les {ons COZ* (10 mM) (@) - milieu V-, et dans ce
méme milieu additionné de TEAT (60 mM) et d'AN (70'3 mM) - milieu VI-
apres 20 mn d'action (O). '

HP = - 66 mV ; £ = 250 um ; £' = 250 wm ;3 d = 250 um.,

La /zec/tcﬁ cca,twn dans Le dens entrant est supprimde par AN alonrs

" que Les <ons TEAY Laissent Aubzsustm une partic de La rectification dans
Le sens Aon,tanx




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

vations de HAGIWARA et al. (1969).

2. Effets_des_ions cst (10mM) sur_la rectification_dans le_sens_sortant

En présence d'ions Cs® dans le milieu de VAN HARREVELD (10 mM de

NaCl sont rehp]acés par 10 mM de CI1Cs milieu VII), 1a modification de la
relation courant-potentiel (figuré 10) est similaire & celle observée en
présence d'ions TEAt. La encore, comme avec les ions 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 n1f1umique.se traduit par

le maintien de la rectification dans le sens entrant en dépit de 1a présen-
ce dans le milieu d'ions Cs* connus pour bloquer sur les fibres musculaires

de vertébré le courant entrant porté par les ijons Kt

3. Conclusion sur la rectification dans le sens sortant

------------------ P s n o e e s L S G e s S S e e e W e

Sur la fibre musculaire d'écrevisse, 1'inhibition inccmpléte par
les ions TEA' de 1a rectification dans le sens sortant confirme les obser-
vafions de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982). En effet pour bloquer complétement
1e.coyrant sortant de rectification, ces auteurs sont amenés & perfuser in-
trace]]u]airément la fibre par un mi]ieu dépourvu de KC1 (remp1écé par du
gris propionate pour conserver 1'isotonie). De méme, la so]ugion externe
ne contient pas d'ions K" e£ Na+, ces deux ions étant remplacés par les
jons tris’. C'est dans ces condifions joniques 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 courant-potentiel &tablies en potentiel Ampose en {4in
d'impulsion de 500 msec sur une §ibre placée depuis 30 mn dans Le milieu
de VH contenant Les ions COZ* (AG) et dans ce méme milieu additionnd
d'ions Cs* (10 i) - miléeu TT - aprds 30 mn d'action (O).

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

Les {ons Cs ne modifient pas La nectification dans Le sens entrant
mais diminuent tr2s fontement La hectification dans Le sens sorntant sans
pour autant L'abolin complétement.




Eéa]ement, comme ce]é va étre développé ci-dessous, nos résultats condui-
sent aux mémes conclusions que celles de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) dans
1a mesure ol la dissection du courant de calcium est rendu possib1e,fc'est
d dire dans les conditions ol tous les phénoménes de rectification membra-
- naire (sens entrant et sortant) sont totalement inhibés. 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

O d'AN, de 2 mM de procaTne

~Je milieu de VAN HARREVELD. additionné de 10°
et dont une partie du NaCl (60 mM) est remplacée par du TEACT.

Comme cela va &tre montré maintenant .‘, il est en effet impossible
de déterminer avec .ptus de certitude la valeur du potentie]

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

en absence de procaTine.

oK %




DEUXIENE PARTIE : ETUDE DU COURANT
ENTRANT (I¢,) ET DE LA CONDUCTANCE
(6, DE MEFMBRANE AUX

\ :
10HS Ca?*




Sur la fibre musculaire d'écrevisse interrogée dans les conditions

de potentiel imposé (patch clamp) HENCEX 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 calt
(ECa-= + 85 mV). Sur la fibre musculaire de crabe, interrogée a 1'ajde de la
technique de 1a double partition de saccharose, MOUNIER et VASSORT (1975)
observent en préseﬁce d'ions TEA+‘(20 mM) que le courant entrant de calcium
présente ééalement une phase d'inactivation, le potentiel d'inversion de ce

| courant étant de + 30 mV seulement. A 1'inverse, en 1973 KEYNES et 61.
décrivent également un courant ehtrant de calcium qui ne s'inactive pas
au cours du temps : la fibre de balane est perfusée intracellulairement par
de 1'EGTA (chelateur de ca]cium'permettant ainsi le maintien de 1'activita

2 8M) en absence d'ions C1~ et K (ces der-

interne de Ca“" & une valeur de 10~
niers ions &tant remplacés par les ions Cs+) ou en préseﬁce de TEAT 3 1a con-
“centration de.50 mM.

Ilbest ggalement imporfant de ;igna]er pour les fibres de crustacés
que la va]euf de 1'exposant x correspondant & la relation m: = f(Ei) est de
2 pour l1a 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 & émettre 1'hypothése selon laquelle les canaux calciques interrc-
gés pouraient étre différents. Signalons & 1'appui de cette hypothése que
2AHRADNIK et ZACHAR (1982) sont amenés & postuler 1'existence de deux popu-
lations de canaux calciques correspondaﬁt d deux composanfes de courant
entrant de calcium. La premiére composante quant & son amplitude est par-
ticuliérement trés sensible & 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 résultatsdécrits cidessu




des différents autedrs, 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 &tre en-
registrées.

| En plus des conditions joniques imposées pour 1'étude du courant
entrant de calcium (abolition des phénoménes de rectification), i1 faut,
dans nos conditions de poténtiel imposé & 1'aide de microélectrodes,
s'affranchir de la contraction. En effet, le déplacement de 1a fibre lors de
la conﬁraction eﬁtraine une sortie des microé]éctrodes. 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 concentratibn extra-
cellulaire de calcium est réduite au 5eme de sa valeur normale (2,8 mM au
lieu de 14 mM). D'une part la réduction du calcium extracellulaire permet
1e'déve1oppement d'un courant entrant de calcium plus faible que dans les
conditions normales et facilite ainsi une meil]eureiimposition du potentiel
membranaire, d'autre part la présence de procaine connue pour inhiber la 1i-
bération du Caf+ a pgrtir du réticulﬁm sarcoplasmique, ou la brésence d'ions

2+

Mn®" inhibant en partie le courant entrant de calcium, suffit & annuler le

phénoméne mécanique. Précisons que la constante de dissociation apparente

2+ avec les sites des canaux calciques est, selon HAGIWARA et TAKAHASHI

du Mn
(1967), de 2 mM pour la fibre musculaire de balane. Enfin en tenant compfe
dés données de HENCEK et ZAFHAR (1977) en ce qui concerne la ya]eur de ECa

(+ 85 ¢ 4,2 mV) pour une concentration externe de calcium normale de 13,5 mM,
on doit s'attendre & déterminer dans nos conditions ([Ca] = 2,8 mM) un po-

tentiel d'inversion pour ICa d'environ + 65 mV. 0




A - ETUDE DU COURANT ENTRANT DE CALCIUM EN PRESENCE D'IONS Ma*

La figure 11.donne un exemple d'enregistrements du courant de mem-
brane pour une fibre placée dans le milieu VIII (milieu de VAN HARREVELD
contenant’TEA+, AN, Mn++) pour différentes valeurs deAdépolarisation impbsée
a partir d'un potentie] 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 seui1 du potentié] d'activation de la conductance calcique.
Pour Ei =0 mV, 1e'courant Iﬁ est'net entrant gt 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 a la déactivapion du courant ICa'
Pour une plus ample dépo]arisétion (Ei-= + 28 mV), le courant durant tout

le temps du potentiel imposé est de sens sortant ; comme Sa valeur minimale
‘est atteinte rapidement et presque consgfvée pendant toute la durée de
.]'impu1sion, cela implique que le cour;nt Im ne é'inactive pas. A 1'appui

de 1'absence d'inactivation, i1 faut signaler la présence d'un ccurant de
queue de sens entrant> Pour une plus ample dépolarisation (Ei = + 48 mV)

Im évolue comme précédemment ; 1'apparente inactivation &tant due au courant
sortant qui résiste aux ions TEAY et qui se'développe 3 partir de Ei =0 my
(yoif figure 9 et 10). De plus, 1'absence a‘inactivation du cburant 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’ cémposantes
mises en &vidence par ZAHRADNIK et ZACHAR (1982), et qui sont également
décrites ci-aprés. |

L'établissement de la relation courant, exprimé en termes de diffé-
rence de potentiel (E2 - El)’ en fonction du potentiel 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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Figuwee 11
Cowrant global de membrane (tracgs du haut) enregistrné en xéponse
a des crdneaux de potentiel imposé (tracés du bas) au niveau d'une §ibre
placée depuis 20 mn dans Le milieu de VH contenant Les Lons Mn'* (2 ),
TEA® (60 mi) et £'AN (107° m) dont La concentration externe de Ca est
réduite au 5eme de sa valeur normale (miliew VITL).
RP =~ 60mV ; HP = - 70 mV ; £ = 250 ym ; &' = 250 ym ; d = 250 um.
Les valeurns données a gauche des tracés cornrespondent a La valeur -

du potentiel Aimposé, exprimée en mV. Le courant est expriimé en terme de
difgerence de potentiel (EZ - E,).
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Counant global de membrane (fracés du haut) enregistré en néponse
a des cnéneaux de potentiel Amposé (tracls du bas) au niveau d'une §ibre
placée depuis 20 mn dans Le milieu de VH contenant Les Lons Mt (2 mu),
TEAT (60 M) et 2'AN (70-3nmﬂ dont La concentration externe de Ca est
néduite au 58me de sa valeur normale (miliew VIT1).

RP=-60mV ; HP = - 70 mV 3 £ = 250 um ; &' = 250 wm ; d = 250 um.

Les valeurs donndes a gauche des tracis cornrespondent a La valewr -

du potenticl Lmpesé, exprimie en ml. Le courant est exprimé en feame de
différence de potentiel (E, - E,).
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Figure 12

Refations courant-potentiel obtenues sur une §ibre dont Les enre-
glstrements de courant et de potenteil sont ceux prsentss a La figure 11,

( @) courant mesur® au maximum entrant ou au minimum sorntant et apres
sowstraction du courant de fuite ”6) ( %),




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

de Ta 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 potenfie]s
trés positifs (& partir de 0 mV) la relation courant-potentiel, comme cela
est i1lustré & la figure 12, est linéaire. Cette relation linéaire d'une
part ét la faible valeur du potentiel d'inversion du courant d'autre part
‘nous améne 4 conclure au vu des résultats d'ASHCROFT et STANFIELD (1982a) de
ceux de HENTEK et ZACHAR (1977) et de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) que le cou-
rant correspond, pour de fortes dépolarisations, & un courént entrant de,ca1-.
cium associé & un courant sortant. En effet, si le potentiel d'inversion du
coqraht entrant de calcium est de + 30 mV, la concentration interne de cal-
cium, dans nos conditions expériemen;alés, serait de 0,26 10'3M,.va1eur
incompatible avec urne absénce 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 la concentration externe de calciumdevrait étre de + 65 aV.

Par ailleurs, ASHCROFT et STANFIELD (1982 a) montrent que la relation
ICa = f(Ei) présentg une trés forte rectification au voisinage du potentiel
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 TEAY ou Cs+, une composante de courant sortant qui est nette;
ment activée & partir de E; = - 10 mV. Ainsi donc, 1'existence de ce cou-
rant sortant associé au cou}ant entrant rend compte de l1a faible valeur du
potentiel d'inversion (+ 30 mV) et de la relation linéaire liant le courant
au potentiel pour les valeurs positives de E..

En conclusion la présence d'ions Mn++, en dépit de 1'absence de
contracfidn, interdit la poursuite de 1'analyse du cohrant.entrant de calcium
et,de ce fait, de 1a conductance membranaire aux ions Ca2+. Ceci est la raison

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




Si;, comme les ions Mn** (2 mM), la procaine bloque le développement de Ta
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 balane.

B - ETUDE DE I a ET G a EN PRESENCE DE PROCAINE

C C

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

La proéa?ne est un anesthésique local qui provoque Te découplage entre
le potentiel d'action et la contraction en inhibant la libération de Ca par
le réticulum sarcoplasmique comme cela est montré_sur les fibres de crabe
(SUAREZ-KURTZ et SORENSON, 1979 ; SUAREZ-KURTZ, 1982) sur celle d'écrevisse
(REUBEN et al., 1967 ; SQAREZ-KURTZ et al., 1972) et de balane (CAPUTO et
- DIPOLO, 1978). Egaﬁement, ce découplage apparait au niveau des fibres mus-
culaires squelett{ques de grenouille (FEINSTEIN, 1963 ; LUTTGAU et OETLIKEB,
1968 ; CAPUTo; 1976). Ce décbup]age n'est pas dd & une altération des proté-
ines contrac£11es (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 procaTne exerce sur le
muscle lisse un effet excitateur & faiblé concentration et inhibiteur & for-
te concentration. KURIHARA, (19755, KURTHARA et SAKAI, (1976) et CASTEELS et
al. (1977) interprétent cet effet excitateur de la procaTne comme &tant di
au blocage de 1a perméabilité potassique. En effet, 1a procaine provogue une

augmentation de la résistance de membrane (KURIHARA, 1975, 170 et al., 1977),
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Relations courant-potentiel Etablies pour une §ibre placte depuis
20 mn dans Le milieu VH contenant Les ions TEA® (60 mi),2'AN (1073 my),
La procaine (2 mM) et dans Lequel £a concentration externe de caleium
est néduite au 5eme de sa valeur nowmale (milieu IX).
RP = - 68mV ; HP = - §0mV ; £ = 250 ym ; £’ = 250 ym ;- d = 250 um.
La nekation (@) corrnespond au cowrant global mesuré au maximum
entrant et au minimum sontant et (O) aprds soustraction de 16'




une diminutioﬁ de ia rectification dans ie 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) ﬁentionnent
deux sites d'action de la procaTne : un site & haute affinité (KD = 0,26 mM)

- qui infervient directement dahs Ta régulation de la perméabilité potassique
(en dépo]arisaht‘1é membrane et en augmentant 1'excitabi1ité membranaire) ;
un site & plus faible affinité (KD = 3 mM), iﬁp]iqué dans ia libération du

Ca réticU]aire( Sur la fibre musculaire de balane, la procaine & 2 mM ne
modifie pas le courant entrant de Ca?+ mais bloque une composante de ccurant
 sortant dont 1'espéce ionique peﬁt correspondre & une sortie de K" et/ou a

une entrée de C1~ (HAGIWARA et al., 1969).

La figure 13 donne un exemple de relation courant=potentiel &tablie
3 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 devieng le p]gs entrant & - 30 mV et s'inverse vers - 5 mV. La
relation traduisant 1'évolution du courant de calcium en fonction du poten-
tfe1 aprés soustraction du courant dé fuite, révéle que ce courant ICa
s'active pour un potentiel seuil de - 50 mV, est maximale pour Ei == 10 aV
‘et qu'il s'inverse pour une valeur de potentiel voisine de + 65 mV. De plus
5 partir des valeurs poéitiyes de potentie]himposé, 1a relation courant- )

potentiel présente le phénoméne de rectification attendu par'1a théorie du

champ constant de Goldman ; par ailleurs, 1epotentié1 d'inversion de ICa de

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

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

pour ce qui est en particulier de la valeur du potentiel d'inversion du courant'de Ca
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Evolution du courant capacitig (Ic) et stationnaire ”,5) en fonction du

Lemps en nlponse a une dépolarisation membranairne de + 70 mV, enregistrnée sun

une. §{ibre place dans Le milieu de VH sans caleium contenant Les Lons TEAY

(60 mM) (A) et en plus La procaine (2 mM) (B). Les Zraces A' et B' sont nespec-

Livement Les cowrants A et B caleulis en fenant compte de £'existence de deux

composantes de Ic pour A, d'une seule composante de Ic pour B et d'une diminution
de 1, de 70 § pour B par rapport a 1, de A, ’
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est tout & fait conforme & celui prévu lorsque la composante du cou-
rant sortant qui résiste aux inhibiteurs de perméabilité potassique est &liminée.
Connaissant 1'amplitude du courant entrant et la valeur du potenﬁie]

d'inversion de ICa’ c'est-da-dire ECa’ 1a valeur maximale de conductance

(Go,) estimée est de 3,6.1073 2

1'ordre de 70 % par rapport d@ 1a valeur donnée par HENCEK et ZACHAR

S.cm ©. Cette valeur de GCa est réduite de

(1977) sur la fibre nusculaire d'écrevisse et par KEYNES et al. (1973) sur
la fibre de balane. Cette réduction trés importante de GCa par rapport a'
celle estimée par les auteurs cités ci-dessus améne & penser qu'un systéme
membranaire pourrait &tre soustrait 3 1'analyse sous 1'effet de la procaine.

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

<

De nombreux travaux réalisés sur les fibres musculaires squelettiques
montrent qu'aussi bien 1'hypertonie kCAPUTO, 1968 ; BRﬂLé et al., 1977) que
les anesthésiques 13Eaux : tétracaine et procaine et certaines drogues tel
que Te dant?oiéne provoque un découplage excitation-contraction (BLOCKLEHURST, |
1975 3 HUi, 1983 b ; SUAREZ-KURTZ, 1982). Selon FRANK et TREFFERS (1977)
pour ia fibre musculaire squelettique de grenouille et selon DELORME et ai.
(1978) pour la fibre musculaire de crustacé, 1'hypertonie provoque un élar-
gissement de la éone de contact entre le systéme tubulaire transverse et le
réticulum sarcoplasmique. En accord avec cette interprétation, HUI (1983 a
et b) gtudiant les courants de porte au niveau de la triade de la fibre
musculaire de grenouille constate qde 1a.tétracaTne supprime un transfert

de charges intramembranaires (QB) qui, -selon 1'auteur, seraient impliquées




dans la libération dé Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique. De plus la dimi-
nution du gradient électrochimique des ions Kkt et €17 au niveau de 1a mem-
brane réticulaire provoque 1la 11bération‘de Ca2+ (NAKAJIMA et ENDO, 1973).
I1 y aurait donc pour ces derniers auteurs ainsi que pour THORENS et ENDO,
1975 ; MATSUBARA et al., 1977, un couplage entre le systéme tubu]éire trans-
verse et le réticulum sarcoplasmique de type “depolarizatioﬁ 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 étre prise en considé-
- ration en ce qui concerne la fibre muscu]airé squelettique d'écrevisse dans
Ta mesure ol d'une part il est montré qu'en présence de procaine (2 mM) il
y a une réduction de 70 % de la conductance calcique (voir ci-

dessus), ol d'autre part i1 va étre maintenant montré qu'également, en pré-

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

(70 4)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 (mitieu X)
ou en présence de procaine (milieu IX). Sous 1'influence d'une ample dépola-
risatjon (AE,i = + 70 mV) & partir d'une valeur de HP de - 70 mV, le tracé
du courant de référence (tracé A) sous 1'action de la procaine est trés modi-
figée (tracd B). D'une part le courant capacitif est moins ample et moins du-
rable, d'autre part le courént stationnaire diminue, de 1'0rdre de 70% en
présence de procafTne. . |

| 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 '




le tracé B' en ne tenant compte que de la composante (1) du courant capaci-
tif. En effet la figure 15 montre 1'évo1ution.du Togarithme du courant capa-
citif eh fonction du.temps en abseﬁce et en présence de procaine, Cette
représentation en coordonnées semi-logarithmiques met bien en évidence la
suppression d}une composante du courant capacitif sous 1'influence de la
procaine. | | | |
‘ ;Oi eﬁ 102
ainsi que des constantes de temps 3 et Ty des deux composantes du courant

A partir des deux valeurs instantanées (au temps t = 0)

capacitif et de la valeur du courant statiornaire en absence ou en présence

de procaine, il peut &tre proposé un shéma électrique équivalent & la mem-
brane correspondant 3 une portion de membrane externe de 1 cm2 incluant les
membranes profqndes sans estfmation de leur surface. Ce shéma électrique est
constitus en absence de procaTne de deﬁx circuits RC en paralléle (figure

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

la fibre mdscu]aire squelettique crabe (2) et par MATHIAS et al., 1980

pour 1a fibre de grenouille (b). Ainsi coﬁme cela est précisé sur le schéma,
sous 1'iﬁf1uence de la procane, un des deux systémes membranaires (probable-
ment le iystéme profond) pourait étre soustrait & 1'analyse. '

I1 est 1mpor£ant de signaler que chaque circuit RC est associé & une

résistance d'acces (Ra ) qui représente, d'une part la résistance du matériel
',\amorphe constitué par la basale et d'autre part la résistance des invagina-
tioﬁs longitudinales du sarcolemme et probablement celle de 1a lumiére des
tubules. Aussi les valeurs données pour les résistances et les capacités
(figure 16) ne peuvent é&tre que trés approximatives étant donné 1'_1'ncer'citu-!g
de concernant les valeurs instantanées, I_ et Ioz, des deux composantes de
courant capacitif. En effet les tracés A et B de la figure 14 montrent que

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

de 2 3 3msec. A 1'appui de cette interprétation quant & la détermination appre
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Figure 15 : ‘
Evolution en coordonndes semi-fog du courant capacitif en gonction
du temps pour une dépolanisation imposé de + 70 mV corrnespondant aux

thacés de La gigure 14,
La procaine &Limine une composante capacitive.
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Figure 16 :

Schéma electrique de La membrane de La {§ibre musculaire squeletfiique
d'ecrevisse montrant L'existence de deux systimes membranaires (membrane
de sunface et membrane profonde).

- Membrane de surface : La résistance de La membrane de surface
(Ry) est’en parallele avec La capacité membranaire (C,). R, et R, repri-
sentent Les nésistances d'acces qui correspondent au maténiel amorphe
constitul parn La basale necouvrant Le sarcolemme et emplissant Les Lnva-
ginations Longitudinales de celul-cd.

- Membrane profonde : fa capacité (C,) est en paralfele avec fa
hesistance (R,L) ; Ry et Ry sont Les nésistances d'acces,

La procaine soustralt & L'analyse Le systime membranairne profond.

Bien que Les deux schémas a et b rendent compte des résultats
eLectrophysiologiques (g§4ig. 14, 15}, Le schéma b est plus conforme & La
nealite dans La mesure ol d'une part i a et8 montrd qu'au niveau des
fibres de crustacls Les diades (voin triades) sont situles tout Le Long
des {nvaginations de La membrane de surface), et d'autre part MATHIAS et
al. (1980} - voirn annexe -, décrivent une conductance, glx), entre Le
systeme tubulaire et La citerne terminale du réticlum, conductance qui

dépendralt du potentiel.



ximative des valeurs des résistances et des capacités, i1 faut signaler que,
sur la fibre musculaire d'écrevisse, POLEDNA et al. k1978) montrent que
la résistance d'accés de chaque circuit RC varie trés largement d'une fibre
3 1'autre (0,2 3 344 a.om® 5 m = 126.1 £ 23 @. en’, n = 19).

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 i'ordre de 70.% du courant stationnaife

et une réduction d'environ 80% de la capacité membranaire. Pans la mesure od,
2

en présence de procaine la conductance maximale aux fons Ca * est réduite
éga1ément de 70% (voir ci-deésus); 6n est amené 3 émettre 1‘hypothése d'un
b]ocage par la procaine de 1d jonction de couplage entre le iystéme tubulaire
transverse et le réticu]um sarcoplasmique en acéord avec les résultats de

HUI - (1983 b) concernant'1e découplage excitation-contraction par 1a.tétra-
caTne sans pour autant exclure un effet direct de ces anesthésiques locaux
sur .la lib&ration 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 Vla grande surface des membranés profondes (tubules,
reticu]um)‘par rapport & la membréne de surface des fibres de crustacés
(SELVERSTON, 1967 .; ATWOOD, 1963, 1965 ; BRANdT et al. 1965 ; ROSENBULUTH,
1969 3 HOYLE et SMYTH, 1963 ; FAHRENBACH, 1967): Enfin, la disparition du -
courant sortant résistant au TEAY active 1§rs d'ampTes dépolarisations
membranaires sur la fibre musculaire de balane (HAGIWARA et ai., 1969) et
sur 1a fibre musculaire d'écrevisse (rééu]taté donnés ci-dessus) pourrait
étre interprétée non par une inhibition spécifique de ce courant par la
procaine mais plutdt par une &limination d'un syst@me 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 pfoca?ne convient touf 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 fa [Ca]o normale) additionné des substances qui
suppriment tousr1esvcourants}de rectification. Ainsi, pour chaque niveau de
dépolarisation le courant de membrane, mis & part l1a composante rapide du
courant capacitif, est égale & 1a somme du courant de calcium ICa et du cou-
rant de fuite If. Pour de faibles débo]arisations membranaires comme par
exemple celle de + 35 mV illustrée dans la figure (E; = - 35 mV), le cou-
rant devient net entrant puis diminue au cours duAtempS 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 + §5 mV (Ei = - 15 mV),
le courant est plus entrant, le maximum apparaissént plus précocement, puis
ce courant diminue pohr cependant en fin d'impulsion rester de sens entrant.
Pour une dépo1érisation 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 mzintien de i'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 ée maintient au
cours du temps s{annu1e et s'inverse au potentiel de + 20 mV.

+ En premiére ana]yﬁe,.1a diminution du courant entraﬁt'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, i1 est surprenant de constater que plus la dépolarisation

imposée est ample, moins est apparent 1€ phénoméne d'inactivation. Cette
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Figurne 17 :
Courant membranaine (trhacts du haut) exprimé en terme de différence
de potentiel, enregistrné en réponse a des créneaux de potentiel (tracés
du bas) d'une §ibre placte depuis 30 mn dans Le milieu VH contenant Les
Zons TEAT (60 mi) £'AN (70-3 mi), La procatne (2 mM) et dans Lequel
Lo concentration exteane de caleium est adduite au 5eme de sa valeur normale.

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

Les valeurs situles a gauche de chaque trhacé correspondent a La
valeuwr du potentiel Amposé.



‘diminution appafente de 1'inactivation en ce qui concerne la conductance
calcique est actuellement expliquée par une processus quj‘fait intervenir

le calcium lui méme ; 1'ampleur de 1'inactivation étant'fonction de la quan-
tité d'ions ca]cium qui entre dans la cellule. ASHCROFT et STANFiELD (1980,
1982 b) sont les pfemiers d décrire ce mécanisme d'inactivation au niveau'

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

au niveau de la fibre musculaire squelettique d'écrevisse, il est ﬁurprenant
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'd ce niveau de potentiel la

2+ est atteinte selon HENCEK

valeur maximale de conductance aux ions Ca
et ZACHAR (1977) et que d'autre part la "driving force" pour les ions cal-
cium est encore de va1eQr €levée. 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 amen& & suggérer que le courant entrant de calcium pourrait

&tre 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 &tre envisagée
aprds analyse des relations courant-potentiel (figures-18 et 19) et dev1'évo- |
~ Tution en fonction du temps du courant ICavpour chaque niveau de dépolari-
sation (figureZZO 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 a partir des tracés de cou-
rant enreqistrés sur une méme fibre dont un certain nombre sont présentés &

. la figure 17. Cette figure 18 montre que les deux relations sont confordues
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Figwee 1§ : \ ,
ReLations entre Le courant membranaire et Le potentield Ampos &
etablies & parntin des traces de La figure 17, d'une parnt au maximum de

courant entrant ou au minimum sontant (@) d'autre part en gin d'impulsion
(A).




pour des valeurs de potentiel imposé > 0 mV. Par contre, pour les poten-
tiels jmposés négatifs (Ei £ 0mV), les courbes sont distinctes. Si 1'inac-
tivation dépendait du vo1tagé elle serait donc dlautant plus importante que
le poﬁéntie] imposé est plus positif et pai conséquent - les deux relations
devréient étre'confohdues ou trés proches 1'une de 1‘autr¢ pour les faibles
dépolarisations et trés distinctes pour les fortes dépolarisations ; c'est
1'inverse qui est observé. Si 1'ihactivation dépenaait de la quant{té d'icns
calcium qhi entre dans la cellule, comme cela a &té& mentionné ci-dessus, au .
potentié1 0 mv 1’amp1ftude du courént global devrait étre treés différenté |
au début et en fin d'impulsion dans la mesure ol la conductance aux ions
ca®t atteint & ce potentiel sa valeur maximale selon HENCEK et ZACHAR (1977).
L'établissement de ces deux relations aprés soustraction du courant de fui-
te présentées 4 1a.figute 19, montre de plus trés nettement la rectification
importante du courant de calcium au voisinage de son potentiel d'inversion ;
ce résultat est tout & fait conforme & celui décrit par ASHCROFT et STANFIELD
(1980) sur 1a fibre musculaire d'insecte. A

L'hypothése sé]on laquelle 11 exiéferait deux composantes de courant
entrant de calcium est semble-t-i1 plausible au vu de 1'évolution du cou=
rant entrant de calcium en fonction au 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 cdurant enregistré auquel est soustrait le courant de fuite et
lé composante rapide du courant capacitif. L'examen de la cinétique des cou-
rants montre qu'en partant de 1'hypothése-selon laquelle une seule composante d:

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

Ca
1'importance de 1'entrée de calcium dans 1a 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'évolution du courant Io, on gonction du potentiel

correspondant a La figure 18 apnés soustraction de courant de fuite.
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Figute 21 : - ~
Couwrant membranaine (traces du haut) en fonction du potentiel Amposé

(thacds du bas), enregistné sur une §ibre place depuis 30 mn dans Le
milieu de VH contenant Les ions TEAT (60 mi), AN (10'3 mi), La procaine
(2 mM) et dans Lequel La concentrnation externe de caleium est néduite au
5eme de sa valewr notumale. La dépolarnisation conditionnante est de + 67 my.
Les valeurs donndes & droite de chaque trhac, correspondent au potentiel
test imposé durant La seconde {mpulsion.

RP =~ 70mV ; HP ¢ - 70 mV ; £ = 437,5 vm ; &' = 437,5 um ;
d = 437,5 um. |



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-
lement inactivé aprés 20 msec,il s'ensuit que, pour d'autres niveaux du po-
tentiel imposé supérieurs & - 35 mV, 1'inactivation devrait étre compléte
tout au moins aprés 30 msec. Au potentiel 0 mV, le courant ICa resta cepen-
dant constant'pendant toute la durée de 1'fmpulsion dépolarisante. Enfin les
tracés de courant de calcium reconstitués révélent que le courant de Ca tend
& s'inverser pour une valeur de potentiel de 1'ordre de + 70 mV et qu'a par-
tir de ce potentiel il garde une valeur cénstante quelle que soit 1'ampli-
tude de 1a dépolarisation témoignant de 1'existence d'une trés forte rec-

tification.

- o - n W WO e mr B G = om me gy o= - R e T = P R R M e

Commé i1 a &té montré (figure 20) pour une faible dépolarisation de
+ 35 mV (E1 = - 35'TV) qu'apreés ﬂlméeclecourant I, est totalement inacti-
vé, c'est Ta raison pour laquelle une dépolarisation conditionnante de
+ 65 mV d'une durée &gale a ﬁlmsecestihposée ala membrahe de fagon & pou-
voir mettre en &vidence 1lors d'une deuxiéme impulsion (séparée de la pre-
miéré par un intervalle de temps de 10 msec)un courant Icé correspondant & la
deuxidme composante qui ne présente pas ou peu d'inactivation. Les enregis-
“trement ﬁrésentés d la figure 21 montrent qu'un courant entrant peut &tre .
activé 3 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'émplitude
de la dépolarisation, correspondant & la deuxiéme impuision, est plus hran-

de. 11 est & remarquer que ce courant entrant, activé lors de la deuxiéme
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Figure 20 :

+3

Evolution du courant de caleiun (T,,), exprimé en m Acem ©, en
fonction du Zemps pour différents niveaux de dépolarisation. ICa est
reconsLtue point par point a partin des tracés du courant global données
a La figune 16, dont sont soustraits 1, et I, Les valeurs données au
dessous de chaque tracd correspondent aux valeuns de potentiel imposé.



impulsion, ne s'inactive pas tout au moins pendant l1a durée de la dépolari-
sation-test. |

| A partir de ces tracés de courant correspondaﬁt d la deuxiéme impulsion,
1'étéblissement de la relation liant le courant total mesuré en fin d'impul-
.sion en fonction du potentiel (figure 22), révéle en effet que le ccurant
entrant est acfivé pour une valeur seuil de potentiel de 1'ordre de - 25 mV,
qg‘i1'brend une véleur minimale pour un potentiel de 18 mV et qu'au deld

de cette Va]eur i1 varie linéairement avec 1evpotentie1. La relation tra-
duisant le courant ICa en fonction du potentiel aprés soustraction de cou=-
rant de fuite permet d'estimer la éonductance maximale correspondant a ce

cogrant ICaz’ e]]e_est atteinte pqur.une valeur de potentiel de + 30 mV
puisque au deld le courant varie Tinéairement avec le potentiel (dans la |
gamme de potentiels testés) pour s'annuler vers une valeur de potentiel
d'enViron + 80 mV (valeur extrapo]ée). | .

En conclusion au vu de 1'ensemble des résultats, il peut étre admis
qu'au niveau de 13 fibre musculaire d'écreVisse, il existe deux composantes

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

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

entrants de calcium (ICa et ICa ) peuvent d'ailleurs étre observés & 1la
1 _

2
figure 19, figure qui traduit la relation ICa en fonction du potentiel au

maximum de courant entrant et en fin d'impulsion. Cependant si le potentiel
seuil d'activation de la deuxiéme composante apparait moins négatif aue ce-

lui correspondant & la premiére composante, i1 est quand méme de valeur plus
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Figure 22 : \

Relations courant membranainre (mesur€ a La §in de La 22me
Ampulsion) en fonction du potentiel, €tablies & partin des tracés de La
gigure 21 avant (@) et apres soustraction de courant de fuite { O ).



négative que celle qui peut étre estimée & partir de la figure 22. Cette

différence de seuil d'une expérience 3 1'autre peut semble-t-il, refléter
1'existence d'une.inactivation de la deuxiéme composante ICa2 . en effet ja
suppression de 1a composante ICal par une prédépolarisation conditionnante de
50 msec de durée peut avoir aussi entrainé un certain degré d'inactivation
de la composante ICa2 ce qui peut rendre compte de la différence de seuil

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

-

- 5. Agglz§g_g§§;99QQQg§§ggg§_caTcigues G.. et G en fonction_du_temps '
---------- Caz--~--Ca1-----~------------- =

o/ Détenination du nombre de particules impliquées dans
2'ouvertune du canal calelque conrespondant a la deuxi-

me composante.
\

‘ L'évo]utfon du courant de calcium ICa2 en fonction du temps.déterminé
point par point aprés soustraction du courant de fuite et du courant capaci-
tif pbur un potentiel imposé de + 17 mV, est présentée a la figure 23. 11
est possible 4 partir de.l'équation généra1é'qui traduit 1'évolution de 1la
;onductance en fonction du temps pour cette valeur particu]iére de poten-
tiel imposé,+ 17 mV, de déterminer le nombre de particules impliquées dans
1'ouverture des canaux calciques permettant le passage du courant entrant
transporté par 1e§ ions Ca2+

Comme ce coﬁraht ne semble pas s'inactiQer l‘équatiqn générale GCa=f(t)

est la suivante :



— ’ . x
GCa = GCa [mo + (m, - mo) (l—e't/rm),] (1)

my est la valeur de la variable d'activation, m, au potentiel KP (- 70 mV)5
m_est la valeur stationnaire de m en fin de transformation d'un certain
nombre de sites de 1'état 8 en état o des canaux calciques. E;a est la va-
leur maximale de conductance correspondant & la valeur de m§=1. Au potentiel
~ HP-de -70 mV, my peut &tre 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

1a conductance que nous avons assimilé & 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 X
Sca = Bca [m; (1-e 1:/T"‘)]

d'ol
\
Ge, = B, M (l"e-t./rm o (2)
en pbsant'
ECa.mi = Gea - (3)  pour Eg =+ 17 mV
il vieﬁt

Bea/Ba = (1€)X (g
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Courant de.caledum (T, ) en fonction du Zemps pour une dépolarisa-
tion Zest de + 87 mV (Ei s + 17 mV) trhacé a partin de L'enrnegistrement
du courant global, {LLustnt & La f§igure 21, duquel est soustrait Le
courant capacitif et Le courant de fulite.

L'gquation qui donne ICaz en fonction du temps est :

- - &)ty X
ICag - ICazw (1 - e m)

avee T, = 5,10 msec ; o = 0,18 mAec-l, B, = 0,076 msec”] 3 x = 2.



¢omme

GCa = ICa/(Ei'ECa)

1'équation (4) devient :

Iy 1ga, = (1e7/ M) (5)

Caew

ICaco est la valeur maximale atteinte par le courant'ICa pour le potentiel

#17mV, 1. = 0,11 mA.cm™2,

Ca

De 1'équation (5) on tire :
1/x _ 4__-t/<
(ICa/ICaw) = l-e "

d'ol
' \

)1/x= -t/

V- T/ lepe

ainsij

Log [ 1- (Ica/FCamll/x] = -t/m (6)

Cette relation linéaire (équation 6) satisfait & 1'équation de la Yor-
me y = - ax avec 1'ordonnée & 1'origine €gale & 0. En partant des coupies de
valeurs (t, I ) et en donnant & 1., la valeur de 0,11 mh.cn”2 6n constate

que 1'ordonnée & 1'origine est bien égale & 0 quand 1a valeur 2 est doﬁnée

¢



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
lors de 1'ouverture des canaux calciques correspondant @ la conductance GCaZ’
Cette valeur 2 est celle déterminée par MOUNIER et VASSORT (1975) pour décri-
re 1a relation mi:f(Ei) de la fibre muscu1airé de crabe alors qu'au>niveau

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

6. La valeur 2 pour 1' exposant X qu1 permet de décrire ]'ovolut1on de IC 2,

en fonct1on du temps pour E = + 17 mV (figure 23) est aussi celle qui per-
met de décrire ICa = f(t) pour fous les différents niveaux de potehtiel testés
(figure 21).

Comme cela va &tre exposé ci-aprés, la ya]eur 6 pour x en ce qui con-
cerne la fibre musculaire d'écrevisse est également trouvée pour décrire
l'évolution de ICal en fonction}du temps. Ceci renforce donc 1;hyp0thése
émise ci-dessus concernant 1'existence de deux populations de canaux calci-

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

1'hypothése de ZAHRADNIK et ZACHAR (1982).

B/ Anatyse de La conductance caleique G., en fonction du
. Z -
potentiel

-

Pu1sque le courant IC aprés avoir atteint sa valeur maximale pour
3
chaque niveau de depo1ar1sat1on, 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 liant la conductance

G au potentiel aprés avoir déterminé le potentiel d'inversion de IC



_(potentie] d'inversion extrapolé de 1'ordre de + 80 mV). Dans ces condi-

tions 1a conductance maximale G.. est de 2,62.107°S.cm 2, L'gquation de

Ca
A 2
la relation traduisant 1'évolution de la conductance GCaéw est la suivante :

. o En = E:)/kY
Gea o = Bga, / (1 + elf0 = Ei)/K) (7
2 2 :
avec E, = 3,31 mV,potentiel pour lequel G =G._ /2 etk =7,11 mV (pa-
0 : . Cape Ca, :
ramétre de mise en forme de la relation). Dans ces. conditions GC /G
. “Cage Ca2

est égale d m:.
Puisqu'il a &té montré (voir ci-dessus) que x = 2, la relation

B,y ofGey = F(E;) correspond & 1a relation mi = f(E,). Cette derniére re-
2" Y2 Vo !

Tation ainsi que celle traduisant m, = f(E,) est présentée i la figure 24.
L'évolution de m_ = f(Ei) montre que pour HP = - 70 mV, la valeur de

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

-1eu( maximale de mi = 1 est atteinte pour une valeur de Ei =+ 30 mV. Le po-

tentiel pour lequel la conductante GCa est maximale est bien plus positif
2

que celui donné par\HENCEK et ZACHAR (1977) pour mi (E; = 0 mV).

b) 6
Ca1

L'analyse de la conductance G ne peut &tre aussi compléte que celle

- Cay

concernant GCa 'puisqu'é partir d'un potentiel de 1'ordre de - 30 mV le
. 3

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

Ca1
plus ou moins en fonction du temps associé au courant ICa . C'est 1a raison

pour laquelle seul le courant correspondant 3 des potentiels inférieurs 4
-30 mV peut &tre analysé pour déterminer 12 nombre de particules impliquées

dans 1'ouverture des canaux correspondant d la conductance GCal‘ 11 en est de
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Figure 24 : '
Relation Liant Le potentiel membranaine & La variable d'activa-
tionm_ (O) comupogdawt a In, .mest caleulle d partin de £'Egalite

2 = 2
"o (81 = Geg e / Beq,: |
Le rappont GCazw/z;Ca. est déteming a pa/u&/z de La relation ICaz = §{E;)

donnde 2 La"§igure 22. .



méme de la relation mi = f(Ei) dont 1'équation ne peut étre é&tablie avec

certitude.

of Détermination du nombre de particules.x impliquies dans

2'ouvertune du canal éon&eépondant a Go,
1

La figure 25 montre 1'évolution du courant ICa en fonction du temps,
. : : ‘ 1
courant qui a déjad &té présenté 3 la figure 20 (Ei= - 35 mV). Ce courant

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

diminue exponentiellement avec une constante de temps d'inactivation (fb)
de 6,32 msec . A partir de-Th’ i1 est possible de tracer 1'évolution du cou-

rant ICa en absence d'inactivation (tracé b). Ainsi, comme cela a 8té expli-
1 ;

qué précedemment, 1'équation donnant 1'évolution de ICa en fonction du temps
' 1

. en absence d'inactivation est la suivante :

.
Caq
1' \ 1

I, (1 - é-t/rm)x‘ (S)Ov
| Puisqu'au potentiel HP = - 70 mV, la valeur de la variable d'activation
m d'origine est égale & 0 (my = 0) et que la variable h est égale & 1(h, = 1),
Cela implique que la disponibilité du courant ICal est maximale 3 HP = - 70 mV
(HENCEK et ZACHAR, 1977).
De 1'équation (5) i1l s'énsuit 1'équation (é) donnée précédemment :

Log [1 - (I Tea) ] . -t/

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

tenue en donnant 3 x 1a valeur 6, 1'ordonnée & 1'origine étant dans ce cas
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Figure 25 : :

Evolution du courant de caleium (Io,.) en ﬂonc,twn du temps

pour une dépolarisation de + 35 my (E; = - %5 mV} donnée a La figure 20.a
(La constante de temps d' wactwa/twn est de 6,32 msec). Le tracé b,

qui conrespondrait & £'évolution de a en absence d'inactivation, satisfait
d £'equation sulvante :

(1 - e-t/rm)x

1 =]

Ca, Caye
puisque pour HP = - 70 mV, La va/u,abi’,e d'activation m, est ggale a 0,

T = 1,99 msec et x =



nulle, alors que pour x <6 1'ordonnée est‘positive et négative pour x > 6.
Ainsi, en accord avec HENCEK et ZACHAR, la relation G /GCa = f(Ei) |
Cay 1 ' |
6

est identique & 1a relationm_ = f(Ei).

B/ Analyse de La conductance, G, , au maximum de courant

‘ Ca,
entrant (Géal) | -
x

Cette valeur de conductance Géal ne rend pas compte, pour chaque
niveau de potentiel, de la valeur vraie de GCa°° puisque est présent le phé-
noméne d'inactivation. |

‘La relation exprimant (G Ca /GCal) f(E;) est présentée & la figure
26. Cette relation est sigmoide et correspond trés exactement a 1a relation
mg = f(Ei) qui peut 8tre établie & partir des relations o Bm fonction de
E1 données par HENCEK et ZACHAR en 1977. I1 est surprenant de constater que
le rapport GA /GC 1, pour chaque valeur de potent1e] imposé&, se trouve
étre égal au rapport GCaw'GCa c'est-d-dire mg. En effet, Géé correspond &

1

\ .
la valeur de conductance au maximum de courant entrant I alors que GCaw

Ca,
est la conductance qui serait atteinte en absence d'inactivation. De plus

comme cela a été démontré, pour des potentiels Ei supérieurs ou égales & - 30 mY

le courant Io, correspond 3 1; somme.de ICa2 et de ICa1=Ce dernier s'inac-
tivant au cours du temps. Si la méme &quation peut rendre compte de la rela-
tion Géa/ECa (dans nos conditions expérimentales) et mi dans celle de HENCEK
et ZACHAR (1977) en fonction de Ei’ cela ne peut étre gue fortuit dans la
mesure od, au potentiel - 35 mV, les valeurs de T et de T, sont trés diffé-
rentes (reépectivement 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 & 1a lumiére des travaux récents de HAGIWARA
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Figwie 26 : . |

Refation entre Le potentiel de membrane et Le nappont ch a /CC a
determing a partin des enregisirements de couwrant et de potfentiel
de La §iguwre 20. G"c o % la conductance caleique correspondant au
courant T, mesung au maximum entrant. C'(; est La conductance maximale
atteinte, sa valeuwr est de 2,9 mS.em 2 |

La counbe de cette figure a &té tracle & partin des Equations
proposées parn HENCEK et ZACHAR (1977) donnant Les valeurns de o, et B
en fonction du potentiel.

1L est sunprenant de constater que La relation Liant Le rappont

om 6 a . .
aoo/U aE,c 'est-d-dine (a e ) E;- est identique au rappont

GCa /GCa qui est déteruming danA nos conditions expérnimentales.

!




et OHMORI (1982) qui montrent que l1a valeur de Tn dépend de 1a 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 Ty 2U potentiel - 35wy (figure 25 et 1es'données de
HENCEK et ZACHAR, 1977) peut étre'expliquée dans 1a mesure od, 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

Th et de (1 de ICa pour plusieursniveaux de dépolarisation et donc de
1

. P . . . 6 . . «
1'impossibilité de traduire la relation liant m_ au potentiel du fait qu'a
un potentiel'imposé supérieur a - 3o‘mv Te courant de calcium correspond a

la somme de IC et de I._ , i1 est cependant important de mentionner que,

a Ca
1 2 .
selon toute vraisemblance 1'ouverture des canaux calciques corraspondant
a GCa implique au niveau de chaque canal le déplacement de 6 particules

1 _ :
en accord avec les résultats de HENCEK et ZACHAR (1977). I1 est aussi

important de mentionner la difficulté d'analyse de la-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 potentiels seuils différents d'activation de I t

e
Ca1

de I pourraient traduire en premiére analyse ( en prenant en ccmpte non

C
%2 | : | .
plus deux mais une popuiation homogéne de canaux calciques) une inactivation

du courant de calcium qui dépendrait non pas du voltage mais de la quantité

i



d'ions Ca2+ qui entre dans la fibre. En effet la courbe de disponibilité de
la conductance calcique en fonction du potentiel ne décriraif pas une courbe
sigmoide mais une relation présentant un pourcentage de disponibilité de
conductance calcique qui diminuerait pour, par la suite, augmenter en fonc-

tion du potentiel.

»

——— e s . e .



PRINCIPAUX RESULTATS
T

CONCLUSION  GENERALE
A\



Le but du travail présenté était d'etudier le courant éntrant (I¢,)
et la conductance (GCa) membranaire aux ions Ca2+ de }a fibre musculaire
squelettique d'écrevisse.

Nos résu]tats sont en accord avec ceux obtenus antériéurement par
ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) sur la méme préparation. Ces auteurs montrent
que‘le courant de calcium présente deux composantes reflétant 1'existénce
de deux populations de: canaux calciques.

La diversité des caractéristiques fondamentales en particulier &lectro-
physiologiques des‘canaux cé1ciques, décrits par de nombreux auteuré (voir
révue de questionsde HAGIWARA et BYERLY, 1981), suppose que d'une prépara-
tion & une autre et qu'au niveau d'une méhe préparation i1 existe différents
types de canaux calciques qui peuvent correspondre 3 des structures molé-
culaires différentes 3 moins que les différences de fonctionnement dé ces
canaux ne soient dans certains cas qu'apparentesdu fait des difficultés
techniques d'analyse de la conductance membrénaire'aux ions calcium. En

~effet de nombreux problémes surgissent lorsque 1'on désire &tudier le fonc-
tionnement de ces canaux calciques du fait de : |

- Teur 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 3 une mau-

-vaise imposition du potentiel au niveau de la membrane tubulaire ;

- la difficulté d'inhiber totalement le courant sortant ;

- 1'existence d'un fort gradient de concentration des ions Calt de

part et d'autre de la membrane.
Dans le but de minimiser ces différents problémes i1 a &té nécessaire
de trouver les conditions joniques les plus favorables permettant de suppri-

mer tous les courants dynémiques (qui dépendent du potentiel et du temps)
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d 1'exeption du courant ICa- ét ainsi de supprimer les oscillations du cou-
rant membranaire qui apparaissent dans les conditions physiologiques norma-
les quelle qué soit la technique de potentiel imposé.uti1isée : patch clamp
(HENCEK et al., 1978) ; technique dérivée de celle de HODGKIN-HUXLEY (KEYNES
et al., 1973) ; technique des 3 microélectrodes (BERTRAMD et al., 1979).
En effet, la fibré 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 reténtit inévitablement sur 1'amplitude du cou-
rant entrant de calcium par le biais de la variation de valeur de la pile .
d'équilibre aux ions Ca2+. , . |

A 1'aide de la technique dé potentie1 imposé d'ADRIAN et al. (1970)
il est possible d'obtenir, pour la fibre musculaire d'acrevisse, 1'évolu-
" tion du courant de calcium en fonction du potentiel et du temps en
&liminant les phénomgnes de rectification et en diminuant le gradieht de

concentration des ions Ca2+.

A - LES PHENOMENES DE RECTIFICATION

_ Lesbprotoco1es expérimentaux généra]eﬁent utilisés pour déterminer la
nature jonique du courant de rectification et‘par 14 inhiber. ce courant sont
les suivants : £) valationde Za cohceninaxion Londque extracellulaire de
L'don suppose porntern Le cowrant de‘necziéicatian ; AL) wtilisation d'dnhi~
biteurns spécifiques de perméabifité. Les résultats obtenus suf la fibre
d'écrevisse conduisent & la conc1usion suivante :

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

de Vertébré ou 1'ceuf d'étoile de mer, porté par les ions K" mais par
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les jons C1° ;
. + o ‘ ) '
les ions TEA" ou Cs  inhibent pour seulement une large part le courant
sortant retardé ; la composante de ce courant sortant qui résiste & ces in-

hibiteurs de perméabilité potassique disparait en présence de procaine.

L R e R R R e e R R R R R R AP e

La diminution importante (90%) de la Eoncentration extracellulaire de
K* est sans effet sur la rectifiéation dans Te sens entrant si ce n'est un
dép]acement de 1a relation courant-pofentie]d'ﬁﬁé amplitude égale au déplace-
ment du potentiel de repos dans le sens des hyberpo]arisations. A 1'inverse
en milieu pauvre en ions C1~ (l/loém? de la concentrationnorama) la rectifi-
cation dans le sens entrant disparaft. Ainsi 1'absence d'effet des ions TEA"

ou Cs* et 1a disparition du courant entrént de rectification quand les ions

C1™ extracellulaires sont remplacés par les ions méthylsulfate aménent &
penser que le courant entranf activé lors des hyperpoiarisations'membranaires
de la fibre musculaire d'écrevisse est porté ﬁar les jons C1~, comme ce cou-
rant 1'est éga]emenf\sur 1'organe &lectrique de Torpille (NHITE’et MILLER,
1979 ; MILLER et WHITE, 1980) et sur les neurones d'Aplysie (CHESNOY-MARCHAIS,
11982 ; 1983). | "

Aol

Cette sﬁbstance amphiphi1e, connue pour bloguer le mécanisme d'échange
HCOS . €17 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 1la
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 6.107°M, valeur ainsi trés proche de celle déterminée par COUSIN et MOTAIS




(1979 ; 1982) pour la membrane érythrocytaire. Enfin 1'absence d'effet

de cette substance amphiphile & 10'6M sur le noeud de Ranvier (CORBIER et
DUBOIS, 1923) ol i1 n'existe pas de courant dynamique de C1~ fonction du
pbtentie] et du temps et le blocage de la rectification de sens entrant
de 1a fibre musculaire squelettique d'écrevisse conforte 1'hypothése rela-
tive & 1'existence d'un courant entrant porté par les ions C1~ activé lors

~d' hyperpolarisations membranaires sur cette derniére préparation.

B - ETUDE DE LA CONDUCTANCE CALCIQUE

---------------------- Ca
En absence de procaine le courant ICa est associé & une composante du
courant sortant non bloqué par les ions iEA+ 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 poténtie1
de - 10 mV. C'est 1'existence de ce'cou;ant sortant associé au courant de
calcium qui explique la faible valeur (+ 30 mV) du potentiel d'inversion de
Iea (ECa) et 1'absence de rectification de ce courant I, au voisinagé du
potentiel ECa.'Par contrg; en présence de procaine, comme sur la fibre de
balane, la suppreséion du courant sortant qui résiste aux jons TEA™ con-
duit d la détermination d'un poténtiel d'inversion de ICé de + 65 mV, valeur
“proche de celle attendue pour le potentiel de la pile d'équi]ibre aux ions
Ca2+. a - |
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 calcijue par rapport & la valeur estimée par

HENCEK et ZACHAR (1977) sur la méme préparation et par KEYNES et al. (1973)




sur la fibre de baléne. Cette réducticn importante de GCa par rapport & la
valeur estimée par ces auteurs est probablement due & 1'élimination d'un |
systéme membraﬁaire profond dans la mesure ol cet anesthésique local élimi-
ne dans les mémes proportions le courant capacitif et le courant stationnaire.
.Ainsi, 1a procaine et la tétracaTne (HUI, 1983 a et b) agiraient é.Ta |
jonction entre le systéme tubulaire trahverse et le réticulum sarcoplasmi-
que en empéchant le signal €lectrique d'atteindre 1a membrane réticulaire
séns qu'il soit pour autant nécessaire de rejeter 1'hypothése selon laquelle
la procaine exerce un effet direct sur 1a membrane réticu]aireA(voif figure
27). En conséquence, il pourraft 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 systémé tubulaire transverse

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

---------------------- Siintehetbt ettt - |
e, S

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

2

voltage, ni celle relative @ 1'entrée de Ca * dans$ 1a cellule ne rendent

compte de 1'ensemble des tracés que nous avons obtenus. Par contre en
aécord avec ZAHRADNIK et ZACHAR (1982) 1'existence de deux composantes du
courant entrant de calcium, correspondaht d deux populations de canaux calci-
ques, peut rendre compte de 1'évolution de Ica pcur les différents niveaux
de potentiel testés : |

4) Lla composante 1., &'active au seuil de potentiel de - 40 mV ; son

1
Lnactivation dépendrall du voltage. L'activation des canaux calelques corres-
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pondant a T, nécessite Le déplacement de 6 particules pour chaque canal
1 ,

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

Ca
1
etrne complite dans La mesure ol, pour Les potentiels peu nigatifs ou posdi-

tiga,jﬂa'compOéanze de courant ICa est associle A La deuxieme composante
. 1 |
1 ; : : |
Caz . _ _ | _ ‘|
cq. dont Le potentiel sewll d'activation est
) 2.-. } .

de L'ondre de - 30 mV, ne présente pas ou peu d'inactivation. Cette compo-

i) La deuxi®me composante 1

sante peut tre ennegi#tnée sans celle correspondant & ICa puisque cette
, , 1 ‘
derniene peut étne inhibée par une prédépolarisation conditionnante ; ainsi
en absence de ICa , La cinttique d'activation de ICa permet de. démontharn que |
4 1 2 _
deux particules sont {mpliquées danA L'ouverture des canaux caleiques corres-
pondant & GCaZ'

’

La relation liant le rapport GCa °°/-G_.Caz en fonction du potentiel (Ei)
(cé qui correspond & la relation mz = f(Ei)) est de forme sigmoide ; la
valeur maximale de mz &tant atteinte pour E; = + 30 mV.

\

C - CONCLUSION

L'anaiyse bibliographique relative aux résultats des différents auteurs
concernant en particulier le nombre de particules impliquées dans 1'cuverture
des canaux calciques (voir tableau II)‘révéle une possible différence de
structure moléculaire des canaux ca]ciqueé. £n ce qui ;oncgrne la fibre
muséu]aire d'éérevisse, la technique de patch clamp utilisé par HENCEK et
ZACHAR (1977), ZHARADNIK et ZACHAR (1982) et celie des trois microélectrodes
que nous avons utilisées dans des conditions ioniques\trés particuliéres
conduisent aux mémes résultats et autorisent & &mettre 1'hypothése selen

laquelle 11 existerait deux composantes de courant entrant de calcium.

correspondant & deux populations de canaux calciques.

S




Valeur

CONDITIONS D'EXPERIENCE

PREPARATIONS . de X AUTEURS
Fibres musculaires
squelettiques :
crabe 2 _ MOUNIER et VASSORT, 1975 Ext. TEAY
tenevisse 6 HENCEK et ZACHAR, 1977 Correction du courant
(sans inactivation)
insecte 3 ASHCROFT et STANFIELD
1982 b
Axone de Calmar 5 . LLINAS et al., 1976
Neurones d'Escargot | '
1) Limnca 2 KOSTYUK et al., 1977 Int. Tris®
2 KOSTYUK et al., 1979 Int. Trist ; a 6,5°C
2} Helix pomatia ' Correction du courant
3 MAGURA , 1977 Courant Ba, ext-TEAY
3) Helix aspera 1 ou 2 AKAIKE et al., 1978 b Int. Cs*°
Neurones d'Ap]ysié 1 ou?2 ADAMS et GAGE, 1979 a Ext. TEAT
Cellules pituitaires 2 Int. TEAT

HAGIWARA et OHMORI, 1982

TABLEAU 11
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DEUXIEME PARTIE

| TENCE DE_CANAUX_CALCIQUES DEPENDANT DU VOLTAGE
AU ' “MBRANE T M_SARCOPLASMIQUE

\



INTRODUCTION



La diminution d'environ 70 % des valeurs de la conductance de fuite
de celle au calcium et de la capacité membranaire sous 1'effet de la procaine
conduit & émetttre 1'hypothése de la soustraction & 1'analyse électrophysio-
logique par cet anesthésique local d'une structure membranaire profonde,
probablement celle du RS. Dans de telles conditions, la membrane réticulaire
aurait les propriétés électrophysiologiques similaires & celles des membra-
nes excitab]es. De plus 1'éventuelle réponse électrique de 1a_membrane.réti<
culaire serait dans les conditions normales détectable de part et d'autre
de la membrane sarcolemmique. Ceci n'est concevable que dans la mesure ol
1 i1 est supposé 1'existence d'une zone de faible résistance (sensible & la
procaine) entre le STT et le RS permettant la transmission de 1'activité é&lec-
trique (MATHIAS et a].,1980 ; HUI, 1983 b). De fagon & confirmer une telle
hypothése une étude du fonctionnement du RS isol1é sous forme de vésicules a
été effectuée. Les mouvements entrant et sortant de calcium ont été étudfés
dans djfférentes conditions notamment dans celles d'une"imposition" de poten-
tiel. Pour ce faire, des gradients de Ket C1 & travers la membrane sont éta-
blis en modifiant la cgncentratfon du milieu extraféticu1aire en K}et Cl a
produit K.Cl1 constant.
L'ensemB]e des résultats améne & conclure que la membrane du RS pré-
senterait des propriétés de membrane excitable. Le ﬁouvement passif de Ca selon
¥ le gradient é&lectrochimique "driving force" (so}tant de la vésicule), est me-
suré par 1'intermédiaire d'un indicateur métallochromique, Arsenazo III. La
diminutiontgu flux passif sortant de Ca est en accord avec la diminution de
Ica produite par 1a procaine sur la fibre intacte. Ainsi 1'ouverture des ca-
naux ca1ciqu§s dans_]a membrane du RS serait contrdlée par le potentiel mem-
branaire comme au niveau de la membrane excitable (REUTER, 1983). Bien que
ce mécanisme de "gating" soit trés compliqué (REUTER, 1983) i1 est suggéré

actuellement que la présence d'un groupe de protéines ayant les propriétés




d'un dipdle aurait un rgle primordial, i1 serait ainsi sensible au champ
électrique membranaire,

Quoiqu'il en soit, i1 apparatt que le contrdle du mouvement passif
de Ca & travers la membrane du RS par le potentiel peut €tre interprété en
considérant 1'existence de canaux calciques au niveau de cette membrane,
ayant des propriétes similaires & ceux des membranes excitables. En outre,
ces canaux calciques seraient aussi, du point de vue de leur fonctionnement,

modulés de la méme fagon par les drogues.
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PREMIER CHAPITRE

ROLE DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE DANS LE COUPLAGE EXCITATION -
” ~ CONTRACTION DU MUSCLE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




Les études de HEILBRUNN et WIERCINSKY (1947),MARSH (1952), HASSELBACH
(1964), WEBER (1966), EBASHI et ENDO (1968), CHEUNG (1982, 1983) sur la
régulation de la contraction musculaire par le RS précisent le role fonda-
mental des ions Ca. Actuellement, i1 est généralement admis que la concen-
tration myoplasmique des ions Ca2+ des cellules au repos est, de 1'ordre

de 1077

M, cette concentration &tant 1000 & 100 000 fois plus faible que

la concentration e*tracellulaire. Le maintien de ce fort gradient calcique
est assuré par des pompes au Ca localisées au niveau de 1a membrane de
surface et de celle du RS (BORLE, 1981 ; CARAFOLI, 1982 ; CARAFOLI et SCARPA,

1682 ; MARTCNOSI, 1983).

e

A - STRUCTURE DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE

Le réticulum sarcoplasmique occupe environ 9 % du volume intracel-

2

lulaire ; sa surface est d'environ 2 m"~ par gramme de muscle et contient

_une concentration intraréticulaire en ions Ca2+, Bkﬂir_de 0’5 d 2 mM (HAS-
SELBACH, 1983). I1 est subdivisé en deux régions fonciionne]lement et mor-
phologiquement différentes (PEACHEY, 1965 ; FRANZINI-ARMSTRONG, 1980 ;
SOMMER, 1982). \

I1 contient des projections ou pieds de la membrane de la citerne
qui interférent avec les particules localisées dans la membrane du systéme
tubulaire transverse (STT) formant ainsi la jonction ST-RS (SOMLYO, 1979 ;
EISENBERG, 1983 ; FRANZINI-ARMSTRONG, 1975, 1980 ; FERGUSON et al., 1984)
Chacun des pieds est cdmposé de 4 particules disposées réguliérement le long
du tube, pieds permettant la transmission. de 1*information électrique de la

membrane du STT & celle du RS (FERGUSON et al., 1984).

I1 contient 1'ATPase comme constituant principal protéique. Ce RS




TABLEAU III

LA PERMEABILITE IONIQUE DE LA MEMBRANE DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE (D'APRES HASSELBACH, 1983)

TONS ¢/ AUTEURS CONDITIONS PERMEABILITE RESISTANCE
pH ToC (1077cm s™1) | SPECIFIQUE (Rgp)
( g.cnf)
' Kasai et Kometani (1979) 6,5 23 0,6 42,000
K Meissner (1981) 6,0 20 10 - 50 2 500 - 500
Kt Labarca et Miller (1981) 7,0 20 - 17
Na' Kasai et Kometani (1979) 6,5 23 04 62,500
Na® Labarca et Miller (1981) 7,0 20 - 68
c1” Kasai et Kometani (1979) 6,5 23 30 8.300
c1 Miller et Racker (1976) 7,3 20 - 3
Mgt Kasai et Kometani (1979) 6,5 | 23 0,02 2,1.10
ca?t Kasai et Kometani (1979) 6.5 23 0,024 2,6.10 ’
C52+ Hasselbach et al. (1969) 6,5 20 0,002 - 0,01 3,1 - 0,6.108
ca’* Hasselbach et al. (1969) 7,0 20 0,02 -0,1 | 3,1-0,6.10
ca?t Hasselbach et al. (1969) 7,0 20 0,02 -0, | 3,1-0,6.10
ca?t Hasselbach et al. (1969) 7,0 30 0,06 - 0,3 -10- 2.10°
calt Hasselbach et al. (1969) 8,0 30 0,12 - 0,6 5- 1.10°
H* Meissner (1981) 6,2 - 7,6/ 15 10% 2,5.10°

: Toutes les valeurs de perméabilité sont déterminées sur des vésicules de RS isolé




active du calcium par le RS.

Le contenu calcique du RS traduit finalement le bilan des mouve-
ments entrant et sortant de calcium produit par sa vitesse de pompage, sa
.1ibératioﬁ en direction du cytoplasme et sa fixation sur des sites intra-
réticulaires dont 1'affinité est un facteur important dans 1a capacité
de charge de ce RS.VEnfin si pour la prise de calcium par le RS, les ré-
sultats obtenus par les auteurs sont relativement concordant in vitro et
in vivo (voir ENDO, 1977), i1 en est tout autrement en ce qui concerne

sa libération (voir ENDO, 1977).

C - LA PRISE DE CALCIUM PAR LE RS

I1 est admis actuellement que la prise de calcium par le RS durant
la relaxation musculaire est assurée par 1'ATPase calcique dont 1'activité
_dépend des ions M92+ (ATPase Ca -Mg). Cette enzyme a un poids moléculaire
de 100 000 daltons et constitue 50 & 80 % des protéines membranaires (voir
MARTONOSI, 1984). Le transport actif par le RS est couplé & 1'hydrolyse
de 1'ATP, une mole d'ATP permettant la translocation de deux ions Ca2+
venant du milieu extraréticulaire contre un fort gradient &lectrochimique.
Cette ATPase requiert pour son fonctionnement un environnement phospholi-
pidique ; contrairement & 1'ATPase calcique de la membrane de surface
elle est insensible & 1a calmoduline,

IT est bien connu que la contraction et la relaxation du muscle
squelettique sont accompagnées par des flux importants de calcium & tra-
vers la membrane réticulaire. Sans compensation de charge, le transport

actif de calcium assuré par 1'ATPase-Ca dépendant du M92+

,» peut entrafner
la formation d'un potentiel intraréticulaire positif par rapport au po-
tentiel extraréticulaire, une variation de potentiel de signe opposé pou-

vant intervenir durant la libération de Ca. Ces variations de potentiel
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Figure 28 :
Schéma hypothétique d'aprés MEISSNER (1981) rendant compte de la prise de Ca2+ par le RS.




peuvent donc jouer un rdle biologique important dans le couplage excitation-
contraction. Dans cette perspective, BEELER et al. (1981) montrent que le
transport de Ca par 1'ATPase dépendant du Ca -Mg est électrogénique et
s'accompégne ainsi de la formation d'un potentiel de membrane réticulaire
d'environ 10 mV (intérieur positif) durant la premiére phase de la trans-
location de Ca. Cependant ce potentiel ne serait pas maintenu et dispa-
raitrait rapidement du fait de 1'apparition d'un flux ionique passif op-
posé & travers la membrane (flux de K). L'utilisation d'un.indicateur de
fluorescence ("8 anilino-1-naphtalene sulfonic acid") par ZIHNIAK et
RACKLR (1978) permet de montrer,par contre,le maintien d'un potentiel
positif interne durant le pompage du calcium par des vésicules de RS re-
constituées & 1'aide de phosphatidylcholines contenant seulement, comme
composé protéique, 1'ATPase calcique. En effet, au niveau de ces vésicﬁ1es
“ayant une seule composante prot&ique (1'ATPase purifiée), la perméabilité
aux anions et aux cations étant}trés basse. Un maintien du potentiel mem-
branaire est ainsi rquu possible par les vééicules. De méme BEELER (1980)
et MEISSNER (1981) ont conduit & conclure que la prise du éalcium par le
RS entrafne la formation d'un potentiel de membraneAtraduisant une posi-
tivité intraréticulaire par rapport au ﬁi1ieu extraréticulaire (myoplas-
mique). En effet, 1'établissement d'un gradient de pH altravers la mem-
brane du RS (intérieur négatif) augmente la vitesse initiale de prise de

~ Ca. Ce pompage entratne par la suite, une accélération de la diminution
du potentiel induit par les ions wt (ou K+) suggérant que la prise de Ca
par le RS entrafne une sortie des ions Wt (ou K+). Ainsi lorsque deux

. +
ions Ca2

sont transportés lors de 1'hydrolyse d'une mole d'ATP (HASSELBACH
et MAKINOSE, 1963 ; WEBER et al., 1966) ils agissent sur le mouvement

d'autres jons (voir figure 28 d'aprés MEISSNER,1981). Cependant MADEIRA




(1978, 1979) montre, contrairement aux travaux de MEISSNER (1981), que
la membrane du RS est imperméable aux protons. Durant le pompage du Ca,
le gradient transmembranaire pour les ions K" ne permet pas la dissipa-
tion du potentiel qui serait ainsi maintenu. Ce potentiel de membrane.
réticulaire pourrait atteindre 50 & 60 mV durant le trangport actif de

Ca (DUPONT, 1979)

D - LA CAPACITE DE CHARGE DU RS

En absence d'un chélateur de calcium, tel que 1'oxalate, la ca-
pacité maximale de charge de calcium assurée par 1'ATPase réticulaire est
supérieure a 50 umo]e.g'1 de protéine (HASSELBACH, 1964).Si on considére
que le volume intraréticulaire est compris entre 1 et 5 ﬁ]. g'1 de pro-
téine, la concentration interne du Ca serait comprise entre 30 et 150 mM
dans 1a mesure oll on suppose que tout le calcium est sous forme libre (io-
nisé). Cependant en présence d'oxalate la concentration intraréticulaire
de Ca déterminée par WEBER et al. (1966) et OGAWA (1970) n'est que de 0,5 mM

(en prenant comme coefficent de solubilite 2.10"9 M2 pour WEBER et al. et

2.10'7M2 pour OGAWA). Par ailleurs, le calcul montre qu'une partie impor-
tante de Ca peut &tre fixée sur des sites protéiques (60 & 120 mM.g'1 pro-

téine). Ces sites ont une capacité de fixation du Ca comprise entre 35 et

60 M.m."

. HASSELBACH (1964) et WEBER et al. (1966) signalent qu'en présence
d'oxalate dans le milieu intraréticulaire, le pompage de Ca augmente et
atteint 80 mole.g'l’protéine. Ainsi selon ces derniers auteurs l;oxa1ate,
traversant la membranevdu RS, forme un complexe avec le calcium intraréti-
culaire et assure le maintien d'une concentration élevée. Ce complexe est

visualisé en microscopie électronique sous forme de cristaux d'oxalate de Ca

(HASSELBACH, 1964 ; DEMEIS et al.,1974).




E - LIBERATION DU CALCIUM RETICULAIRE

Dans les fibres musculaires, la libération de calcium est un proces-
sus rapide qui intervient quelques millisecondes aprés la phase de dépolarisa-
tion du potentiel d'action, et se termine durant le développement de Ta con-
traction.

En dépit dé nombreux travaux effectués sur les fibres musculaires
"intactes" (SCHNEIDER, 1981 ; WINEGRAD, 1982), "coupées" ou "pelées" (ENDO,
1977 ; STEPHENSON, 1981 ; WINEGRAD, 1982) et sur les vésicules isolées du RS
(KASAI et MIYAMOTO, 1973, 1976 a et b ; MEISSNER et MCKINELEY, 1976 ; ENDO,
1977 ; MCKINELEY et MEISSNER, 1977, 1978 ; BEELER et al., 1979 ; BAYLOR et
al., 1981 ; MARTONOSI, 1981 ; MIYAMOTO et RACKER, 1982) deux mécanismes prin-
cipaux de libération de Ca sont proposés : i) le potentié] d'action dans 1le
systéme tubulaire entraTneréit 1a libération de Ca du réticulum gréce & la
.dépolarisation de la membrane réticulaire mécanisme dit de type "depolariza-
tion induced Ca release" 3 ii) le calcium qui entre durant le potentiel d'ac-
tion augmentant localement la concentration myopTasmique de Ca au voisinage
des citernes du RS induirait une libération autocatalytique de Ca, mécanisme

dit de type "Ca induced Ca release".

Dans ce cas la dépolarisation de la membrane tubulaire est transmise

électriquement & c¢11e du réticulum sarcoplasmique par la jonction de coupla-

ge, Cette jonction liant 1eisystéme tubulaire au RS correspondrait & une liaison

de type "gap juction" ou foot" décrit par FRANZINI - ARMSTRONG (1975)

et serait constituéede quatre sous unités (FERGUSON et al.,1984) delimitant
un "canal" pouvant ainsi permettre le transfert de 1'information électrique
a la Membrane du RS, dépolarisation déclenchant 1'ouverture des canaux cal

ciques de la membrane du RS. La libération lente de Ca des VRSI, observée




-

par de nombreux auteurs, pourraft correspondre a une destruction de la jonc-
tion de couplage lors de 1'isolement du RS ne permettant ptus ainsi la trans-
mission €lectrique du STT au RS comme dans les conditions physiologiques
normales. : .

Récemment OBA et HOTTA (1984) montrent que les ions Ag+ entrafnent
une contraction de la fibre musculaire squelettique de grenouille suite a
une activation des canaux calciques localisés au niveau des membranes pro-
fondes. Par ai11eurs,'SALAMA et ABRAMSON (1984) observent gque les métaux
lourds induisent une libération rapide de Ca des VRSI de lapin. Ainsi aprés
avoir chargé passivement le RS isolé avec 45Ca ou activement en présence d'ATP,
1'addition d'ions Ag+, d une concentration micromolaire provoque une aug-
mentation rapide de la libération des ions Ca2+. Cette libération est 1000
fois plus grande que la fuite calcique de base ; ceci permet une vidange
" presque compléte du Ca réti;u]aire.'Ces observations sont interprétées en
considérant que les ions Ag+ se fixent au niveau du groupe sulfydryl de la
protéine constituant le canal calcique (SALAMA et ABRAMSON, 1984). Ces ré-
sultats de OBA et HOTTA (1984) et SALAMA et ABRAMSON (1984) conduisent &
conclure qu'i)] existerait une jonction de type "gap" entre le STT et le RS.

La dépolarisation de la membrane réticulaire a fait 1'objet de nom-
breux travaux. En effet, CONSTANTIN et PODOLSKY dés 1967, sur les fibres
'muscu1aires pelées isolCes en milieu pauvre en Cl1, rapportent que 1'appli-
cation d'une solution de KC1 ou trispropionate provoque une confraction . La
so1ufion de KC1 permet une élévation de la concentration intracellulaire
des ions C1~ alors que le tris propionate diminue 1a'concentration des ioﬁs
K intracellulaires. Dans les deux cas, la membrane du RS verrait son poten-
tiel de diffusion modifié& ce qui entrafnerait une libération importante de
Ca. Des observations similaires sont rapportées dans les mémes conditions

expérimentales sur les fibres pelées par ENDO et NAKAJIMA (1973) ; ENDO et




BLINKS (1973) et STEPHENSON (1981) et sur les VRSI par KASAI et MIYAMOTO

(1973, 1976 a et b). Cependant la libération de calcium }nduite par une"depola-
risation" produite par changement des gradients joniques es£ rendue dif-

ficile du fait dg 1'intervention de différents facteurs dont deux sont im-
portants. Le premier est relatif & la méthode de substitution des ions qui

peut entratner : i) une accumulation localisée de Ca suffisante pour induire
une a;tivation du mécanisme de CICR (ENDO, 1977) ; ii) une variation de la
pression osmotique ( 1) qui retentit: sur la sortie du calcium du RS (KASAI

et MIYAMOTO, 1976 a et b ; MEISSNER et MCKINELEY, 1976 ; MCKINELEY et MEISSNER,
1978). Ainsi la 1ibération des ions Ca2+ peut &tre attribuée non a une va-
riation de potentiel mais pluldt & une rupture de la membrane réticulaire.

En effet 1a libération des ions Ca2+ peut facilement apparaftre en milieu
hypotonique aussi bien au niveau des fibres musculaires (ENDO, 1977 ; MdBLEY,
1982) qu'au niveau des VRSI (MEISSNER et MCKINELEY, 1976). Le deuxiéme fac-
teur concerne la libération de Ca elle méme qui peut brovoquer : i) la ge-
nése d'un potentiel de diffusion qui, par rétroaction, influence la vitesse

de libération et de pr§se des ions Ca2+ (

BEELER et al., 1981 ; MARTONOSI, .
1981) 3 ii) la stimulation de la pompe calcique qui, trés activée, pourrait
de ce fait magquer le processus de libération (STEPHENSON, 1981, 1982) ;

ii1) enfin, un changement drastique du potentiel de surface qui conduirait

d un changement de 1'affinité des sites de fixation et de libération de cal-

cium (RUSSEL et al., 1971 a et b ; BEELER et al., 1981),

a - Effets de la pression osmotique ( V) sur la 1libdration du calcium

~a/ au niveau des fibres musculaires

MOBLEY (1979) rapporte que 1'augmentation de la concentration extra-
cellulaire de C}, [C]]er’ ou la diminution de [K]er’ en maintenant le produit

[K][c7] constant (conditions permettant de minimiser les variations de pression




osmotique (9 ) entrafne une libération de Ca du RS des fibres musculaires

pelées. Par ailleurs, les ions Mg2+ inhibent cette 1ibé}ation calcique in-

duite par les ions C1~ (STEPHENSON et PODOLSK% 1977) .De cé fait,,1a variation de ¥
ne peut donc &tre la cause de 1ibération de Ca lors de 1'augmentation de

&n]er comme le confirme plus tardivement STEPHENSON en 1981,

B/ au niveau des VRSI

La contribution de & la 1ibération du Ca produite par un changement
de potentiel membranaire des VRSI suitevé 1'addition d'ions C1~ extraréti-
culaires est étudiée par KASAI et MIYAMOTO (1973, 1976 a et b). Le remplacement
du ﬁéthy]su1fate de K du milieu extraréticulaire de référence par du KC1 pro-
duit une variation du potentiel associée & un gonflement de vésicules dU a
1'entrée des ions C1™. Par ailleurs, le saccharose & la concentration de 0,1
-4 0,6 M inhibe la 1ibération de Ca induite par 1'addition de ces ions C1',
remplagant les ions methysulfate (KASAI et MIYAMOTO, 1976 a et b ; MEISSNER
et MCKINELEY, 1976 ; BEELER et al.,1979 ; CAMPBELL et SHAMOO, 1980). L'inhi-
bition par le saccharo;e-de 1a'1ibération de Ca n;est cependant pas observée
au niveau de vésicules de RS (HSR) provenant des citernes terminales (CAMPBELL
et SHAMOO, 19%0 3 CASWELL et BRANDT, 198i). Ces observations aménent a con-
clure que 1a 1ibération de Ca induite par une"dépb]arisation" du RS serait

préférentiellement localisée au niveau des citernes terminales (HSR) alors

que le RS 1ibre (LSR) serait spécifiquement sensible aux changements de T .

-

b — Relation entre le potentiel de membrane et la perméabilité

caleique du RS

a/ au niveau des fibres musculaires

La dépolarisation de la membrane du RS par un courant provenant

du STT déclencherait 1'ouverture de canaux calciques (MATIAS et al., 1980,




1981), ces canaux activés permettant la libération du Ca dans le cytoplasme.
La relaxation du muscle, serait en parti produite par 15 fgrmeture de ces
canaux qui s'inactiveraient, le RS étant repolarisé par iaprise du calcium,
Les résu}tatsd'OﬁfLIKER(1982) obtenus avec les indicateurs de potentiel mem-
branaire renforcent cette hypothése. Egalement BEZANILLA et HOROWICZ (1975)
observent une augmentation transitoire de la fluorescence (avec le bleu du
Nil A) qui correspondrait & une variation de potentiel de la membrane du RS,
.1La genése d'un potentiel négatif intraréticulaire ("dépolarisation") s'ac-
.compagnant d'une augmentation de 1'intensité de fluorescence (BEELER et al.,
1981) ne durant que 50 & 100 msec (BEZANILLA e£ HOROWICZ, 1975) conduit &
envisager que le potentiel de membrane du RS contrdle la libération de Ca.
Ce résultat est conforme & ce]ui de KOVACS et al, (1981), ces auteurs ob-
servent en effet, que la biréfringeance transitoire est 1iée & la libération
de calcium. De plus, la libération de Ca et la biréfringeance sont égalément
modifiées'dans les mémes proportions par la caféine ef le dantroléne (OETLIKER,

1982).
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. B/ au_niveau des VRSI

Des travaux effectués sur les VRSI montrent également 1'apparition
d'un potentiel de membrane négatif au cours de la Tibération de Ca ; ce po-
tentiel pouvant faciliter ultérieurement la prise de Ca durant la relaxation,
qui en retour provoquerait la dissipation du potentiel de membrane (BEELER
et al.,'1981). En effet 1'analyse de la composition ionique du contenu du
RS montre qu'd la suite d'une contraction, 59 % du Ca réticulaire est 1ibéré
(SOMLYO et a]., 1981) associé d une prise d'ions Mg2+ et K' dans les citernes

terminales du RS. Comme 1'influx d'ions Mg?+

et K+ compensant 1/3 du Ca ]ibé-
ré, les protons et les ions organiques participeraient & cette neutralisation

de charge (SOMLYO et al., 1981 ; BAYLOR et al., 1982 ).




2. "Calcium induced calcium release"

Différents travaux mettent en évidence 1'insuffisance de 1'entrée de
Ca dans la cellule pour permettre le développement de la contraction muscu-
laire. Eﬁ effet la quantité d'ions Ca2+ pénétrant dans le myoplasme est trop
faible pour rgndfe compte de la concentration myop]asmique'en Ca nécessaire
pour.activer les protéines contractiles lorsque le courant ICa est activé
lors de dépolarisations membranaires. Les premiers travaux concernant‘le
mécanisme de 1ibération autocatalytique de Ca (CICR) sont ccux de FORD et
4POD0LSKY (1&70). Au niveau des fibres musculaires cardiaques FABIATC et FA-
BIATO (1979 a et b) FABIATO, (1981, 1982, 1983, 198%) envisagent ce mécanisme

de 1ibération pour rendre compte de leurs résultats.

. Ce mécanisme est celui &galement envisage par ENDO (1981), STEPHENSON
- (1981) et WINEGRAD (1982) en ce qui concerne les fibres squelettiques pé]ées
et par MIYAMOTO (1981) + OHNISHI (1981) ; MIYAMUTO et RACKER (1982) pour les
vésicules de RS, \

L'étude du couplage exéitat1on-contraction du muscle cardiaque .
dans les conditions de potentiel imposé montre 1'existence de deux composantes
de tension mézanique qui sont contralées'par le Ca extrace]]ulairg : i) une
tension phasique due au courant entrant de Ca (GOTO et al., 1971 ; VASSORT
et ROUGIER, 1972) et une tension tonique (VASSORI, 1973 ; BENNINGER et a]z/
1976) dépendant du mecanisme d'échange Na-Ca (HORACKOVA et VASSORT, 1979 a).
Cependant les travaux de HORACKOVA et VASSORT (1979 b) montrent que la ten-
sion phasique est régulée par deux mécanismes : le courant entrant lent et
Ta libération de Ca du RS, correspondant ainsi au mécanisme de CICR. Des tra-
vaux ultérieurs effectuds par BONVALET et al. (1980, 1985) révélent contrai-
rement a ‘ceux de HORACKOVA et VASSORT (1979 b) la possibilité d'une libération

de Ca par le RS en absence de Ca extracellulaire. En effet en milieu sans cal-




cium (condition ol ICa et 1'échange Na-Ca sont fortement diminués (voire
abolis) i1 est encore possible d'observer des contractions-en réponse a
d'amples dépolarisations imposées de longue durée ; ces contractfcns étant
similaires & celles observées en milieu extracellulaire riche en Ca (2,5 mM).
ENDO (1977) conclut, & partir de ses travaux sur les fibres mus--
culaires squelettiques, que ce processus de T1ibération autocatalytique du Ca
réticulaire, n'a aucun réle physiologique. En effet la contraction de la fi-
‘bre musculaire squelettique pelée suite d une 1ibé;ation de Ca réticulaire

ne peut &tre obtenue qu'a forte concentration myoplasmique en Ca et Mg,

associé & une forte charge en Ca du RS (ENDO, 1975 et 1977).

a. Effets de [Caler sur le mécanisme de CICR

Le mécanisme de CICR dépend de la concentration en Ca extrarétiéu-
“laire § cette concentration nécessaire pour induire la 1ibération du Ca du

RS varie selon les préparations. Au niveau des fibres musculaires squg]et-
tiqueg pelees de Xénope, la libération du Ca est déclenchée lorsque 1la

[Cé]er atteint au moins 10™°M en absence de M92+ a un pH de 7,1 (ENDO, 1981) ;
la vitesse maximale de 1ibération étant atteinte pour une [Ca]er de_10'4M.

Par contre, pour une [Ca] . de 1 mM Ja Tliberation est inhibée. En présence
d'ions Mg2+ (1 mM). la concentration seuil de Ca nécessaire pour induire la
libération de C; est réduite & 5.10'6M (ENDO, i981). Au niveau des fibres
musculaires cardiagues pelées, le seuil de [Cé]er nécessaire pour déclencher

% 3

la libération autocatalytique de Ca est beaucoup plus faible (0,3.10'
un pH de 7,1) i cette concentration &tant insuffisante pour induire une
contraction (FABIATO, 1981). Enfin, sur les VRSI, MORII et TONOMURA (1983),
montrent que dans la gamme de[Cé]er comprise entre 0,6 et 0,24.10"6 M, en |
présence d'AMP cyclique, 1a quantité de Ca 1ibérée par le RS correspond res-
pectivement & 0 et 60 % de la charge calciqué du réticulum ; la libéra-

tion maximale étant obtenue pour une[Ca] op de 3.10"%M (KIRONO et al., 1983).
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Régulation des mouvements de Ca dans le eycle contraction reldchement de la fibre
ventriculaire de mammifére (d'aprés FABIATO, 1983).




En outre, la relation 1iant[ba]er a Ta quantité de Ca 1ibérée permet de conclure
d un phénoméne de coopérativtié ; le coefficent de HILL &tant de 4 (MORII et
TONOMURA,1983) .La valeur de ce coefficientpermet de supposer selon ces der-
niers auteurs que les ions Ca2+ du myoplasme se fixent sur des canaux de la
membrane du RS dont 1'activation par 1'AMP cyc]iqge permet la 1ibération de

Ca.

Cependant des travaux plus récents montrent que le mécanisme de CICR
n'est pas dG en fait & une variation absolue de[Ca]er mais plutdt @ la vitesse
de cette variation (A[pa2+]er/At) selon FABIATO et FABIATO (1979 a) et FABIATO
(1982, 1983, 1985). En effet, une augmentation "rapide" de[@a]er entratne
une libération de Ca du RS alors qu'une augmentation "lente" indﬁit a 1'inver-
se une charge de celui-ci. Ainsi, dans les conditions physiologiques, le cou-
rant entrant ICa formé de deux composantes (ICal et ICaZ) pourrait &tre & 1'o-
rigine de ces deux effets selon FABIATO (1982) et FABIATO et BAUMGARTEN,(1984).
La composante rapide,ICalpourrait déclencher le mécan{sme de CICR alors que
la composante lente du coufant ca]cique,ICaz, qui correspondrait en apparence
d 1'inactivation incomp\éte de ICa pourrait permettre, (au moins au niveau du
coeur), de charger le RS avec un "pool" de calcium qui allant ainsi du réticu-
lum Tongitudinal aux citernes, deviendrait disponible pour &tre 1ibéré lors

de la contraction suivante {voir figure 29).

b : Possible existence de canaux caleiques activés par la [Ca]er

au niveau de la membrane du RS

L'hypothése de FABIATO (1983) sur le mécanisme de CICR implique la
brésence dans la membrane réticulaire de canaux calciques dont 1'activation
est assurée par des "portes” qui nécessiteraient pour leur ouverture des con-
centrations micromolaires ou submicromolaires de Ca ; les ions M92+ jouant
d ce niveau un rgle inhibiteur, seraient compétitifs des ions Ca2+ pour les
sites de fixation. Les indicateurs optiques, comme le bleu de Ni1 A, sensi-

bles aux variations de potentiel membranaire, permettenf de déceler un signal
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optique rapide et bref qui rend compte d'une diminution absolue de charges
positives & la face externe (ou une augmentation de charges positives & la
face interne) du RS ; ce signal qui apparaft juste avant la libération de

Ca (FABIATO, 1982) est en faveur de 1'hypothése selon laquelle il existerait
des canaux calciques dépendant du voltage dont le.fonctionnement serait ana-
logue 3 celui des canaux calciques des membranes excitables. Ces canaux cat-
ciques dans la membrane du RS s'inactiveraient (voir figure 30) , cette inac-
tivation pouvant dépendre de[Ca] . En effet 1'&1évation defca] . entrafne
toujours une inhibition de la libération de Ca. Ce mécanisme hypothétique d'inac-
tivation des canaux calciques selon FABIATO serait di @ la fixation des ions
Ca2+ sur des sites de faible affinité localisés & la face myoplasmique de la
membrane du RS, sites correspondant & ceux décrits par HASSELBACH et KOENING

(1980).

En résumé, pour les deux principaux mécanismes de 1ibérafion de Ca
par le RS 11 ressort de 1'analyse de la littérature que cette libération de
Ca ne peut'dépendre qniguement du gradient calcique comme cela a &té supposé
initialement par FEHER et BRIGGS (1982) mais & uh mécanisme plus complexe.
Ce mécanisme serait 1ige & la présence au niveau de la membrane du RS de
canaux dont 1'activation dépendrait soit de la vitesse de variation de [Ca]e;'
(FABIATO et FABIATO, 1979 a et b) soit de la dépolarisation de la membrane

du RS (GERDES et MOLLER, 1983) ou des deux.
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DEUXITEME CHAPITRE

MATERIEL ET METHODE




A - PREPARATION DES VESICULES DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE ISOLE (VRSI)

-

Les VRSI sont obtenues & partir des fibres musculaires squelettiques
issues des pattes locomotrices du crabe (Carcinus maenas). La technique de
ﬁréparatfon des vésicules dérive de celles décrites par de nombreux auteurs
(MEISSNER, 1975 ; DUGGAN et MARTONOSI, 1970). Les fragments musculaires
sont placés dans une solution de KC1 0,1 M, pH = 6,8 & 0°C pendant 14 heures
environ ; aprés ce temps la solution de KC1 0,1 M est éliminée puis remplacée
par une solution dont la composition ionique se rapproche de celle du mi-
lieu intravésiculaire (milieu I voir tableau IV). La suspension des fibres
musculaires obtenue est homogénéisée pendant 40 secondes & vitesse moyenne
(virtis "S" 23). L'ensemble est ensuite centrifugé & 3°C (ultra-centrifugeuse
BECKMAN-rotor $W27), dans un premier temps & 1600 g (4000 t/min.) pendant
15 min ensuite & 11.000g (1000 t/min.) durant 15 min &galement. Le culot
est alors &1imind, et le surnageant est centrifugé d 80.000g (24.500 t/min.)
pendant 40 min & 3°C. Finalement le surnageant est éliminé et le culot ren-

fermant les vééicu]es\?e RS a%nsi obtenu est stocké & 0°C.

B - PURETE DES VRSI

Cétte étude est effectuée sur de nombreux échantillons de vésicules
isolées dans du KC1 0,1M, tris maleate pH = 6,8 fixées immédiatement aprés
leur isolement dans un mélange glutaraldehyde 1 % phosphate pendﬁnt 1 minute.
Aprés lavage dans le tampon phosphate,]'ééhanti]]on est post-fixé avec
un mélange acide osmique-tampon phosphate puis déshydraté deux fois pendant
15 minutes par passage dans des bains d'alcool 25°, 60°,75°, 95° et 100°.

L'ensemble passe ensuite dans deux bains successifs d'oxyde de propyléne pen-

dant 30 minutes avant d'€tre placé pendant une heure dans un mélange d'oxyde




milieux (en mM, pH = 6,8)

A B C
KCH,C00 107 KCH,C00 | 24,5 | KCH,CO0 5 KCH3C00 5
KC1 5 Tris HC1 24,8 | Tris HC1 107 |[Tris HCI 101,8
ATP Na2 4 ATP Na2 4 ATP Naz. 4 CaC]2 10
Mg (CH3C00) 4

2

4 |ng (cHyC00), 4 Mg (CH,C00),

Saccharose 126

TABLEAU 1V




de propyléne et d'araldite. Enfin la préparation est mise dans la résine
(1 volume d'araldite + 1 volume de durcisseur + quelques gouttes d'accé-
1érateur) pendant 12 heures & 4°C avant d'Etre mise & 1'étuve & 60°C

pendant 3 jours,

Les vésicules isolées, observées en microscopie électronique (figure 31)
sont bien délimitées et ont une forme arrondie mais se présente sous diffé-
rentes formes. Ceci témoigne que les vésicules isolées sont en bonne état
dés leur isolement et peuvent donc &tre utilisées en vue d'expériences. La
diversité de forme des vésicules peut s'expliquer par 1'existence de nom-
breuses unités (voir figure '31) de vésicules du RS = citerne terminale ou
RS jonctionnel, sac latéral et le tubule longitudinal (voir &galement
MARTONOSI, 1984). Malgré cette diversité de forme, i1 semble que comme le sug-
gére HASSELBACH (1980),ces différentes unités ont la méme composition chi-
mique et sont difficiles a différencier. Enfin, i1 est & noter que contrai-
rement aux travaux de TAKAGI (1571) et ﬁeux de HUDDART et al.(1974) la contami-
nation des VRSI par ce]Qes issues de mitochondries ou par les filaments

d'actomyoSine soit absente.

Pour se rendre compte du degré de pureté des VRSI,un test biochimique
est réalisé, En effet le broyage des fibres musculaires in vitro peut en-
trafner la formation de nombreux types de vésicules provenant de différen-
tes structures ce]iulai}eS'notamment les mitochondries, la membrane sarco-
lemmique et tubulaire. Les membranes de ces différentes structures présen-
tent toute une activité ATPasique. Le sarcolemme et e SIT ont une ATPase'
dépendante du Na et du K inhibée spécifiquement par 1'ocuabaine (DUHAM et
GLYNN, 1961 ; CHARNOCK et al., 1975) tandis que celle de mitochondries
est une ATPase dépendante du Ca inhibée spécifiquement par 1'azide de so-

dium (TAKAGI, 1971). Des tests effectués, i1 ressort que ni 1'ouabaTne

7’
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ni 1tazide de sodium n'affecte 1'activité ATPasique de notre préparation.
En résumé,le contrdle de pureté & 1'aide des techniques biochimiques ainsi
que celles de microscopie électronique ne révéle aucune contamination des

VRSI par des vésicules issues de membranes autres que celle du RS.

C - DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DES PROTEINES

La quantité de protdine membranaire du RS présente dans le culot est
dosée selon la méthode de LOWRY et al. (1951). Le dosage s'effectue de la
facon suivante : i) 0,05 ml de la suspension de vésicules est mis en pré-
sence de 0,2 ml de NaOH 1Npendant 1 heure afin de solubiliser les protéines
membranaires ; ii) ensuite 0,15 ml d'eau bidistillée est. ajouté au mélange
précédent ; iii) puis sont ajoutés 2 ml d'une solution D (correspondant
& un mélange de 50 ml de NaCO3 d 2p.100 avec 1 ml d'une solution B préparée
juste avant le dosage). La solution B renferme 1 volume du CuSO4,5H20 a

1% etl volume de tartrate double Na, K 8 20 4 . Aprés 10 min & 18°C
est ajouté 072 ml de 19 solution commerciale de FOLLIN,diluée au 1/2 (ré-
actif de coloration). La lecture s'effectue ensuite, lorsque la coloration
est établie en 1/2 heure & 1'obscurité, au spectrophorométre & 750 nm.

Avant chaque série de dosage une courbe &étalon est réalisée en partant
d'une solution de BSA (Bovin Serum Albumine) & 500y/ml. De maniére 3 conser-

ver la méme force ionique que pour le milieu de dilution des VRSI,

D. - STANDARISATION DES RESULTATS :

1, Conditions de référence :

P T R L R

Comme cela a &té indiqué antérieurement, le culot de vésicules de RS
obtenu par les diverses centrifugations est dilué dans une solution de con-

tenu ionique déterminé de fagon & obtenir en conditions finales, un milieu




aépo1arisant les membranes des vésicules ; milieu permettant de rendre 1'in-
térieur des vésicules positif par rapport & 1'extérieur. Cette polarisation
est réalisée par les gradients de K et de C1 & produit K.C1 constant ; con-
dition permettant de pallier & toute variation éventuelle de pression osmo-
tique. La composition ionique du milieu extravésiculaire de ré&férence utili-

sée est donnée dans le tableau (milieu A).

2. Mesure de la prise et de la libération du calcium par les VRSI
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La prise et la libération du Ca des VRSI c'est-d-dire la diminution
et 1'augmentation de la concentration de Ca extraréticulaire sont mesurées
par les variation d'absorbance d'un indicateur métallochromique spécifique
du Ca, 1'arsenazo III (SCARPA, 1978). L'augmentation de 1'absorbance
(1ibération de Ca) ou sa diminution (prise de Ca) en fonction du temps
est déterminée par 1'intermédiaire d'une courbe étalon établie en partant
de 1a solution ionique utilisée ultérieurement & différentes concentrations
de Ca. La valeur de la force ionique est la méme pour les solutions &talons
utilisées. La concentrgtion de Ca considérée comme nulle d'une des solu-
tions étalons est obtenue en omettant le Ca dans cette solution et en y

ajoutant de 1'EGTA & 1 mM,

~ Certaines substances utilisées (le vanadate, la caféine, la procaine...)
pour étudier la fu%te ou 1a prise de calcium peuvent interagir avec 1'arse-
nazo III entratne ainsi un changement apparent d'affinité pour 1'indicateur
méta]]ochromiqde.De ce fait, un contralé nécessaire a été effectué avant
1'addition de chaque.substance au milieu d'étude afin d'évaluer quantitati-

vement son influence sur la formation du complexe Arsenazo III-Ca.

3. Polarisation du RS

La suspension de VRSI (4 ml) décrite précédement (conditions de référence)




est divisée et repartie, a raison de 1'm1 dans ces milieuc A, B,.C (voir ta-

bleau IV) dont les compositions ioniques correspondent & trois polarisations

différentes : pour A : EK = EC] = 80 mV ; pour B : EK = EC] = 40 mV ; et pour
+

= 0 mV. La présence de 1'ATP (4 mM) et des ions M92 (4 mM) per-

C:E, =E

K Cl
mettent 1'activation de 1'ATPase calcique et par conséquent la prise de cal-

cium peut's'effectuer. Cette activitd ATPasique dure en générale 30 min & 20°C.

Aprés ce temps de 30 min les vésicules de RS sont chargées au maximum (cons-
tante de charge de 7 min en moyenne) et la libération peut étre'induite

par addition du vanadate & la concentration de 100 uM ; concentration lar-
gement suffisante puisque a 10 uM de cette substance 50 % de 1'activité

ATPasique au niveau du réticulum sarcoplasmique est inhibée (ONEAL et al.

1979).
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TROISIEME CHAPITRE

RESULTATS




A - EFFETS DE POLARISATION DE MEMBRANE SUR LES MOUVEMENTS DE Ca A TRAVERS
LA. MEMBRANE DU RS

‘11 est mainteant bien connu que 1'imposition d'un potentiel négatif
intraréticulaire augmente et par contre un potentiel positif diminue la vi-
tesse de prﬁse de Ca dépendant de 1'activité de 1'ATPase calcique (ZIMNIAK
et RACKER, 1978 ; BEELER, 1980). Ces observations impliquent que le trans-
port de Ca est é1ectrogénidue et qu'en cela i1 crée un potentiel membranaire
positif interne. Les indicateurs optiques sensibles aux variations de po-
tentiel, indiquent en effet que la prise de Ca crée un potentiel de 15 a
30 mV environ (BEELER et al., 1981 ; MARTONOSI, 1981). Cette faible valeur
contraste cependant avec celle calculé par OETLIKER (1982) qui serait de
135 mV en ce qui concerne les fibres musculaires squelettiques de grenou511e.
Méme en présence d'anions peu perméants, le potentiel serait rapidement
dissipé (BEELER et al., 1981 Yu fait dé]'existence d'une forte perméabilité
du RS aux ions K+, 1" et HY (DUGGAN et MARTONOSI, 1970 ; JILKA et al., 1975 ;
MCKINLEY * et MEISSNER, 1977 ; 1978 ;KASAI et al., 197§ ; MEISSNER et YOUNG,
1980 ;RACKER et al., 1980 ; KASAI, 1981 ; KASAI et TAGUCHI, 1981 ; YAMAMOTO
et KASAI, 1981, 1982 a ;E b 3 CARLEY et RACKER 1982 ; MILLER, 1982). A 1'appui
de ce dernier résultat, ZIMNIAK et RACKER (1978) observent que le potentiel
de membrane est stable pour les vésicules reconstituées & partir uniquement
de 1'ATPase calcique,comme constituant protéique,et de phospholipides. De
méme i1 peut &tre déduit que le potentiel membranaire de vésicules de RS,
créé durant le transport de Ca représente une proportion, faible de 1a valeur
théorique calculée dpartir d'une valeur de capacité membranaire de 1 uF.cm-2
et d'un transfert de 4 charges positives (2 ions Ca2+) par molécule d'ATP
hydrolysée. Du fait d'une haute perméabilité aux cations et aux anions, le
flux actif de Ca est compensé par un contre flux ionique d'anions et de ca-

tions (DUGGAN et MATONOSI, 1970 ; MARTONOSI, 1972). CARVALHO (1968) CARVALHO




et LEO (1967), MEISSNER (1981) et HAYNES (1982) observent, en éffet durant
la prise de Ca par le RS la compensation de la variation de potentiel par
les mouvements d'ions H', C17 et K.. .

Ainsi dans nos conditions expérimentales (voir page ) sur des
vésicules de RS iso]é de fibres squelettiques de crabe, divers valeurs de
potentiel sont “"imposées" par variations des concentrations de K et de Cl
extraréticulaires & produit K.C1 constant. En mainteant le produit [K] [CT]
constant, et limiter voire éviterl'effet de la pression osmotique, le milieu
intraréticulaire est toujours positif par rapport au milieu extraréticulaire,
ce dernier est équivalent au milieu intracellulaire. Cette positivité du
milieu intraréticulaire est inverse de celle réalisée par de nombreux auteurs
dans des.conditions similaires de potentiel "imposé" (BEELER, 1980 ; MEISSNER,
1981).

L'ensemble des résultats améne & conclure que la prise et la 1ibéra-
tion de Ca seraient modifiées,dans les conditions physiologiques, par le po-
tentiel membranaire. De plus la capacité de charge du.réticulum sarcoplasmi-
que en Ca serait dépendante de la polarisation membranaire. 1'augmentation
de cette capacité de chérge sous 1'effet d'une dépolarisation peut s'expli-
quer en terme d'augmentation de 1'affinité ou/et du nombre de sites de fixa-
tion de Ca. buant d 1'augmentation de la fuite de Ca du RS sous 1'effet diane
dépolarisation, elle peut &tre interprétée en considérant qu'il existe dans |
la membrane du RS des canaux calciques dépendaﬁt du voltage. Le fonctionne-
ment.-de ces canaux pourrait  @&tre modulé par des substances telles que la

caféine, la forskoline, 1'AMPC ou 1'AMP,
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La prise de calcium par le RS est appréhendée par 1'intermédiaire de-
la diminution de laconcentration de Ca du milieu extraréticu1aire,[ci]er.

Les résultats obtenus sont résumés par les courbes de 1a figure 32, 3 lots




de vésicules correspondants a 20.10'3 mg de protéine sont dilués dans 1ml

de milieu extraréticulaire, A (EK =E.. =80mV) 3 B(E, = E.y =40 mV) et

C1 K C1
C (EK = EC] = 0 mV) entrainant une positivité intraréticulaire par rapport
au milieu extraréticulaire. Avant que les vésicules soient placées dans le
milieu A, B ou C, elles sont préalablement reprises dans le milieu A pen-
dant 30 secondes. Pendant ce temps les vésicules initialement chargées en
Ca le libérent probablement selon le mécanisme de CICR puisque aprés 30 gec
la [Ca] . est de 200 wM dans le milieu A, B et C. Cette quantité de Ca ne
peut provenir que des vésicules dans la mesure ol d'une part ces derniéres
sont initialement refermées sur un milieu riche en Ca (@a]ir = 10 mM) et @
ot d'autre part la concentration de Ca.dans les 3 milieux de polarisation
est de 1'ordre de 8 & 10 uM. Cette concentration de Ca est largement suf-
fisante pour induire la libération du Ca du réticulum (voir ci-dessus 1'ef-
fet de[Cd]er sur le mécanisme de CICR, pagg‘kl. Par ailleurs il est connu que.
plus la Eé]ir est élevée moins de Ca est nécéssaire dans 1e milieu extra-
vésiculaire pour induire le mécanisme de libération de Ca (ENDO et al., 1970 ;
FORD et PODOLSKY, 1970). Cette forte fuite initiale est ensuite inhibée et
un mouvement net entraAE de Ca peut alors &tre observé.. Ce mouvement net
_entrant est le résultat de 1'inactivation de canaux calciques qui intervien-
draient dans le mécanisme de CICR (FABIATO, 1983) et du maintien d'une ac-
tivité faible de 1'ATPase calcique en raison d'une forte [Cd . En effet,
Ta concentration de 200 uM de Ca est largement suffisante pour induire une
diminution de 1'activité ATPasique (ENDO, 1981), dans la mesure ol pour des
[pd]er de 0,1 81 uM le Ca.stimule 1'activité ATPasique alors que pour des con-
centrations supérieures & 10 yM le Ca est inhibiteur (INESI et al., 1967 ;
INEST, 1971 ; SCHUURMANS et BONTIG, 1981).

Bien que la prise de Ca au cours du temps soit bien plus faible que

dans les conditions physiologiques normales, elle présente cependant 1'avan-

tage de pouvoir &tre mesurée trés précisément dans les trois conditions
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Figure 32 :

Prise active de Ca par le RS déterminée par l'intermédiaire de la mesure
de la[Ca) op 4 L'atde d'un indicateur métaZZochrom‘iclgue (L'arsenazo III) ; la’
lecture s'effectue d 660 nm. Les VRSI (0,02 mg.ml ~) sont placées dans trois
milieux de polarisation & 20°C (A : Ej = E, = 80 mV et courbe correspondanted
B = EK = ECZ = 40 mV, courbe ¥ C : EK = ECZ = 0 mV, courbe®). La prise de Ca,
dans les tiots cas diminue exponentiellement avec le temps ; la constante de
temps de charge étant sensiblement la méme alors que la capacité de charge di-

minue stgntficativement pour A, B ou C.




expérimentales A, B et C dans la mesure ol le temps de charge est éugmenté
et 1a fuite trés faible par rapport d@ la prise.

La courbe A de la figure 32 montre que la vitesse de prise de Ca dé-
croit exponentiellement avec le temps puisque la relation liant la charge
(exprimée“par umole de Ca.mg-1 de protéine) au temps est de la forme :

(1-e 'ti%)Comme i1 peut &tre observé, avec une forte polarisation (milieu A)

("imposée par les gradients aux ions K'et 1™ a produit C1.K = constant)

. "L
la vitesse initiale:de prise de calcium est de 0, 93 umo]e.mg'1 de protéine.

m1'n'1 (soit 6,85 umoles/+ ). Comme i1 est généralement admis que les ions

2+

Ca® sont transportés du milieu extraréticulaire vers le milieu intraréti-

culaire contre un fort gradient de concentration, & raison de 2 ions Ca2+
transportés par mole d'ATP hydrolysée, cela conduit & une vitesse d'hydro-
lyse de 0,46 umo1e.mg'1 protéine.min'l. Cette vitesse est extrémement faible
comparée & celle donnée par MAKINOSE (1969). En effet dans les conditions

de stimulation maximale de 1'ATPase & pH : 6,8 la valeur qu'f1 donne est de
8 umo]es.min'l.‘Ainsi dans nos ﬁonditioﬁs expérimentales la vitesse initiale
d'hydrolyse de 1'ATP ne\correspondrait qu'a 5 % environ de la valeur maxi- -
male.

Les effets concernant les deux autres miIieuX de polarisation révélent -
que la constante de temps correspondant 3 la prise de Ca est sensiblement 1la
méme (pour A : 7,38 min, B = 6,91 min et C = 5,91 min ; la moyenne étant de
6,7 min). Ainsi puisque cette constante ne semble pas &tre modifiée par la
polarisation membranaire ; alors qu'a 1'inverse cette po1arisatioh influence
la capacité maximale de charge du RS, cela montre que la vitesse initiale
de prise de Ca par le RS & méme [Cg] oy 5t dépendante de la polarisation ;
la diminution de la polarisation membranaire entrainant une baisse de la vi-
tesse de prise de Ca. En effet pour les milieux A et B, la charge maximale
de Ca est respectivement 6,85 et 6,9 pmo'les.mg'1 protéine alors qu'elle

n'est que de 4,25 umo]es.mg'1 protéine pour le milieu C. Dans ces conditions,




puisque la vitesse initiale de prise de Ca est &gale & la valeur de charge
maximale divisée par Tcela donne pour les milieux A, B et C (correspondant
aux potentiels EK = EC] de 80, 40 et 0 mV) les valeurs respectivement de
0,93 umo1e’.mg'1 prot.min'l s 1 umole.mg prot.min'llet 0,7 umo]e.mg'1 prot.
min~L,
En résumé, ces résultats relatifs a 1a prise de Ca par le RS semblent

montrer: i) qu'il éxisterait le mécanisme de CICR.au niveau des VRSI de
crabe. La fixation des ions Ca2+ au niveau des sites de faible affinité
localisés a la face myoplasmique de la membrane du RS (HASSELBACH et KOENING,
1980) rendrait compte de 1'ipactivation des canaux calciques comme le sont
les canaux calciques des membranes excitables (voir HAGIWARA et BYERLY, 1981 ;
ECKERT et CHAD, 1984) ; ii) que la vitesse initiale de prise de calcium dé-
pendrait de la polarisation membranaire du RS ; iii) que.1a capacité maxi-
male de charge du R diminuerait sous 1'effet d'une "dépolarisation membra-
naire".

Cette fuite de C@ est étudiée aprés avoir b1oque¥1aAprise de Ca par
le vanadate & la concentration de 100 M (puisqu'il est connu qu'une concen-
tration de vanadate de 10 uM réduit de moitié 1'actfvité de 1'ATPase de trans-
port de Ca ONEAL et al., 1979). 1 1 d'ﬁne solution de vanadate de 0,1 M
est ajouté a 0,999 m1 de chaque milieu de réaction A, B ou C contenant les
VRSI.

La figure 33 montre 1'évolution au cours du temps de la 1%bération
de Ca dans les trois conditions de polarisation (A, B et C). La courbe A
montre que sur une période de 30 min, la libération de Ca varie linéairement
avec le temps. Cette variation linéaire durant 30 min indique que probable-
ment le gradient électrochimique des ions Ca2+ ne varie sensiblement pas.
La valeur de ce gradient ne peut cependant &tre évaluée dans la mesure oii
1'on ne peut déterminer précisément, dans nos conditions expérimentales, le

2+

: . . . +
rapport de la conductance membranaire aux ions Ca“ sur celle aux ions K,
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Libération de Ca en fonetion du temps a4 pamlr" des VRSI chargées préalablement
durant 30 minutes (figure 32 ) . Une fois la pmﬁsé nette maximale atteinte, 1uM
d'une solution de vanadate @ forte concentration est additionné au m:zllﬂ.leu du ré-
action (1 ml) (eoncentration finale égale d 100 wM). La vitesse initiale de libé-
ration de Ca dépend de la polarisation membranaire (pour A, Ey = Epy = 80mV 5
courbeRelle est de 0,93 umole.mg_z prot.min-l s pour B, E, = En, = 40 mV, courbexk

de 1 umole.mg'fz prot.min—l s pour C = E, = ECZ = 0 mV, courbe @ de 0,7 umole.mg-l
prot. mﬂn-l) .




Cl et H+. En effet, 1avpi1e aux ions Ca2+ (ECa) est opposée a celle aux
ions K et C1° (EK et EC1)' La vitesse de la libération de Ca correspon-
dant aux vésicules placées dans le milieu A(EK = EC] = 80 mV) est faible,
elle n'est que de 0,023 umo1e.mg-1 prot.min'1 ; cette valeur, comme cela

a8 été précisé ci-dessus, est bien plus que celle correspondant & la prise
qui dans les mémes conditions de polarisation atteint 0,92 umo]e.mg'1 prot.
m1‘n'1 (figure 32). Dans ces conditioﬁ;, en dépit d'un fort gradient élec-
trochimique favorable & la sortie de Ca, la fuite variant linéairement au
cours du temps (30 min), témoigne d'une faible perméabilité membranaire aux
ions Ca?'+ du RS isolé.

Dans les conditions ol le potentiel "imposé" est de moindre amplitude
(courbe B figure 33) la fuite de Ca ne varie plus, sur une période de 30 min,
linBairement en fonction du temps, puisque 1a vitesse de fuite diminue aprés
. .15 min. Cependant la vitesse initiale de sortie est trés augmentée (0,13 umole.mg-l
. prdt.min'l) par rapport aux conditions .précédentes (0,023um01e.mg'lprot.min_1).
Cette importante vitesse de fuite initiale qui diminue est explicable ; en
effet 1'important accroissement de la [Ca]er conduirgit d une diminution du
gradient électrochimique des ions Ca2+. IT est de plus important de souli-

gner que la vitesse de fuite est trés augmentée en dépit d'un gradient élec-

trochimique pour les ions Ca2+, plus faible que dans les conditions précé-
dentes (A ; EK = EC] = 80 mV) ; ceci témoigne donc d'un accroissement de
la conductance membranaire aux ions Ca2+.

Enfin en aﬁsence de-polarisation produite par les ions kK et 01°
(courbe C figure 33 ; milieu C, EK = EC1 = OmV) et donc d'un gradient élec-
trochimique pour les ions Ca2+ trés petit, la vitesse %nitia1e atteint
cependant 0,045 umo1e.mg'1 prot. min'1 ; cette valeur est bien plus
faible que la vitesse initiale de prise correspondante (0,7 umo]e.mg'1 prot;
min ).

Dans ces trois conditions expérimentales (milieux A, B et C) en ab-

sence du mécanisme de CICR, la polarisation de la membrane réticulaire jouerait'




un role important dans 1'activation de canaux calciques. 1'ouverture de
ces canaux dépendrait donc du voltage ; quant 3 leur fermeture, elle cor-
respondrait & une déactivation dans la mesure ol sur une Tongue période,la fuite
de Ca.varie linéairement avec le temps..Ces canaux sont & différencier de ceux
qui interviennénf dans le mécanisme de CICR décrits par FABIATO (1983) et
de ceux décritsHbar YAMAMOTO et KASAI (1982 a et b ) au niveau des VRSI
de lapin. |

Ainsi, les canaux calciques, responsables de la fuite de Ca observée
dans nos conditions expérimentales pourraient correspondre & ceux décrits
par FEHER et BRIGGS (1982) ; ces canaux n'étant pas affectés par 1'ATP, le
Mg ou les variations de température{ Ces canaux seraient & différencier de
ceux dont 1'existence a é&té postulée du fait de leur fonctionnement trés
étroitement 1ié & 1'activité de 1'ATPase (SHAMOO et MCLENNAN, 1974). 11
pourrait €tre aussi suggéré que la variation de vitesse de la libération de
Ca par le RS au cours du temps,pourrait'ref1éter’non.uné diminufion impor-
tante de "driving force" pour les ions Cazj mais 1'existence de:deux popula-
tions de vésicules comme cela a &té& supposé par SORENSON (1983). En effet, .
cet auteur suggére que les composantes rapide et lente de fuite de Ca du RS
seraient dues & la présence de deux populations de VRSI dont les unes seraient
10 & 100 fois plus perméables aux ions ca?t que les autres.cepéndant 1a sé-
paration de ces deux types de vésicules correspondant aux vésicules HSR et
‘LSR conduit toujours pour chaque lot & deux composantes de libération (FEHER
et BRIGGS, 1982). En conclusion, la diminution de la vitesse ae la libération
de Ca des vésicules.iso1ées de RS au cours du temps que nous observons, se-
rait plutdt 1iée & une variation du gradient é]ectrocﬁimique aux ions Ca2+.
En effet si la vitesse initiale est faible (milieu A) la fuite est linéaire
au cours du temps alors que pour une vitesse initiale bien plus grande (mi-

- Jlieu B) cette vitesse diminue secondairement.



En résumé, les résultats, relatifs & la fuite de Ca montrent que la
création d'un poténtie1 de part et d'autre de la membrane du RS est de na-
ture 3 supposer, tout au moins sur ces vésicules de RS isolé, 1'existence
d'un mécanisme de type "depolarization induced CazJr release" sans pour au-
tant exclure le mécanisme de "Ca induced Ca release" qui, dans nos condi-
tions expérimentales deviendrait vite inopérant du fait d'un accroisse-
ment rapide de la cocentration de Ca du milieu extraréticulaire (FABIATO,
1983). En effet, 15 libération autdcata]ytique de Ca est produite semble--
t-i1 au moment ol les VRSI contenant un milieu riche en Ca (100 mM) dans
le culot de centrifugation sont diluées dans le milieu de polarisation

\ .
(milieu A ; EK =E., = 80 mV) contenant peu de Ca (Ea2+]er =143 3 uM). Ce

C1
mécanisme de type "CICR" serait par la suite inhib& selon le mécanisme
hypothétique décrit par FABIATO (1983) : la fixation de Ca sur les sites

de faible affinité décrits par HASSELBACH et KOENING (1980) ; sites loca-
1isés & la face myoplasmique de 1a membrane réticulaire entrafnerait la
fermeture des canaux calciques. Le pompage calcique observé au:-cours du

temps (figure 32) rgnd compte.d'une diminution importante voire d'une abo-
lition compléte du mécanisme de CICR,

En évaluant la diminution ou 1'augmentation de la concentration de Ca
d'un petit volume constant (1 ml) de ﬁi1ieu extraréticulaire & 1'aide d'un
indicateur métallochromique, 1'arsenazo III1, en fonction de la polarisation
de la membrane du RS induite par des gradients de K et C1 & produit KC1
constant, nous observons : i) que la constante de charge du RS en Ca (6,5 min
en moyenne) est indépendante de la po]ariéation membranaire, Em (Em est
égal au potentiel intraréticulaire moins le potentiel extraréticulaire) ;

trois valeurs de Em ayant &té testées correspondant & EK a2 E., =80 mV,

Ci
40 mV ou O mV ; i) que la quantité de Ca pompé par le RS est d'autant
plus importante que la polarisation est plus forte en dépit d'un gradient

glectrique défavorable. iii) que la sortie de Ca aprés charge des vésicules



en Ca est d'autant plus rapide que la polarisation est plus faible. L'étude
de.1a fuite de Ca est bien sGr faite en présence de vanadate de fagon a
bloquer 1'ATPase dépendant du Ca.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par de nombreux au-
téurs.-tn particulier, DUX et MARTONOSI (1983 a) montrent que la cristal-
lisation de 1'ATPase calcique du RS apparaft en présence de vanadate. L'in-

hibition de 1'ATPase ainsi produite estexpliquée par la fixation du vana-

~ date sur 1'enzyme. Cette fixation permet la formation du complexe enzyme-

vanadate qui s'accumule et s'accompagne de 1'inhibition enzymatique. A un

certafn niveau de concentration calcique suffisante pour saturer les sites
calciques de haute affinité (COHEN et SELINGER, 1969 ; CHEVALLIER et BUTOMW,
1971 ; FIHN et NIGALA, 1971), le calcium empéche la formation des cristéux
de complexe et méme "clive" les cristaux formés antérieurement (DUX et_MAR—
TONOSI, 1983 a). De plus, ces auteurs montrent qu'un potentiel de mehbrane

F 4l

"imposé&" négatif retarde et qu'un pdtentie] positif accélére la cristalli-
sation de 1'ATPase calcique ; indiquant un effet certain du potentiel de
mqmbrane sur 1a coniormation Ae 1'enzyme (DUX et MARTONOSI, 1983 b). Enfin
MARTONOSI (1984) rappelle que la pomne calcique du RS, capable de maintenir
un gradient calcique de 1000. fois ou plus d travers la membrane réticu-
laire, permet un stockage de Ca qui peut atteindre 7 & 8 umoles de Ca.mg"1
protéine dans les conditions de stimulation maximale (saturation physique
de\1'e5pace interne en Ca). Cette valeur est proche de ée]les évaluées
dans ce travail : 6,85 ; 6,90 et 4,25 umo'les.mg'1 prote‘zine.mi’n’1 pour les
milieux A, B et C respectivement. Ainsi, Te potentiel de membrane du RS
pourrait jouer un rdle important dans la 1ibération de Ca lors du couplage
excitation-contraction en diminuant la capacité de charge du RS suite &
une "dépolarisation".

L'hypothése de 1a 1ibération de Ca par dépolarisation membranaire se

trouve également étayée par de nombreuses expériences. En particulier,



MIYAMOTO et RACKER (1982) observent que la 1ibération de Ca induite par'1a
caféine & partir de vésicules "lourdes" (HSR) est partiellement inhibée par
la valinomycine dont les effets se traduisent par une augmentation de la
polarisation de la membrane du réticulum dans le sens d'une "hyperpolari-
sation" ; 1'intériecur des vésicules devenant positif. De plus un certain
degré d'inhibition du mécanisme de CICR par la valinomycine est aussi ob-
servée en présence de 1 umo]es.]'1 de rouge de ruthénium. connu pour bloquer
la prise de Ca. MIYAMOTO et RACKER (1982) en se basant sur ces faits expé-
rimentaux proposent 1a séquence des événements sdivants : 1) le Ca créerait
un potentiel négatif intraréticulaire (1'équivalent d'une dépolarisation) ;
ii) cette "dépolarisation" permet 1'ouverture des canaux calciques dépendant
24

+iii) une augmen-

du voltage qui entratnerait . une libération des ions Ca ;

tation du contenu des citernes terminales en K" induite par la libération
de Ca (DUX et MARTONOSI ; 1983 b ; MIYAMOTO et RACKER, 1982) ; les ions Kt
| passerajent par les canaux au K décrits par DUX et MARTONOSI (1983 a). De
plus MIYAMOTO et RACKER (1982) montrent‘qué la créétion d'un potentiel néga-
tif intraréticulairg par gradient de C1 ou K provoque une libération de Ca
par les &tapes i et ii) de leur mécanisme séquentiel décrit cidessus. Cette
hypothése permet de bien expliquer nos résultats puisque la diminution de
potentiel de membrane réticulaire accroft la fuite de Ca (figure 33). Ce-
pendant ENDO et al. (1981) observent une inhibition de la T1ibération de Ca
induite par la caféine de vésicules ayant un potentiel interne négatif bien
que d'autres auteu}svne montrent aucune relation entre le potentiel imposé
par le gradient ionique et la vitesse ou 1'importance de Ta libération de Ca
des VRSI (BEELER et al., 1979 ; MEISSNER et MCKINLEY, 1976).

D'autres travaux effectués sur les fibres musculaires pelées permettent
de proposer.éga1ement que la polarisation du RS intervient sﬁr le mécanigme
de la libération de Ca. En effet durant 1'accumulation du Ca sur le RS de

fibres musculaires pelées cardiaques les changements de fluoresences de



merocyanine 540 (excitation 540 nm, emission 580 nm) et les changements
d'absorbance de NK ou di-SC3 (670 - 700 nm) indiquent une hyperpolarisa-
tion c'est & dire que 1'intérieur du RS peut devenir positif par rapport
d 1'extérieur (FABIATO, 1981 ; 1982) ; ceci &tant en accord avec la nature
é]ectrdgéne du transport actif de Ca (BEELER, 1980 ; BEELER et al., 1981 ;
ZIMNIAK et RACKER, 1978). En effet, lorsque la concentration calcique aug-
mentée, passe & 3;10'7M, il s'ensuit une libération de Ca selon le méca-
nisme de CICR accompagné par une large fluorescence et un changement d'ab-
sorbance des indicateursde potentiel. Comme le précise FABIATO (1981, 1982);
le sens dé ces variations suggére une dépolarisation de la membrane du RS.
Ces faits expérimentaux indiquent que le mécanisme de CICR est électrogé-
nique, et qu'il produit aussi une nouvelle distribution de charges de part

et d'autres de la membrane réticulaire.,

B - MODULATION DES CANAUX CALCIQUES DE_LA MEMBRANE RETICULAIRE PAR LES

SUBSTANCES PHARMACOLOGIQUES

1. Effets de la_caféine

La caféine est une méthylxantine largement utilisée ﬁans 1'étude du
role du RS dans le couplage excitation-contraction. I1 est bien connu qu'elle
entratne de fortes contractures des fibres musculaires en ne dépolarisant
la membrane que de quelques mV (AXELSSON et THESLEFF, 1958 ; LUTTGAN et
OETLIKER, 1968) ; en dépit d'une absence de dépolarisation elle induit
cependant une forte libération des fons Ca’* du RS (WEBER, 1968 ; WEBER et
HERTZ, 1968). Au niveau du RS des fibres cardiaques ventriculaires, LANGER
et al. (1983) observent que cette substance, méme & forte concentration
(10 & 20 mM) n'induit pas de contracture et n'altére pas la prise de Ca par
1'ATPase calcique. La libération de Ca par la caféine &tant observée uni-

quement lorsque 1a[:Ca]er est augmentée (LANGER et al., 1983 ; FINTEL et

al., 1984) ou en présence de nucléotides aussi bien au niveau du RS des



fibres musculaires pelées qu'au niveau des VRSI (ENDO, 1975 ; 1981 ; ENDO

et al., 1981 ; KIRINO et al., 1983 ; NAGASAKI et KASAI, 1983). L'explica-

tion donnée par ces auteurs est la suivante : la caféine entraine simple-

ment une augmentation de la sensibilité du mécanisme de CICR vis & vis des
ions Ca2+. En effet, 1'augmentation de 1'affinité apparente des sites vis

a vis des ions Ca2+ en présence de 50 mM de caféine est mu]tipliée par 20,

Le seuil de concentration calcique nécessaire pour induire la libération de Ca
est dans ce cas réduit & 3 uM (MARTONOSI, 1983).

Les vésicules de type "HSR" sont seules sensibles & la caféine, ce qui
permet de proposer 1'hypothése selon laquelle cette drogue agit sélectivement
au niveau du RS jonctionnel, jonction STT-RS, (voir MARTONOSI, 1984). A
1'inverse pour MORII et TONOMURA (1983) aucun effet de la caféine n'est ob-
servé sur les VRSI ; ce résultat négatif Taisse supposer que, probablement
la caféine agit donc au niveau d'une structure labile, vraisemblablement
la jonction RS-STT. .

Enfin certains travaux effectués sﬁr les fibres msuculaires cardiaque;
montrent que cette d(Ogue d faible concentrafion inhibe 1'activité des phospho-
diesterases et de ce fait empé&che la dégradation de 1'AMPC'permettant ainsi
1a phosphorylation des canaux calciques. A la lumiére de ces résultats, i1
peut &tre supposé que la caféine augmente la Tibération de Ca du RS par le
biais d'une augmentation du taux d'AMPc (Figure 37). |

Dans nos conditions gxpérimenta]es, c'est-a-dire dans les trois con-
ditions de polarisation imposée (EK = EC] = 80, 40 ou 0 mv) 1'effet de la
caféine & la concentration de 5 mM est &tudié sur la libération de Ca de
VRSI chargées en Ca. Les courbes de Ta figure 34 résument les résultats
obtenus. I1 faut mentionner que les 3 paires de courbes de la figure cor-
respondant aux 3 milieux A, B ou C,ne peuvent &tre comparées entre elles
puisqu'elles correspondent chacune a un Tot de VRSI. Pour une forte polari-

sation du RS (milieu A), la fuite de Ca qui varie lindairement avec le temps
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Effets de la caféine (5 mM) sur la libération au cours des temps de Ca
en fonotwn de la polarisation membranaire en absence (A, E’K =E, = 80 mV, B;
B, E CZ = 40 mV, *}( C, E’ = ECZ = OnV,®) et en présence de 5 mM de caféine
(4, D B,{( ;60). L effet de la caféine dépend de la polarisation membranaire,
L'augmentation de la vitesse de libération de Ca et d'autant plus grande que la

polarisation est plus ample.



pour la période de temps considérée(20 min) double pratiquement en présence
de caféine. Pour une polarisation plus faible (milieu B ; EK = 40 mV) 1a
caféine augmente encore la vitesse de fuite de calcium par le RS mais & un
degré moindre (seulement 33 % d'augmentation). En absence de polarisation
(milieu C) la vitesse de fuite est encore augmentée mais de 30 % seulement.
Ces fésu]tats impliquent donc une augmentation du temps d'ouverture
ou/et du nombre des canaux calciques dépendant du voltage sous 1'effet de
la caféine. En effet, au niveau du myocarde les méthylxanthines (Fig. 36) entrant
dans la cellule, via la membrane sarcolemmique, inhibent la phosphodies-
terase, enzyme connu pour intervenir dans la destruction de 1'AMPC. En
présence de caféine 1'él1évation du taux d'AMPc cytoplasmique entraTne une
augmentation du nombre de canaux calciques fonctfonne]s et/ou 1¢ temps
de Teur ouverture (SPERLAKIS, 1984). Par ailleurs les nucléotides augmen-
tent la vitesse du mécanisme de CICR sans changer 1'affinité des canaux
calciques vis & vis des ions ca?? (ENDO et al., 1981): Les effets de 1'ATP
et de la caféine sont additifs suggérant‘que ces substances agissent sur
des sites différents (ENDO, 1981 ; NAGASAKI ef KASAI, 1983). Cependant, la
caféine n'exercerait gucun'effet sur le mécanisme de CICR sé]on MORII et
TONOMURA (1983) ; cette absence d'effet au niveau d'un seul canal peut &tre
expliquée en supposant que, dans les conditions normales, la caféine agirait
donc en permettant un recrutement supplémentaire de canaux calciques au
niveau de la membrane du RS. Cette interprétation va dans le sens de nos
résultats, ils permettent de montrer que la caféine augmenterait le recru-

tement de canaux calciques dont 1'activation dépendrait du voltage.

" 2. Effets_de_la_procalne

De nombreux travaux montrent que la procaine et la tetracatne inhibent
la libération du Ca  du RS induite par la caféine et ceci de fagon compé-
titive. En effet les anesthésiques locaux inhibent 1a libération de Ca aussi

bien sur les fibres pelées (FORD et PODOLSKY, 1970 ; OGAWA et EBASHI, 1976 ;



ENDO, 1977, 1981) que sur les VRSI (KIRINO et SHIMIZU, 1982, MORII et TONO-
MURA,1983). Cette libération de Ca &tant induite aussi bien par la caféine que
pa?]e Ca ou par absence de Mg dans le milieu extraréticulaire. Par ailleurs,
bien que la procaine bloque les contractures caféiniques et le mécanisme de
CICR, éllé ne modifie pas cependant la relation 1iant la tension mécanique

d la dépolarisation de 1a fibre musculaire (HEILSTRACHER et HUNT, 1969 ;
THORENS et ENDO, 1975). De ce fait buisque une 1ibération de Ca sous 1'effet
de la dépolarisation peut &tre produite méme en présence de ces anesthési«
ques locaux (voir ALMERS et BEST, 1976 ; ENDO, 1977 ; CAPUTO, 1978) cela
laisse supposer que le mécanisme de CICR ne peut &tre qu'un &lément dans

les événements du couplage excitation-contraction.

Au niveau des vésicules de RS isolé (VRSI), la caféine augmente
1'affinité des sites au calcium d'environ 25 %, sites présentant d'ailleurs
une coopérativité positive, le coefficient de HILL étant de 4 (YAMAMOTO et
KASAI, 1982 a). Ces sites sont différents de ceux qui interviendraient dans
le mécanisme du "Ca induced Ca re1ease"'(CICR) puisqd'i]s seraient présents
au niveau des différentes VRSI (HSR et LSR) (voir LABARCA et al., 1980). De'
plus, les canaux calciques ouverts normalement par le Ca ou la caféine ne sont
pas sensibles & la procaine dans la mesure ol ils n'ont pas &té au préalable ac-
tivés (YAMAMOTO et al., 1979 ; YAMAMOTO et KASAI, 1982 c). En effet 1'inhi-
bition de la libération de Ca par la procaine dépend de la présence de la |
caféine ou de calcium dans le milieu extraréticulaire (YAMAMOTO et KASAI,

1982 c).

La figure 35 i11usfre les résultats obtenus sur un lot de VRSI placé
préalablement dans nos conditions de polarisation de référence correspondant
au milieu A (EK = EC] = 80 mV) durant 30 minutes en présence d'ATP et de Mg.
Ce temps permettant la charge maximale en Ca des vésicules ; Ca intraréti-

culaire préalablement 1ib&ré sous 1'influence du mécanisme de CICR. Le lot
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Figure 35 - \
Augmentation de la fuite de Ca par la caféine (5 mM) et absence d'effet
inhibiteur de la procaine sur la fuite caleique induite par la caféine.
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de vésicules est alors séparé en 3 parts identiques (m@me quantité de proté-
ines). Au premier lot est additionné le vanadate (0,1 pmole/ml), au deuxiéme
le vanadate (0,1 pmole/ml) et la caféine (5 umo]és/ml)et au troisiéme le va-
nadate (0,1 umole/ml) la caféine (5 umolesy/ml)et la procaine (5 umoles/ml).
En milieu vanadate la libération de Ca varie linéairement avec le tehps au
moins durant Tes 20 premiéres minutes. Cette 1ibération est considérablement
augmentée (100 p. 100 d'augmentation) en présence de caféine (5 mM) confor-
mément aux résultats antérieurement décrits (fig. 34). Enfin 1'addition de la
procaine au milieu contenant le vanadate et la caféine n'entraine sensible-
ment pas de variation de 1ibération de Ca par rapport au milieu ne renfermant
que du vanadate et de la caféine. Ceci conduit & considérer que tout au moins
dans nos conditions expérimentales, la procaine n'exerce pas d'effet en dépit
d'une possibilité d'inhibition de canaux qui seraient préalablement ouverts
par la caféine comme le meﬁtionnent de nombreux auteurs (YAMAMOTO et KASAI,
1982 c). Cette absence d'effet de la procaine sur la libération de Ca va a
1'encontre du résultat de YAMAMOTO et KASAI (1982 c) et de celui de SALAMA
et ABRMSON (1984). Ces derniers auteurs observent un effet inhibiteur de la
procaine sur la libération de Ca induite'par les ions Ag+ au niveau des VRSI
de muscle de.lapin. L'absence d'effet de la procaine dans nos conditions ex-
périmentales et son effet inhibiteur sur la contraction des fibres musculaires
observé par différents auteurs (HEILSTRACKER et HUNT, 1969 ; THORENS et ENDO,
1975), suggérent que cet anesthésique agirait au niveau d'une structure labile
pouvant correspondre & la jonction de couplage entre le STT et le RS. Cette
hypothése va dans le sens des résultats obtenus par certains auteurs en par-
ticulier par HUI (1983 a et b) qui observe que la tefraca?ne agit spécifique-
ment au niveau de la jonction STT-RS en inhibant Te mouvement d'un groupe de
charges intramembranaires (QB) impliqué dans le couplage excitation-contrac-

tion de la fibre musculaire squelettique de grenouille (HUI, 1983 a et b).




3. Effets de 1'AMP., 1'AMP et la_forskoline sur la libération de Ca

L'analyse de la cinétique du courant entrant de Ca (ICa)’ de la mem-
brane sarcolemmique en fonction du potentiel en présence de substances sti-
mu]ant,.les cyclases intégrées au niveau membranaire, révéle que niila rela-
tion courant-potentiel, ni le potentiel d'inversion de ICa ne sont modifiés ;
seule Ta conductance maximale aux ions Ca2+ (EE;), est fortement augmentée
(REUTER et SCOLTZ, 1977). Cette augmentation de EE; est 1iée a@ une augmenta-
tion de la probabilité d'ouverture des canaux calciques pour un niveau déter-
miné du potentiel membranaire(REUTER, 1983). En effet, 1'isoprénaline qui sti-
mule 1'adenyl-cyclase, n'affecte pas 1'amplitude du courant calcique,passant
par un seul canal, mesuré a 1'aide de la technique de "patch clamp", mais aug-
mente sa probabilité d'ouverture (REUTER, 1983). Par ailleurs, d'autres tra-
vaux montrent que les effets physiologiques des substances activant les cy-
clases, interviendraieﬁt aussi en augmentant la probabilité d'ouverture
des canaux ; ces effets seraient 1iés & la phosphorylation des canaux ou des
protéines régulatrices pouvant intervenir dans 1'ouverture des canaux ioni-
ques (REUTER ef SCHOLTZ, 1977 REUTER,»1983 ; SPERLAKIS, 1984 - voir figure
36). Aussi, la phosbhory]atfon des canaux est assurée par une protéine kinaée
dont 1'activité dépend du taux d'AMPcvmyop1asmique (voir revues ou travaux
de, SULAKKE et ST LOUIS, 1976 ; WOLLENBERGER et WILL, 1978 ; TADA et KATZ, .
1982 ; REUTER, 1983 ; ENGLAND, 1983 ; LAMERS, 1985). En effet, la phospho-
rylation par 'I'AMPc d'une protéine membranaire spécifique, est observée para-
11élement & une entrée de Ca dans les vésicules du sarcolemme %so]é (RINALDI
et al., 1982). Actueliement, certaines prétéines kin;ses membranaires dont
1'activite dépend du taux d'AMPc, interviendraient par le biais d'unités ca-
talytiques dans la phosphorylation des canaux calciques, unités catalytiques
présentes aussi bien au niveau du sarcolemme (Lamers, 1985, voir figure 37)
qu'au niveau de la membrane réticulaire (TADA et KATZ, 1982). Une unité cata

lytique (protéine de 9000 daltons) provenant de la protéine kinase membranaire
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Figure 36 :

Description schématique des propm'étés des canaux ioniques de la membrane
de la cellule cardiaque impliquant le mode d'action des méthylaxanthines telle
que la caféine (inhibiteur des phosphodiévst‘er:a“ses) d'aprés SPERLAKIS (1984).
"L'actévationdu complexe udenycyclasique stimule la production de l'AMPe. Cette
AMPe permet la phosphorylation des canaux caletques qui peuvent ainsi s'ouvrir

lors de la dépolarisation membranaire.




ATP Pﬁ + CAMP

Figureg? :

Schéma de fonctionnement de la régulation du canal caleique de la membrane
. sarcolemmique selon LAMERS (1985). R et C sont des unités catalytiques de la
protéine Kinase dont l'activitéd d?pend du taux d'AMPe. L'unité catalytique C
permet la phosphorylation d'une protéine membranaire localisée au niveau du

canal calcique.




a été décrite au niveau du sarcolemme (LAMERS, 1985) et au niveau de la mem-
brane du RS (TADA et KATZ, 1982) ; i1 s'agit du phospholambane.

La modulation des canaux calciques de 1a membrane sarcolemmiques
par phosphorylation permet de supposer qu'un mécanisme équivalent peut &tre
présent aﬁ niveau:de la membrane réticulaire. Ainsi dans le but de déterminer
les caractéristiques fonctionnelles de canaux calciques du RS, nous avons
&té conduits & &tudier les effets &ventuels de T'AMP_ et de 1'AMP & différentes
concentrations sur la fuite de Ca des VRSI dans.1es conditions de ré%érence '
By = Ecy
conditions de polarisation (milieu A, B et C) d'autre part.

= 80 mV, milieu A) d'une part et ceux de la forskoline dans nos 3

La figure 38, donne un exemple de courbes établies a partir de la
mesure de la fuite de Ca des VRSI préalablement stockées durant 30 min dans

" 1e milieu de référence (milieu A). Une fois les vésicules chargées en Ca, elles
sont subdivisées en 3 lots dé méme concentration, en protéines. Au premier

est ajouté le milieu de référence (milieu A) contenant 0,1 umole/m! de vana-
date ; au deuxiéme le milieu de référence contenant toujours 0,1 umole/ml de
vanadate mais éussi 0,Q94 ymole/ml d'AMPc, au dernier le milieu de référence
contenant, en plus du vanadate et de I'AMPé d la méme concentration que ci-
dessus, 1'AMP non cyclique (AMP) & raison de 0,004 umole/m1l.

La courbe 38 montre que la fuité de calcium du RS durant 25 min
varie linéairement avec le temps en absence de nucléotide monophosphate ;
cette fuite n'est sensiblement pas modifiée par 1'AMPC d la concentration
de 0,004 umo]es.ml'l‘a1ors que 1'addition supplémentaire d'AMP a.la méme con-
centration, entrafne uné nette diminution de la vitesse de fuite de Ca.

Ces résultats conduisent & proposer plusieurs interprétations :

i) 1'absence d'effet de ]|Abﬂé,a faible concentration (0,004 umole/ml) pou-
vait €tre due au fait qu'une cyclase membranaire pourrait permettre la for-

mation d'AMPc a concentration suffisante & partir de 1'ATP présente dans le
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' Figure 38 :
Effets de 1'AMPc et de 1'AMP sur la fuite de Ca, au cours du temps, des
VRSI préalablement chargées dans le milieu de polarisation A (Ey =E.; = 80 mV).
L'AMPe 4 la concentration de 4.107%M est sans effet alors que L'AMP & la méme

concentration diminue la fuite de Ca.
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Figure 39 :
Effet comparable de L'AMPc et de L'AMP & forte concentration ( 12.10—6M) par

rapport aux.effets de ces deux nucléotides & plus faible concentration ( 4.10_6M

voir figure précédente).



milieu, cette formation qui nécessite des traces de Ca et de Mg, serait lar-

gement suffisante pour permettre dans les conditions de référence, une phos-
phorylation satisfaisante des canaux calciques présents dans la membrane des

VRSI ; i1 se peut aussi qu'une concentration d' AMPC de 0,004 umo]e.ml'l se-
rait trop faible pour modifier de fagon significative la fuite de Ca ; ii) la
diminution de la fuite de Ca en présence a la fois de 0,004 umo]e.ml'1 d'AMPC

et de 0,004 pmo1es.m1'1 d'AMP, serait plutdt en faveur d'une diminution de phos-
phory]atipn des canaux calciques par inhibition compétitive entre 1'AM§ et 1TAMPC.
Ceci prouverait qu'effectivement, dans les conditions de référence (absence -
d'apport d'AMPC) a partir d'ATP, serait synthétisé de I'AMPc d une concentration
permettant une phosphorylation maximale des canaux calciques. En faveur de cette
derniére interprétation, nos résultats (figure 39) montrent qu'effectivement le
taux d'AMPC synthétisé dans les conditions de référence serait d son nivgau ma-
ximal puisque 1'addition d'une forte concentration d'AMPc ou d'AMP (0,012 umole.
ml'l) entraine dans les deux cas, une forte diminution de la fuite de Ca ce qui
corresppndrait d une inhibition par excés de substrat.'

Ainsi les résultats concernant les effets de 1'AMPc et de 1'AMP sur
les canaux calciques d;\1a membréne du RS renforcent 1'hypothése selon laquelle
il existerait une cyclase membranaire permettant la synthése de 1'AMPC a partir
d'hTP, cette aéenine monophosphate cyclique "phosphorylerait" des canaux ca1-_
cidues. .

Dans le but d'apporter des arguments 5upp1émentaires en faveur de cette
derniére interprétation, une étude relative aux effets de la forskoline sur la
fuite de Ca a 6té effectuée. Cette substance connue pour stimuler les cyclases

-9 -7

membranaires est testée sur les VRSI & différentes concentrations (10°°, 10 ",

10°6

et 10'5M). Les résultats ci-dessus concernant les effets de 1'AMPc et de 1'AMP
vont effectivement dans le sens d'une possible phosphorylation de canaux cal-
ciques par 1'intermédiaire d'AMPc synthétisé & partir de 1'ATP en présence bien

sr de Ca et de Mgq.
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Figure 40 ¢ : }

Effets de différentes concentrations de forskoline activateur des cyclases
membranatres ( 10-9M, a; 10—7M,' b 10—6M, e 3 '10-5M, d) sur la fuite de Ca au cours
du temps de VRSI préalablement chargées en milieu A puis placées dans le milieu de

polarisation B (E'K = ECZ = 40 mV) en présence du vanadate (100 uM).
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Effets de la forskoline (10-6M) sur la fuite de caleium au cours du temps
~ des VRSI préalablement chargées dans le milieu A et placées soit dans le milieu A
(EK = E’CZ = 80 TZ; courbe a) soit dans le milieu C (EK = ECZ>: OomV, cqurbe b). La
forskoline d 10 "M n'entraine aucune modification de la fuite de calctum des VRSI
placées en milieu A, courbe a, alors qu'elle entratne une diminution trés impor-
tante de cette fuite en milieu C, courbe b, et une faible augmentation pour le
milieu B (EK = ECZ = 40 mV,\ voir figure précédente). Ces effets sont en faveur
d'un contrdle des canaux caletques par le potentiel membranaire, canaux nécessi-
tant une phosphorylation. La diminution importante de fuite en milieu C s'expli-
que par l'augmentation tmportante de la conductance calcique par rapport auxr au-

tres conductances ioniques et par la diminution voir l'annulation du gradient élec-

trochimique pour les ions Ca2+



Les courbes de la figure 40 sont établies en ce qui concerne les
effets de 1a forskoline cénformément au protocole expérimental ayant permis
de décrire les effets de substances prédédemment utilisées (AMPC, AMP, caféine,
procaine) dans 1'étude de la fuite de Ca.Pour toutes les concentrations de
forskoline utilisées, le milieu dans lequel les VRSI étaient placées, aprés

leur charge en Ca, correspond aurmilieu B (EK = E.. = 40 mV). Ces courbes

C1
révélent que la forskoline augmente la vitesse de fuite de Ca ; 1'effet ma-
ximal apparent &tant observé pour une concentration de forskoline de 10'7M.

Cette augmentation de la vitesse de fuite de calcium par la forskoline ren-
force bien 1'hypothése formulée ci-dessus selon laquelle i1 pourrait exister
‘dans Ta membrane du réticulum sarcoplasmique une cyclase, stimulée par la fors-
koline, qui augmenterait la synthése de 1'AMPC a partir d'ATP, provoquant aussi
un accroissement de la fuite de Ca.

En ce qui concerne les effets de 1a forskoline pour les deux autres

milieux de polarisation (figure 41;E = EC]:= 80 mV milieu A et E, = E.4=0 mV

K K C1
milieu C) i1 est & noter que cette substance agit, en apparence, di fféremment

sur la fuite de calcium. Pour le lot de vésiculesplacé dans le milieu de po-

\

larisation correspondant au milieu A s E, = E 1= 80 mV), aucun effet n'est

K C
observé. Par contre cette substance entraine une diminution importante de la

vitesse de fuite de Ca pour les vésicules placées dans le milieu de polari-
sation C (EK = EC] =0 mV) ; cette diminution refléte & premiére vue une inhi-

bition de 1a fuite de Ca. Cependant si on tient compte du fait que sous 1'effet

2+

de la forskoline la conductance aux ions Ca“ augmente considérablement (con-

ductance importante en milieu de polarisation C (EK = EC]

le gradient électrochimique trés faible dans ce cas rend compte d'une fuite de

= OmV, figure 40, b))

Ca beaucoup plus faible en dépit d'une forte augmentation de conductance cal-

cique,

- G “ G * ¢



QUATRIEME CHAPITRE

. PRINCIPAUX RESULTATS ET CONCLUSION

A



Le but de cette deuxiéme partie du travail était d'analysé une
éventuelle activité électrique de la membrane du réticulum sarcoplasmique
(RS) des fibres musculaires squelettiques de crustacé en particulier du
fait de la richesse de ces fibres en RS. Cette €tude concerne les mouve-
ments entrant et sortant de Ca, & travers la membrane de vésicules de RS
isolé par centr1fugat1on et placé dans différentes conditions notamment
dans celle ou une "imposition de potent1e1" est réalisée. Cette polarisa-
tion du RS permet d'appréhender les mécanismes de prise et de 1ibération

de Ca lors du cycle contraction-relachement de la fibre musculaire.

Le pompage ou la fuite de Ca des VRSI est étudié par 1'intermé-
diaire de la diminution ou de 1'augmentation de 1a concentration de Ca
d'un petft volume (1 ml) du milieu extraréticulaire (milieu correspondant
au milieu intracellulaire) ; cette variation de [Ca]er est mesurée & 1'aide
d'un indicateur métallochromique, 1'arsenazo III, en fonction de la pola-
risation de 1a membrane réticuiaire induite par des gradients de K et de
C1 & produit [K] [Cl]constant Trois milieux de po1ar1sat1on ont été tes-
tés (milieu A ;: E, = EC] =80 mV ; milieu B : Ey = EC] = 40 mV et le milieu

K

C: EK = EC] =0 mV). Dans tous les cas, la po1ari$ation correspond & une
positivité du milieu intraréticulaire par rapport au milieu extraréticu-

laire.

A. PRISE DE CALCIUM

Avant que les vésicules soient placées dans les milieux de pola-
risation A, B ou C, une fois isolées, elles sont reprises dans le milieu
A durant 30 secondes. Aprés ce temps, le milieu extraréticulaire, ne con-
tenant que trés peu de Ca (omission du Ca des milieux) se trouve brusque-
ment enrichi (200 uM). La quantité de Ca qui apparait ne peut provenir
que des vésicules qui, probablement par le mécanisme de "Ca induced Ca

release” 1'ont 1ibéré. Ce mécanisme et par la suite inactivé du fait d'une



forte fCa]er et d}une absence de variation rapide de celle-ci (voir FABIATO,
1983). Ainsi la prise peut &tre observée et un mouvement net entrant

de Ca peut alors &tre détecté. Cette prise de Ca, dont la.vitesse est fai-
ble du fait de son inhibition relative (due & la présence d'une forte[Ca] ),
permet.éependant de montrer que : %) la constante de temps de charge (T )

en Ca du RS esf indépendante de la polarisation membranaire Em (T = 7 min

en moyenne. Trois valeurs de Em ont été étudides : E, = E

K cl
ou O mV ; i11) la quantité pompée de Ca, par le RS, est par contre d'autant

=80 my ; 40 mV

plus importante que la polarisation est plus forte en dépit d'un gradient
électrique défavorable (elle est de 6,85 umoles.mg—l protéine pour le mi-

lieu A : Ey = ECZ = 80mV ; de 6,9 umoles.mg-l protéine pour le milieu B :

E, = E’CZ = 40 mV et de 4,25 umoZes.mg-l protéine pour le milieu C : Ey =

Ecy

= 0mv).
Ces résultats concernants la prise de Ca indiquent un effet certain

de la polarisation sur la prise de Ca se traduisant par une diminution de
1'activité de 1'ATPase dépendante de Ca.

A\
B. LIBERATION DE CALCIUM

Cette 8tude est réalisée aprés avoir bloqué 1'ATPase dépehdante
du Ca par le vanadate (100 uM). L'ensemS]e des résultats montre que : )
la vitesse de libération de Ca des VRSI, chargées en Ca, est d'autant plus
rapide que la polarisation est plus faible (c'est 4 dire que les VRSI sont
dépolarisées). La vitesse initiale de libération du Ca est reséectivemant
pour les milieux de polarisation A, B et C de 6,85 ; 6,90 et 4,25 ymoles.
mg-l protéine.min-l s 1t) en présence d'une forte polarisation (milieu A,
E, = ECi = 80 mV), la caféine 4 la concentration de 5 mM augmente consi-
dérablement la fuite de Ca (100 % d'augmentation en milieu A, 33 % en milieu
B et seulement 30 % en milieu C). Ces résultats suggérent que 1l'activation

de canaux calciques de la membrane du RS dépendrait du voltage et que la

caféine est d'autant plus efficace, a un potentiel déterminé que les canaux



sont préalablement ouverts ; 1ii) la procatne (4 mM) ne réduit pas Za.fuite
de Ca induite par la caféine laissant supposer que cet anesthésique local
agit probablement au niveau d'une structure labile détruite au moment de
l'isolement, cette structure pouvant correspondre d la jonction ST —~ RS ;
1117) Za.pnosphdrylation de canaux caleiques de la membrane réticulaife
peut étre assurée par Z'AMPc ; en effet l'addition de cette AMP, d la con—
centration de 4 mM ne modifie sensiblement pas la fuite de Ca alors qu'a
une concentration plus élevée (12 mM) elle entraine une diminution impor-
- tante de la fuite de Ca, comme d'atlleurs L'AMP d la méme concentration.

A la concentration de 12 uM, Z'AMPC rédutt la fuite probablement en pro-
voquant une inhibition par excés de substrat. Ainsi, dans les conditions
normales, L'ATP transformée par une cyclase membranaire, en AMPc entrai~
nerait une phosphorylation de canaux caleiques dépendant du voltage. Cette
hypothése est rendue plausible puisque nous montrons que les effets d'une
substance activatrice de toutes les cyclases membranaires : la forskoline.
= 40 mV) 1'ad-

cl
dition de forskoline \d différentes concentrations (10_9, 10_?, 10_6 et

En effet, dans les conditions de polarisation B (E, = E

10°°M) entratne toujours une augmentation de la libération de Ca par les
VRSI, En ce gui concerne les effets de la forskoline pour les dewx autres
milieux de polarisation (milieu A : EK =Ey = 80 mV et milieu C : EK =

E,, =0mV), il est 4 noter que cette substance activatrice agit en appa-

cl
rence différemment sur la fuite de Ca. En milieu A, la fuite de Ca n'est
pas modifiée alors qu'en milieu C ; la vitesse de libération dé Ca est
fortement diminuée. Ces effets contraires ne sont qn'apparents, en effet,
81,1l est tenu compte du fait que,la forskoline augmente fortement la con—
ductance aux ions Ca2+, cela d pour conséquence de réduire le gradient

électrochimique pour les tons ca®* putsque dans ces conditions, le po-

tentiel réticulaire intermédiaire entre E, = ECZ et E

X Ca serait trés proche

du potentiel d'équilibre aux tons Ca2+.



C. CONCLUSION

Le contrdle du mouvement passif & travers la membrane du RS par
le potentiel peut &tre interprété en cosidérant 1'existence de canaux cal-
ciques au niveau de cette membrane, ayant des propriétés similaires & ceux
des membranes excitables. La modulation du fonctionnement de ces canaux
par des substances serait comparable & celle établie pour les canaux cal-
ciques.au niveau de la membrane de surface ; canaux calciques dépend.ant
du.voltage. Enfin la libération de Ca par le réticulum sarcoplasmique peut

€tre aussisous 1a dépendance de la vitesse de la variation de[pa]er per-

mettant ainsi la 1ibération du Ca par le mécanisme du "Ca induced Ca release".

) G A G X ¢



RESUNME



P . + o
L'étude des mouvements des ions Ca2 a travers la membrane sar-

colemmique d'Ecrevisse et d travers celle du r&ticulum sarcoplasmique (RS)
de crabe, s'intégre dans un travail d'ensemble visant & expliquer les
mécanismes impliqués dans le couplage excitation-contraction des fibres

musculaires squelettiques de crustacé.

1) L'ana]yse_de la conductance membranaire de surface et tubulaire
des ijons Ca2+ esf effectuée & 1'aide de la technique de potentiel imposé
par microélectrodes dans des conditions permettant d'extraire, du courant
global,le courant porté par les 1ons'Ca2+. En effet en présence de TEA (60 mM),
d'acide niflumique (10'3 mM) et de procaine (2 mM) et avec une concentra-
tion extracellulaire faible (1/5® de la concentration normale), il est pos-
sible de nettre en évidence deux composantes du courant entrant de Ca (IC ay et

I.. ) :14) ICa S act1ve au seuil de potentiel de - 45 mV ; son inactiva-

1
tion dépend du voltage ; son activation nécessite le déplacement de 6 par-

Ca2

Ca.® s'active au potentiel de - 30 mV ne présenfe pas ou peu
2

d'inactivation pour des impulsions dépolarisantes de 1'ordre de 100 msec ;

ticules ; ii) I

son activation ne nécessite le déplacement que de 2 particules.

2) L'étude concernant les mouvements entrant et sortant de Ca &
travers la membrane de vésicules du RS isolé& par ultracentrifugation,
montre que ces mouvements calciques sont au moins en partie contrglé par"
le potentiel membranaire laissant a penser qu'il existe des canaux cal-
fiques dépendant du voltage au niveau de la membrane réticulaire. Le fonc-
tionnement de ces canaux.est modulé par des substances telles que la
caféine; 1'AMP, 1‘AMPC, la forsko]ine. Enfin la libération de Ca & partir
du RS est aussi sous la dépendance de la vitesse de variation de la con-
centration de Ca extraréticulaire, cette rapide variation permettant la

1ibération du Ca par le mécanisme de "Ca induced Ca release".En conclusion



au niveau des fibres musculaires squelettiques de crustacé deux mécanismes

de libération de Ca du RS peuvent rendre compte de nos résultats.: i)

"Ca induced Ca release" et i1i) "depolarization induced Ca release".
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Figure 28 : a - cirewlt membranaire du modéfe. Schéma membranaire
nepriésentant La membrane tubulaire (W) en relation avec La citerne
teruminale (TC) et fLe néticulum sarcoplasmique Longitudinale (LSR). X
est La conductance entre W et TC. b et b - Descrdptions des difgérents
cirewits membranaines equivalents cw. Achema présent?é en a. Chaque mem-
brane est reprisentie par une . capadité : §ixe (indépendante de poten-
tiel) en parallele avec Les canaux Lonliques reprisentés dans Le modele
d'"éLements passdfs" par une conductance en sérnie avec une pilLe. Ddns
Le modele d'"6Léments actifs”, une conductance aux Lons Ca2+ et celle
d'une autre espéce Lonique sont Localisées dans Les membranes de La cd-
terne et du RS Longlludinal . Les cencles notés HH, nepnisentent Les
conductances N 2 ot 9 qui n'interviennent que Lons du potentiel d'action.
(D'apres MATHIAS et al. 19580).



