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La contraction musculaire e s t  l e  r é su l t a t  d'une augmentation de l a  

concentration calcique in t racel  l u l a i r e  ( $a l i  ) e t  la  relaxation l e  résui t a t  

C U  retour de [cal i  au niveau de repos. 

Selon l es  s t ructures  con t rac t i l e s  é tudiées ,  1 'augmentation de Fa] 
e s t  due s o i t  uniquement au f lux en t ran t  d ' ions  calcium s o i t  uniquement au 

largage de calcium par une s t r uc tu r e  in t racel  lu la i  r e ,  l c  réticulum sarcopl as- 

mi que (RS) , s o i t  aux deux. 

Sur l e s  f ib res  musculaires de Crabe, u n  influx d ' ions  calcium e s t  

absolumemt nécessaire au développement d'une contraction,  q u ' i l  s o i t  sous 

l a  forme du courant ent rant  d ' ions  Ca, Ica ( S U A R E Z  - KURTZ e t  co11. ,1972; 

ATWATER e t  c o l l . ,  1974; GOBLET, 1979; G O B L E T  e t  MOUNIER, 1982) ou d'un 

influx calcique l i é  à 1 ' e f f lux  sodique de 1 'échange Na - Ca (GOBLET, 1979; 

G O B L E T  e t  MOUNIER, 1982). Cependant, c e t t e  pe t i t e  quant i té  de calcium en t ran t ,  

bien qu 'essent ie l  l e ,  semble insuf f i san te  pour produire 1  ' ac t iva t ion  d u  

système con t r ac t i l e  ( C A P U T O  e t  DIPOLO, 1978; G O B L E T  e t  MOUNIER, 1982). 

Depuis l e s  études de COSTANTIN e t  co11.(1964) e t  WINEGRAD (1968), 

i  1  e s t  connu qu'une s t ruc tu re  i n t r a c e l l u l a i r e ,  l e  réticulum sarcoplasmique, 

e s t  une zone de stockage de calcium. E n  e f f e t ,  l a  concentration calcique 



i n t r a r é t i cu l a i r e  e s t  proche de 0.5 à 2mM e t  l e s  c i ternes  terminales, du 

CS contiennent 90% de c e t t e  quant i té  (HASSELBACH e t  OETLIKER, 1983). De 

? lu s ,  la  membrane d u  RS présente deux propriétés : i  ) d'augmenter considé- 

rab1 ement, sous cer ta ines  conditions , sa perméabi 1 i  t é  cal ci que induisant  

a ins i  u n  largage massif de Ca dans l e  myoplasme ( J O B S I S  e t  O'CONNOR, 1966; 

RIDGWAY e t  ASHLEY, 1967; ASHLEY e t  RIDGWAY, 1970), i i )  de capter  l e  Ca s i t u é  

dans l e  myopl asme e t  de 1 'accumuler (HASSELBACH e t  MAKINOSE, 1961; EBASHI 

e t  LIPMAN, 1962). 

Le réticulum sarcoplasmique joue donc u n  rôle de tout  premier plan 

dans l e  couplage exci ta t ion - contract ion,  mais l e  mécanisme par lequel 

s ' e f f ec tue  l a  l ibé ra t ion  du calcium stocké dans les  c i t e rnes  terminales du 

réticulum sarcopl asmique e s t  t r è s  controversé. E n  e f f e t ,  plusieurs hypothèses 

exis tent  : 

- l a  l ibé ra t ion  du calcium e s t  due à l a  dépolarisat ion de l a  membrane 

d u  RS. Ce mécanisme e s t  appelé "Depolarization - induced calcium re lease"  

(COSTANTIN e t  P O D O L S K Y ,  1967; KASAI e t  MIYAMOTO, 1976). 

-1 ' inf lux cal cique créé par 1 a dépol a r i  sat ion membranai re de sur-  

face induit une l ibé ra t ion  d u  calcium sequestré dans l e  RS. Ce mécanisme 

e s t  appelé "Calcium - induced calcium re lease"  ( F O R D  e t  P O D O L S K Y ,  1968; 

FABIATO e t  FABIATO, 1975; SAIDA, 1982). 

- l a  l ibé ra t ion  du calcium e s t  l a  conséquence de l ' i nve r s i on  d u  

fonctionnement de 1'ATPase calcique d u  RS ( T A K E N A K A  e t  c o l l . ,  1982). 

- l e  largage calcique e s t  d û  à l a  formation d'un canal calcique 

par 1 'associat ion de plusieurs ATPases sous 1 ' influence des ions Ca 

(CHIESI, 1984). 

-des changements de pression osmotique de part  e t  d ' au t r e  de l a  



membrane d u  ?S augmentent 1 a perméabi 1 i  t é  cal cique (MEISSNER e t  McKINLEY, 

1 9 7 6 ) .  

- l e  réticulum sarcoplasmi que e s t  u n  compartiment extracel  1 u1 a i  r e  

( P A G E  e t  P A G E ,  1968; BIRKS e t  DAVEY, 1969). 

La nature de mon t rava i l  a consisté à déterminer, sur  l e s  f ib res  

musculaires d u  crabe Carcinus maenas, l e  mécanisme permettant l e  largage 

calcique à p a r t i r  d u  RS. De plus,  des informations concernant l a  capture 

du calcium par l e  RS e t  l a  f ixat ion d u  calcium sur  l e s  protéines contrar-  

t i  1 e s ,  o n t  é t é  obtenues. 
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1 - R O L E  D U  CALCIUM DANS L E  COUPLAGE EXCITATIOM-CONTRACTION 

GALVANI (1791) a é t é  l e  premier à observer qu'une stimulation 

é lect r ique d u  muscle e s t  capable de provoquer sa contraction.  On s a i t ,  

8 présent ,  que l a  contraction musculaire e s t  déclenchée i n  vivo par 

1 ' i  nfl ux nerveux qui dépol a r i  se  1 a membrane ce1 1 ul ai  r e  des f ib res  muscu- 

1 a i res  . Dès 1 o r s ,  comprendre 1 e phénomène du coup1 age exci ta t ion-contract i  on 

correspond à déterminer 1 es mécanismes intervenant en t re  1 a  dépol a r i  sa- 

t ion membranai re induite par une stimul at ion é lec t r ique  prenant 1 a forme 

d'un potentiel d 'ac t ion (exc i t a t ion)  e t  l a  contraction.  Aujourd'hui , grâce 

aux travaux de HEILBRUNN e t  WIERCINSKY (1947) i l  e s t  admis que pour tous 

les  muscles, l e  processus con t rac t i l e  e s t  contrôlé par l e s  ions calcium 

L'ensemble de l a  bibliographie nous permet de dé f i n i r  quatre 

étapes successives pour 1 e  coup1 age exci ta t ion-contract ion.  

1 - La membrane musculaire de surface e s t  exc i t ée .  Elle modifie sa 

po la r i t é  normale de repos e t  e s t  l e  s iège  d'une a c t i v i t é  

é lec t r ique appelée potentiel d ' ac t ion .  Ce1 ui-ci se  propage 

vers l e  centre de l a  f ib re  l e  long des membranes d u  système 

tubula i re .  Un potentiel d ' ac t ion  d i t  tubula i re  apparaî t .  

2 - Le potentiel d ' ac t ion  tubulaire en t ra îne ,  par 1 ' intermédiai re 

des diades ou t r i a d e s ,  une l ibé ra t ion  du calcium accumulé 

dans l es  c i ternes  d u  réticulum sarcoplasmique. 



3 - La contraction e s t  déclenchée par l e s  ions calcium qui s e  

f i xen t  sur la  troponine supprimant son e f f e t  inh ib i t eur  su r  

l e  couple actine-myosine. 

4 - Le relâchement commence lorsque l e  calcium e s t  repompé par 

l e  réticulum, e t  en raison de l a  diminution de sa concentra- 

t ion dans 1 e cytopl aime, 1 e compl exe cal ci  um-troponi ne e s t  

d issocié .  

Ces quelques données mettent en évidence 1 es di f férents  n i  veaux 

membranaires servant  de voies de passage au calcium nécessaire au dévelop- 

pement de la contraction musculaire. Nous a l l o n s ,  avant de les é t ud i e r  de 

façon détai 11 ée , effectuer  une rapide revue des s t ructures  membranai res  

el 1 es-mêmes e t  des acteurs de 1 a contraction : l e s  myofi bri  1 l e s .  Nous 

nous attacherons dans ce t t e  pa r t i e  descri p t ive  à montrer l e s  par t i  cul a- 

r i  t é s  des f ibres muscul ai res de Crustacés. 

I I  - STRUCTURE ET ULTRASTRUCTURE DU MUSCLE STRIE D E  CRUSTACES 

Les s t ruc tu res  musculaires sont classiquement réper tor iées  en t r o i s  

catégori es : i  ) 1 es f i  Sres muscul a i r e s  s t r i é e s  squelet t iques , i  i  ) 1 es 

ce1 1 ul es musculaires cardiaques , i  i  i  ) 1 es f i b r e s  muscul ai  res 1 i  sses . Très 

souvent, les f i b r e s  musculaires s t r i é e s  de Crustacés sont assimilées aux 

f ib res  muscul ai res s t r i é e s  squelet t iques . Pourtant, une étude approfondie 

de 1 a bi bl iographie montre des différences importantes dans 1 'organi sa t ion 

du muscle ainsi que dans 1 'organisation ul t r a s t r uc tu r a l e .  



Figure 1 : Coupe transversale d'une f i b r e  musculaire d u  crabe Carcinus 

montrant l ' importance des invaginations d u  sarcolemme ou c l e f t s .  Le système 

tubula i re  n ' e s t  pas v i s i b l e  à ce grossisement. 

Microscopie op t i que .  EcheZZe non p réc i s&e .  

(D ' ap rè s  SELERSTON, 1967) . 



A - Structure du muscle 

Un muscle locomoteur de Crustacés consiste en une sér ie  de fibres 

bien individualisées ayant u n  point d ' inser t ion sur la carapace e t  u n  

second point d ' insertion sur u n  axostyle commun. La forte cohésion anato- 

mique des fibres musculaires qui f a i t  1 'uni t é  d u  muscle chez les 

Vertébrés n 'existe pas chez les  Crustac4s. La f ibre  musculaire de Crustacés 

e s t  donc une structure anatomiquement bien individualisée. De plus, el l e  

présente souvent u n  diamètre important e t  e s t  parfois qualifiée de géante. 

E n  e f f e t ,  alors que les fibres musculaires de Vertébrés ne dépassent guère 

100  um de diamètre, les fibres de Carci nus maenas atteignent couramment 

350 Pm. Le crabe Paralithoïdes présente des fibres de 4 mm de diamètre. 

B - Ultrastructure de l a  f ibre musculaire 

Les composantes caractéristiques de la f ibre  musculaire sont 

l e  système membranaire e t  les protéines contract i les .  

1 - Le système membranaire 

L 'ut i l isat ion d'un nouveau fixateur en microscopie électronique : 

l e  glutaraldéhyde a permis de mettre en évidence la  structure membranaire 

f ine du muscle de crabe (PEACHEY, 1967) .  

On distingue t ro is  structures membranaires : les invaginations 

sarcolernmiques appelées "c lef t s" ,  le  système tubulaire e t  1 e  réticulum 

sarcoplasmique. 



Figure 2 : Coupe longitudinale de f ib re  musculaire géante de Balane 

(Balanus nubilus) mettant en évidence l e s  re la t ions  en t re  l e s  t r o i s  systèmes 

membranai res . 
Un tubule exci ta teur  ( E )  émanant d'une c l e f t  (Cl ) s  ' i n s è r e  longitudinale-  

ment en t re  les myofibri l les e t  é t a b l i t  des contacts diadiques ( D )  avec l e s  

ci  ternes  ( C )  du  r é t i  cul um sarcopl asmique. 

Les part icules observées en t r e  l e s  myofibrilles e t  dans les espaces en t re  

les myofilaments même sont des grains de glycogène. 

Microscopie éZectronique X 24000. 

(D'après HOYLE e t  coZZ., 1973) .  



a - Les inva~inat ions  sarco lemiquees ('! Zes cZe f t s  ''1 -------- -----------_I- ----------- -4 

( F i g .  1 e t  2 ) .  

Des études effectuées en microscopie optique e t  électronique o n t  

montré l ' ex i s tence  d'un système d ' invaginations membranaires profondes, 

ramifiées e t  accompagnées de l a  couche basale de surface. Ce système a ét6 mis 

en évidence sur l e s  f ib res  musculaires du crabe Carcinus sp  (PEACHEY e t  HUXLEY, 

1964 ; SELVERSTON, 1967), sur  les  f ib res  musculaires dlEcrevisse ( B R A N D T  e t  c o l l . ,  
- .  

1965) e t  sur l e s  f ibres  musculaires de balane Balanus nubilus (HOYLE e t  coll . , 

1973). ce; c l e f t s  en forme de ruban, s 'ouvrent  à l a  périphérie de l a  f ib re  par 

une fente or i  entee longi tudi na1 ement ( P E A C H E Y ,  1967). El 1 es sont parcourues par de 

pe t i t e s  branches nerveuses (EASTWOOD e t  col 1 .  , 1982).  Ce syctème membranai re e s t  

absent chez l e s  Vertébrés, present chez tous l e s  Crustaces é tudiés .  I l  permettrai t  

l a  transmission rapide d u  stimulus é lec t r ique  au centre d 'u re  f i b r e  de gros diamètre 

e t  donc 1 ' ac t iva t ion  simultanée de toutes l e s  myofibr i l les ,  mêr1.2 l e s  plus profondes. 

b - Le ---- système --------------- tubulaire ( F i g .  2 )  

A p a r t i r  de l a  membrane de surface e t  des c l e f t s ,  l e  système 

tubula i re  classiquement déc r i t  chez l e s  Vertébrés se développe. 11 s e  dis-  

tingue des invaginations précédemment décr i t e s  par u n  c a l i b r e  nettement 

in fé r ieur .  Plusieurs types de tubules ont é t é  décr i t s  : 

- des tubules s i tués  au niveau de l a  s t r i e  Z appelés tubules Z 

( B R A N D T  e t  c o l l . ,  1965 ; PEACHEY, 1967 ; HOYLE e t  c o l l . ,  1973 ; EAGLES e t  

RIORDAN, 1980 ; EASTWOOD e t  c o l l . ,  1982) au niveau desquels l a  lame basale 

e s t  présente ( H O Y L E  e t  c o l l . ,  1973 ; EASTWOOD e t  c o l l . ,  1982).  A 1 'a ide de 



ligure 3 : Coupe longitudinale de f ibre  musculaire d l ~ c r e v i s s e  mettant en 

évidence l 'organisation d u  RS e t  ses relations spatiales avec l e  système 

contracti le.  

Le manchon fenestré de réticulum sarcoplasmique es t  vis ible  sur l a  vue 

tangentielle d'une myofi bri 1 l e  (SR), i l  se différencie aux quarts externes 

de la bande A en citernes terminales (astér isque) .  

A m, la même structure vue en coupe révèle la  double couche de cana- 

l  icules du ré t icul  um sarcopl asmique (flèche) entre deux myofi bri l  l es  ainsi 

que les diades ( D ) .  

Les sareomères sont délimités en haut à droi te  e t  en bas à gauche par les 

s t r i e s  Z ,  noires e t  sinueuses. Deux demi-bandes 1 (en c l a i r )  encadrent la 

bande A centrale caractérisée par les  filaments épais. 

Encart : vue agrandie d'une citerne terminale. 

Microscopie  é Z e c t r o n i q u e  X 22000 (encart X 44000) 

(D'après  EASTWOOD e t  coZZ., 19821. 



l a  technique du cryodécapage, EASTWOOD e t  coll . (1982) montrent que les  

tubules Z sont dépourvus de particules intramembranaires contrairement a u x  

tubules T que nous étudierons plus loin.  

- des tubules A s i tués  a u  niveau de l a  bande A .  I l s  pou~ra ient  

ê t r e  s o i t  dissociés anatomi quement des tubules Z (PEACHEY, 1967), s o i t  l e  

résul ta t  de l a  division des tub.q,les Z se  prolongeant l e  long des disques 

A ( B R A N D T  e t  ~ ~ 1 7 . ~  1965 ; EAGLES e t  RIORDAN, 1980). I l s  formeraient des 

structures jonctionnel les avec l e  réticulum sarcoplasmique (RS) : 1 es 

diades (BRANDT e t  col 1 . , 1965 ; EAGLES e t  RIORDAN, 1'980). 

- des tubules T mis en évidence en cryodécapage e t  se  distinguant 

des tubules Z par l'absence de lame basale, u n  diamètre plus pe t i t  e t  

l 'exis tence de particules intramembranaires. De plus comme l e  système A 

antérieurement décri t  i l s  forment des jonctions avec l e  RS (EAST1100D e t  col 1 .  , 

1982). 

I l  faut noter que les  tubules T récemment décrits par EASTWOOD 

e t  co l l .  (1982) semblent correspondre aux tubules A .  Cependant d'après ces 

auteurs ce système tubulaire se ra i t  présent dans une région plus vaste 

que 1 a bande A .  

En conclusion, l e  système tubulaire,  t r è s  développé chez les  

Crustacés, conduit comme les c le f t s  1 'excitation électrique à l ' in té r ieur  

de la f ibre  e t  réa l i se  des contacts essentiellement biparti t es  avec l e  

RS jonctionnel : l es  diades. 



Figure 4 : Détail d'une jonction entre système tubulaire e t  RS (diade).  

Remarquer l e  resserrement d u  tubule a u  niveau d u  contact e t  la  présence 

de "ponts" de matériel dense dans l 'espace interjonctionel.  

Les filaments fins entourant les filaments épais sont vus en coupe trans- 

versale. Leur légère i r régular i té  c lassera i t  plutôt l a  f ibre  dans la 

catégorie des fibres lentes ( f ibres  toniques ou S ) .  

Microscopie  é z e c t r o n i q u e  X 76000 

(D 'apr2.s HOYLE e t  co Z Z . ,  19731. 



Le réticulum sarcoplasmique des Vertébrés e t  des Invertébrés e s t  

u n  système membranaire i n t r ace l l u l a i r e ,  qui consiste en u n  réseau important 

de canalicules formant u n  manchon fenes t ré  autour de chaque myofibri l le  

(Fig.  3 ) .  Les canalicules du RS longitudinal s e  d i f férencient  de place en 

place, s ' é l a rg i s s an t  e t  s ' ap l a t i s s an t  en c i t e rnes  terminales. Ces c i ternes  

consti tuent  l e  RS jonctionnel au niveau duquel s  ' é t ab l i s sen t  1  es jonctions 

avec l e  système tubula i re  A ou T (Fig. 3  e t  4 ) .  EASTWOOD e t  c o l l .  (1982) 

d i f férencient  l e  RS jonctionnel d u  RS longitudinal en cryodécapage : l e s  

part icules membranaires du RS jonctionnel sont plus nombreuses e t  d ' u n  

diamètre pl us important. 

Le plus souvent, chez les  Crustacés, les  jonctions s ' e f f ec tuen t  

ent re  une ci  terne terminale e t  u n  tubule.  El l e s  sont dans ce c,as appelées 

diades ou jonctions diadiques e t  sont spécif iques des Arthropodes (Crusta- 

cés e t  Insectes)  à 1 'opposé des jonctions tr iadiques rencontrées chez l es  

Vertébrés impliquant deux c i ternes  terminales e t  u n  tubule. Cependant, 

HOYLE e t  co l l .  (1973) ont mis en évidence sur  l a  balane, Balanus nubilus,  

quelques jonctions t r iadiques .  Outre l e s  jonctions diadiques l e  système 

jonctionnel des Crustacés présente deux autres  ca rac té r i s t iques .  D'une 

pa r t ,  u n  même tubule peut é t a b l i r  avec l e  RS des contacts en s é r i e  avec 

plusieurs sarcomères success i fs .  D'autre pa r t ,  i l  ex i s te  des jonctions 

périphériques s o i t  ent re  l e  RS jonctionnel e t  l e s  c l e f t s  s o i t  en t re  l e  

RS jonctionnel e t  1  a  membrane de surface ( H O Y L E  e t  col 1  . , 1973 ; 

EASTWOOD e t  col 1  . , 1982) .  



disque ! disque A 

Fibre 
musculaire 

Port ion 
de fibre 
musculaire 
avec un 
faisceau de 
myof i bri 1 les 

coupe 
longitudinale 
d'une myof i - 
brille(micro- 
scopie élec- 
t ronique) 

Figure 5 : Organisation d'une f ibre  musculaire s t r i ée  squelettique. Les 

l e t t r e s  H ,  M e t  Z désignent respectivement la bande H ,  la ligne M e t  l a  

s t r i e  Z .  

(D 'après SHEELER e t  BIANCHI, 1980, modifiée). 
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2 - Les protéines con t rac t i l e s  

a -Descr&tion cZassique d'une f ibre muscuZaire s tr iée  ---------- ----*----- ------------------.---- 

squelettique - ------ -- ( F i g .  5 ,ot  6 ) .  

Les' f i  bres muscul ai res sont formées d ' u n  faisceau de myofi bri 11 e s ,  

el les-mmes constituées de sous-uni t é s  ou myofi laments disposés para1 lèlement 

à 1 eur axe longitudinal . L'uni t é  con t rac t i l e  d'une myofi bri 1 l e  comprise 

en t re  deux s t r i e s  Z e s t  appelée sarcomère. La microscopie électronique a 

permis de mettre en évidence deux types de myofilaments : l e s  filaments f ins  
+; . 

e t  l e s  filaments épais .  L'agencement de ces filaments au se in  d'un sarco- 

mère détermine l a  s t r i a t i o n .  En e f f e t  deux types de disques ont é t é  mis 

en évidence : 
.a . 

- l e s  disques c l a i r s  ou isotropes (1) ne comprenant que des 

f i  1 aments f ins  

- l e s  disques sombres ou anisotropes ( A )  où .se chevauchent f i l a -  

ments épais e t  f i n s .  

Cette s t r i a t i o n  e t  l a  répét i t ion régul ière  des sarcomères 

associée a u n  alignement pa r fa i t  des sarcomères des myofibrilles d'une 

même f i b r e  sont responsables de 1 'aspect  s t r i é  des f ib res  musculaires de 

Vertébrés. 

Les filaments épa i s ,  caractér is t iques  de l a  bande A, sont 

essen t ie l  lement consti tués de myosine. Cette protéine comprend 2 principaux 
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Fiqure 6 : Représentation schématique des protéines con t rac t i l e s .  

A : représentation schématiqyp de l a  molécule de myosine. La molécule e s t  

d ivisée  en méromyosine légère ou l i gh t  méromyosin ( L M M )  e t  en méromyosine 

lourde ou heavy meromyosin ( H M R )  . La mercmyosinc lourde e s t  subdivisée 

en une sous-unité S1 (S-1 HMM) e t  une sous-uni t é  S2 (5-2 H M M ) .  Les nombres 

en t re  crochets indiquent l e s  masses molaires. 

(D'après  LOWEYet colZ., 1969, m o d i f i é )  - 

B : s t ruc tu re  moléculaire du filament f i n  

(D ' après  EBASHI et ENDO, 1968) . 

C : vue schématique transversale des re la t ions  spa t i a les  en t re  l a  myosine 

(HMM), l ' a c t i n e  ( A ) ,  l a  tropomyosine ( T M )  e t  l e s  3 sous-unités de l a  tropo- 

nine ( T ,  C ,  1). 

En haut : en absence de calcium 

En bas : en présence de calcium 

(D ' ap rè s  POTTER et GERGELY, 1 9 7 4 )  . 



, - -  

consti-tuants-, - la  méromyoshé lourde (HMM ou heZavy meromyosi n )  e t  1 a méroniyosi ne 

1 égère (LFÎPI ou 1 ight méromyosi n )  . La mol écu1 e complète e s t  assymétri que e t  s e  prf 

sente  sous l a  forme d 'un bâtonnet de L M M  surmonté à une extrémité par une masse 

globulaire de Hi'lFl (Fig. 6 A ) .  La HRF? const i tue  la  f rac t ion ac t ive  de la  myosine. 

Sa sous-unité S1 (HMM-SI) e s t  l e  s iège  de 1 ' a c t i v i t é  ATPasique e t  présente l e  

s i t e  d ' in te rac t ion  avec 1 ' ac t ine .  

Les f i  1 aments f ins  comprennent deux chai nes hé1 icoïdales  d 'ac t ing-  
1 

polymérisée a ins i  qu'un groupe de protéines régula t r ices  de 1 a contraction 

musculaire : 1 a tropomyosine (TM) e t  l e  complexe de la  troponine (Fig. 6 B ) .  

L'act ine  a une t r è s  f o r t e  a f f i n i t é  pour l ' u n i t é  S1 de l a  myosine 

(HMM-sl) e t  l e  contrôle de l a  contraction e s t  r é a l i s é  par l e  groupe de 

protéines régula t r ices  (EBASHI e t  E N D O ,  1 9 6 8 ) .  La tropomyosine e s t  une mo- 

lécule  t r ès  al  longée qui e s t  logée dansAfa '  délimitée par l e s  2 chaînes 
I 

des globules d ' ac t ine  (Fig. 6B). Elle do i t  avoir u n  double rô le  : morpho- 
? '  

logique, comme protéine servant de support à l a  troponine e t  médiateur, 
1 

fonctionnant comme intermédiaire du signal ent re  l a  troponine e t  1 ' ac t ine .  

La troponine e s t  local isée  de façon discontinue tous l e s  40 nm environ. 

Les rapports des divers composants du filament sont de 7 ac t ines / l  

tropomyosine/l troponi ne. Le cornpl exe de 1 a troponi ne comprend 3 sous- 

uni t é s  (T, Ç ,' 1)  dont 1 es rôles sont  d i f fé ren t s  (Fig.  6 C) . La troponi ne - b !. . 8 .  ; 

T ( T )  ascure l a  l ia ison en t re  tr6pomyosine e t  troponine C ( C ) .  La t ro -  
\ \  ' 

poni ne C est.  associée à l a  troponine T e t  présente une grande a f f i n i t é  

pour l e  calcium. La troponine 1 ( 1 )  e s t  associée à l a  troponine C .  En 

absence de calcium e l l e  e s t  également associée à 1 ' ac t ine  e t  inhibe 

1 ' in teract ion entre 1 ' ac t ine  e t  l a  myosine. E n  présence de calcium, 



Figure 7 : Coupes longitudinales de fibre musculaire de Balane à différents 

grossissements i l l u s t r an t  la var iab i l i té  de longueur de sarcomère (7a  : 5 Pm ; 

7b  : 1 2  um). 

Microscopie électronique X 19000 (7a) e t  X 8000 i7b). 

(Dfapr2s HOYLE e t  coZZ., 1973). 



1 ' a f f i n i t é  de l a  troponine 1 poyin< 1  ' ac t ine  dimi.nye:et l a  tropomyasf ne _ n l , < .  $ 1  
* - - .  

reprend sa place dans l a  gorge du filament ; ce deplacement permet 

1  ' in te rac t ion  en t re  1  ' a c t i ne  e t  l a  myosine (POTTER e t  G E R G E L Y ,  1974). 

Chaque molécule de troponine contrôle donc l ' i n t é r a c t i o n  actine-myosine 

sur  une longueur de 40 nm. 

D'après l e s  r é su l t a t s  de H U X L E Y ,  A.F .  e t  NIEDERGERKE (1954),  

l a  contraction musculaire résu l t e  du glissement des filaments f ins par 
:: F . -  + 

rapports aux filaments épais ( théor ie  des filaments g l i s s a n t s )  : l e  g l i s -  
, . 

sement se  f a i t  par 1  ' intermédi ai re de "ponts" q u i  se forment cycl iquement 

ent re  les  2 types de filaments pendant la  contract ion.  

Chez l es  Crustacés, l a ,  s t r i a t i o n  au niveau d'une f ib re  muscul a i r e  

ainsi  qu'au niveau d u  sarcomère e s t  t r è s  fortement a l t é r ée .  Pour u n  sarco- 

mère donné,llagencement des myofilaments e s t  t e l  que l es  longueurs des 

disques A e t  1 e t  de 1  a  bande H sont d i f f i c i l e s  à déterminer (HOYLE e t  

c o l l . ,  1973 , sur  l a  balane, Balanus nubilus) .  La figure 7 i l l u s t r a n t  
1 

deux sarcomères d ' une f i b r e  muscul a i r e  de Balane , montre nettement 1 ' i r -  

régulari t é  des l imites de l a  bande A e t  1  a i n s i  que ce l l e  de la  'l'igne Z 

rendant l a  détermination de l a  longueur . . d u  sarcomère t r è s  incertaine - 
( H O Y L E  e t  SMYTH, 1963). Ces i r r égu l a r i t é s  ont- également é t é  rappb'rtées 

. . 

sur  la  f ib re  musculaire d u  crabe Portunus sp (FRANZINI-ARMSTRONG-, 1966). 

Des var ia t ions  importantes de l a  longueur des sarcomères au 

sein d'une même f i b r e  sont observées. Ceci e s t  i l l u s t r é  su r  l a  f igure 7 



représentant deux sections 1 ongi tudi na1 es de deux sarcomères d i f fé ren t s  

de f i b r e  musculaire de Balane. Le sarcomère d u  haut mesure 5 Pm e t  ce lui  

du  bas 1 2  Pm. Les sarcomères de longueurs d i f fé ren tes  ne sont pas disposés 

au hasard mais tendent à ê t r e  regroupés dans l a  f i b r e  (FRANZINI-A~SFITRONG, 

1966 ; HOYLE e t  c o l l . ,  1973). 11 faut ,noter  que par une étude en micros- 

copie électronique,sur des f ibres  de Balane , H O Y L E  e t  col 1. (1973) sou1 igne 

que l e s  variat ions de longueur de sarcomères ne sont pas dues à des degrés 

divers de chevauchement des myofilaments mais à des longueurs de disque 

A inégales. 

Une v a r i a b i l i t é  importante e s t  également observée au niveau du 

diamètre des filaments épais  e t  de l a  longueur des filaments f i n s .  Cette 

dernière e s t  souvent impossible à déterminer à moins d ' é t i r e r  l a  f i b r e  à 

200 X de sa  longueur de repos ( H O Y L E  e t  c o l l . ,  1973). 

L'hétérogéneité q u i  semble l a  règle au sein des myofibri l les 

e t  1 'absence d ' a l  ignernent l a t é r a l  des sarcomères ( s t r i e s  Z non al ignées) 

sont l a  cause d'une s t r i a t i o n  transversale moins régulière de l a  f i b r e  

muscul a i r e  de Crustacés . 

Notons également que ces i r r égu l a r i t é s  sont plus marquées su r  

les  f ib res  toniques que sur  l e s  f ibres  phasiques (EASTWOOD e t  col 1 . ,  1982) .  

La s t r uc tu r e  des protéines impliquées dans l a  contraction muscu- 

l a i  r e  (myosine, a c t i ne ,  troponine, tropomyosine) e s t  identique à ce1 l e  

observée sur l e s  f ib res  muscul a i res  s t r i é e s  squele t t iques .  Cependant u n  

désaccord exis te  en ce q u i  concerne la  nature de l a  protéine impliquée dans 



l a  régulation calcique de l a  contraction.  D'après LEHMAN e t  S Z E N T - G Y ~ R G I  , 

(1975) c e t t e  régulation se  s i t u e r a i t  au niveau du filament f i n  comme sur  

l e  muscle s t r i é  de Vertébrés. Cependant, l a  même équïpe ( L E H M A N ,  1977),  

rapporte plus tard  que ce t t e  r tgula t ion calcique pourra i t  ê t r e  s i tuée  au 

niveau d u  filament épais (myosine) ., 

I I I  - ORIGINE ET STOCKAGE D U  CALCIUM INTRAMUSCULAIRE 

A - Contrôle de la  contraction par les  ions calcium 

Compte-tenu de 1 'importante bibliographie r e l a t i ve  à ce s u j e t ,  

nous avons choisi  de ne présenter dans c e t t e  pa r t i e  que l es  travaux e f -  

fectués sur  des f ibres musculaires de Crustacés. Ceux-ci mettent en évidence 

u n  phénomène classiquement déc r i t  sur  diverses s t ructures  : 1 a nécessi t é  

des ions calcium pour l e  déclenchement de l a  contraction.  En  e f f e t ,  

PORTZHEL e t  col 1 . (1964) , en u t i  1 i sant  une solution tamponnée (Ca-EGTA) , 

ont estimé l a  valeur seui l  de [cali nécessaire pour i n i t i e r  l a  contraction 

sur  des f ib res  in tac tes .  Evaluée sur  l e s  f ib res  musculaires géantes de 

Maia squinado, ce t t e  valeur varie en t re  3 . 1 0 - ~  e t  15.10-' M a lo r s  que l a  

concentration calcique interne de repos e s t  infér ieure  à IO-' M .  Par une 

méthode comparable , HAGIWARA e t  NAKAJIMA (1966) e t  RIDGWAY e t  ASHLEY 

(1967) sur l e s  f ibres  musculaires de Balane déterminèrent l a  plus pe t i t e  

valeur de Fa] permettant l e  développement d'une tension ; cel le-c i  varie 

en t re  5 . 1 0 - ~  M e t  9 . 1 0 - ~  M .  Sur ces mêmes f ibres  , l a  [cali de repos e s t  

comprise en t r e  0 , 8 . 1 0 - ~  M e t  2 . 1 0 - ~  M (HAGIWARA e t  NAKAJIMA, 1966 ; 



ASHLEY e t  RIDGWAY, 1970). Ultérieurement une détermination plus précise de 

l a  [cali de repos à 1 'a ide  de l a  fluorescence de 1 'aequorine a donné une 

valeur de 5.89 1 0 ' ~  M (ASHLEY, 1978). On peut donc conclure, malgré une varia-  

b i l i t é  importante des r é s u l t a t s ,  que la  conce~ t r a t i on  calcique i n t r a c e l l u l a i r e  

do i t  a u  moins ê t r e  mult ipl iée par 2 pour q u ' u ~ e  tension s e  développe. 

Les travaux de GILLIS (1967), sur  l e s  myofi b r i l  les  i so lées  de 

Crabe, ont permis de déterminer l a  zone de 1 a f i b r e  musculaire l a  plus 
++ 

sensible aux ions calcium (Ca ) .  En e f f e t ,  par 1 ' i n jec t ion  d ' ions  calcium 

à 1 'aide d 'une micropi pette 1 e long du sarcomère, i  1 a mis en évidence que 

plus la  p ipet te  d ' i n j ec t i on  e s t  proche de l a  jonction A-1, plus l a  quanti té  
+ + 

de Ca nécessaire pour produire l a  plus p e t i t e  contraction peut ê t r e  ré- 

du i te .  Or, l e s  travaux de SELVERSTON (1967) sur  l e s  f ibres  musculaires de 

Balane e t  de Crabe ont montré que l a  zone de l a  jonction A-1 e s t  l a  zone 

des diades. 

La nécess i té  de 1 'augmentation de l a  t a l i  pour qu'une tension se  

développe e s t  donc bien é t ab l i e .  De plus,  l e s  travaux de RIDGWAY e t  ASHLEY 

(1967) e t  ASHLEY e t  RIDGWAY (1968) sur  l e  muscle s t r i é  de Balane ont permis 

de v i sua l i se r  1 'augmentation ; leurs r é su l t a t s  obtenus en mesurant l a  

variat ion de l a  concentration en ions calcium directement à l ' a i d e  d'une 

méthode optique ( f i  uorescence de 1 ' aequori ne) prouvent que 1 ' augmentati on 

e s t  t r an s i t o i r e  e t  a une durée infér ieure  à c e l l e  'de l a  contraction (Fig. 8 ) .  

Le point que nous nous proposons d'exposer maintenant va donc 

consis ter  à analyser par quels mécanismes l a  p a l i ,  d o n t  l e  rôle apparaît  

déterminant, e s t  augmentée. 



Potent ie l  Je membran9 

Figure 8 : Enregistrement simultané d u  potentiel  de membrane ( 1 )  

(dépolarisat ion vers l e  h a u t ) ,  de 1  'émission de lumière ( 2 )  t raduisant  
2 + 1 'élévation de (Ca li e t  de la  tension mécanique ( 3 )  d'une f i b r e  muscu- 

l a i r e  de Balane, contenant de 1  'aequorine e t  dépolarisée pendant d i f f é -  

rents  temps de durée croissante ( A ,  B,  C ,  D). 

Etalonnage dans l e  coin supérieur d r o i t  : verticalement pour l a  t r ace  

d u  potentiel de membrane : 1,20 mV ; pour 1 ' i n t ens i t é  1 urni neuse 1 ,9  x 10" 

lumen : pour l a  tension : 5 g ; horizontalement 100 msec. 

(D 'après ASHLEY e t  RIDGWAY, 1 9 6 8 ) .  



B - Mécanisme d'augmentation de la  concentration calcique 

i n t racel l  ul a i  r e  

1 - Influence de l a  concentration calcique ex t race l lu la i re  

a - Rôle du courant entrant calciaue 
------i----i--i--ii-----i----ii 

Les études.effectuées dans l e s  conditions de potentiel imposé 

ont permis de mettre en évidence sur  l a  plupart des t i s su s  con t rac t i l e s  

l ' ex i s t ence  d'un courant entrant eutcique, I c a  Ce courant e s t  responsable 

de Z'aet iv i té  électrique rnembranaire, dans l e  cas des f ib res  musculaires 

de Crustacés ( H A G I N A R A  e t  N A K A ,  1964 ; MOUNIER e t  VASSORT, 1973, 1975 a ; 

HENFEK e t  Z A C H A R ,  1977). 

++ 
Ce f lux entrant d ' ions  Ca crée une augmentation t r an s i t o i r e  

de t a ]  i .  Pour cer ta ins  auteurs c e t t e  variat ion de Bali e s t  e s s en t i e l l e  

dans l e  déclenchement de 1 ' a c t i v i t é  mécanique. En e f f e t ,  i l s  montrent que 

1 ' appar i t ion de l a  tension e s t  t r è s  intimement 1 iée à 1 ' ac t iva t ion  de Ica 

puisque divers ions ou drogues inhibant 1 bloquent l e  développement de Ca 

l a  réponse mécanique. C 'es t  notamment l e  cas pour l e  manganèse ( S U A R E Z -  

KURTZ e t  c o l l . ,  1972, sur l e s  f ib res  musculaires dlEcrevisse ; GOBLET e t  

MOUNIER, 1982, su r  les f i b r e s  musculaires de Crabe), pour l e  cobalt (HAGINARA 

e t  col 1 ., 1968, su r  les f i b r e s  musculaires de Balane ; MATSUMURA, 1972, 

sur  l e s  f ibres musculaires d '  Ecrevisse) e t  pour la  streptomycine (SUAREZ-KURTZ, 

1974, su r  l e s  f ib res  musculaires de Crabe). De plus, u n  aut re  r é su l t a t  

confirme ce t t e  hypothèse : une concentration cal cique extracel  lu1 a i r e  

accrue indui t  une augmentation de Ica (MOUNIER e t  VASSORT, 1975 a ; CAPUTO 



e t  DIPOLO, 1978) e t  u n  accroissement de 1 'amplitude de l a  tension (HAGIWARA 

e t  c o l l . ,  1968 ; CAPUTO e t  DIPOLO, 1978, sur  l e s  f ib res  musculaires de 

Balane, GOBLET e t  MOUNIER, 1982, sur  l e s  f ib res  musculaires de Crabe), 

b - Rôle de 2 'échange sodium-caZciwn --------------- ---------------- 

Lorsque l a  polarisat ion membranaire e s t  égale à l a  polar isa t ion 

membranaire de repos, u n  mécanisme d'échange sodium-calcium fonctionne dans 

l e  sens d ' u n  e f f lux calcique associé à u n  influx sodique af in  de permettre 

l e  retour de l a  concentration calcique i n t r ace l l u l a i r e  à u n  niveau f a ib l e  

par rapport à c e l l e  de l a  solution externe (RUSSELL e t  BLAUSTEIN, 1974 - 
su r  la  f ibre  musculaire de Balane ; VAUGHAN-JONES, 1977, sur  la  f i b r e  musculaire 

de Crabe ; H O R A ~ K O V A  e t  VASSORT, 1979, sur  1 ' o r e i l l e t t e  de Grenouil?e). Lorsque 

l a  membrane e s t  dépolarisée,  1 ' e f f lux  calcique e s t  diminué (MULLINS e t  BRINLEY 

J r . ,  1975, sur  1 'axone de Calmar) e t  1 'échange s ' i nve r s e  e t  fonctionne dans l e  

sens d'un influx calcique associé à u n  e f f lux sodique ( H O R A ~ K O V A  e t  VASSORT, 1979) 

A la  lumière de ce r é s u l t a t ,  G O B L E T  e t  MOUNIER (1982) ont montré 

par 1 'enregistrement simultané des courants ioniques membranaires e t  de l a  

contraction que, outre l ' ex i s t ence  d'une composante phasique de contraction 

dépendante de Ica , i l  ex i s t e  sur  l e s  f ib res  musculaires du crabe Carcinus 

maenas une composante tonique dépendante de l 'ampli tude e t  de la  durée de 

1 a dépol a r i sa t ion  d u  sarcol emme e t  pl us part icul  i  èrement d u  flux entrant  d ' i ons  

Ca via l 'échange sodium-calcium. Ces auteurs ont montré par u t i l i s a t i o n  de 

divers ions ou drogues que ce flux entrant  de Ca e s t  nécessaire au développement 

de l a  tension tonique. En  conclusion, deux flux entrants  calciques sont 

nécessaires au d5vel oppement de 1 ' a c t i v i t é  mécanique complexe des f i  bres 

musculaires de Crabe. 



11 faut  maintenant savoir  s i  1 ' i n f lux  de calcium produit l o r s  

d'une dépolarisat ion membranaire e s t  su f f i san t  pour permettre l e  dévelop- 

pement d'une tension. Divers auteurs ,  sur  diverses s t ructures  ont ef fectué  
++ 

une estimation de la  quant i té  de Ca entrant  l o r s  du  développement de Ica 

et  1 'augmentation de k a l i  qui en résu l t e .  Ceux-ci démontrèrent que 

l es  ions calciwn se f ixent directement sur les  protéines contractiZes e t  

sont en quantité suff isante pour induire l a  contract ion.  Ce rés l l l ta t  a  é t é  

obtenu sur  l a  f ib re  musculaire de Balane (ATWATER e t  col 1 ., 1974). 

Un t e l  couplage a é t é  dénommé couplage d i r ec t  ou "di rect  coupling" 

(BIANCHI, 1969). 

D'autres auteurs estiment que la p e t i t e  quant i té  de calcium entrant  

l o r s  d'un potentiel d 'ac t ion e s t  essentieZZe mais insuf f isanta pour produire 

1 ' ac t iva t ion  du système con t rac t i l e  des f ib res  musculaires de Crustacés 

( B R A N D T  e t  c o l l . ,  1972 ; E N D O ,  1972 ; CAPUTO e t  DIPOLO, 1978 ; GOBLET e t  

MOUNIER, 1982). 

I l  e s t  donc nécessaire d'envisager une autre origine pour l e  

caZciwn activateur de Za con-traction. 

2 - La l ibé ra t ion  du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique 

Depuis l e s  études de COSTANTIN e t  col1 . (1964) e t  WINEGRAD 

(1968) on s a i t  qu'une s t ruc tu re  i n t r a c e l l u l a i r e ,  l e  réticulum sarcoplas- 

mique (RS), e s t  une zone de stockage de calcium. En e f f e t , l a  concentration 

i n t r a r é t i c u l a i r e  en calcium l i b r e  e s t  proche de 0.5 à 2 mrl e t  l e s  c i t e rnes  terrri- 

nales du RS contiennent 90 % de ce t t e  quanti té  (HASSELBACH e t  OETLIKER, 



1983). De plus, l a  membrane d u  RS présente deux propriétés : i )  augmenter 

considérablement sous cer ta ines  conditions sa perméabilité calcique indui- 

sant a ins i  u n  largage massif de Ca dans l e  myoplasme ( J ~ B S I S  e t  O'CONNOR, 

1966 ; RIDGWAY e t  ASHLEY,.1967 ; A S H L E Y  e t  RIDGWAY, 1970),  i i )  capter  l e  

Ca s i t u é  dans l e  myoplasme e t  l 'accumuler (HASSELBACH e t  MAKINOSE, 19f1 ; 

EBASHI e t  LIPMAN, 1962). E n  e f fe t ,un cycle de contraction - relaxation 

nécessi te l e  largage e t  l a  capture d'environ 100 nmol de Ca par gramme de 

muscle (WEBER e t  H E R Z ,  1963). 

Lors d'une exci ta t ion créant  u n  té tanos ,  59 % du contenu des 

ci  ternes termina1 es e s t  1 argué en 1 .2  sec (SOMLYO e t  col 1 . , 1981). Cepen- 

dant, l a  nature d u  message permettant l 'accroissement de la  perméabilité 

calcique de la  membrane du RS l o r s  de l ' exc i t a t i on  e s t  encore t r è s  contro- 

versée. Plusieurs hypothèses ex i s ten t  : 

- La dépolarisat ion membranaire de l a  membrane de surface e t  d u  système 

tubula i re  se propagerait au niveau de la  membrane d u  réticulum sarcoplasmique. 

Cette dépolarisat ion i ndu i r a i t  u n  largage massif de calcium dans l e  milieu 

sarcopl asmi que. Ce mécanisme e s t  appelé "depolarization-i nduced cal ci um re lease"  

(COSTANTIN e t  PODOLSKY, 1967 ; END0 e t  NAKAJIMA, 1973 ; KASAI e t  MIYAMOTO, 1976). 

- La p e t i t e  augmentation de l a  concentration calcique i n t r ace l l u l a i r e  

due au développement de 1 ' i n f lux  calcique créé par l a  dépolarisat ion membranaire 

de surface indu i ra i t  une l ibé ra t ion  d u  calcium sequestré dans l e  RS. Ce méca- 

nisme e s t  appelé "calcium-induced calcium re lease"  ( F O R D  e t  PODOLSKY,  1968 sur  

l e s  f i b r e s  squelet t iques ; FABIATO e t  FABIATO, 1975 a su r  l e s  f ib res  cardiaques ; 

SAIDA, 1982, sur  l e  muscle l i s s e ) .  



- L"e largage calcique s e r a i t  d û  à 1 'inversion du fonctionnement de 

1 a pompe Ca-ATPase (TAKENAKA e t  col 1 . , 1982). 

- Le largage calcique s e r a i t  d û  à l a  formation d'un canal calcique 
++ 

par associat ion de plusieurs ATPases sous 1 ' influence des ions Ca (CHIESI,  

1984) . 

- Le réticulum sarcoplasmique s e r a i t  u n  compartiment ouvert sur  l e  

milieu ex t r ace l l u l a i r e  ( P A G E  e t  P A G E ,  1968 ; BIRKS e t  D A V E Y ,  1969). 

- Des changements de pression osmotique de part  e t  d ' au t r e  de 

la  membrane du RS moduleraient l a  perméabil i t é  calcique (MEISSNER e t  Mc K I N L E Y ,  

1976). 

- Les charges spécifiques sur  l a  surface membranaire d u  RS 

con t rô le ra i t  des canaux calciques au niveau d u  RS (SCHNEIDER e t  CHANDLER, 

1973 ; SHOSHAN e t  c o l l . ,  1983). 

Nous a l lons  examiner de façon plus précise chacune des hypothèses. 

a - Mécanisme de "d~oZmization-induced Ca release" 
------------a-- ............................. 

L'hypothèse d'un largage calcique à p a r t i r  du RS d û  à l a  dépolari- 

sat ion de l a  membrane du RS e s t  l e  r é su l t a t  d u  f a i t  expérimental suivant 

obtenu sur  l e s  f ib res  musculaires squelet t iques pelées : après remplacement 

du propionate de potassium du milieu environnant l e  RS par d u  chlorure de 

potassium une tension t rans i  to i  re s e  développe ( R E U B E N  e t  col 1 . , 1967 ; 



COSTANTIN e t  PODOLSKY, 1967). Les réponses mécaniques observées sont  augmentées 

lorsque l a  concentration d ' ions chlore u t i l i s é e  e s t  accrue (WINEGRAD, 1982). 

De nombreux travaux ont é t é  ef fectués  a f i n  de déterminer des inhi bi- 

teurs spécifiques d u  largage induit  par l e s  ions chlore pour permettre de d i s -  

socier  ce mécanisme d u  mécanisme de "Ca-induced Ca release" que nous étudierons 

plus lo in .  Les r é su l t a t s  montrent que l e s  sucres (THORENS e t  E N D O ,  1975) a ins i  

que l e  manganèse (SAIDA e t  SUZUKI, 1981) inhibent  l e  mécanisme de "depolarization 

induced Ca re lease" ,  a lo r s  que l e s  ions magnésium ou la procaine sont  sans 

e f f e t  (THORENS e t  E N D O ,  1975). De plus ,  des canaux cationiques e t  pl us pa r t i -  

culièrement potassiques dépendants d u  potentiel  ont é t é  mis en dvidence dans 

1 a membrane du réticulum sarcopl asmi que (MILLER, 1978 ; MILLER e t  ROSENBERG, 

1979 ; YAMAMOTO e t  KASAI, 1982 a e t  b ) .  

L 'éclairage d'une f ib re  musculaire s i  tuée entre  deux polariseurs croisés  

(technique de l a  polarisat ion croisée bien connue des c r i s t a l lographes ) ,  permet 

d ' enreg i s t re r  des variat ions importantes de 1 ' i n t e n s i t é  lumi neuse r é su l t an t e ,  

lors  de la st imulation de la  f ibre  (BAYLOR e t  OETLIKER, 1977 a ,  b e t  c ) .  

Cette variati0.n d ' i n t e n s i t é  lumineuse appelé "bi refringence signal " 2 par 

les  auteurs e s t  1 'image non proportionnelle de variat ions de potent ie ls  t rans-  

membranai res . E l  l e  peut-être décomposée en t r o i s  composantes : 

9 Conne 2 'ont noté BAYLOR e t  OETLIKTR, (1977 a) signaZons que Ze terme 

"bire fringence signalrr ne s igni f ie  pas nécessairement qu 'i Z y a i t  une modifi- 

cation des propriétés de biréfringence de Za fibre. IZ s igni f ie  simplement 

quriZ y a une variation de Z'intensité Zwnineuse mesurée après Ze passage 

du faisceau Zwnineux incident au travers d'une fibre située entre deux poZa- 

riseurs croisés. 



- l a  première composante correspond-au potentiel d 'ac t ion de la  

membrane de surface e t  du système T ( B A Y L O R  e t  OETLIKER , 1977 c ) .  

- 1 a seconde qui, dans ce paragraphe e s t  ce1 l e  qui nous i n t é r e s se ,  

s e r a i t  la  conséquence de l a  dépolarisat ion de l a  membrane d u  réticulum sarco- 

plasmique associée au largage cal cique ( B A Y L O R  e t  OETLIKER, 1977 c ) .  

Ces deux premières composantes sont antér ieures  au développement 

de l a  contraction.  

- l a  t roisième composante qui se  développe simultanément à l a  con- 

t r a c t i on ,  s e r a i t  u n  a r t e f a c t  d û  au mouvement de l a  f i b r e  ( B A Y L O R  e t  OETLIKER, 

1977 a ) .  

A l ' a i d e  d'une au t re  technique optique basée sur  l ' u t i l i s a t i o n  d'une subs- 

tance f luorescente,  l e  bleu Pli1 A ,  dont l 'émission fluorescente va r ie  lors  de chançe- 

ments de potentiel  membranai r e ,  BEZANILLA e t  HOROb!ICZ (1975) o n t  montré, 

su r  u n  muscle s t imulé ,  une augmentation de l a  fluorescence pendant l a  phase 

de repolar isa t ion d u  P A ,  jus te  avant l e  début de la  contraction.  Ce phénomène, 

augmenté par NO; (potent ia teur  de l a  contraction musculaire, SAF!DCH, 1965) e t  

diminue par D30 ( inh ib i t eur  de l a  con t rac t ion) ,  semble correspondre à la  - 
l ibé ra t ion  de calcium par l e  RS. 

Ces r é su l t a t s  , complétés par ceux de FABIATO e t  FABIATO (1977) 

à 1 'a ide  de l a  mérocyanine (marqueur de var ia t ions  de po ten t ie l )  su r  l e  

muscle squele t t ique,  permettent d'envisager que Zes changements de propriétés 

optiques sont dus à des changements des propriétés 6Zectriqus.s de Za mem- 

brane du RS. Toutefois u n  cer ta in  nombre de r é su l t a t s  ac tuels  l a i s s en t  



encore planer u n  doute sur  l e  f a i t  que l a  membrane d u  RS s e r a i t  polarisée 

au repos e t  capable d ' ê t r e  dépolarisée l o r s  de 1 ' exc i t a t ion  musculaire. 

L'existence d'une po la r i t é  de repos n ' a  jamais é t é  prouvée e t  

des travaux récents nient son existence.  En  e f f e t ,  SOMLYO e t  c o l l .  (1981) 

ont montré su r  l e s  f ibres musculaires de grenouil le  que l e  potentiel t rans-  

membranaire du RS, s ' i l  e x i s t e , e s t  t r è s  p e t i t  car  i l  e s t  i n f é r i eu r  ou égal 

à 5 m V .  De façon identique, u n  rapport plus récent (GARCIA e t  MILLER', 1984), 

sur  des vésicules isolées de muscle squelet t ique de lapin indique que l a  

membrane d u  RS ne peut développer dans des conditions physiologiques u n  

potentiel supérieur à quelques m V .  

D'autre par t ,  d ' au t r e s  travaux effectués à l ' a i d e  de colorants 

sensibles a u  potentiel  font é t a t  d'une séparation net te  en t r e  l e s  modifi- 

cat ions du s ignal  optique d u  colorant e t  l e  largage calcique ( B E E L E R  e t  

MARTONOSI, 1979 ; B E E L E R  e t  c o l l . ,  1979). De façon identique,  FABIATO (1982) 

f a i t  remarquer que ses travaux effectués à l ' a i d e  des colorants sensibles 

au potentiel (FABIATO e t  FABIATO, 1977, 1978 a ; FABIATO, 1981) ne permettent 

pas de savoir s i  l e  signal enreg i s t ré  correspond à une var ia t ion de poten- 

t i e l  transmembranaire ou à une var ia t ion de potentiel  de surface (vo i r  

RUSSELL e t  c o l l . ,  1979 a ,  1979 b pour l a  discussion de ce problème). Des 

travaux effectués avec d ' au t res  techniques montrent d'une part  une absence 

de corré la t ion entre la "dépolarisat ion" des vésicules i solées  d u  RS e t  l e  

largage calcique (KOSHITA e t  HOTTA, '1981) , d ' au t r e  part que l e  largage 

calcique lors  d'un tétanos n ' e s t  pas associé à des modi f i  cat ions importantes 

ou maintenues d u  pe t i t  s ignal  transmembranai re (SOMLYO e t  col 1 .  , 1981). 



11 y aura i t  donc une tendance ac tue l l e  dans l a  bibliographie à 

ré fu te r  1 'hypothèse de "depolarization - induced Ca release".  11 ne faut  

cependant pas oublier  que 1 'ensemble des travaux c i t é s  ont é t é  effectués 

s o i t  su r  des f ib res  musculaires pelées s o i t  su r  des vésicules isolées d u  

RS c ' e s t  à di re  dans des conditions t e l l e s  que l a  zone c le f  du couplage 

exci ta t ion - contraction,  l a  t r i ade  ou diade, e s t  dé t ru i t e .  

b - Mécanisme de '%alciwn - induced caZcim release" .............................................. 

FABIATO e t  FABIATO (1975 a ) ,  furent  l e s  premiers à émettre 1 'hy- 

pothèse, su r  1 es ce1 1 ul es muscul ai  res cardiaques , d 'un 1 argage cal cique 

indui t  par une pe t i t e  quant i té  de calcium entrant  dans l a  c e l l u l e ,  insuf f i -  

sante  pour ac t ive r  directement l e s  protéines con t r ac t i l e s .  Depuis, ce 

mécanisme a é t é  mis en évidence sur  d ' au t res  s t ruc tu res  musculaires notam- 

ment sur  l e s  f ibres  muscul a i res  squelet t iques de Grenoui 1 l e  (MILLER e t  

THIELECZEK, 1977 ; KIRIN0 e t  SHIMIZU, 1982) e t  de Lapin (KIRIN0 e t  

SHIMIZU, 1982), sur l e s  f ib res  musculaires s t r i é e s  de Crabe (STEPHENSON 

e t  WILLIAMS, 1980) a ins i  que sur  l e  muscle l i s s e  (SAIDA, 1982 ; SAIDA e t  

V A N  B R E E M E N ,  1983) e t  au niveau des vésicules i solées  de réticulum sarco- 

pl asmique de muscle squele t t ique (NAGASAKI e t  KASAI, 1981 ; MIYAMOTO e t  

R A C K E R ,  1981). SAIDA e t  V A N  BREEMEN (1983) e t  FABIATO (1983) montrent 

également que l e  largage calcique e s t  stimulé puis inhibé par l 'augmentation 

de la  concentration calcique environnant l e  réticulum sarcoplasmique. 

Afin de pouvoir d i s soc ie r  les  mécanismes de "depolarization - 
induced calcium release" e t  de calcium - induced calcium re lease"  des inhi-  

bi teurs propres à ce dernier  mécanisme ont é t é  déterminés. Les ions magné- 

sium ( F O R D  e t  PODOLSKY, 1970, 1972 ; END0 e t  NAKAJIMA, 1973 ; ENDO, 1975) 

e t  1 a procaïne ( F O R D  e t  PODOLSKY , 1972 ; THORENS e t  E N D O ,  1975) inhibent 



l e  mécanisme de largage calcique dépendant du calcium. Ces résu l t a t s  sont 

contra i res  à ceux obtenus dans l e  cadre d'un mécanisme de largage indu i t  

par l e s  ions chlore e t  ont conduit THORENS e t  END0 (1975) à conclure à 

l'indépendance de ces deux types de st imulation d u  largage calcique. Un 

aut re  inhibi teur  a  plus récemment é t é  mis en évidence : l e  rouge de ruthé- 

nium (OHNISHI, 1979 ; MIYAMOTO e t  RACKER, 1981). De plus ,  l e  mécanisme 

de "Ca-induced Ca re leaseUes t  stimulé par l a  caféine ( E N D O ,  1975) e t  plus 

largement par l e s  méthylxanthines qui ne sont pas méthylées en position 9  

(MILLER e t  THIELECZEK, 1977) a ins i  que par l ' adénine  (END0 e t  KITAZAWA, 

1976). 11 e s t  insensible aux ions manganèse (SAIDA e t  SUZUKI, 1981). Ce 

mécanisme de largage du calcium e s t  gradué (FABIATO e t  FABIATO, 1975 a ) ,  ce 

qui e s t  en accord avec l ' évo lu t ion  para l l è le  de l a  tension e t  du courant 

en t ran t  d'ions calcium en fonction de l a  polar isa t ion membranaire. En ou t re ,  

l a  l ibéra t ion calcique ne s e r a i t  pas seulement fonction de la  concentration 

d u  calcium 1 i  bre qui 1  ' i ndu i t  mais aussi dépendante de 1 a  charge cal ci  que 

d u  RS : une diminution de l a  concentration in t ravés icu la i re  en calcium 

inh ibera i t  1  ' e f f lux  calcique à p a r t i r  des vésicules d u  RS (WEBER, 1971). 

Depuis l a  formulation de l 'hypothèse du mécanisme de type 

"cal ci  u m  - i  nduced cal ci um re l  ease" comme mécanisme de 1 argage cal ci  que 

à p a r t i r  du RS, des c r i t iques  ont é t é  formulées ( E N D O ,  1977) mais aussi 

u n  affinement de la  compréhension de ce mécanisme a  é t é  ef fectué .  E n  

e f f e t  des travaux récents mettent en évidence sur  l a  f rac t ion lourde des 

vésicules i solées  du RS, c ' e s t - à -d i r e  sur  les  c i t e rnes  terminales d u  RS, 

u n  canal cationique contrôlé par l e s  ions calcium (YAMAMOTO e t  KASAI, 

1982 a  e t  1982 c ) .  Ce canal se  divise en u n  ionophore pouvant se présenter 

sous deux conformations (ouverte - fermée) e t  en u n  récepteur calcique 

régulant la conformation de 1 'ionophore (YAMAMOTO e t  KASAI, 1982 d ) .  A 

l a  lumière de ce t t e  hypothèse YAMAMOTO e t  KASAI (1982 d )  proposent u n  

mode de fonctionnement de l a  caféine,  drogue connue pour stimuler l e  mé- 



canisme du "Ca - i nduced Ca release" : la caféine augmenterait 1 ' a f f in i t é  

d u  calcium pour l e  s i t e  récepteur du canal. Par contre la  procaine blo- 

querait l e  canal d'une façon dépendante d u  calcium. 

Dans une récente revue de question ainsi que dans une sér ie  

d ' a r t i c l e s ,  FABIATO (1983, 1985 a ,b , c )  rapporte que l e  stimulus d u  mécanisme 

de "Ca - induced Ca release" n ' e s t  pas une faible augmentation de la  con- 

centration calcique dans l e  milieu environnant l e  RS mais se ra i t  plus parti-  

culièrement une fonction de la vitesse de cet te  variation de concentration 

calcique. A la lumière de ce résul ta t  i l  tente d'expliquer comment ce méca- 

nisme de largage calcique observé sur des cellules cardiaques pelées peut 

intervenir dans l e  couplage excitation - contraction de cellules intactes.  

D'après l u i ,  la composante i n i t i a l e  rapide d u  courant entrant calcique au 

niveau d u  sarcolemme, déclencherait l e  1 argage calcique à par t i r  d u  RS 

alors que la  composante lente de ce courant chargerait l e  réticulum en calcium. 

c - &e__Zqgage caZcique en relation avec Za pprotSine 

r e ~ o n s a b l e  de Za captme du- calcium p a r  l e  r é t i -  -- ------------- ...................... 
cuzwn-s-reomZ:as,z;;gue. 

Plusieurs hypothèses existent selon lesquelles la protéine 

responsable de la  capture du calcium par l e  RS (pompe Ca - ATPase ; voir 

plus loin l e  paragraphe C )  jouerait u n  rôle dans l e  largage calcique à 

par t i r  du RS. Ces hypothèses sont les suivantes : 

- l e  largage calcique s e r a i t  d û  à 1 'inversion du fonctionnement 

de l a  pompe Ca - ATPase ("Reversa1 of the  pump"). 

- les molécules de Ca - ATPase s 'associeraient pour former u n  

canal cal ci que. 



. l a  l ibé ra t ion  calcique due à 1 ' inversion de l a  ponipe .................................................... 
Ca - ATPase. ----------- 

La Ca - ATPase peut ê t r e  amenée à ca ta lyse r  l a  réaction inverse 

d u  transport de calcium, c ' e s t -à -d i re  amenée à synthét iser  de l'Adénosine 

Tri Phosphate ( A T P )  à p a r t i r  de 1  'Adénosine Di Phosphate ( A D P )  e t  de phosphate 

inorganique aux dépens d'un flux de Ca d'une f o r t e  concentration intravé- 

s i  cula i re  vers une t r è s  f a i b l e  concentration dans l e  milieu ex t ra ré t i cu-  

l a i  re ( H A S S E L B A C H ,  1981 ; TAKENAKA e t  col 1  ., 1982 ; FABIATO, 1982). 

En e f f e t ,  après accumulation du calcium dans l e  réticulum sarco- 

plasmique, on observe une f u i t e  de calcium t r è s  modérée qui e s t  accélérée 

10 à 50 fois  sous l ' i n f l uence  d'ADP e t  de phosphate inorganique 

(BARLOGIE e t  c o l l . ,  1971 ; B E E L E R  e t  c o l l . ,  1979 ; HASSELBACH, 1981). 

Cette réaction s e r a i t  due à l ' i nvers ion  de la pompe puisqu'une synthèse 

ne t t e  d'ATP peut ê t r e  aisément mise en évidence durant ce largage calcique 

(MAKINOSE e t  HASSELBACH, 1971). La stoechiométrie 

de la  réaction e s t  la  même qu'au cours de l'accumulation c ' e s t - à -d i r e  que 

1  'ATP se forme à raison d'une molécule pour l a  fui  t e  de deux ions Ca 

(HASSELBACH, 1981). L 'ef f lux calcique via 1 ' inversion de la  pompe a  é t ê  

évalué à 145 nmol / ( m g . m i n )  ( T A K E N A K A  e t  col 1  ., 1982). Pourtant, u n  rapport 

contradictoire a  montré que 1  'ADP inhibe l ' e f f l u x  calcique (PICK e t  

BASSILIAN, 1983). 

Ce mécanisme d ' invers ion de la  pompe suggère que 1 ' e f f lux  calcique 

a  1  ieu via l a  phase protéique de la  membrane d u  réticulum sarcoplasmique. 

Cependant, d ' au t res  hypothèses exis tent  qui t ou t  en montrant l a  nécess i té  



de l a  Ca-ATPase pour l e  largage calcique ne 'concluent pas à u n  mécanisme 

d ' inversion de l a  pompe. 

. Canal cal cigue formé par 1 'associa t ion de plusieurs ----------- --------- .................... -------- 
Ca-ATPases ---------- 

BERMAN (1982) rapporte qu'une bi couche 1 i  pidique a r t i f i c i e l  l e  

préparée à p a r t i r  des phospholipides i s sus  de l a  membrane d u  réticulum 

e s t  imperméable aux cations.  Cependant l ' incorporat ion dans de t e l l e s  

vésicules de l a  Ca - ATPase pur i f iée  augmente la  conductance calcique par 

4 6 u n  facteur de 10 à 10 c ' e s t -à -d i re  a t t e ignan t  a ins i  une valeur comparable 

à ce l l e  observée sur  les  vésicules i solées  du réticulum sarcoplasmique 

(JILKA e t  c o l l . ,  1975). 11 semblerait que l e  canal calcique s o i t  s i t u é  

dans 1 a Ca-ATPase ou que 1 ' ATPase rompe 1 'associa t ion des 1 i  pi des a f i  n de 

permettre l e  passage des ions calcium. Une autre  poss ib i l i t é  ex i s t e  selon 

laquelle plusieurs 01 igomères de 1 'ATPase forment l e  canal cal cique. 

En e f f e t ,  une associat ion t r an s i t o i r e  e t  révers ib le  de plusieurs molécules 

d ' ATPase pourrai t  fournir  1 a base s t r uc tu r a l e  d'un largage cal cique rapide 

(VANDERKOOI e t  co l l  ., 1977). L'ATPase transporteuse pourrai t  ê t r e  une 

s t ruc tu re  dimérique e t  une aggrégation pourra i t  ê t r e  nécessaire pour l a  

formation t r a n s i t o i r e  de canaux calciques (CHIESI, 1984). Le passage 

rapide d'une conformation à l ' a u t r e  pourrai t  ê t r e  induit  s o i t  par u n  
t changement rapide de l a  concentration ou de l a  d i s t r ibu t ion  des ions H 

++ 
ou Ca ( C H I E S I ,  1984) s o i t  par une modification du potentiel de surface 

( C U X  e t  MARTONOSI , 1983 a ,  1983 b ) .  



++ 
Cependant, d 'aut res  r é su l t a t s  montrent que les ions Ca passent 

via 1 a phase 1 i pi di que pui squ 'un anion 1 i pophi 1 e , 1 e tétraphényl boron indui t  

u n  largage calcique ne passant pas par des canaux formés par l a  molécule 

ATPasique (SHOSHAN e t  c o l l . ,  1983). D'autres auteurs estiment que l e  s i t e  

de 1 argage cal cique e s t  de nature 1 i poprotéi que ( D H A L L A  e t  col 1 . , 1983). 

d - Relation entre Ze mécanisme de "Ca-induced Ca ............................................. 
re ,--,,,--,-,-,,,,,-------L---~~---~--~-------- Zease" e t  Ze mécanisme Cuisant intervenir Za 

Fomge Ca - ATPase - ------------- 

Une f ixa t ion  calcique rapide su r  l a  membrane du RS (MC COLLUM 

e t  col 1 ., 1972 ; ENTMAN e t  col 1 ., 1972) e t  plus parti  cul ièrement sur  

les  s i t e s  à grande a f f i n i t é  calcique de l a  pompe (Ca - ATPase) (INESI, 

1979) augmente 1 a perméabi 1 i  t é  cal ci  que de c e t t e  membrane. Les travaux 

de END0 e t  KITAZAWA (1976) montrent que l e  mécanisme de "calcium-induced 

calcium release" présente une grande dépendance vis à vis de 1 'ATP de 

façon t e l l e  que 1'ATP l i b r e  inhibe ce mécanisme. Ce r é su l t a t  suggère que 

l e  mécanisme de "calcium - induced calcium release" au r a i t  quelque re la-  

t i o n  avec le mécanisme de transport  via l a  Ca-ATPase. I l  faut  cependant 

noter que l e  mécanisme de "calcium - induced calcium re lease"  n ' e s t  pas 

l e  mécanisme d ' invers ion de l a  pompe (ENDO, 1977 ; KATZ e t  col1 . , 1977). 

On pourrait envisager que, dans ces condit ions,  l a  pompe calcique e s t  

découplée de 1 'hydrolyse d '  ATP e t  joue l e  rôle de transporteur pour l e  

largage calcique induit  par l e  calcium (END0 e t  KITAZAWA, 1976). 



e - Autres haothèses  ------- ------- 

Le r é t i  cul um sarcopl asmi que s e r a i t  u n  compartiment extracel 1 ul ai re 

( P A G E  e t  P A G E ,  1968 ; BIRKS e t  DAVEY, 1969) puisque des ions ,  des molécules 

non chargées e t  même des marqueurs extracel 1 ul ai  res peuvent pénétrer 

dans 1 e réticulum sarcopl asmi que probablement au ni veau des t r i  ades 

(SPERELAKIS e t  col1 . , 1973). Les évaginations de l a  membrane d u  réticulum 

( f e e t )  observées en microscopie électronique par FRANZINI -ARMSTRONG (1970), 

EISENBERG e t  EISENBERG (1982) e t  FRANZINI-ARMSTRONG e t  NUNZI (1983) sont 

r e l i é e s  à l a  membrane du système tubulaire transverse (STT) par u n  matériau 

amorphe e t  pourraient ê t r e  l a  s t ruc tu re  permettant l a  cont inui té  ent re  

l e  STT e t  l e  RS. Dans ces condit ions,  lo r s  de 1 ' exc i t a t i on ,  la variat ion 

du potentiel  membranaire (dépolar isa t ion)  qui s e  propage du sarcolemme 

vers l e s  tubules transverses pourrai t  continuer directement vers l e s  c i -  

ternes  terminales du RS e t  permettre l e  largage du calcium vers l e  myoplasme. 

Cependant, ce r ta ins  r é su l t a t s  indiquent que l es  évaginations ne jouent 

aucun rôle  dans l e  mécanisme de largage calcique (MIYAMOTO e t  RACKER, 1981). 

Des changements de pression osmotique de par t  e t  d ' au t r e  de l a  

membrane du RS augmentent 1 a perméabi 1 i t é  cal ci que (MEISSNER e t  Mc KINLEY , 

1976 ; KOSHITA e t  col1 . , 1982). Ce pourrai t  ê t r e ,  par exemple, l e  mécanisme 

d 'ac t ion des ions chlorure : l ' importance de l ' o smola r i t é  sur  l e  largage 

calcique indui t  par subs t i tu t ion  ionique e s t  actuellement à déterminer. 

Ainsi l ' appo r t  de chlore ,  ion perméant, provoquerait une augmentation d u  

volume i n t r a r é t i cu l a i  re par ent rée  d ' eau ,  induisant l a  1 i bération de cal - 
cium (KASAI e t  MIYAMOTO, 1976, su r  des vésicules i solées  de R S ) .  



Figure 9 : Représentation schématique de la  membrane d u  réticulum sarco- 

p l  asmi que 

(D 'après BRADY e t  coiZ., 1982). 



Des protéines s i tuées  en t re  l e  système tubula i re  e t  l e  réticulum 

sarcopl asmi que viendraient ouvri r ou fermer des canaux cal ci ques au niveau 

des c i ternes  du réticulum sarcoplasmique. La position des protéines s e r a i t  

déterminée par l e s  mouvements de charges, eux-mêmes dépendants de l a  

polarisat ion de 1 a membrane du système tubula i re  (SCHNEIDER e t  C H A N D L E R ,  

1973 ; CHANDLER e t  c o l l . ,  1976). Cependant, dans sa revue de question 

HASSELBACH (1981 ) rapporte que 1 es const i tuants  membranai res chargés 

auraient  peu d'importance dans l e  mécanisme de largage calcique.  

C - Stockage d u  calcium par l e  réticulum sarcoplasmique : mécanisme 

de diminution de l a  concentration calcique i n t r a c e l l u l a i r e  

Le rô le  relaxant  du  réticulum sarcoplasmique mis en évidence par 

HASSELBACH e t  MAKINOSE (1961) e t  EBASHI e t  LIPMANN (1962) e s t  l a  conséquence 

de l a  capture du calcium par 1 ' intermédiaire d'une ATPase s i t uée  dans la  

membrane d u  réticulum sarcoplasmique.Cette capture calcique e t  l e  maintien 

4 5 d ' u n  gradient calcique de 1/10 à 1/10 de part  e t  d ' au t re  de l a  membrane 

du RS cons t i tuen t  une par t  importante du métabolisme musculaire. 

- 

1 - Structure de 1'ATPase 

La protéine porteuse de l ' a c t i v i t é  ATPasique e s t  insérée dans l a  

bicouche 1 ipidique d'une façon t r è s  asymétrique ( B R A D Y  e t  col 1 ., 1982) 

(Fig. 9 ) .  Elle a é t é  i so lée  à 1 ' é t a t  pur e t  l e s  vésicules sarcoplasmiques 

obtenues après fractionnement soigneux contiennent en e f f e t  u n  polypeptide 

de poids moléculaire environ 100 000 qui représente selon l es  auteurs 

40 à 60 % (INESI, 1972) ou 90 % (MEISSNER, 1975) des protéines t o t a l e s .  



Cette protéine cont ient  28 à 30 molécules de phospholipides e t  e l l e  possède 

une a c t i v i t é  ATPasique dépendante du calcium. Si e l l e  e s t  débarrassée 

des phospholipides, e l l e  perd son a c t i v i t é  enzymatique. L ' a c t i v i t é  enzymatique 

varie selon l a  nature du phospholipide, 1 a 1 éci thine é tan t  l a  plus favorable, 

mais e l l e  dépend beaucoup également de l a  longueur des chaines d 'ac ides  gras. 

Cette protéine présente 4 classes de s i t e s  de f ixat ion pour l e s  ions divalents .  

Deux s i  t e s  ont une grande a f f i n i t é  pour l e  calcium e t  sont s i  tués à 1 'exté-  

r ieur  de la  membrane. Leur constante apparente d 'associa t ion e s t  égale 

à 1.8 106~'l. I l s  sont responsables de l a  f ixat ion calcique i n i t i a l e  

avant l e  t ranspor t  proprement d i t .  Un s i t e  e s t  u n  s i t e  de f ixa t ion  pour 

l e  magnésium e t  sa constante apparente d 'associa t ion e s t  égale à 

6.0 103 M-l. Ce s i t e  permet au magnésium de jouer son rôle  de catalyseur 

de la  réaction enzymatique. Enfin, i l  ex i s t e  u n  aut re  s i t e  calcique s i t u é  

à 1 ' i n t é r i eu r  de la  membrane (KALBITZER e t  coll  . , 1978). Sa constante 

3 apparente d 'associa t ion e s t  égale à 5.7 10 M-l. L'uni té  fonctionnel l e  

de 1 ' ATPase e s t  formé d'un dimère de deux chai nes polypepti di ques ayant 

une s t ruc tu re  primaire identique ( T E N U  e t  c o l l . ,  1978). 

2 - La f ract ion l i ~ i d i a u e  membranaire 

La f rac t ion  l ipidique de l a  membrane du RS e s t  comprise en t re  22 

e t  45 % d e  son poids sec (FIARTONOSI, 1964). Sa composition f a ib l e  en choles- 

térol (4 % comparée aux 25 % des fantômes de globules rouges, INESI , 1972) 

ainsi  que l e  degré élevé de l ip ides  non sa turés  (INESI, 1972) suggèrent que 

la membrane d u  RS e s t  une membrane f lu ide .  



3 - La calséquestr ine 

Une protéine d i f fé ren te  de 1'ATPase calcique e t  i so lée  à p a r t i r  

d u  RS a é t é  mise en évidence par Mc L E N N A N  e t  WONG (1971). Cette protéine 

a u n  poids moléculaire de 44 000 e t  une capaci té  t r è s  élevée à f i x e r  l e  

calcium (43 mol/mol). La constante de dissocia t ion apparente e s t  de 

4 . 1 0 - ~  M .  El le e s t  s i t uée  à l ' i n t é r i e u r  des vésicules i solées  du RS 

(Mc L E N N A N  e t  WONG,  1971) e t  1'ATP n ' e s t  pas nécessaire à c e t t e  f ixa t ion .  

Cette protéine permet l e  stockage d'une quant i té  importante d ' ions  calcium 

tout  en maintenant une a c t i v i t é  calcique i n t r a r é t i c u l a i r e  relativement f a i b l e .  

4 - Fonctionnement de 1 'ATPase calcique 

L'ATPase calcique nécessi te pour son fonctionnement la  présence 

d'ATP e t  de magnésium (HASSELBACH e t  MAKINOSE, 1961 ; EBASHI @t LIPMAN, 

1962). Dans ces condit ions,  l e  calcium e s t  t ranspor té  contre u n  gradient 
++ 

de concentration à raison de 2 ions Ca par moléccle d1Adénosine-Tri- 

Phosphate hydrolysée (WEBER, 1966) excepté aux basses températures pour 

++ 
lesquelles 1 seul ion Ca e s t  couplé à 1 'hydrolyse d'une molécule d'ATP 

(SUMIDA e t  TONOMURA,  1974 ; IKEMOTO, 1975 ; HASSELBACH,  1981). Ce système 

e s t  t r è s  spécif ique d u  calcium. Sur des vésicules isolées 1'ATP n ' a g i t  que 

sur  1 a face externe e t  1 'ADP e s t  également relâché à 1 a face externe.  

Le phosphate inorganique, par contre,  semble ê t r e  1 i  béré à 1 ' i n t é r i eu r  

des vésicules e t  se  retrouve secondairement à l ' e x t é r i e u r  grâce à une 

fui  t e  rapide. 

Le schéma des réactions biochimique.5est l e  suivant (TADA e t  KATZ, 

1982) : 



où E e t  E 2  représentent  1 es deux é t a t s  d i f fé ren t s  de 1 ' ATPase. i  e t  e  1 

indiquent respectivement l ' i n t é r i e u r  e t  l ' e x t é r i e u r  de 1a.memSrane du RS. 

E I P  e s t  1 ' intermédiaire phosphorylé à haute a f f i n i t é  calcique a lors  que 

E 2 P  a  une basse a f f i n i t é  calcique. E I P  peut donner son phosphate à 1 ' A D P  

pour former de 1'ATP e t  e s t  ainsi  appelé "ADP-sensitive phosphoenzyme". 

De pl us, i l  e s t  établ i  que, l o r s  de 1 'hydrolyse de 1 'ADP, des 

protons sont produits par la  Ca-ATPase (MADEIRA, 1978 ; SOMLYO e t  col 1 .  , 

Lors de ce t t e  chai ne de réactions enzymatiques, 1 a quanti t é  de 

calcium rapidement accumulée sur  u n  musc1 e squelet t ique rapide de lapin 

e s t  proche de 100 à 150 nmol/mg ( T A K E N A K A  e t  c o l l . ,  1982) e t  l e  maximum de 

calcium transporté a t t e i n t  110 à 220 nmoles/mg protéine (WEBER e t  coll  . , 

1966 ; INESI, 1971 ; W E B E R ,  1971) ou encore 0.05 M (HASSELBACH, 1964). 



Une fo i s  c e t t e  concentration in t ravés icu la i re  a t t e i n t e ,  l e  t ranspor t  

cal cique e s t  inhibé (WEBER e t  col 1  ., 1966 ; INESI , 1971 ; WEBER,  1971) 

même s i  l a  concentration calcique extravésicula i re  e s t  su f f i san te  pour 

ac t ive r  l e  t ranspor t .  

Trois f a c t e u s s o n t  impliqués dans l a  1  imitat ion des niveaux 

maxima de Ca accumulés dans l e  RS. 

- l a  concentration ex t r a r é t i cu l a i r e  ( W E B E R  e t  c o l l . ,  1966 ; WEBER, 

1971). En. e f f e t ,  1  ' a c t i v i t é  ATPasique augmente pour des valeurs c'e pCa>7 

à p ~ a 5 ;  puis diminue pour des pCa infér ieures  à 5 (WEBER, 1971). Cette 

diminution s e r a i t  due à une inhibi t ion al los tér ique (KALBITZER e t  col 1  . ,  1978). 

- l a  v i tesse  de la  f u i t e  passive de calcium (JOHNSON e t  INESI, 

1969). 

- l a  concentration calcique in t ravés icu la i re  ( W E B E R  e t  col 1  ., 

1966 ; INESI, 1971 ; WEBER, 1971). 

+ ++ 
Notons i c i  q u ' i l  ex i s te  une compétition entre  les  ions H e t  Ca 

au niveau de la  f ixat ion sur  la  Ca-ATPase (HILL e t  INESI, 1982) e t  que c e t t e  

compéti t ion e s t  d i r igée  vers l e s  s i  tes  spécif iques dont 1 'occupation par 

l e  calcium e s t  absolument nécessaire à 1 ' ac t iva t ion  enzymatique (INESI e t  

HILL, 1983). 

++ 
E n  conclusion, l e  RS a  l a  propriété de capter  l e s  ions Ca grâce 

++ 
à 1'ATPase calcique e t  c e l l e  de stocker ces mêmes ions Ca grâce à l a  

cal séquestr i  ne. 



IV - DEVELOPPEMENT D E  LA F O R C E  MUSCULAIRE PAR LES PROTEINES CONTRACTILES 

Le développement de l a  force au niveau des protéines con t rac t i l e s  

e s t  l a  conséquence d'une chaîne de réactions biochimiques qui en présence 

de Ca e t  Mg ATP transforme l ' éne rg i e  l ibérée  par l 'hydrolyse  de 1'ATP en 

énergie mécanique. Trois niveaux d ' ac t ion  présentent u n  i n t é r ê t  physiologique : 

1 - La fixation d u  calcium sur  l a  troponine C permettant 1 ' i n t e -  

ract ion actine-myosine. 

2 - Le développement de l a  force par l e s  ponts de la  myosi ne. 

3 - L 'ac t i v i t é  ATPasique de l a  t ê t e  SI  de la  myosine. 

A - Fixation du calcium su r  l a  troponine C 

1 - Affini té  des s i  t e s  pour l e  cal ciurn 

La f ixat ion des ions calcium sur  des s i t e s  de l a  troponine C e s t ,  

nous 1 'avons vu plus haut ,  une condition nécessaire au développement de la  

force musculaire. Elle permet de lever  1 ' e f f e t  inh ib i t eur  de l a  troponine 1 

sur  1 ' in te rac t ion  actine-myosine. 

La troponine C présente deux paires de s i t e s  calciques par molécule. 

Une paire de s i  t e s  e s t  spécif ique du calcium e t  présente une constante 



5 d 'associa t ion apparente égale à 2 10 M-1 (POTTER e t  G E R G E L Y ,  1975). L'autre 

paire de s i  t e s  f ixe  de façon compétitive s o i t  l e  calcium s o i t  l e  magnésium 

e t  présente une constante d 'associa t ion apparente pour l e  calcium p 1 . u ~  

7 -1 élevée c e l l e  des s i t e s  spécifiques puisqu 'e l le  e s t  égale à 2 10 M 

(POTTER e t  G E R G E L Y ,  1975). La constante d 'associat ion apparente pour 1 e 

magnésium e s t  égale à 5 104 M-1 (POTTER e t  G E R G E L Y ,  1975). D'autre pa r t ,  
++ 

une paire de s i t e s  spécifique des ions Mg e s t  présente. 

2 - Facteurs influençant l  ' a f f i n i t é  des s i  t e s  calciques 

Lors de l ' é tabl issement  de complexes 'de r igor ent re  l ' a c t i n e  e t  

l a  myosine (milieux de concentration en ATP f a i b l e )  1 ' a f f i n i t é  d 'une paire 

de s i  t e s  calciques e s t  augmentée (BREMEL e t  W E B E R ,  1972 ; G O D T ,  1974 ) 

ains i  que lo r s  de l a  contraction musculaire en présence d'ATP ( S O L A R O  e t  

col 1.  , 1976). Cette dernière propriété amena FUCHS e t  B A Y U K  (1976) à conclure 

à l a  nécess i té  d ' é tud ie r  l ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques de l a  troponine sur  

une machinerie con t rac t i l e  comportant 1 'ensemble des mol écules ( vo i r  l e  

paragraphe s t r uc tu r e )  plutôt  que sur  des sous-unités isolées de l a  troponine 

C .  Ces auteurs émettent l 'hypothèse selon laquel le  l ' a f f i n i t é  des ions Ca 

pour l a  troponine e s t  une propriété dynamique qui e s t  modifiée l o r s  de 

l 'a t tachement e t  du détachement périodique des ponts observés durant une 

contraction musculaire. Cette idée semble s e  confirmer puisque E K E L U N D  e t  

EDMAN (1982) rapportent que l o r s  du  raccourcissement du sarcomère l ' i n t e r a c -  

t ion conduit à une diminution de l a  f ixat ion calcique sur  la  troponine. 

De même, RIDGWAY e t  c o l l .  (1983) su r  l a  f i b r e  musculaire i n t ac t e  e t  pelée 

de Balane montrent que l'augmentation d u  niveau de force augmente la  sensi-  

b i l i t é  calcique c ' e s t -à -d i re  que l a  contraction module l a  s e n s i b i l i t é  

calcique. RIDGWAY e t  GORDON (1984) suggèrent que la  f ixat ion calcique sur  



l a  troponine e s t  sensible s o i t  à la  longueur d u  muscle s o i t  à l a  force 

muscul ai  re .  

D'autres facteurs modi f i en t  1 ' a f f i n i t é  du calcium pour l a  troponine, 

C'est  l e  cas notamment de l a  température e t  de l a  force ionique. En e f f e t ,  

une baisse de température de 22°C à 4°C diminue l ' a f f i n i t é  des s i t e s  récep- 

teurs calciques de la  troponine ( G O D T  e t  LINDLEY, 1982) e t  une diminution 

de l a  force ionique 1  'augmente ( B R A N D T  e t  c o l l . ,  1974 ; S O L A R O  e t  c o l l . ,  

1976). D'autre p a r t ,  l'environnement ionique e s t  d'une grande importance 
+ 

puisque les ions H , K', Plg++ inhibent de fagon compétitive l a  f ixa t ion  ' . 

d u  calcium (ASHLEY e t  MOISESCU, 1977). 

Les r é su l t a t s  concernant les  var ia t ions  de 1  ' a f f i n i t é  calcique 

par l ' éva lua t ion  de la  concentration calcique (pCa) pour laquel le  l a  tension 

mécanique e s t  égale à 50 % de l a  tension maximale que l a  f i b r e  peut développer 

( P o )  sont  su j e t  à caution. E n  e f f e t ,  l e  déplacement de l a  courbe tension - 
pCa l e  long de l ' a x e  des abscisses ne t r adu i t  pas uniquement une var ia t ion 

de 1  ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques de l a  troponine. Ce déplacement pourrai t  

ê t r e  l e  r é su l t a t  d'une re la t ion  ex i s tan t  ent re  l e  temps que met u n  pont 

pour ef fectuer  l e  cycle d'attachement, détachement e t  l e  temps durant 

lequel l e  calcium res te  f ixé  sur  l a  troponine C .  Si la  v i t esse  avec 

laquelle l e  pont effectue ce cycle e s t  diminuée, une plus p e t i t e  f rac t ion 

des s i t e s  de l a  troponine C doivent ê t r e  occupés pour garder une cer ta ine  

f ract ion des ponts a c t i f s  ( B R A N D T  e t  co l l  . , 1982). 

B - Développement de l a  force musculaire par la  créat ion des ponts 

D'après l e s  résu l t a t s  de H U X L E Y  e t  HANSON (1954) e t  de H U X L E Y  e t  



NIEDERGERKE (1954),  l a  contraction musculaire résu l t e  d u  glissement des 

filaments f i n s  par rapport aux filaments épais (Fig.  10) .  La longueur de 

chaque filament ne changeant pas, l e  glissement s e  f a i t  par l ' i n te rmédia i re  

de "ponts" (cross-bridges) qui s e  forment cycliquement en t re  l e s  2 types de 

filaments pendant. l a  contraction.  C 'es t  l a  théor ie  des filaments gl i s san t s  

ou encore "sl  i  di ng  f i  1  aments/cross bridges theory". 

L ' in teract ion entre  1 ' ac t ine  e t  l a  myosine par l e  b ia i s  de ponts 

produit outre l a  contraction,  une augmentation en raideur de l a  f i b r e  muscu- 

l a i r e  que 1  'on pense ê t r e  proportionnelle au nombre de ponts formés (GORDON 

e t  c o l l . ,  1966 ; H U X L E Y  e t  SIMMONS, 1973). Ceci e s t  également vrai sur  les  

f ib res  mécaniquement pelles de Grenoui 11e (HERZIG e t  col 1  . , 1981). Cette 

propriété sous entend que l a  force développée par chaque ,pont e s t  identique 

pour des concentrations variées de calcium. 11 s  ' ensu i t  donc que 1  'augmenta- 

t ion  de l a  raideur proportionnel l e  à 1  'augmentation de l a  concentration 

calcique r e f l è t e  une augmentation d u  nombre de ponts at tachés (HERZIG e t  

col 1  . 1981 ; PFITZER e t  col 1 .  , 1982). Ces observations sont en accord avec 

1  ' idée  selon laquel le  1  ' ac t iva t ion  calcique s i g n i f i e  u n  recrutement d'un 

nombre plus important de ponts (PODOLSKY e t  TEICHHOLZ, 1970 ; GULATI e t  

P O D O L S K Y ,  1978 ; R Ü E G G  e t  c o l l . ,  1979). 

Cependant, quelques rapports v o n t  à 1 'encontre de c e t t e  proprotion- 

n a l i t é  ent re  l e  développement de l a  contraction e t  l 'augmentation d u  nombre 

de ponts. En e f f e t  CECCHI e t  col 1 .  (1981, 1982) montrent, su r  l e s  f ib res  

musculaires de Grenouille, que l'augmentation de la  raideur précède l e  

développement de l a  force. D'après ces auteurs ce r é su l t a t  s e r a i t  d û  à 
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Fiqure 10 : Représentation schématique sur  une f ib re  musculaire s t r i é e  

des in teract ions  entre l ' a c t i n e  e t  la  myosine. 

à gauche : absence d ' in te rac t ion  en t re  1 ' ac t ine  e t  l a  t ê t e  globulaire 

de la  myosine (sous unité S 1  - H M M )  en absence de calcium 

à dro i te  : in teract ion entre  l ' a c t i n e  e t  la  t ê t e  globulaire de l a  

myosine lorsque les  ions calcium sont f ixés  sur l a  troponine. 

Notez la  modification de la  position de l a  tropomyosine lorsque l e  

calcium e s t  présent. 

(D 'après HERZIG, 1984 ) .  



l ' ex i s t ence  de ponts de longue vie en t re  l 'attachement e t  l a  genèse de la  

force. ~ ' a ~ r è s  KAWAI e t  BRANDT (1976) sur  l e s  f ib res  pelées d '  Esrevisse 

l a  raideur n ' e s t  pas unique mais dépend de l ' é t a t  d u  muscle avant l a  r igor .  

Depuis quelques années, des c r i  t iques concernant la  théorie des 

filaments g l i s san t s  apparaissent dans l a  l i t t é r a t u r e  ( P O L L A C K ,  1983 ; 

H O Y L E ,  1983). En e f f e t ,  1 'une des plus grandes d i f f i c u l t é s  à 1 'heure 

ac tue l l e  pour accepter l a  théor ie  des filaments g l i s san t s  e s t  la  s i tua t ion  

s t r uc tu r a l e  de l a  pa r t i e  é las t ique des protéines con t rac t i l e s .  

L lé1 ément él  ast ique s e r a i t  s i  tué  s o i t  dans 1 es ponts eux-mêmes 

(HERTZIG e t  coll  . , 1981, sur  les  f i b r e s  muscul a i res  pel ées de Grenoui 1 l e ,  

TAWADA e t  KIMURA, 1984, sur  l e s  f ib res  glycérolées de psoas de Lapin). 

SUZUKI e t  SUGI (1983) ont montré su r  l e s  f ib res  glycérolées de psoas de 

Lapin que l o r s  d'un étirement (20 % )  l a  zone H e t  la  bande 1 s ' é t i r e n t  

a lo r s  que 1 'importance du recouvrement en t re  l e s  filaments épais e t  f ins  

e t  1 ' épaisseurde l a  l igne Z ne sont pas modifiées. Ce r é s u l t a t  montre 

clairement que 1 es filaments f i n s  e t  épais sont extensibles .  L'élément 

é las t ique n ' e s t  pas la  portion S2 da l a  mérornyosine lourde (KIMURA e t  

TAWADA, 1984, sur  l e s  f ibres  glycérolées du muscle psoas de Lapin). 

C - Activi té  ATPasique de l a  myosine 

Le subs t ra t  de la  réaction enzymatique e s t  l e  Mg ATP ( R E U B E N  e t  

c o l l . ,  1971) e t  l a  force musculaire développée dépend de l a  concentration 

en Mg ATP. Dans l e  cadre de ce paragraphe nous nous contenterons de 



rapporter des r é su l t a t s  obtenus sur  des f i b r e s  musculaires de Crustacés. 

Contrairement aux f i b r e s  musculaires d u  psoas de Lapin, l a  force isomé- 

t r ique  e s t  une fonction monophasique de l a  concentration en Mg ATP e t  

non une re la t ion  en cloche (KAWAI e t  B R A N D T ,  1977, sur  l e s  f ib res  mécani- 

quement pelées d tEcrevisse  ; C H A E N  e t  SUGI, 1982, sur  l e s  f ib res  glycé- 

rolées de Crabe), Dans l a  mesure où d 'après  H U X L E Y  (1957) 

où P représente 1 'amplitude de l a  tension isométrique, f  l a  v i t esse  de for-  

mation des ponts e t  g l a  v i tesse  de détachement, la  diminution de P, sur  

l e  muscle psoas de Lapin, pour des concentrations élevées en Mg ATP e s t  due 

à une augmentation de g  ( C H A E N  e t  col1 . , 1981). La re la t ion monophasique 

en t re  la  tension isométrique e t  l a  concentration en Mg ATP sur  l e s  f ib res  

musculaires de Crustacés peut ê t r e  due s o i t  à une valeur de g  beaucoup 

plus faible que ce l l e  de f  ( C H A E N  e t  SUGI, 1982),  s o i t  à une augmentation 

proportionnelle de f  e t  de g (KAWAI e t  B R A N D T ,  1977). Sur l e  Crabe, 1  ' a c t i -  

v i t é  ATPasique e s t  maximale pour une concentration en Mg ATP égale à 

1 0 - ~  M e t  l a  force isométrique e s t  maximale pour une concentration en 

Mg ATP de 2.3 1 0 - ~  M ( C H A E N  e t  SUGI , 1982). 

V - STRUCTURE, SITES e t  MODES d'ACTION D E  LA CAFEINE 

La pa r t i e  expérimentale de ce t r ava i l  a  nécessi té l ' u t i l i s a t i o n  

fréquente d'une drogue : la  caféine qui e s t  u n  ou t i l  important u t i l i s é  en 

physiologie musculaire a f i n  d ' é tud ie r  l e s  d i f fé ren t s  aspects du couplage 

excitat ion-contraction.  11 nous e s t  donc apparu nécessaire de f a i r e  é t a t  

des travaux spécif iques à 1 'étude des s i t e s  e t  modes d 'ac t ion de c e t t e  

mol écule. 



En général ,  l a  caféine augmente l 'ampli tude de l a  secousse muscu-. 

l a i r e  e t  indui t  une contracture su r  une grande var ié té  de muscles squelet-  

t iques e t  cardiaques. Cependant, en fonction des conditions expérimentales, 

l a  contraction enregis t rée  sur  des muscles cardiaques peut ê t r e  dimi nuée 

par 1 a caféine (SANDOW e t  BRUST, 1966 ; BIANCHI, 1968 ; LUTTGAU e t  

OETLIKER , 1968). Sa formule chimique e s t  l a  suivante (BIANCHI, 1968) 

Caffeine 

ef ses s i t e s  e t  modes d 'ac t ions  sont  mult iples.  

Ses e f f e t s  sur  l a  membrane sarcoplasmique sont t e l s  q u ' e l l e  augmente 

1 ' i n f lux  calcique indui t  par une dépolar isa t ion membranaire (BIANCHI, 

1968 ; NIEDERGERKE e t  PAGE, 1981) a i n s f  que l a  perméabilité calcique de 

repos comme cela  a é t é  décr i t  sur  l e s  f ibres  musculaires de Vertébrés 

(BIANCHI, 1961) e t  suggéré par CHIARANDINI e t  co l l .  (1970) sur  l e s  f ibres  

musculaires d lEcrevisse .  

Outre ses e f f e t s  sur  la  membrane sarcolemmique, l a  caféine ag i t  

également après pénétration dans l a  ce1 l u l e  (BIANCHI, 1962),  sur  l a  membrane 



du réticulum sarcoplasmique. Son act ion e s t  double : e l l e  stimule l e  

largage calcique à p a r t i r  d u  RS ( F R A N K ,  1960) e t  inhibe l a  capture d u  

calcium par 1 'ATPase calcique s i tuée  dans l a  membrane d u  RS ( W E B E R  e t  

H E R Z ,  1968 ; FABIATO e t  FABIATO, 1972 ; ENDO, 1977 ; STEPHENSON, 1981 ; 
/ 

POLEDNA e t  MORAD, 1983 ; M(SZAROS e t  IKEMOTO, 1985). De plus ,  deux 

e f f e t s  d i s t i nc t s  de l a  caféine sur  1 'ATPase calcique ont é t é  déc r i t s  en 

fonction de l a  concentration en ATP ( W E B E R ,  1968). En  présence de concen- 

t r a t ions  élevées d '  ATP, l a  caféine dimi nue l e  couplage en t r e  1 'hydrolyse 

de 1 'ATP par 1 ' ATPase cal cique e t  l e  t ranspor t  de calcium dans l a  1 umi ère 

d u  RS c ' e s t -à -d i re  qu ' e l l e  inhibe l e  t ranspor t  calcique sans inhiber l a  v i tesse  

de 1 'hydrolyse de 1 'ATP ou bien q u ' e l l e  stimule 1 ' a c t i v i t é  ATPasique sans 

stimuler l e  t ranspor t  calcique. En  présence de fa ibles  concentrations 

d'ATP l a  caféine inhibe 1 ' a c t i v i t é  ATPasique sans modifier l a  v i t e s s e  d u  

t ransport  calcique.  

La st imulation d u  largage calcique associée à 1 ' inhibit i0.n du  

t ransport  calcique dans l e  RS pourrai t  expliquer les  contractions caféiniques 

observées sur l e s  f ib res  musculaires i n t ac t e s .  Notons i c i  que l e  calcium 

1arguF par l a  caféine n ' a  pas pour or ig ine  l e  calcium stocké dans l e s  mi- 

tochondries ( D E  L U C A  e t  ENGSTROM, 1961 ; YASINGTON e t  MURPHY, 1963). 

Enfin, par inhibi t ion de la  phosphodiestérase el  l e  empêche 1 'hydro- 

lyse de 1 'adénosine monophosphate cycl ique ( S U T H E R L A N D  e t  RALL, 1958) e t  par 

conséquent a l t è r e  l ' é t a t  de phosphorylation des protéines con t rac t i l e s  e t  

1 a senSi bi 1 i  t é  cal ci que des protéines régul a t r i  ces (WENDT e t  STEPHENSON, 

1983). 
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1 - MATERIEL BIOLOGIQUE 

A .  Choix de la ~ r é ~ a r a t i o n  

Actuellement, 1 'un des supports de la recherche physiologique pour 

tenter de cerner l e  processus de couplage excitation-contraction es t  la 

f ibre  muscul a i re  d'Arthropodes e t  pl us particulièrement de Crustacés. 

Les fibres muscul ai res de Crustacés sont caractérisées par leur 

grande dimension q u i  f a c i l i t e  notamment leur isolement, l ' implantation de 

microélectrodes e t  dans 1 'étude qui nous intéresse rend possible la micro- 

dissection du sarcolemme. E n  outre ,  les fibres musculaires de Crustacés 

sont des structures caZciques. En e f f e t ,  s i  l e  calcium es t  indispensable 

a u  développement de la tension musculaire, que ce s o i t  chez les Vertébrés 

ou chez les Invertébrés, la dépolarisation membranaire des fibres musculaires 

de Crustacés e s t  imputable à u n  flux entrant de caZciwn (structures dites 

cal ci ques) contrai rement a u x  f ibres de Mamrni fères d o n t  1 es phénomènes él ec- 

triques rnembranai res sont caractérisés par u n  courant essentiel lement 

sodique (structures dites sodiques). Les mouvements calciques sarcolemmiques 

e t  intracel lulaires  sont donc d'une grande importance sur ces préparations 

qui constituent bien u n  matériel de choix pour 1 'étude d u  couplage excitation- 

contraction. C'est pourquoi nous avons choisi d 'effectuer notre travail  

sur les fibres musculaires des pattes marcheuses du crabe Carcinus maenas, 

prélevées dans l e  méropodite au niveau de 1 'extrémité proximale du muscle 

extenseur du carpopodi t e  (Fig. 11). 



ORGFINISQTION MUSCULRIRE DU MEROPODITE DROIT 

DE CFIRCINUS M K N R S  

Figure 11 : Schéma de l ' o r g a n i s a t i o n  muscu la i re  du méropodite d r o i t  de 

Carcinus maenas. 

(D'après LECONTE, 1985). 



B .  Préparation d u  matériel biologique 

La préparation du matéri el biologique, e s t  différente selon 1 e type 

d'expérience à effectuer.  Certaines nécessitent l ' u t i l i s a t i o n  de fibres 

intactes ,dlautres  de f ibres  pelées. 

1 .  Préparation des fibres intactes 

Les fibres sont isolées sous loupe binoculaire (Wild Leitz, Rueil- 

Malmaison, France) dans une solution d'eau de mer a r t i f i c i e l l e  (Art i f ic ial  
1 

Sea Water, ASW, FATT e t  KATZ, 1953). La f ibre  choisie après ouverture lon- 

gitudinale de la carapace d u  méropodite (Fig. 11) e s t  isolée des fibres 

voisines par section des f i l e t s  nerveux et., s i  nécessaire, d u  t issu con- 

jonctif  qui l'encombre. A l 'une des extrémités u n  carré de carapace z s t  

découpé e t  à l ' au t r e  extrémité une portion d'axostyle e s t  préservée afin 

d ' i so le r  entièrement la fibre.  La longueur des fibres ainsi obtenues varie 

de 4 à 9 mm e t  leur diamètre e s t  compris entre 150 e t  350 hm. Les fibres 

musculaires de Crabe sont l e  plus souvent e l l ipt iques e t  les valeurs de 

diamètre données correspondent à la mesure d u  grand diamètre. 

Une fois isolée,  l a  fibre e s t  amenée dans la cuve expérimentale à 

double parti t ion de saccharose (voir  F i g .  1 2 )  dans une goutte d'eau de mer 

déposée sur une lamelle de verre. 

Les fibres intactes seront ut i l isées  pour l'enregistrement simultané 

des courants ioniques membranaires e t  de la  contraction. 



bb. 

2 .  P r é ~ a r a t i o n  des f ib res  oelées 

Deux phases peuvent ê t r e  dist inguées : 

- isolement de la  f i b r e  

- pelage de l a  f i b r e  i so lée .  

L'isolement de la  f i b r e  consis te  en la  préparation d'une f i b r e  

i n t ac t e  t e l l e  qu ' e l l e  a é t é  décr i t e  dans l e  paragraphe 1 ci-dessus. 

b - Pelage de Za f ibre  i so lée  ---- -------- ---------- 

- Données théoriaues : 

Cette opération consis te  à ô t e r  l e  sarcolemme d'une f ib re  préalable- 

ment i solée  e t  in tac te .  Elle peut ê t r e  réa l i sée  chimiquement par 1 'EGTA" 

sur  l e s  coeurs de Grenouille e t  de Lapin (NINEGRAD, 1971),  sur  les  f ib res  

musculaires squelet t iques humaines (WOOD e t  col 1 ., 1975 ; MOUNIER e t  G O B L E T ,  

1983), de Singe ( G O B L E T  e t  MOUNIER, résu l t a t s  non pub1 i  é s )  , de Lapin 

(SORENSON e t  col 1 ., 1980) e t  de Rat ( G O B L E T  e t  col 1 ., 1984) e t  par l a  

saponine sur  l e s  f ibres  muscul ai res l i s s e s  (END0 e t  col 1 ., 1982 ; SAIDA, 

-1982). Le pelage peut égalenent ê t r e  ef fectué  mécaniquement par microdis- 

sect ion.  NATORI (1954) f u t  l e  premier à effectuer  ce type de microdissection 

qui f u t  ultérieurement amélioré par R E U B E N  e t  c o l l .  (1967, 1971) sur  l a  

f i b r e  i solée  d '  Ecrevisse. 

9 EGTA : EthyZene GlycoZ b i s  famino e thyl  e ther )  N-fl '  iretraacetic Acid. 



L ' in t é r ê t  du pelage repose sur  l e  f a i t  q u ' i l  rompt l a  membrane sar-  

colemmique tout  en maintenant l e s  protéines con t rac t i l e s  e t  l e s  membranes 

internes i ntactes (STEPHENSON, 1981). Le système contract i  1 e peut ê t r e  

contrôlé directement e t  de ce f a i t  la  re la t ion en t re  l a  force développée 

e t  1 a concentration cal ci que myopl asmi que peut ê t r e  détermi née (HELLMAN 

e t  PODOLSKY,  1969 ; BRANDT e t  c o l l . ,  1972). De plus l e s  mouvements nets 

de calcium entre  l e  réticulum sarcoplasmique e t  l e  myoplasme peuvent ê t r e  

évalués par la  force développée ( F O R D  e t  P O D O L S K Y ,  1970 ; E N D O ,  1975 ; 

STEPHENSON e t  PODOLSKY , 1977). Notons que contrai rement aux f ib res  chimi - 
I 

quement pelêes,  les  f ib res  mécaniquement pelées présentent u n  système 

tubula i re  clos (COSTANTIN e t  PODOLSKY, 1967 ; END0 e t  NAKAJIMA, 1973 ; STEPHENSON 

e t  PODOLSKY,  1977). 

$ * I 

- Technique d u  pelage mécanique 

Une fo i s  i so lée ,  l a  f i b r e  e s t  t ransférée  dans une cuve de plexiglas 

surélevée de façon à permettre son éclairement par transparence. Le pelage 

mécanique e s t  ef fectué  selon l a  technique de R E U B E N  e t  col 1 . (1971). La 

f i b r e  baigne dans une solution s a l i ne  R ou relaxante à fo r te  concentration 

en potassium e t  pratiquement dépourvue de calcium grâce à u n  chélateur de 

ce t  i o n  : 1 'EGTA (concentration calcique infér ieure  à 1 0 - ~  M )  . 

Le t r an s f e r t  de l a  f i b r e  dans une solut ion de concentration potas- 

sique élevée induit  l e  développement d'une contraction maximale mais tran- 

s i t o i r e .  Lorsque la  f i b r e  e s t  relâchée, l e  sarcolemme e s t  découpé sur  tout  

l e  pourtour à l ' une  des extrémités de l a  f i b r e  à l ' a i d e  d'une a i g u i l l e  f ine  



Figure 12 : Représentation schématique de l a  cuve expérimentale d u  poste 

d'expérimentation en double pa r t i t ion  de saccharose. 

Dans l e  médaillon la p a r t i e  centra le  a é t é  agrandie. 

1 e t  5 : compartiments de référence contenant généralement du K C 1  isotonique 

2 e t  4 : compartiments saccharose, largeur 400 urn environ 

3 : compartiment t e s t ,  largeur 200 prn environ. 

(D 'après IYOUNIER, 1975 )  . 



e t  recourbée. Une pince nous permet a l o r s  de t i r e r  su r  l e  sarcolemme, 

dénudant 1 a f i b r e  'd 'environ 90 % de .sa surface.  

C .  Montage dans les  cuves expérimentales 

Les cuves expérimentales u t i l i s é e s  pour l e s  f i b r e s  i n t ac t e s  e t  

1 es f ib res  pelées sont di f férentes  . 

1. Cuve expérimentale à double pa r t i t ion  de saccharose pour 

f i b r e  in tac te  (Fig.  1 2 )  

La f i b r e  e s t  i n s t a l l é e  dans une cuve à cinq compartiments comparable 

à ce l l e  décr i t e  par ROUGIER e t  col 1. (1968) pour l e  trabécule sino-auricu- 

l a i r e  du coeur de Grenouille, ultérieurement adaptée aux f i b r e s  musculaires 

de Crabe (MOUNIER e t  VASSORT, 1975 a ) ,  de t e l l e  façon que c e t t e  f ib re  

s 'étende sur  l e s  cinq compartiments. Ces compartiments sont : 

- l e  compartiment central 3 const i tuant  l e  compartiment t e s t  dans 

lequel baigne l a  portion de f i b r e  étudiée e t  où c i rcu len t  l e  l iquide  phy- 

siologique ou l e s  d i f férentes  solutions à t e s t e r .  A 1 ' en t rée  de ce compar- 
1' 

tirnent e s t  s i t u é  u n  robinet spécial  (KILB e t  STAMPFLI, 1955) dont l ' u t i l i s a -  

t ion  permet, du f a i t  d u  f a ib le  volume d u  compartiment, u n  changement 

complet de solut ion en une f ract ion de seconde. 

- compartiments 2 e t  4 ,  d'une largeur d'environ 300 à 400 Pm, dans 

1 esquels ci  rcul e une sol ution de saccharose 1 égèrement hypertoni que ( 1 , l  X 

l a  tonici  t é  normale). 

- compartiments 1 e t  5 ou compartiments latéraux remplis d'une solu- 

t ion ionique s imi la i re  au milieu in terne .  Cette solut ion stagne dans ces 

2 compartiments. 
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Figure 13  : Représentation schématique du d i spos i t i f  de montage d'une 
f ib re  muscul ai r e  pelée. 



Ces di f fé ren t s  compartiments sont  séparés par de f ines  cloisons 

dont l a  tranche e s t  recouverte d'un film de vaseline a f i n  de c rée r  une 

bonne é tanchéi té  e t  d ' é v i t e r  une hyperpolarisation de l a  f i b r e  comme 

nous l e  verrons ensui t e  ( l imi tes  de l a  technique). 

2 .  Cuve expérimentale pour f i b r e  pelée (Fig. 13) 

Lorsque l a  f ib re  e s t  pelée, e l l e  e s t  montée dans l a  cuve expérimen- 

t a l e  contenant de l a  solution relaxante.  A une extrémité,  l e  p e t i t  carré  

de carapace conservé lo r s  de l a  d issect ion e s t  s e r r é  par une butée au moyen 

d'une vis .  A 1 ' au t re  extrémité l e  bout d 'axostyle  r e t i en t  l a  f i b r e  au cro- 

chet r e l i é  au capteur de force. Ce'dernier  e s t  monté su r  u n  micromanipulateur 

qui permet de régler  l a  longueur de l a  f i b r e  à 120 % de l a  longueur de repos 

( L 0 )  11 e s t  en e f f e t  démontré qu'une f i b r e  musculaire développe une tension 

maximale pour u n  étirement minimum de 20 % de sa longueur de repos ( re la t ion  
I ' 

Force-Longueur) . 

Un système d 'aspi ra t ion permet de changer rapidement 1 es sol utions 

environnant l a  f ib re  tou t  en maintenant l e  niveau d u  l iquide  constant 

( ~ i g .  13) .  E n  e f f e t ,  une variat ion de niveau d u  l iquide e s t  susceptible de 

modifier l a  tension exercée sur  l e  capteur e t  par conséquent l e  niveau de 

base de 1 'enregistrement. 

Pour 1 es expériences fa i san t  appel à l a  technique colorirnétrique 

(Arsenazo I I I ) ,  la  cuve e s t  placée dans l e  champ d'un microscope à inversion 

(Olympus ) . 



Figure 14  : Disposi t i f  expérimental de la  technique de double pa r t i t i on  

de saccharose : mesure en potentiel imposé. 

1 e t  5 : compartiments de référence 

2 e t  4 : compartiments de saccharose 

3 : compartiment t e s t  

A : ampl i f i ca teur  à contre réaction t o t a l e  externe 

C : source é lect r ique pour 1 a compensation des dissymétries d ' é l e c -  

trodes e t  de potentiel 

1 : osci 1 loscope cathodique (mesure du courant) 

V : osci 1 loscope cathodique (mesure du potentiel ) 

S : st imulation 

(D'après ROUGIER et coZZ. 1968, modifié) 



I I  - MATERIEL DE MESURE ET D'ENREGISTREMENT 

A .  La techniaue de l a  double ~ a r t i t i o n  de saccharose 

I 
Cette méthode, proposée par STAMPFLI (1954), e s t  dérivée de c e l l e  

de 1 " 'air gap" (TASAKI, 1939) e t  e s t  suscept ib le  d ' ê t r e  appliquée à toute 

s t ruc tu re  exci table .  

Elle consis te  à laver continuellement une portion de f i b r e  avec 

une solution de saccharose isotonique : méthode de la  double pa r t i t i on  de 

saccharose ou d u  "sucrose gap". La rés is tance  spécifique d u  saccharose 

5 e s t  égale à 10 n.cm. 

Le lavage de l a  f ib re  par deux écoulements de saccharose permet . 
d ' i s o l e r  ëlectriquement u n  "noeud a r t i f i c i e l "  comparable au noeud de Ranvier. 

Ce "noeud a r t i f i c i e l "  a une longueur correspondant à peu près à l a  largeur 

d u  compartiment t e s t ,  s o i t  100 Pm lorsque l e s  cloisons de vaseline sont 

réa l i sées .  Cette valeur e s t  t r è s  in fé r ieure  à l a  constante d'espace de 

-- l a  f i b r e  au repos comprise en t re  700 um e t  1400 um, valeur déterminée par 

microélectrodes (FAfi--et KATZ, 1953 ; MOUNIER, 1970). 

Cette technique permet de mesurer l e  potentiel de membrane dans les  

conditions de courant imposé e t  l e  courant membranaire dans l e s  conditions 

de potentiel  imposé. Nous n'aborderons i c i  que l e  d i spos i t i f  de mesure d u  

courant membranaire car  seules l e s  conditions de potentiel imposé ont é t é  

u t i l i s ée s  dans l es  expériences rapportées dans l e  chapitre "R6sultats". 



Fisure 15 : Diagramme d u  c i r c u i t  é lec t r ique  équivalent de l a  préparation 

montée dans l e  d i spos i t i f  à double pa r t i t i on  de saccharose. 

1-3-5 : Electrodes des compartiments correspondants 

Re : Résistance ex t race l lu la i re  

R i  : Résistance i n t racel l  u la i re  

'm3' Rm3 'm3 : respectivement, l e  po t en t i e l ,  l a  rés is tance ,  l a  capacité 

de la  membrane de 1 'étranglement a r t i f i c i e l .  

(D 'après ROUGIER, 1968)  



1. Mesure du courant de membrane en potentiel  imposé (Fi g .  14).  

Pour 1 es mesures en potentiel  imposé, 1 'ampl i  f i  cateur e s t  connecté 

en t re  l e s  points 1 e t  5 .  La différence de potentiel  délivrée par l e  stimu- 

l a t eu r  S e s t  appliquée entre  l e  compartiment t e s t  3 e t  l a  t e r r e .  Le point 

3 '  é t an t  au potentiel  de t e r r e ,  l a  membrane dans ce compartiment t e s t  ( 3 )  

e s t  portée à u n  potentiel  égal à celui dé l i v r é  par l e  st imulateur pourvu 

que la  rés is tance  en s é r i e  consti tuée par 1 'é lec t rode e t  l e  l iquide  phy- 

siologique s o i t  assez f a ib l e .  

L'amplif icateur fourni t  u n  courant pour maintenir l a  membrane au 

potentiel  cho i s i ,  ce courant e s t  directement proportionnel au potentiel  

dé l iv ré  par la  s o r t i e  de 1 'amplif icateur d iv i s é  par les  résistances en 

s é r i e  R m l  e t  R i  (Fig. 15 ) .  

2 .  Limites de l a  technique d u  potentiel  imposé, e t  propriétés 

inhérentes au "sucrose-gap" , 

L'essent ie l  de c e t t e  pa r t i e  technique a é t é  rapportée par 

MOUNIER e t  VASSORT ( 1 9 7 9 ) .  Afin de préciser  l e s  termes employés e t  l a  

technique, l e  schéma de l a  technique d u  potentiel  imposé e t  la  représen- 

t a t ion  des potentiels  en des points variés sont  reportés à la  f igure  1 6 .  

11 fau t  auparavant noter  que l e  potentiel V appliqué dans l e  compartiment 

t e s t  ( B )  e s t  égal e t  opposé au potentiel dé l iv ré  par l e  générateur de ten- 

sion puisque l eur  somme do i t  ê t r e  dans c e t t e  technique égale à zéro e t  

que l e  potentiel membranaire Em e s t  égal à E R  + V m .  Lors d u  flux de courant, 



Figure 16 : Représentation schématique d u  c i r c u i t  de potentiel  imposé 

e t  du potentiel  en des points var iés  de ce c i r c u i t .  Les abréviat ions 

sont expliquées dans l e  t ex te .  a .  

(D 'après MOUiVIER e t  VASSORT, 13 7 9 )  



l e  potentiel imposé à la membrane, V,, à proximité d u  compartiment contenant 

l e  saccharose e t  isolant l e  compartiment r e l i é  à l ' en t rée  de l 'amplificateur 

(C) diffère  du potentiel délivré par l e  stimulateur, - V, par 2 facteurs. 

Le premier facteur e s t  u n  facteur commun à toutes les techniques de poten- 

t i e l  imposé : la chute de tension due au passage d u  courant, I,, dans 

les résistances sé r i e s ,  RS .  Le potentiel - Vo, appliqué à la face externe 

de la membrane est  donc égal à - V  + R ç  1, (1, sortant e s t  p o s i t i f ) .  Le 

second facteur résulte d u  f a i t  que l ' isolement par l e  compartiment de sac- 

charose entre l e  compartiment t e s t  e t  l e  compartiment r e l i é  à l ' en t rée  de 

l 'amplificateur n ' e s t  pas parfait  e t  qu'un courant passe dans la  résistance 

du saccharose R S u c  e t  l a  résistance interne R i .  Par conséquent, l e  potentiel 

appliqué à l a  membrane V m  es t  t e l  que V o  = V m . R s u c  / ( R S u c  + R . )  c 'es t -à-  
1 

dire Vm = ( V - R s  1,) ( R S u c  + R i  ) / R suc (1). 

Le courant de fu i te  crée également u n  potentiel ,  Vi, à l a  face interne 

de 1 a membrane qui e s t  égal à V m . R i  / ( R s u c  + R .  ) ou encore en remplaçant 
1 

Vm par sa valeur obtenue dans 1 'équation (1) 

V i  = ( V  - Rs Im) R i  / R S u c .  Ce dernier facteur es t  d'ampli tude limi tee ,  

quelques m V ,  comme 1 'ont montré les  résul ta ts  obtenus à 1 'aide de microé- 

lectrodes intracel lulai  res (MOUNIER, 1975 ; MOUNIER e t  VASSORT, 1975 b ) .  

E n  e f f e t ,  i l  compense partiellement la perte de potentiel appliqué à la 

face externe de la membrane quand Im es t  sortant ; c ' e s t  la s i tuat ion que 

l 'on observe l e  plus souvent à cause des courants de fu i te  importants exis- 

tant  sur les fibres musculaires de Crabe. De plus, 1 'écoulement des diffé- 

rents liquides crée l 'apparit ion de potentiels de jonction. Ceux-ci se 

produisent, d'une part lors d u  changement de solution t e s t  à l ' i n t e r f ace  

entre celle-ci e t  l 'é lectrode au KC1 e t  d 'autre  part ,  entre la  solution t e s t  



e t  l e s  écoulements de saccharose. Ces d i f fé ren t s  po ten t ie l s ,  de même qu'une 

pe t i t e  dissymétrie entre 1  es potent ie ls  des électrodes au .calomel sont  

compensables à 1 'a ide  de p i l es  (vo i r  Figure 1 6 ) .  

Ainsi,  lorsque 1 'on commence une expérience ou 3 à 5 minutes après 

l e  changement de solut ion,  l e  c i r c u i t  de potentiel  imposé e s t  ouvert e t  

les  di fférenfs potent ie ls  de jonction sont  compensés. La compensation e s t  

contrôl ée pl usi eurs fo i s  durant 1  'expéri ence. 

Nous avons v u  précidemment q u ' i l  e s t  nécessaire d ' u t i l i s e r  une solu- 

tion de saccharose dépourvue d ' ions a f i n  que l e  facteur de cour t -c i rcu i t  
Re 

R e  + R i  tende vers 1. Cependant, ce1 le-ci  ent ra îne  parfois une hyperpolari- 

sat ion membranaire au niveau de l 'é tranglement pouvant a t t e indre  60 m V .  

Pour réduire ce phénomène, des cloisons de vaseline sont placées en t r e  les  

d i f férentes  so lu t ions .  

Pour u t i i  i s e r  l a  technique d u  "sucrose-gap" dans l e s  mei 1  leurs  condi- 

t i ons ,  i l  ne s u f f i t  pas de cho is i r  l a  largeur du compartiment t e s t  nettement 

infér ieure  à l a  constante d 'espace,  A ,  mais i l  faut  t e n i r  compte d u  rapport 

x/X avec x égal à l a  largeur d u  compartiment t e s t .  C 'es t  pourquoi, l a  l a r -  

geur x ,  c- 'est-à-dire l a  longueur de l a  portion de f i b r e  soumise à 1 'expéri-  

mentation, a  é t é  choisie égale à environ 100 Mm (MOUNIER, 1 9 7 5 ) .  

Enfin, l ' u t i l i s a t i o n  d 'é lec t rodes  externes ne permet pas de mesurer 

directement l a  valeur r é e l l e  d u  potentiel  de membrane. Quand les  d i f fé ren t s  

potentiels  de jonctions sont compensés, on admet que l e  niveau de référence 

correspond au niveau d u  potentiel de repos. 



3 .  Enregistrement simultané de la  contraction musculaire 

La tension,  développée par l a  f ib re  musculaire, consécutive à une 

s t imulat ion,  e s t  enregis t rée  dans l e  compartiment t e s t  ( 3 )  à l ' a i d e  d'une 

f i ne  a i g u i l l e  métallique de 3  cm de longueur r e l i e e  à u n  capteur de force 

composé de deux jauges de contra inte  ( s é r i e  8101, PIXIE). La mesure de l a  

force développée e s t  effectuée en in t roduisant  ces jauges dans deux des 

branches d'un pont de Wheastone. L'ensemble e s t  r e l i é  à u n  amplif icateur 

puis à l ' une  des entrées de l ' o sc i l loscope  ou d'un enregis t reur  papier 

Allcoscript  E N  48 (Gould, Lonjoimeau, France), af in  de v i sua l i se r  l e  phé- 

nomène. Après passage dans l es  amplificateurs e t  f i l t r e s ,  l e s  ca rac té r i s -  

t iques d u  signal sont les  suivantes : fréquence de résonance 90 Hz, sensi-  

b i l i t é  150 mV/10 mg e t  réponse l i néa i r e  jusqu'à 350 mg. 

L'ai g u i  1  l e  e s t  amenée tangentiel  lement au centre d u  noeud a r t i  f i c i e l  

(100 um) e t  c e t t e  portion de f i b r e  e s t  é t i r é e  par 1 ' appl ica t ion d'une 

prétension avant l 'enregistrement des contractions.  

L'enregistrement peut ê t r e  considéré comme isométrique grâce à une 

bonne f ixat ion de l a  pa r t i e  cen t ra le  de la  f i b r e  par l e s  ponts de vaseline.  

La force mesurée a une ampli tude e t  une di rect ion déterminée par la 

somme vectoriel  l e  des forces exercées par 1  es deux demi-portions ac t i  ves 

d u  faisceau.  Si 1 'on admet que 1  es deux forces ( F )  sont égal e s ,  1  a  force 

résu l t an te  ( R  mesurée) a  une di rect ion q u i  e s t  la  b i s sec t r i ce  de l ' ang l e  

(2a) formé par l e s  deux forces e t  a  une ampli tude R = 2 F  cosa avec a  = 60". 



100 msec 

Figure 17 : Enregistrement de la contraction (T) induite par une dépola- 
risation imposée (v) d'amplitude 70 mV et de durée 550 msec. La tension 

a été enregistrée simultanément dans le compartiment test et dans l'un 

des compartiments de saccharose. Notez l'augmentation de la sensibilité 

de l'enregistrement effectué dans le compartiment de saccharose. 

Fibre n o  203 

(D'apres GOBLET e t  MOUNIER, 1982)  



Lors de toutes l e s  expériences ef fectuées ,  nous avons imposé à l a  

membrane, à i nterval 1 es régul i e r s ,  une dépol a r i  s a t i  on donnée (en général 

55 mV-15 msec) af in  de s ' a s s u r e r  de la  constance des conditions expéri- 

mentales. S ' i l  apparaissa i t  des variat ions notables d'amplitude de l a  

tension au cours du déroulement de 1 'expérience, c e l l e  - ci e t a i  t jugée 

i nexpl oi tabl  e .  

Finalement, l a  pos s ib i l i t é  que les  courants ent rants  se développant 

dans l a  pa r t i e  centra le  de l a  f i b r e  conduisent au développement d'une con- 

t r ac t ion  des portions de f i b r e  s i  tuées dans l es  compartiments vois ins ,  

(compartiments saccharose), a é t é  exclue par 1 'expérience suivante (Fig.  

17) . .La tension induite par une dépolarisat ion d'amplitude 50 mV e t  de 

durée 550 msec a é té  enregis t rée  simultanément dans l e  compartiment t e s t  

e t  dans l ' un  des compartiment saccharose. Les r é su l t a t s  montrent l e  

développement dans l e  compartiment t e s t  d'une contraction typique que 

nous décrirons dans l e  chapi t re  "Résultats".  Dans 1 e compartiment saccha- 

rose aucune contraction n ' e s t  enregis t rée :  Un r é s u l t a t  identique a été 

obtenu en enregis t rant  dans l ' a u t r e  compartiment contenant d u  saccharose. 



Techniques u t i  1  i  sées su r  1  es f ib res  pelées 

1. Mesure de l a  tension mécanique 

La tension développée par l a  f i b r e  musculaire e s t  enregis t rée  à 

1 ' a ide  d'un capteur de force BG 10 5211 (Kuli te Semi-conductor Products, 

Inc.,  Ridgefield, NJ, USA) composé d'un pont de Wheastone complet, alimenté 

en tension s t a b i l i s é e  par u n  appareil cons t ru i t  dans l e  service  d ' é lec t ro -  

nique d u  laboratoire.  En ou t re  c e t  appareil r e cue i l l e  e t  amplifie l a  réponse 

du capteur. Les caractér is t iques  du signal f ina l  q u i  s ' i n s c r i t  sur  1  'enre- 

g i s t r eu r  papier Allcoscri p t  E N  48 (Gould, Longjumeau, France) sont de 

1200 mg/V. La re la t ion e s t  l i néa i r e  dans l a  gamme qui nous in téresse  

( jusqu 'à  environ 1000 mg). 

2 .  Mesure de l a  concentration calciaue 

Nous verrons (chapi t re  "Résul ta ts")  que l ' a c t i o n  des ions strontium 

e t  d u  chlorure de te t raé thyl  ammoni um su r  1  'apparei 1  contract i  1  e  rend 

problématique l ' é t ude  de l a  capture du  calcium e t  du largage calcique par , 

l e  RS par 1  ' intermédiaire d'une mesure de 1 ' a c t i v i t é  mécanique. Cela nous 

a  conduit à u t i l i s e r  une technique basée sur  l ' u t i l i s a t i o n  d'un indicateur 

métal 1  ochromique , 1 'arsenazo I I I .  

a. Principe --- 

L'arsenazo I I I  e s t  u n  indicateur  métallochromique de poids moléculaire 

776.  Sa formule chimique développée e s t  la suivante : 



Arsenazo III 

; q) 
. L ~  : O-( 1,8-Dih ydroxy-3,6-disulfo- ' . 

naphthalene-2,7 bisazo)-bis- 
benzenearsonic acid 

E n  présence de calcium l a  molécule d'arsenazo l i b r e  (mauve) forme 

l e  complexe Ca-arsenazo (bl eu-viole t )  . Le spect re  d 'absorption de ces deux 

composés d i  f f ë r e  ( F i g .  18) e t  1  'absorption lumineuse d 'une solut ion d 'arse-  

nazo e s t  d ' au tan t  plus importante que l a  concentration calcique e s t  élevée 

(Fig. 1 9 ) .  Cette technique colorirnétrique permet donc d 'évaluer  l e s  varia- 

t ions de concentration calcique i n t r a c e l l u l a i r e ,  tout  en conservant in tacte  

l a  s t r uc tu r e  de 1  a  f i b r e  musculaire (cont inui té  RS-protéines) e t  ceci 

d ' au tan t  plus que l e  temps de formation d u  complexe Ca-arsenazo e s t  court 

(de 1 'ordre de l a  msec) par rapport au phénomène étudié.  

L'arsenazo sera u t i l i s é  dans l a  présente étude pour détecter  e t  

quan t i f i e r  l e s  variat ions de concentration en calcium dans l e  milieu sarco- 

plasmique à l a  s u i t e  d'un largage calcique provoqué par l a  caféine.  



Figure 18 : Spectre d 'absorption lumineuse de 1 'arsenazo I I I  ( 2 5  PM) en 

absence e t  en présence de calcium. 

(D'après SCARPA e t  coZZ., 1978 ) .  



Figure 1 9  : Spectre d'absorption lumineuse de 1 'arsenazo I I I  (100 11M) pour 

des concentrations variées de calcium. 

La ligne horizontale représente de gauche à droite des longueurs d'onde 

( A )  de plus en plus importantes. L'échelle n 'es t  pas précisée par les 

auteurs. 

(D 'après SCARPA e t  co LZ., 1978, modifié). 



PHOTO-DETECTOR Q 
F I  LTER qMASK 1 NC i DENT 

Figure 20 : Schéma du poste d'expérimentation Arsenazo III. 

(D 'après REUBEN, 1982, m o d i f i é ) .  



Le matériel de mesure des variations d'absorption 1 umineuse de 

1 'arsenazo I I I  au niveau du sarcoplasme des fibres musculaires de Crabe a 

é té  conçu e t  fabriqué par G .  M .  KATZ (KATZ e t  co l l . ,  1981). Une source lu- 

mineuse à halogène alimentée par u n  générateur de tension s tab i l i sée  

(92.2 V continu) éclaire  verticalement la f ibre  musculaire s i tuée dans la  

cuve expérimentale, par l ' intermédiaire d'une fibre optique. Les solutions 

qui baignent l a  fibre musculaire pelée contiennent de 1 'arsenazo I I I  

(98.75 PM) e t  sont changées rapidement grâce à u n  d isposi t i f  d 'aspiration. 

Les variations d'absorption sont enregistrées au niveau de la 

f ibre ,  qui e s t  centrée dans l ' ob jec t i f  d u  microscope à inversion. La lumière, 

après passage à travers la f ibre  e t  l e  bain contenant de 1 'arsenazo I I I  

es t  reçue par l ' ob jec t i f  du microscope e t  déviée vers les  deux oculaires, 

-. où sont incorporés les f i  1 t r e s  (Corion Corp. , Holiston, Massachusets , USA) 

e t  les photodétecteurs (250 B de E.P.G. , Salem, Massachusets, USA). Ce 

signal lumineux es t  ensuite f i l t r é  de façon t e l l e  que seules les variations 

d'absorption lumineuse présentes d'une part à 570 nm e t  d 'autre  part à 

660 nm puissent ê t re  amplifiées. Ces signaux émis par les  deux oculaires 

modifiés (660 nm, 570 n m )  sont recuei l l is  e t  t r a i t é s  par des amplificateurs 

.- - __ opérationnels (AD 515 5, Analog devices, Inc. ,  Norwood, Mass. , USA). L'élec- 

tronique de l 'amplificateur permet également d 'effectuer la soustraction 

suivante : 

AA660 - AA570 
où e s t  la  variation d'absorption lumineuse à 660 nm, proportionnelle 

à l a  concentration d'arsenazo I I I  complexée au calcium (Ca-arsenazo) e t  



A A ~ ~ ~  la  variat ion d'absorption lumineuse à 570 nm (point  isobestique) c ' e s t  

à di re  à l a  longueur d'onde pour laquel le  1  'absorption lumineuse de 1  'a rse-  

nazo l i b r e  e s t  égale à c e l l e  d u  complexe Ca-arsenazo (pour une concentration 

donnée dlArsenazo I I I ) .  Le r é su l t a t  de ce t t e  soust ract ion e s t  appelé signal 

d i f f é r en t i e l .  E l l e  permet d'annuler l e s  var ia t ions  d 'absorption lumineuse, 

dues aux modifications de diamètre e t  au mouvement de l a  f i b r e  a ins i  qu'aux 

variat ions possibles de 1  ' i n t e n s i t é  de l a  source lumineuse. Pour des f a c i l  i- 

t é s  de lecture ce signal d i f fé ren t ie l  e s t  amplif ié 10 f o i s .  L'ensemble de 

ces t r o i s  signaux ampl i  f i  és A A ~ ~ ~ ,  AA520  e t  (bA660-~A570)  x 10 sont enregis-  

t r é s  sur  1  ' en reg i s t reur  papier Al 1  coscri  p t  EN 48. 

I I I  - SOLUTIONS 

L'exposé des r é su l t a t s  f a i t  référence à des expériences effectuées 

s o i t  sur  f ib re  in tac te  s o i t  sur  f i b r e  pelée. La nature des solutions u t i -  

l i s é e s  sur ces deux préparations e s t  d i f f é r en t e .  C 'es t  pourquoi l a  présenta- 

t ion  des solutions u t i l i s é e s  sera d ivisée  en deux paragraphes. Dans l e  

premier paragraphe on décr i ra  l e s  solut ions  u t i l i s é e s  sur  f i b r e  i n t a c t e ,  

dans l e  second ce l l e s  u t i l i s é e s  su r  f i b r e  pelée. 

A - Solutions u t i l i s é e s  dans l e s  expériences avec f i b r e  i n t ac t e  

Ces solut ions  o n t  é t é  confectionnées avec de l ' e au  de v i l l e  dérni- 

néral isée après passage sur  deux s é r i e s  de résines échangeuses d ' i ons .  

Leur pH e s t  égal au pH de la  ,solution d'eau de mer a r t i f i c i e l l e  c ' e s t - à -  

d i r e  7.8. Lorsque l e  pH d i f f è r e  de 7.8 i l  e s t  ramené à c e t t e  valeur par 

u n  tampon tr is-maléate.  



1. Eau de mer a r t i f i c i e l l e  : solution physiologique externe 

de référence : ASW 

2.  Autres solutions physiologiques externes 

Les solutions enrichies en calcium, résultent de 1 'addition de CaCI2 

à l a  solution ASW. La pression osmotique e s t  maintenue constante par dimi- 

nution équimol écu1 aire  de NaC1. 

La solution appauvrie en calcium, résul t e  du r e t r a i t  de CaC12 à l a  

solution ASW. La pression osmotique e s t  maintenue constante par adjonction 

équimol écu1 ai re de NaCl. 

La solution pauvre en sodium e s t  une solution d'eau de mer a r t i f i -  

c i e l l e  pour laquelle la concentration en NaCl e s t  égale à 1/3  de la concen- 

t ra t ion normale. Les 2/3 manquants sont remplacés par LiC1. 

3. Solutions avec inhibiteurs de perméabilité 

Dans plusieurs expériences nous avons ajouté au 1 iquide physiologique 

des substances inhibant totalement ou partiellement certaines perméabilités 

membranai res . 



Ce sont : 

- l e  chlorure de tétraéthylammonium (50 m M )  

- l e  chlorure de manganèse. (5  mM) 

- la 4-aminopyridine (1  mM) 

Le chlorure de manganèse e t  l a  4-aminopyridine é t an t  u t i l i s é s  à 

f a i b l e  concentration aucun réajustement osmotique n 'a  é t é  ef fectué .  Par 

contre  dans l e  cas d u  TEA une quant i té  équivalente de NaCl e s t  r e t i r é e .  

4. Sol utions avec drogues pharmacologiques 

La procaine e s t  ajoutée à l a  solution ASW à une concentration de 

La caféine e s t  a joutée  sous forme de poudre à une concentration de 

6 mM s o i t  à la  solution ASW s o i t  à l a  solut ion ASW dépourvue de -calcium. 

B.  Solutions u t i l i s é e s  dans l e s  expériences avec f ib re  pelée 

Tous l e s  produits chimiques entrant  dans l a  composition de ces solu- 

t ions  sont d'une t r è s  grande pureté (Reagent grade) .  I l s  proviennent de 

Sigma Chemical (S t  Louis, Mo, U S A )  excepté l a  caféine (Merck, Darmstadt, 

R F A ) .  

Toutes l e s  solut ions  de base sont réa l i sées  avec une eau t r è s  pure 

(en par t i cu l i e r  dépourvue de calcium), de r é s i s t i v i t é  supérieure à 18 Mn, 

obtenue par passage d'une eau de v i l l e  p r é t r a i t é e  (colonne échangeuse d ' i ons )  

s u r  u n  système de pur i f ica t ion mil1 i-Q  i il 1 ipore Molsheim, France). El l e s  

sont  ajustées au pH 7.00 + 0.02 à l ' a i d e  de l a  potasse, KOH (IN, 0.1N) ou - 
de 1  'acide propionique ( I N ,  0.1N). 



Toutes l e s  solutions sont gardées au ré f r igé ra teur  (+ 5°C) exceptées 

cer ta ines  q u i  sont  conservées au congé1 a teur  à - 2 0 0 ~  ( précisé dans l e  t e x t e ) .  

Sol utions mères - 

Cette solut ion e s t  préparée à une concentration 2M par réaction mole 

à mole de potasse ( K O H )  e t  d 'acide propionique. Cette réaction e s t  exothermique. 

MOPS __-__--____-__ ou 3 - N-Mo~holinopropane -____ suZfonic aeid ------- --------- 

Ce composé préparé à une concentration de 500 mM joue l e  rô le  de 

tampon pH. 

c - Acétate de Magnésium : Mg (C H O ) 
2 3 2 2  ............................... 

La solut ion mère e s t  préparée à une concentration de 500 mM. Le 

magnésium e s t  a jouté  aux solutions u t i l i s é e s  durant l e s  expériences car  i l  

e s t  indispensable au fonctionnement de l a  myosine - ATPase des protéines 

contract i les  e t  de 1'ATPase calcique d u  RS. 

d - EGTA ou Ethylene Glycol-bis (6-aminoethyZeter) N N I -  ----------- ------ ------------------ --------A-- 

Te traace t i c  Acid ------------- 

L ' E G T A  e s t  u n  chélateur d u  calcium. I l  ent re  dans l a  composition 

de l a  solution relaxante e t  des solutions de concentrations variées en cal -  

cium e t  strontium (pCa e t  pSr) (vo i r  plus l o i n ) .  Outre l e  f a i t  q u ' i l  a g i t  

comme u n  tampon calcique,  son i n t é r ê t  e s t  aussi q u ' i l  ne pénètre pas dans 

l a  1  umière du réticulum sarcopl asrnique ( W E B E R ,  1966) .  Trois produits contenant 



de 1 ' EGTA sont confectionnés : 

K2 EGTA (500 m M )  ---------------- 

La solut ion e s t  amenée au pH 7.00. La s o l u b i l i t é  de ce composé e s t  

fonction du pH : fa ib le  pour des pH f a ib l e s  e t  t o t a l e  pour u n  pH voisin de 

7.00. 

Solution préparée à p a r t i r  de CaC03 e t  H 4 - E G T A ,  neutra l isée  par 

K O H .  Combiné à K2-EGTA, ce cohposé permet de f i xe r  e t  de tamponner l e s  con- 

++ centrat ions en Ca l i b r e  des solutions d i t e s  pCa (pCa = - log [cal ) .  

Sr EGTA (200 mM) ---------------- 

Solution préparée à p a r t i r  de SrC03 e t  H 4 - E G T A ,  neutra l isée  par K O H .  

Combiné à K 2 E G T A ,  ce composé permet de f i x e r  e t  de tamponner l e s  concentrations 
++ 

en Sr 1 i  bre des solutions di t e s  pSr (pSr = - log [sr] ) . 

e - Adénosine - T r i  - Phozhate  (ATPI ------------------ --------- 

La solut ion mère d'ATP e s t  confectionnée à une concentration de 

200 mM par so lub i l i sa t ion  dans 1 'eau d i s t i l l é e .  Le pH e s t  amené à pH 

7.00 + - 0.02 à l ' a i d e  de NaOH. Cette solut ion e s t  stockée à - 20°C e t  

décongelée au début d'une journée d 'expérience.  Durant l 'expérimentation 

ce t t e  solution e s t  stockée dans de l a  glace pi lée .  



ezne f--- caf -- --i- ' ' 

La solut ion mère e s t  préparée à une concentration de 20 mM par 

so lub i l i sa t ion  de la  caféine en poudre dans l a  solution de lavage ou dans 

1 a  sol ution de concentration cal ci  que f a ib l e .  

La solut ion mère de brij 58 e s t  obtenue par so lub i l i s a t i on  du 

composé so l i de  dans l a  solution relaxante à une concentration de 10 % 

(po~ids/poids) .  Cette solution e s t  stockée à - 20°C. 

h - Chlorure de calciwn --------------- 

La solut ion mère e s t  confectionnée à une concentration de 2.0 mM 

par so lub i l i sa t ion  du produit en poudre dans l a  solution de lavage. 

Adénosine - LX - Phozhate (ADP) ----------------- -------- 

Une solut ion mère de 100 mM e s t  effectuée par so lub i l i sa t ion  de 

1  ' A D P  en poudre dans l a  solution de lavage. Le pH e s t  contrôlé.  La solution 

e s t  congelée à - 20°C e t  décongeelée jus te  avant l ' u t i l i s a t i o n .  

La solut ion mère e s t  confectionnée à une concentration de 1  M par 

so lub i l i sa t ion  d u  TEA en poudre dans l a  solut ion de concentration calcique f a i b l e  

(Caf) ou dans l a  solution Caf contenant 0.5 m!1 de caféine. Le pH e s t  contrôlé. 

Cette solution mère e s t  congelée à - 20°C e t  décongelée pour l a  préparation 

des solutions avant l 'expérimentation. 



2 .  Solutions ut i l isées  lors  de l'expérimentation 

Pour plus de c l a r t é  e t  afin de f a c i l i t e r  la consultation de ce 

paragraphe lors  de 1 a lecture des résul ta ts  , les sol utions seront présentées 

en plusieurs subdivisions. T o u t  d'abord seront présentées les  solutions 

ut i l isées  couramment e t  citées t o u t  l e  long de l'exposé des résu l ta t s .  

Ensuite, les autres solutions seront décrites selon l e  plan des résu l ta t s .  

Les sol utions arsenazo seront présentées dans u n  paragraphe spécifique. 

A u  début d'une journée dtexpér'iences , les  sol utions sont ramenées 

à la température ambiante. Les solutions mère d'ATP, d'ADP, de b r i j  e t  de T E A  

sont décongelées e t  diluées dans les solutions adéquates. L'ATP e s t  ajouté 

à toutes les solutions ut i l isées  durant l'expérimentation à une concentra- 

tion de 2 . 5  mM. 

a - Solutions couramment u t i l i s é e s  ........................... 

Solution relaxante, P : 170 mM propionate de potassium, 2 . 5  mM acétate de 

magnésium, 5 rnM K2 EGTA, 10 mM MOPS. Le cal cul des valeurs de pMg 

( -  log [ M g 2 g ) ,  pATP ( -  log C A T P ] ) ~ ~  pMg ATP ( -  log [M~ATP]  ) à 1 ' a ide d u  

programme 3 de FABIATO e t  FABIATC (1979), a é t é  effectué en prenant les 

constantes d'association suivantes : 
K ~ g ~ ~ ~ ~ 9  40 et K ~ g ~ ~ ~ 9  

1 . O  X l o 4  M - ~  (ORENTLICHER e t  col 1 ., 1977). Les résul ta ts  sont pMg, 3.4 ; 

pATP, 3 .3  e t  pMgATP, 2 .7 .  



SoZution de Zavage, W : 185 mM de propionate de potassium, 2.5 mM d ' a cé t a t e  

de magnésium, 10 mM MOPS. Les valeurs calculées de pMg, pATP e t  pMgATP 

sont respectivement égales à 3.3, 3.3 e t  2 . 7 .  

SoZution de char_ae, pCa 6.6 : 172 mM de propionate de potassium, 2.44 mM 

d ' a cé t a t e  de magnésium, 10 mM MOPS, 5 rnM t o t a l  d'EGTA dont 3.4 mM de K, EGTA 

e t  1.6 mM de Ca E G T A .  La valeur de pCa a é té  déterminée en u t i l i s a n t  une 

constante d 'associa t ion apparente du calcium pour 1'EGTA égale à 1.919 

10' M-1 (ORENTLICHER e t  col 1 .  , 1977). 

SoZution b&j 2 % : Une ce r ta ine  quanti té  de la  solut ion mère (10 %$ e s t  

d i luée  dans la  solution relaxante ( R )  a f in  que l a  concentration f i na l e  s o i t  

égale à 2 %. La présence dlEGTA dans l a  solution b r i j  e s t  indispensable 

a f in  d ' é v i t e r  l e  développement d'une contraction induite par l e  détergent .  

E n  e f f e t ,  l e  détergent en dét ruisant  la  membrane d u  RS l ibè re  du calcium 

présent da.ns l e  RS, t r è s  certainement l i é  à la  ca lsequest r ine ,  e t  indui t  

une contraction.  

b. so Zutions u4-i Zisges lors de 1 '&tub zissement-dgg e a r a e ~ ~ r i ~ t - i ~ u e s  

énérales des fibres muscuZaires. 8,- -- -- -,-- ,,, . -, --,, -,, ,, ,,,-,- 

Outre l e s  solutions R, W e t  pCa 6.6 présentées dans l e  paragraphe a 

i n t i t u l é  "solutions couramment u t i l i s é e s " ,  l e s  solut ions  u t i  1 isées dans 

l e s  expériences présentées dans ce chapitre sont l e s  suivantes : 



SoZutions caféiniques : on ob t ien t  l e s  solut ions  caféiniques de concentra- 

t ions  2.5, 5 e t  10 mM par d i lu t ion  en s é r i e  dans l a  solut ion de lavage, 

de l a  solution mère de caféine (caféine 20 mM) confectionnée à 1 ' a ide  de 

l a  solution de lavage. 

SoZutions pCa : Les solut ions  pCa sont confectionnées à l ' a i d e  de tous l e s  

composants présents dans l a  solut ion de lavage auxquels sont ajoutés 

CaEGTA e t  K2EGTA. La concentration t o t a l e  d'EGTA e s t  constante e t  égale 

à 5 mM quelle que s o i t  la  pCa. La valeur de l a  pCa e s t  déterminée par l e s  

concentrations re la t ives  de CaEGTA e t  K2EGTA e t  en u t i l i s a n t  une constante 

d 'associat ion d u  calcium pour 1 'EGTA égale à 1.919 106#-' (ORENTLICHER è t  

col1 ., 1977). Afin de maintenir l a  force ionique de 1 'ensemble de nos solu- 

t ions  constantes la  concentration en propionate de potassium e s t  légèrement 

diminuée par rapport à c e l l e  présente dans l a  solut ion de lavase e t  la  

concentration en magnésium acé ta te  e s t  diminuée de 4 %. 11 faut  noter i c i  

que l es  valeurs de l a  constante d 'associa t ion d u  Ca pour 1'EGTA données 

dans l a  l i t t é r a t u r e  sont t r è s  variées : 1.919 106 M ' l  (ORENTLICHER e t  col 1 . ,  

1977), 1.9498 1 o 6 ~ - l  (CORNELIUS, 1982),  2.512 106 M" ( A L L E N  e t  c o l i .  

1977), 3.969 106 M - ~  (FABIRTo e t  FABIATO, 1979) ; 4.8 106 Fl-1 (PBRTZEHL e t  

col 1 ., 1964), 4.9 x 106 Pl-' (SCHWARZENBACH e t  col 1 . , 1957) e t  6.0 106 M-1 

(ASHLEY e t  YOISESCU, 1977). Outre ces variat ions dans l a  valeur de l a  cons- 

t an t e  d 'associat ion d u  calcium par I'EGTA, i l  e s t  bien é tab l i  que I'EGTA 

e s t  hautement spécifique d u  calcium puisque l a  constante d 'associa t ion 

-1 ' 
apparente avec l e  magnésium e s t  égale à 46 + 6 M à 22 + 2°C (ASHLEY e t  

MOISESCU, 1977) ou 40 M" (ORENTLICHER e t  c o l l . ,  1977). 



Les v a l e u r s  c a l c u l é e s  de pMg, pATP e t  pMg ATP en p renan t  l e s  c o n s t a n t e s  

6 d ' a s s o c i a t i o n  s u i v a n t e s  : K C a E G T A ,  1 .919 x 10 M-1 ; K C a A T p ,  5 . 0  x l o 3  M - l ,  

' M ~ E G T A  40 M-1 e t  K M g A T p 9  1 . O  x 104 M ' l  (ORENTLICHER e t  col  1 .  , 1977) 

s o n t  r espec t ivement  é g a l e s  à 3 . 4 ,  3 . 3  e t  2 . 7  q u e l l e  que s o i t  1; v a l e u r  

de l a  pCa. 

Solution po : CaC12 d i s s o u s  dans l a  s o l u t i o n  de l a v a g e  : 0 .3  mM. 



- Rôle d u  calcium --------------- 

Solution de concentration calcique faible, Caf : solut ion de même composition 

que l a  solut ion de lavage mais effectuée à l ' a i d e  d'une eau déminéralisée' 

légèrement contaminée en calcium. La concentration calcique déterminée par 

1 ' u t i  1 i sa t ion  d'une électrode spécif ique au calcium (ORION) se  s i  tue ent re  

Solution de concentration calcique faible additionnée d 'EGTA : des pet i t e s  

quanti tés de l a  solution mère K2EGTA (500 rnM) sont  di luées dans l a  solution 

Cac de façon t e l l e  que l e s  concentrations f ina les  d tEGTA so ien t  égales à 

1 ,  5 ,  7.5 e t  10 uM EGTA.  

Solutions caféiniques : l e s  solut ions  caféiniques de concentrations 0 .2 ,  

0.4, 0.5 e t  2 . 5  mM sont obtenues par d i lu t ion  s é r i é e  dans l a  solution Caf 

de l a  solution mère de caféine 20 mM confectionnée à 1 ' a ide  de l a  solution 

de concentration calcique f a ib l e .  

- Rôle d u  strontium ----------------- 

So lutions induisant un largage : W t O .  02 mM Sr Cl e t  W + o .  1 mM Sr Cl 

pSr 6.6 : 1 7 2  mM de propionate de potassium, 2.44 mM d ' a cé t a t e  de magnésium, 

10 mM MOPS, 5 mM t o t a l  d'EGTA dont 4.975 mM de K2EGTA e t  0.025 mM de 

Sr EGTA. La valeur de pSr a é t é  déterminée en u t i l i s a n t  une constante 



4 -1 d 'associat ion.apparente du strontium pour 1'EGTA égale à 2 10 M 

(MOISESCU e t  THIELECZEK, 1978). 

SoZutions pSr : Les solut ions  pSr sont confectionnées à l ' a i d e  de tous l e s  

composants présents dans la  solut ion de lavage auxquels sont ajoutés 

Sr EGTA e t  K2EGTA. La concentration t o t a l e  d'EGTA e s t  constante e t  égale 

à 5 mM quelle que s o i t  l a  pSr. La valeur de l a  pSr e s t  déterminée par les  con- 

centrat ions re la t ives  de Sr EGTA e t  K2EGTA e t  en u t i l i s a n t  une constante 

d 'associa t ion d u  strontium pour 1  'EGTA égale à 2 104 M-1 (MOISESCU e t  

THIELECZEK, 1978). Afin de maintenir constante l a  force ionique de 1 'ensemble 

de nos solutions la  concentration en propionate de potassium e s t  légè- 

rement diminuée par rapport à c e l l e  présente dans l a  solution de lavage 

e t  l a  concentration en magnésium e s t  également diminuée. 

Les solutions u t i l i s é e s  dans ce chapi t re  e t  contenant de 

1 'arsenazo 1  I I  seront  décri t e s  dans u n  paragraphe spécial  i n t i  tu1 é "sol ut ions 

arsenazo" . 

d. Solutions utilisées&our Z 'étude du rôle de Z 'ADP dans ------------------- ................................. 
Ze mécanisme de Zibération caZcique e t  contrôle d'un ................................ ------------------ 

e f f e t  s@cifique sur Ze RS. - --- --- - ------------ 

SoZutions ADP : l a  solut ion contenant 5  mM d'ADP e s t  obtenue par d i lu t ion  

de l a  solut ion mère d'ADP (100 m M )  dans l a  solut ion de lavage. Les solut ions  

de concentration 0.312, 0.625, 1.25 e t  2 . 5  mM sont  obtenues par d i lu t ion  

s é r i é e  dans l a  solut ion de iavage,de l a  solut ion d'ADP 5 mM. 



Solution ADP + Arginine phosphate. Cette solutiqn e s t  obtenue par a jout  

dans une solution d'ADP 2.5 mM d'une quant i té  d 'arginine  phosphate en 

poudre t e l l e  que l a  concentration f i na l e  s o i t  10 mM. 

e .  Solutions u t i l i s é e s ~ o u r  Zré-&ude des e f f e t s  des inhibiteurs ----------- - ---- --- -------- ----------- ---- -. ------- ------- " 
potassiques sur Za~erméabiZité calcique du RS e t  les  ------ ---------- -----------.----------------------- 

grotéines contractiles .................... 

Pour l e s  solutions d'eau de mer a r t i f i c i e l  l e  (ASW) e t  d'ASW 

additionnée de TEA 50 m M ,  voir  l e  paragraphe 2 d u  paragraphe "solutions".  

Pour 1  a sol ution de concentration cal c i  que f a ib l e  e t  de concentration 

caféinique 0.5 mM voir l e  paragraphe 4 du paragraphe "solut ions" .  

Solution de concentration caleique faible additionnée de TEA (Ca + TEAIO). 
f 

Une cer ta ine  quant i té  de l a  solut ion mère de TEA (1M) a  é t é  di luée dans la  

solut ion Caf de façon t e l l e  que l a  concentration f i na l e  s o i t  égale à 10 mM. 

Solution Ca + TE410 additionnée drEGTA : des pe t i t e s  quanti tés de solut ion 
f 

mère de K2EGTA (500 mM) ont  é t é  d i l u é e s  dans l a  solut ion Caf + TEA10 a f i n  

d 'ob ten i r  des concentrations f ina les  d'EGTA égales à 5 ,  7.5 e t  10 uM. 

Solution caféinique 0.5 mM additionnée de TEA : l a  solut ion contenant 

50 mM TEA a  é t é  confectionnée par d i lu t ion  d'une quant i té  de la  solut ion 

mère (TEA 1 M )  dans l a  solut ion Cag + caféine 0.5 mM. Les solutions de concen- 

t r a t i on  5 e t  10 mM sont obtenues par d i lu t ion s é r i é e  de l a  solution 

Caf 0.5 + TEA 50 mM dans l a  solut ion caféinique 0.5 mM. 



f. So Zutions arsenazo ------------------ 

Etablissement des courbes de ca l ib ra t ion  

Deux béchers d'une concentration donnée d'arsenazo (0 .1  m M )  

o n t  é t é  préparés par d i lu t ion d'une solut ion mère d'arsenazo (5  m M )  dans 

une solution de caféine (20 mM) contenant 2.5 mM ATP. L'un des béchers 

ne contient  pas de calcium e t  1 ' au t r e  0.1 mP1 Ca. Par d i lu t ion  s é r i é e ,  

une s é r i e  de solut ions  contenant des concentrations variées en calc-ium 

e t  98.75 PM d'arsenazo e s t  obtenue. Les concentrations calciqÜes sont  l e s  

suivantes : 0 ,  6.25, 1 2  - 5 ,  25, 50,  75 e t  100 PM Ca. Le mêne protocole a é t é  

u t i l i s é  pour une solut ion calcique contenant 50 mM a ins i  que pour l e  strontium. 

L'établissement des courbes de ca l ib ra t ion  (Fig. 21) montre qu'à une 

augmentation de concentration en calcium ou en strontium égale à 100 p!l cor- 

respond une augmentation d 'absorption lumineuse enregis t rée  au niveau d u  s ignal  

d i f fé ren t ie l  amplif ié par 10, égale à 975 m V .  Lorsque d u  TEA (50  mM) e s t  

présent dans l a  solut ion Ca + Arsenazo une augmentation en calcium égale 

à 100 PM correspond à u n  signal d i f f é r en t i e l  ( x  10) égal à 625 m V .  

Solutions expérimentales contenant de 1 'arsenazo ------------ ................................... 

Les solut ions  R ,  W e t  caféine 20 mM contenant 0.1 mEl d 'arsenazo 

ont é t é  effectuées par d i lu t ion de la  solut ion mère d'arsenazo dans ces 

solutions contenant 2.5 mM d lATP.  



O Concentration en Strontium total  (FM) 

Figure 21: Courbes d'étalonnages effectuées dans la  cuve expérimentale 

en absence de 1  a  f ibre  musculaire e t  en présence d'arsenazo I I I  (0.lmM) 

- pour une solution calcique avec caféine 20 mM ( O )  

- pour une solution calcique avec caféine 20 mM e t  TEACl (50 mM) (u) 

- pour une solution contenant des ions Sr avec caféine 20 mM (O) 



IV - LECTURE DES TRACES 

A - Courants membranaires e t  contractions enregistrés sur fibres 

intactes . 

La figure 22 i l l u s t r e  les  courants membranaires (1) e t  la  contraction 

( T )  s e  développant lors de l 'application d'une dépolarisation membranaire 

( V )  d'amplitude égale à 58 mV e t  de durée 1000 msec. Les courants membra- 

naires o n t  é té  enregistrés avec une correction automatique d u  courant de 

fu i te .  L'amplitude du courant entrant ( I i  ) a é té  mesuré par la  méthode 

indiquée sur la  figure 22.  

Le décours de la contraction e s t  complexe. Nous verrons dans l e  

chapitre "Résultats" que ce t te  tension peut ê t r e  décomposée en 2 composantes 

T1 e t  T2 mesurées selon la méthode indiquée sur l a  figure 22 .  

Enregistrement des contractions sur fibres pelées. 

Les contractions sont déclenchées par différentes solutions. L'appli- 

cation e t  l e  r e t r a i t  de ces solutions provoquent des déflexions rapides. La 

lecture des tracés es t  indiqué sur l e  schéma-type ci-dessous. 



Figure 22 : Méthode de mesure d u  courant ent rant  membranai re ( I i  ) e t  de 1  a  

contraction associée ( T ) .  Les flèches indiquent l e s  amplitudes de I i  , 
Tl e t  T2. 
Fibre n o  210178 



D i f f .  

A r s  O.lmM b 

I 
1 

I I 

I I I 
I I 

I 

I I 

Figure 23  : Méthode de mesure de l a  contraction ( T )  e t  d u  signal arsenazo 

d i f f é r en t i e l  (D i f f . ) .  Les flêches indiquent leurs amplitudes respectives.  

Fibre no 110785 
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tension a r t e f ac t  d ' a sp i ra t ion  de l a  solut ion 
.L , / àc t i  va t r i  ce 

a r t e f ac t  d 'appl ica t ion de 1  a  sol ution 
re l  axante ( R )  

a r t e f a c t  d'appl i  ca t i  on de 1  a  solution 
ac t i  va t r i  ce de 1  a contraction 

a r t e f ac t  d ' a sp i ra t ion  de l a  solution 
i n i t i a l e  (de 1  avage) 

C - Contraction e t  variat ion d 'absorption lumineuse enregis t rées  

su r  1 es f ib res  muscul a i r e s  pel ées . 

L'enregistrement simultané d'une contraction caféinique e t  d'une 

augmentation d 'absorption lumineuse du signal d i f fé ren t ie l  de 1  'arsenazo I I I  

e s t  i l l u s t r é  à l a  f igure 23. L ' ins tan t  où  l a  solution e s t  aspirée e s t  

repéré sur 1  'enregistrement de tension par l e  pic de 1  ' a r t e f a c t ,  e t  su r  

1  'enregistrement d 'absorption,  par l e  symbole o .  Tant que la  préparation 

r e s t e  à 1  ' a i r  1  i b r e ,  1  ' a r t e f a c t  de tension garde u n  niveau légèrement 

supérieur à ce lu i  de l a  l igne de base ; 1  ' a r t e f a c t  d u  signal d i f f é r en t i e l  

se  t radui t  par une déflexion importante. Les t i  re tés  indiquent 1 ' i n s t an t  

où e s t  appliquée la  solut ion f ra îche ,  dont l a  nature e s t  précisée e t  sera 

ultérieurement précisée sous 1 'enregistrement. 





RELATION ENTRE L'ACTIVITE ELECTRIQUE I!BIBfWNAIRE ET L'ACTIVITE P.ECANIIKIE 
DES FIBRES IWSCULAIRES DE CWl 

I - ETUDE DES COMPOSANTES DE TENSION EN RELATION AVEC LE DEGRE D'EXCITA- 

BILITE. 

II - ETUDE DE LA CONTRACTION PHASIQUE. 

III - ETUDE DE LA COMPOSANTE TONIQUE. 

IV - APPROCHE DU COUPLAGE EXCITATION - CONTRACTION. 

A - I n f l u e n c e  de l a  p r o c a ï n e .  

B - E f f e t  de l a  c a f é i n e .  

CARACTERISTIQUES mlEPALES OBTENUES SUR LES FIBRES IUSQILAI ,ES PEIES 1 

A - P e r m é a b i l i t é  c a l c i q u e  au RS. 

Ana lyse des e n r e g i s t r e m e n t s .  

2 - Courbe e f f e t  - dose. 

B - Pompage c a l c i q u e  p a r  l e  R S .  

1 - Analyse des e n r e g i s t r e m e n t s .  

2 - Courbe t e n s i o n  - v a r i a t i o n  du temps de cha rge .  

C - Comparaison de deux c o n t r a c t i o n s  c o n s é c u t i v e s .  

D - D e s t r u c t i o n  du RS p a r  un d é t e r g e n t  : l e  b r i  j 58. 



I I  - LES PROTEINES CONTRACTILES. 

A - Contrôles expérimentaux. 

1 - Comparaison de deux contractions.  

Contrôle de 1 a non - intervention du réticulum sarcopl asmi que. 

B - Dépendance calcique de l a  contraction.  

Analyse des enregistrements. 

2 - Courbe tension - pCa. 

3 - ~ c t i v i  t é  mécanique maximale. 

PIISE EN EVIDEi'lCE D'UN LARGAGE CALCIflUE INDUIT PAR DES C4TIONS DIVALENTS , 

1 - R O L E  D U  CALCIUM. 

A - Largage induit  par une solution d ' a c t i v i t é  calcique f a ib l e .  

B - Caractère gradué d u  mécanisme de "Ca - induced Ca release" 

e t  déterminati'on de 1 ' a c t i v i t é  cal cique minimale pouvant 

induire une l ibé ra t ion  calcique à ~ a r t i r  d u  FS .  

C - Stimulation d u  mécanisme de "Ca - induced Ca re lease"  par 

l a  caféine. 

I I  - R O L E  DU STRONTIUM. 

A - Largage calcique indu i t  par l e s  ions strontium. 

B - Pompage e t  l ibé ra t ion  du strontium par l e  RS. 

++ 
C - Fixation des ions Sr  sur  l e s  protéines con t r ac t i l e s .  

D - Conclusion. 



RQE DE L'ADP DANS LE PEIANISVE UE LIBEPATION CALCIQUE ET PIISE EiU EVIDEiuCE 
D'UN EFFET SPECIFIQUE SUR LE RS 

1 - LIBERATION CALCIQUE INDUITE PAR L'ADP. 

A . -  Relation e f f e t  - dose en A D P .  

B - Re l ation en t r e  l e  largage indui t  par 1 'ADP e t  l e  temps de charge 

du RS. 

I I  - CONTROLES EXPERIMENTAUX. 
t 

A - Comparaison ds e f f e t s  de 1 'ADP sur  une f i b r e  ayant u n  RS i n t a c t  

puis dé t ru i t  . 
B - Largage calcique indui t  par 1'ADP en présence d 'arginine  phosphate. 

I I I  - CONCLUSION. 

EFF€rS DES II4HIBITEURS PC)TASSIQUES SUR E S  PROTEINES CONTRACTILES ET LE RETI- 
CULUPI SRRCOPW 1 QUE, 

A - Courants ioniques membranaires e t  a c t i v i t é  mécanique en présence 

de té t raé thyl  ammonium. 

B - Influence du tétraéthylarnmonium sur  l e s  protéines con t r ac t i l e s .  

1 - Contrôl es, expérimentaux. 

a - Contrôle de la  non intervent ion du réticulwn sarco~lasmique 
- - - - - -P - -L - -P- - - - - -__- - - - - - - - I - - - - - - - - - -  ---- -- 

- e t s  des ions  chlorure sur Z e s ~ r o t é i n e s  contract i les .  b Eff- ------------- ------- ----- - ..................... 
2 - Relation tension - pCa en présence de chlorure de t é t r a é thy l -  

ammoni um. 



a - A n a Z ~ e  des enregistements. ---- -------- --------- 
b - EtabZissement ----T---------------l------------IIII-* de la courbe tension - Ca 

c - Réversibil i té.  ----------- 
3 - Conclusion. 

C - Tétraéthylammoniurn e t  réticulum sarcoplasmique. 

1 - Largage du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique. 

a - Action du chlorure de tétraéthyZammonium. ........................... -------- 
b - Ef fe ts  des ions chZorure sur Ze largage c a Z c i p e z a r  Ze RS. - .............................. - ----- -- -------- 
c - Conclusion. -------- 

2 2 Capture d u  calcium par l e  réticulum sarcoplasmique. 

a - Action du chlorure de té traéthytmoniwn sur une charge ............................ ...................... - 
ca Zcique inframaxima Ze . ----- ---- -------- 

b - Action du chZome  de té traéthglmoniwn sur une charge ........................... ------------------ - 
ca Zcique maxima Ze . ---- ----------- -. 

c - ConcZusion. ------ 
3 - Influence d u  TEA sur  l e  mécanisme de "Ca - induced Ca re lease" .  

a - Modifications ____ ___I__-_-__-______------------------------- des caractéristiques du mécanisme de "Ca - 
induced Ca releasexpar l e  TEA. --------------- -------- 

b - Inauence de la  dose de TEA sur l ' inh ib i t ion  du mécanisme .............................................. a; ---------------------de- ffCa - induced Ca reZease". 

D - Conclusion. 
' .  

I I  - LA 4 - AMINOPYRIDINE. 

A - Courants ioniques membranaires e t  a c t i v i t é  mécanique en présence 

de 4 - aminopyridine. 



B - 4 - aminopyridine et protéines contractiles. 
1 - Analyse des enregistrements. 
2 - Relation tension - pCa. 

C - Conclusion. 



Le coup1 age exci tat ion-contraction f a i t  in tervenir  1 ' a c t i v i t é  

é lec t r ique de l a  membrane de surface ,  l e  largage d u  calcium par l e  r é t i -  

culum sarcoplasmique, 1 'ac t ivat ion des protéines contract i les  e t  l e  

repompage d u  cal ci  um par 1 e réticulum sarcopl asmique. Nous avons précé- 

demment vu  dans l e  chapitre historique l a  s t ruc tu re  des d i f f é r en t s  

acteurs de ce couplage a ins i  que l e s  hypothèses concernant leur  fonction- 

nement. 

Dans l e  cadre de 1 'exposé des r é su l t a t s  obtenus, je fe ra i  aupa- 

ravant u n  bref rappel de l a  re la t ion ex i s tan t  ent re  l ' a c t i v i t é  é lec t r ique  

membranaire e t  1 ' a c t i v i t é  mécanique des f i b r e s  musculaires du Crabe 

Carcinus maenas. J 'aborderai  ensuite l e s  r é su l t a t s  obtenus sur  l e s  f ib res  

mécaniquement pelées donnant à l a  fo i s  des indications sur  l e  mécanisme 

de largage du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique a ins i  que s u r  

l ' a c t i v i t é  de pompage de 1 'ATPase calcique du RS e t  l ' a c t i v i t é  des protéines 

contracti  1 e s .  En  r e tour ,  certaines i  nforma t ions obtenues nous permettront 

d'améliorer notre compréhension du fonctionnement du canal calcique au 

niveau sarcolemmique e t  d 'expliquer ce r ta ins  r é su l t a t s  obtenus dans l e  

cadre de l a  préparation de ma thèse de 3ème cycle.  



1 30msec 
V,T 300 msec 

Figure 24 : Enregistrements des courants ioniques membranaires (1.) e t  de 

1 ' a c t i v i t é  mécanique ( T )  pour deux dépol a r i sa t ions  ( V )  d'ampl i tude 

d i f fé ren te  (20 e t  58 m V )  en milieu ASW. 

A : pour une courte durée de dépolarisat ion ( 5  msec) 

B : pour une longue durée de dépolarisat ion (1000 msec). 

Même f i b r e  qu 'à Za f igure  22. 



RELATION ENTRE L'ACTIVITE ELECTRIQUE MEMBRANAI RE ET L'  ACTIVITE 
MECANI QUE DES FIBRES NUSCULAI RES DE CRABE, 55 

L'analyse simultanée des courants ioniques e t  de la tension 

développée par les  fibres musculaires de crabe a permis de mettre en 

évidence deux composantes de tension. 

1 - ETUDE DES COMPOSANTES DE TENSION E N  RELATION A V E C  L E  D E G R E  D'EXCITABILITE 

L 'appl i  cation de dépol arisations de différentes ampl i  tudes montre 

cl ai rement l e  rôle de chaque composante ( ~ i  g .  24). 

Dépolarisation imposée de 20 mV : aucun courant ionique n'apparalt : ............................... 
l a  fibre n 'es t  pas encore excitable e t  seuls sont enregistrés l e  courant 

capacitif ( I C )  e t  l e  courant de fui te  ( I f ) ,  que la dépolarisation dure 

15  ou 1000 msec. Par contre une composante de tension, de cinétique t rès  

lente ,  apparaît lorsque l e  créneau de 20 mV es t  appliqué pendant 1000 msec. 

Cette composante de tension e s t  maintenue tant  que dure la  dépolarisation 

e t  a é té  appelée : composante tonique. Elle sera étudiée plus longuement 

dans u n  paragraphe suivant. 

Cette étude a fa i t  l 'objet  de ma thèse de 3ème cycle e t  de Za publication 

d 'un ar t ic le  (GOBLET e t  MOUNIER, 1982) . 



Figure 25 : Relation liant le courant calcique (1) et la contraction 

phasique (Tl) au potentiel membranaire (V). Noter la similitude des deux 

courbes (en B). Trois enregistrements de 1 et-de T sont donnés (en A) pour 
des V imposés de 24,51 et 90 mV, d'une durée de 100 msec. 

En B, la courbe en pointillés montre la relation entre la quantité de 

calcium QCa = Ql + Q2 (obtenue pour une dépolarisation imposée V) et la 

tension phasique (Tl). Noter que QCa et Tl évoluent parallèlement. 

L'expérience est réalisée en milieu TEA sans sodium. 

Fibre no 180279 



~ $ ~ ~ l a r ~ ç a ~ i o n , l m p o ~ $ $ - $ $ - ~ ~ - ~ ~  : l e s  courants ioni ques sont 

act ivés : courant en t ran t  ( r i )  e t  courants so r tan t s  1~~ e t  1K2 A c e t t e  

a c t i v i t é  é lec t r ique e s t  associée une contraction phasique de décours simple 

quand l a  déplar isa t ion e s t  de courte durée, e t  de décours plus complexe 

pour une dépol a r i  sa t ion  imposée durable. La tension associée au courant 

ent rant  e s t  de type phasique. El le  e s t  su iv ie  d ' u n  plateau maintenu t an t  

que dure l a  dépolar isa t ion,  rappelant l a  composante tonique. 

I I  - ETUDE DE L A  CONTRACTION PHASIQUE (Fig.  2 5 )  

La composante phasique Tl  e s t  étudiée en milieu enrichi en chlorure 

de tétraéthylammonium (TEA 50 m M )  de façon à supprimer les  courants potassi-  

ques q u i  gênent la  l ec tu re  de 1 e t  en milieu sans sodium pour éliminer Ca 

l a  composante tonique de tension (voir  paragraphe su ivan t ) .  

La tension phasique dépend de l ' a c t i v a t i o n  e t  de l 'amplitude 

d u  courant calcique. La re la t ion  l i a n t  l 'ampli tude de Tl à l a  valeur d u  

potentiel  V imposé à l a  membrane e s t  rigoureusement identique à c e l l e  

ex i s tan t  en t re  l e  courant calcique e t  V .  

De plus, nous avons pu  montrer que Tl e t  Ica sont influencés de 

façon identique par 1 a concentration cal cique extracel  1 ul ai re puisqu 'une 

augmentation de ce l l e -c i  acc ro i t  à l a  f o i s  Ica e t  Tl e t  qu'une réduction 

l e s  diminue tous l e s  deux. L ' u t i l i s a t i on  d ' u n  inhibi teur  d u  courant ca l -  

cique, l e s  ions manganèse, inhibe aussi T l .  De même, u n  milieu sans calcium 

(Cao, E G T A )  provoque l a  d ispar i t ion t o t a l e  de Ica e t  T l .  
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Figure 26 : La tension tonique ( T Z )  : évolution en fonction du potentiel  

e t  d u  temps. 

A : Enregistrements des courants ioniques (1 : t r acés  supérieurs)  e t  de l a  

tension ( T  : t racés  au milieu) en fonction d'une dépolarisat ion imposée 

V de 50 mV ( t r acés  i n f é r i eu r s )  de d i f fé ren tes  durées. Noter 1 'appar i t ion 

de l a  tension tonique a lo rs  qu'aucun courant ionique n ' e s t  ac t ivé .  

(Fibre no 060578). 

B : Evolution des amplitudes de tension en fonction de la  durée de l a  dépo- 

l a r i s a t i on  V .  L'amplitude de V e s t  donnée su r  chaque courbe. L'encart  

correspond à une amplif icat ion de l a  pa r t i e  i n i t i a l e  des d i f fé ren tes  

courbes. (Fibre no 060578). 

C : Relation en t re  l e s  amplitudes maximales de l a  tension (obtenues à l ' é t a t  

s t ab l e )  e t  l a  dépol a r i sa t ion  imposée. Les cerc les  correspondent à des 

mesures à l a  f i n  d'impulsions de 1000 msec sur  une f i b r e  exci table  

(composante phasique relachée e t  composante tonique maximale). (Fibre 

no 070278). Les points sont obtenus sur  une f i b r e  passive. (Fibre 

n o  060578). Noter l a  s imi l i tude des deux courbes. . .. 



60 90 
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Figure 27 : Dépendance de la tension tonique vis à vis de la  concentration 

sodique extracel 1 u l  ai re.  

A : évolution de la tension tonique après substi tution du milieu ASW par 

u n  milieu pauvre en sodium, après 15 sec d'action ( t racé  a )  e t  1 m i n  

d'action ( t racé b ) .  

B : évolution de la tension tonique lors d u  retour en solution ASW, après 

15 sec ( t racé c )  e t  après la  récupération to ta le  ( t racé  d ) .  Le tracé b es t  

identique au tracé b de l a  partie A .  

C : courbe traduisant l 'évolution de l'amplitude de la  contraction tonique 

(ordonnée) lors  de 1 'application d ' u n  milieu pauvre en sodium puis lors  du 

retour en milieu ASW (abscisse).  

Fibre no 150581. 



I I  1  - ETUDE D E  LA COMPOSANTE TONIQUE (Fi g. 26). 

La deuxième composante de tension e s t  une composante tonique T e .  

Celle-ci apparaît  seu le ,  lorsque des potent ie ls  infér ieurs  au seui l  de dé- 

clenchement de Ica sont imposés (voir  ci-dessus pour V = 20 m V )  ou lorsque 

l e  courant calcique e s t  annulé ou inversé pour des potent ie ls  imposés 

supérieurs au potentiel  d ' inversion de I C O .  Elle spparaît  également 

sur  des préparations non exci t ab l e s ,  c 'es t -à-di  re ne présentant pas de 

potentiel  d 'ac t ion e t  aucun développement de courant ionique entrant  (Fi g.26 A ) .  

. On observe, pour une dépolarisat ion imposée de 50 m V ,  que plus la  durée 

de l ' impulsion e s t  élevée,  plus l 'ampli tude de l a  contraction e s t  importante. 

Elle a t t e i n t  u n  maximum pour une durée égale à 1000 msec. D'autre p a r t ,  

pl us 1 'amplitude de l a  dépolarisat ion e s t  élevée ,pl us la  duree nécessaire 

pour a t te indre  1  'amplitude maximale e s t  courte ( ~ i g .  26 B ) .  De plus,  l a  

durée nécessaire au développement de l a  plus p e t i t e  contraction e s t  d 'au- 

t an t  plus f a i b l e  que 1 'amplitude de la  dépolarisat ion e s t  élevée (Fig .  26 B,  

enca r t ) .  Enfin, l ' é tabl issement  de la re la t ion  en t re  l e s  amplitudes maximales 

de l a  tension e t  1  'amplitude de l a  dépolarisat ion imposée (Fig.  26 C )  montre 

que plus l a  dépolarisat ion e s t  importante plus 1  'amplitude de l a  contraction 

e s t  élevée. Elle a t t e i n t  un.maximum pour une dépolarisat ion imposée proche 

de 100 m V .  En conclusion, la  composante tonique de tension dépend de l'am- 

pli tude e t  de la  durée de la  dépolarisat ion imposée, la  mise sous tension 

maximale é tant  d ' au tan t  plus rapide e t  plus ample que V e s t  élevée. 

La composante tonique dépend non seulement de la  concentration 

calcique ex t r ace l l u l a i r e  comme T mais également de la  concentration sodique 1 

(Fig. 27). On observe que dans u n  milieu pauvre en sodium (NaCl 1 /3 ,  LiCl 

2/3) l a  contraction tonique enregis t rée  pour une impulsion supérieure au 



potentiel d ' inversion mesuré (100 mV) e s t  t ou t  d'abord accrue puis 

t r è s  nettement diminuée. Lors du re tour  aux conditions normales u n  phéno- 

mène inverse e s t  observé : l a  contraction e s t  tout  d'abord diminuée puis 

augmentée jusqu'à une amplitude proche de l 'ampli tude de l a  contraction 

i n i t i a l e .  Cette expérience met en évidence la dépendance de l a  tension 

tonique vis  à vis de la  concentration sodique mais l a i s s e  aussi  supposer 

que ce t t e  contraction e s t  due à l ' i n f l u x  calcique de l 'échange Na-Ca déc r i t  

sur  de nombreuses préparations (vo i r  HISTORIQUE). 

11 nous e s t  donc maintenant possible d 'expliquer c e t t e  observation 

apparemment paradoxale de l ' ex i s t ence  d'une contraction musculaire sur  des 

préparations non excitables e t ,  s u r  des préparations exc i t ab les ,  pour des 

dépolarisat ions imposées infér ieures  au seui l  d ' ac t iva t ion  de Ica e t  supé- 
++= 

r ieures au potentiel  d ' équ i l ib re  des ions Ca . 11 s ' a g i t  donc d'une compo- 

sante  tonique de tension,  l en te ,  déclenchée par l a  dépolarisat ion membra- 

nai re ,  qu'un courant ent rant  calcique s o i t  o u  non ac t ivé .  Ce type de réponse 

e s t  particulièrement fréquent en hiver .  

IV - APPROCHE DU COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION 

Les résu l t a t s  présentés montrent une grande dépendance de l a  

tension à l a  concentration calcique ex t r ace l l u l a i r e  quel que s o i t  l e  

niveau du potentiel  membranaire. On peut se  demander cependant s ' i l  

n ' ex i s te  pas de source i n t r a c e l l u l a i r e  d u  calcium ac t iva teur  de la  con- 

t rac t ion comme l ' o n t  montré CAPUTO e t  DIPOLO (1978) sur  l e s  f ib res  muscu- 

l a i r e s  de Balane. 



Pour répondre à ce t t e  quest ion,  nous avons e f fec tué  des expé- 

riences en présence d'une part  d'un inh ib i t eur  du largage calcique e t  

du mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  pl us particulièrement : l a  

procaine, e t  d ' au t r e  par t  d'un agent induisant  u n  largage calcique de type 

"Ca-induced Ca release" : l a  caféine.  

A - Influence de l a  procaine 

L'expérience e s t  i l l u s t r é e  à l a  f igure 28 par l a  re la t ion tension- 

potentiel  e t  courant ent rant-potent ie l  en milieu ASW e t  procaïne 2 mM pour 

une durée de depolarisat ion de 300 msec. Les dépendances de l a  tension 

e t  du courant calcique au potentiel  de membrane en milieu ASW sont c las-  

siques. E n  milieu procaine, quelle que s o i t  l 'amplitude de l a  dépolari- 

sa t ion imposée, l a  tension e s t  nul le .  Par contre,  l e  courant calcique 

apparaî t  nettement augmenté. Notons cependant que l'augmentation apparente -. 
de Ica peut ê t r e  une conséquence de l ' i n h i b i t i o n  de I K ~  (vo i r  encart  de 

l a  Fig. 20 pour u n  niveau de dépolarisat ion égal à + 55 m V ) .  En e f f e t ,  

i l  e s t  généralement admis que l a  procalne n'augmente pas l a  conductance 

calcique (HAGIWARA e t  c o l l . ,  1969, sur  la  f i b r e  musculaire de Balane). 

Le r é su l t a t  présenté i c i  montre donc que l e  courant calcique seul ne 

permet pas l e  déclenchement de l a  contraction.  De même, l ' i n f l u x  calcique 

d u  Na-Ca échange ne semble plus ê t r e  su f f i s an t  pour permettre l e  déclen- 

chement de l a  tension tonique. 11 faut  donc envisager l ' ex i s t ence  d'une 

source in terne  du calcium ac t iva teur  de l a  contraction.  

O n  peut donc conclure, à l a  lumière de ces r é s u l t a t s ,  que l e  

coup1 age exci ta t ion contraction des f ibres  muscul a i r e s  de Crabe n ' e s t  pas 

d i r ec t  e t  qu'une source interne de calcium, vraisemblablement l e  r é t i  cu- 

lum sarcoplasmique, do i t  ê t r e  mise en jeu. 



ASW 

A Procaïne 2mM 

Fiqure 28 : Relation entre 1 'activité mécanique (T) et le potentiel mem- 
branaire (V) en milieu ASW ( a )  et en milieu procaine 2 mM ( ) et 

relation entre le courant entrant (1) et le potentiel membranaire ( V )  en 

milieu ASW ( O) et en milieu procaine 2 mM ( A ) .  Durée des dépolarisations 

égales à 300 msec. 

Encart : courants membranaires (1) et activité mécanique (T) pour une 
dépolarisation imposée de 50 mV - 300 msec ; à gauche en ASW, à droite 

en milieu procaine 2 mM. 

D'après WBLET (1979). 



B - Effet de l a  caféine 

Un au t re  type d'expérience nous permet également de conclure 

au rôle  d u  réticulum sarcoplasmique dans l ' a c t i v i t é  mécanique des f ib res  

musculaires de Crabe. L'expérience a  cons i s té  à appliquer sur  une f ib re  

i n t ac t e  une solut ion caféinique (Caf 6 mM) diluée dans de 1  'eau de mer 

a r t i f i c i e l  l e  puis une même solution di1 uée dans de 1 'eau 'de mer a r t i f i c i e l  l e  

dépourvue de calcium (Caf 6 m M ,  Cao). 

L'applicat ion sur  une f i b r e  i n t ac t e  d'une solution Caf 6 mM 

induit  une contracture t r an s i t o i r e .  La f igure  29 i l l u s t r e  une contracture 

caféinique obtenue dans ces conditions. Ses caractér is t iques  sont l e s  

suivantes : amplitude, 179.17 mg ; temps de mise sous tension maximale, 

220 sec ; temps de re laxat ion,  350 sec.  Les r é su l t a t s  moyens obtenus sur  

4 f ibres  donnent une amplitude de 168.42 +/- 7.36 mg (x +/- SEM). Les 

temps de mise sous tension maximale e t  de relaxation sont var iables .  

I l s  varient de 220 sec à 870 sec e t  de 350 sec à 1460 sec respectivement. 

Lorsque la  f i b r e  e s t  relâchée u n  bain d'une solution Caf 6  mF1 Ca O e s t  

appliqué. On observe l e  développement l en t  d'une contracture d'amplitude 

f a ib l e .  Ses caractér is t iques  sont  l e s  suivantes : amplitude, 37.63 mg ; 

temps de mise sous tension maximale 293 sec .  

Cette expérience permet de conclure que d'une part l e s  réservoirs  

calciques i n t r ace l l u l a i r e s  sont responsables d u  développement de l a  

contracture e t  que d ' au t r e  part  l e  calcium ex t r ace l l u l a i r e  joue l u i  aussi 

u n  rôle important. Cependant, a f in  d ' ê t r e  ce r ta in  que l a  diminution impor- 

t an t e  de l a  contracture en milieu Caf 6 m M ,  Ca O e s t  bien due à l ' absence 
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Figure 29 : Contractures caféi  ni ques obtenues sur  f i b r e  i n t ac t e .  

En  haut e contracture indui te  par une solution ASW additionnée de caféine 

6 mM (Caf 6 ) .  

En bas : contracture induite par une solution ASW dépourvue de calcium 

e t  additionnée de caféine 6 rnM (Caf 6 Cao). Les flèches indiquent l e  

moment d 'appl ica t ion de l a  solut ion.  

L'ordre de l a  f igure correspond à 1 'ordre  d u  protocole expérimental. 

Les enregistrements i l l u s t r é s  o n t  é t é  re t racés  à p a r t i r  des enregistrements 

originaux. 

Fibre n o  280978. 



de calcium ex t race l lu la i re  e t  non à u n  épuisement du  calcium présent 

dans l e  RS après l e  développement de la  première contracture ,  l 'expérience 

inverse a é t é  effectuée (Fig. 30) .  On observe t ou t  d'abord l e  développement 

d'une contracture d'amplitude égale à 34.40 mg en milieu dépourvu de cal -  

cium suivi  d'une contracture d'amplitude égale a 154.08 mg après l ' a p p l i -  

cat ion d u  milieu Caf 6 mM. Les r é su l t a t s  moyens obtenus sur  3 f ib res  

donnent l e s  valeurs de 28.00 +/- 4.52 mg (? +/- SEM) e t  164.12 +/- 7.10 mg 

( y  +/- SEM) en absence puis en présence de calcium ex t race l lu la i re .  

CONCLUSION 

A 1 ' i s sue  des expériences effectuées su r  l e s  f i b r e s  musculaires 

intactes d u  Crabe Carcinus maenas, on peut conclure que i ) l e  calcium 

ex t r ace l l u l a i r e  e s t  indispensable au développement d'une a c t i v i t é  mécanique 

indui te  par une .dépol a r i  sa t ion membranai re e t  q u  ' i 1 par t i  c i  pe t r è s  1 arge- 

ment au développement d'une contracture ca fé in ique , i i )  l e  réticulum sar-  

coplasmique joue u n  rô le  de tout  premier plan dans l'augmentation de l a  

concentration calcique i n t racel l  ul ai  re, i  i  i )  l e  mécanisme de 1 i bération 

du calcium s e r a i t  t r è s  certainement de type "calcium-induced calcium 

re lease"  puisque d'une par t  1 ' a c t i v i t é  mécanique résu l t an t  d'une dépol a- 

r i s a t i on  membranaire (Tl  e t  T2) e s t  inhi bée en présence de procaine drogue 

conne pour inhiber l e  mécanisme de Ca-induced Ca re lease  e t  d ' au t re  pa r t ,  

l a  café ine ,  drogue connue pour induire u n  largage à p a r t i r  du RS mais 

su r tou t  pour st imuler l e  mécanisme de Ca-induced Ca re lease ,  permet l e  

développement d'une contracture t r è s  nettement augmentée quand l e  calcium 

e s t  présent dans l e  milieu ex t race l lu la i re .  



Caf 6 

F i  gure 30 : Contractures caféiniques obtenue's sur  f i b r e  i n t ac t e .  

En haut : contracture indui te  par une solution ASW dépourvue de calcium 

e t  additionnée de caféine 6 mM (Caf 6 Cao). 

E n  bas : contracture indui te  par une solut ion ASW additionnée de caféine 

6 mM (Caf 6 ) .  

Les flêches indiquent l e  moment d 'appl ica t ion de l a  solut ion.  

L'ordre de l a  f igure  correspond à 1 'ordre du protocole expérimental. 

Les enregist;ernents i 11 us t rés  ont é t é  re t racés  à p a r t i r  des enregistrements 

o r i  gi naux. 

Fibre no 300978. 



A f i n  d ' a p p o r t e r  de nouveaux suppor ts  expérimentaux à c e t t e  

hypothèse e t  d ' a f f i n e r  l a  na tu re  de ce mécanisme, il m ' e s t  apparu nécessai re  

d ' ô t e r  l e  sarcolemme des f i b r e s  ( f i b r e s  pe lées)  pour c o n t r ô l e r  e t  m o d i f i e r  

l e  m i l i e u  env i ronnan t  l a  membrane du RS. Les r é s u l t a t s  s u i v a n t s  o n t  é t é  

ob'tenus s u r  ce t ype  de p répa ra t i on .  





CARACTERISTIQUES GENERALES OBTENUES SUR LES F I B R E S  MUSCULAI RES 

PELEES , 

Avant d'exposer l e s  r é su l t a t s  r e l a t i f s  au mécanisme de "Ca-induced 

Ca release" i l  'est  important de déterminer cer ta ines  ca rac té r i s t iques  

de fonctionnement d u  réticulum sarcoplasmique e t  des protéines con t rac t i l e s .  

1 - FONCTIONNEMENT DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE 

Le protocole expérimental-type de nos expériences e s t  l e  suivant : 

une fo i s  montée dans l a  cuve expérimentale e t  lavée deux f o i s  à l ' a i d e  de 

l a  solution de lavage ("Wash" = W )  af in  d ' ô t e r  toute t r a ce  d'EGTA dans 

l e  milieu environnant la  f i b r e ,  l e  RS e s t  chargé pendant u n  temps variable 

en calcium à 1 ' a ide  d'une solution de concentration calcique t e l l e  que 

pCa = 6.6.  Pour c e t t e  valeur de pCa i l  n 'y  a  pas d ' ac t iva t ion  d i rec te  

des protéines con t rac t i l e s .  La f i b r e  e s t  à nouveau lavée deux fois  a f in  

d ' ô t e r  toute t r ace  d'ions Ca, puis l ' a c t i v i t é  de largage e s t  t e s tée  par 

l a  caféine.  La caféine e s t ,  nous 1  'avons v u ,  u n  alcaloïde connu pour 

induire u n  largage calcique à p a r t i r  du RS. La l ibé ra t ion  de calcium provo- 

que une contraction musculaire qui e s t  relâchée à l ' a i d e  de l a  solut ion 

relaxante R .  

Différents paramètres const i tuant  u n  indice de fonctionnement 

du RS peuvent ê t r e  déterminés en modulant l e  protocole exposé ci-dessus. 

Notamment, des indices de l a  perméabilité calcique d u  RS e t  du fonctionnement 

de 1'ATPase calcique du RS peuvent ê t r e  obtenus. 
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Figure 31 : Relation effet-dose de caféine.  

Enregistrements des contractions i  ndui t e s  par des concentrations'  variées 

de caféine (Caf X ,  2.5 mM X g 2 0  mM) après charge calcique maximale 

du RS. Les contractions sont  relâchées à l ' a i d e  de la  solut ion re laxante ,  

R .  

Fibre no 131084. 



A - Perméabilité calcique du RS 

Pour une charge donnée d u  RS en calcium pendant u n  temps donné 

(pCa 6.6,  5 min), l a  quan t i t é  de Ca l ibérée  e t  corrélativement 1 'amplitude 

de l a  contraction dépendent de l a  concentration en caféine. 

La re la t ion  effet-dose de la  caféine nous permettra de déterminer 

l a  dose seui l  de caféine nécessaire pour induire  une tension a ins i  que l a  

concentration de café ine  pour laquel le  l a  tension caféinique e s t  maximale. 

Ces paramètres const i tuent  u n  indice de l a  perméabilité du RS. 

Analyse des enregistrements 

L'expérience permettant l ' é tabl issement  de l a  courbe e f f e t  dose 

e s t  i l l u s t r é e  à l a  f igure  31. Des concentrations croissantes de caféine 

(2.5,  5 ,  10 e t  20 m M )  ont  é t é  appliquées après une charge calcique préa- 

l ab le  maximale du RS (pCa 6 .6  ,5 min). La contraction e s t  relâchée à 1 ' a ide  

de l a  solution relaxante sinon e l l e  res te  maintenue quelle que s o i t  l a  con- 

centra t ion caféinique u t i  1 i sée .  On observe que plus la  concentration e s t  

élevée plus l a  tension caféinique s e  développe rapidement e t  plus son 

amplitude e s t  élevée. En e f f e t ,  l e  temps de mise sous tension maximale 

évolue de 63sec à 3.5 sec e t  l 'ampli tude de 72 à 348 mg, quand la  concen- 

t r a t i o n  de caféine passe de 2.5 mM à 20 mM. La contraction caféinique e s t  

presque maximale (336 mg) pour une concentration de 10 MM.  

2 - Courbe effet-dose 

Les r é su l t a t s  de la  f igure31 sont  résumés sur  l a  courbe e f f e t -  
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Fiqure 32 : Relation effet-dose de caféine. Courbe t radu i san t  1 '6volution 

de 1 'ampl i tude des tensions caféiniques (mg) en fonction de l a  concentration 

de caféine u t i l i s é e  ( m M ) .  Temps de charge constant en solut ion pCa 6 .6  

durant 5 minutes. 

Même fibre qu'à la figure 31. 



dose (Fig. 32). L'amplitude de la  contraction, image de l'amplitude de 

la  l ibération calcique, e s t  reportée en fonction de la concentration 

caféi ni que u t i l  isée. On observe que pl us 1 a concentration caféi ni que e s t  

élevée, plus l'amplitude de la  contraction e s t  importante e t  a t t e in t  u n  

maximum pour des concentrations de caféine supérieures à 10 m M .  Les ampli- 

tudes sont respectivement égales à 7 2 ,  204, 336 e t  348 mg pour 2.5, 5 ,  

10 e t  20 mM. Les moyennes obtenues sur n f ibres sont reportées sur l e  

tableau ci -dessous. 
- 

Les résul tats  sont présentés sous Za forme : +/- - (erreur standard 

par rapport à Za moyenne). G 
T exprime l 'amplitude de Za contraction en mg. 

La valeur moyenne de l'amplitude de la contraction induite par 

Caf 20 mM e s t  inférieure à cel le  de l'amplitude de la contraction induite 

par Caf 10 mM. L'application d u  t e s t  de student donne u n  résul ta t  te l  que 

p e s t  compris entre 0.9 e t  0.5. Les amplitudes moyennes de ces deux contrac- 

tions ne sont donc pas significativement différentes.  Ultérieurement, dans 

nos expériences nous ut i l iserons,  pour induire une contraction caféinique 
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Figure 33 : Influence de l a  var ia t ion du temps de charge. 

Enregistrements des contractions indui tes  p a r  une solut ion caféinique 

20 mM (Caf 2D) après charge calcique variable d u  RS. Les temps de charge 

à l ' a i d e  de l a  solution pCa 6.6 sont  indiqués au dessus des t r acés .  Les 

contractions sont  relâchées à 1 ' a ide  de l a  solut ion re laxante ,  R .  



maximale, une concentration égale à 20 mM pour laquel le  l a  var ia t ion d'amplitude 

e s t  moindre que c e l l e  observée pour 10 mM de caféine. 

B - Pompage calcique par l e  RS 

Pour une dose de caféine donnée (Caf 20 m M ) ,  l e  temps nécessaire 

pour que l e  RS s e  charge maximalement const i tue  u n  contrôle de l a  capacité 

d u  RS à stocker l e  calcium e t  donc u n  contrôle d u  fonctionnement de 1'ATPase 

calcique. Ce paramètre découle de l ' é tabl issement  de l a  courbe r e l i an t  

l 'ampli tude de l a  tension induite par l a  caféine au temps de charge c ' e s t -  

à-dire a u  temps d 'appl ica t ion de l a  solut ion pCa donnée. 

1. Anal vse des enreai s  trements 

Les expériences ont é t é  effectuées à l ' a i d e  de l a  caféine.  Le 

protocole expérimental e s t  l e  suivant : l e  RS e s t  chargé par une solution 

de pCa = 6.6 pendant 30 sec ,  1 ,  3 ,  5 e t  1 0  minutes puis l e  largage e s t  in- 

du i t  par une solution caféinique de concentration 20 mM connue pour induire 

une contraction maximale (voir  F i g .  3 2 ) .  Les r é su l t a t s  i l l u s t r é s  à l a  f igure  

33 montrent que pour u n  temps de charge court de 30 sec aucune tension 

caféinique ne s e  développe. Pour des temps de charge supér ieurs ,  plus l e  

temps de charge e s t  long plus l a  contraction caféinique e s t  rapide e t  im- 

portante. L'amplitude e s t  respectivement égale à 93.42, 188.14 e t  224.9 mg 

pour 1 m i n ,  3  min e t  5 m i n  de temps de charge. Pour u n  temps de charge de 

1 min i l  ex i s t e  une latence a u  développement de la  contraction d'une durée 

égale à 13 sec .  Elle e s t  nulle pour l e s  deux autres  temps de charge i l l u s -  

t r é s  ( 3  min e t  5 min). Le temps de mise sous tension maximale ( l a tence  



Temps de charge du RS (min) 

F iqure  34 : I n f l u e n c e  de l a  v a r i a t i o n  du temps de charge. 

Courbe t r a d u i s a n t  1 ' é v o l u t i o n  de 1  'ampl i t u d e  de l a  c o n t r a c t i o n  c a f é i n i q u e  

maximale (ordonné) en f o n c t i o n  du temps de charge du R S .  

Même fibre qu 'à Za figure 33. 



inc luse)  e s t  respectivement égal à 430 s ec ,  79 sec e t  4.5 sec pour 1 ,3  

e t  5  min de temps de charge. Notons i c i  qu'une tendance à la  relaxation 

ex i s t e  pour 1  e t  3 min de charge a lo rs  que la  contraction e s t  maintenue 

pour 5  m i n  de charge. Bien que ce phénomène s o i t  peu v i s i b l e  su r  l ' i l l u s -  

t r a t i on  puisque nous avons rapidement appliqué la  solut ion relaxante 

a f i n  d ' é v i t e r  une détér iora t ion t rop rapide de la  f i b r e ,  d ' au t res  exp-é- 

riences montrent que c e t t e  contraction peut ê t r e  maintenue pendant 2 

minutes (non i l l u s t r é ) .  Plus t a r d ,  i l  y a  généralement cassure de la  

f i b r e  à cause de sa f r a g i l i t é  augmentée l o r squ ' e l l e  développe une contrac- 

t ion  importante. 

2 .  Courbe tension-variat ion d u  temps de charge 

Les r é su l t a t s  de l a  f igure  33 sont résumés sur  l a  courbe r e l i an t  

l 'ampli tude de l a  contraction au temps de charge calciq'ue c ' e s t -à -d i re  à 

1 ' ampl i  tude de 1  a  charge cal ci que (SORENSON e t  col 1.  , 1980) (Fi g. 34). 

On observe que plus la  charge calcique e s t  importante plus l e  largage 

e s t  important puisque l 'ampli tude de la  contraction caféinique var ie  de 

O mg pour 30 sec de charge à 233 mg pour 10 m i n  de charge. Nous notons 

l'amorce d'un plateau quand l e  temps de charge e s t  proche de 5 min. Des 

r é su l t a t s  comparables ont é t é  obtenus sur  3 autres f i b r e s .  11 faut  cepen- 

dant noter que sur  cer ta ines  f ib res  l e  plateau n ' e s t  a t t e i n t  que pour des 

temps de charge proche de 10 minutes. Après analyse minutieuse des résul-  

t a t s ,  i l  semblerait que c e t t e  différence ne s o i t  pas due à l ' ex i s tence  

de deux types de f ibres  présentant une v i t esse  d'hydrolyse de 1'ATP par 

1 ' ATPase calcique di f férente  mais plus à une conséquence d'une var ia t ion 

de température l o r s  de l 'expérimentation. En e f f e t ,  l e s  f ib res  présentant 
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Figure 35 : Comparaison de deux con t rac t ions  consécutives ( a  puis b )  i ndu i t e s  

par une même concent ra t ion  caféinique (Caf 2 0 )  après une charge ca l c ique  

maximale du RS (pCa 6.6,  5 min),  non i l l u s t r é  s u r  l a  f i g u r e .  La r e l axa t ion  

e s t  indui te  par  p lus i eu r s  appl ica t ions  de l a  so lu t ion  R .  

F-ibre no 031285. 



une amplitude caféinique maximale pour u n  temps de charge de 10 minutes 

ont  é t é  expérimentées dans u n  local non thermorégulé à une période de 

1 'annêe part icul  i  èrement f ro ide .  La température en cours d'expérience 

avo is ina i t  14°C. Par contre l e s  aut res  f ib res  ont é t é  expérimentées s o i t  

dans c e t t e  pièce à 17-18°C s o i t  dans l e  nouveau local  thermorégulé à 

17°C. Ce r é su l t a t  n ' e s t  donc pas paradoxal puisque l ' o n  s a i t  que toute 

a c t i v i t é  enzymatique e t  donc l ' a c t i v i t é  de 1'ATPase calcique e s t  dépendante 

de l a  température. De plus,  l ' a c t i v i t é  ATPasique é t an t  évaluée de façon 

ind i rec te  par l e  développement de l a  contraction,  i l  ne faut  pas négliger 

l a  dépendance de l ' a c t i v i t é  ATPasique de la myosine vis  à vis de l a  tempé- 

ra tu re .  Cette a c t i v i t é  diminue quand la  température diminue e t  présente u n  

Q10 égal à 1.41 (GODT e t  LINDLEY, 1982). 

C - Comparaison de deux contractions consécutives 

Notre préparation biologique e s t  f r ag i l e  ca r  dépouillée de la  

s t r uc tu r e  é las t ique  que const i tue  l e  sarcolemme, e l l e  cède rapidement aux 

tensions içométriques auxquel l e s  el  l e  e s t  soumise. Cette f r a g i l i t é  nous a 

conduit à v é r i f i e r  que deux contractions successives sont  comparables c ' e s t -  

à -d i re  que l a  f ib re  répond de façon s imi la i re  à des s o l l i c i t a t i o n s  iden- 

t iques .  L'expérience ayant permis c e t t e  vé r i f i ca t ion  e s t  i l l u s t r é e  à l a  

f igure  35. El le  a consis té  à charger maximalement l e  RS e t  à induire u n  

largage calcique maximal, à l ' a i d e  d'une solution caféinique 20 mM. Deux 

applicat ions successives de ce protocole o n t  é t é  ef fectuées .  L'analyse 

des contractions induites montrent que leurs  cinétiques e t  leurs amplitudes 
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Après traitement au brij )55m9 - 
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F i g u r e  36 : Effet du t r a i t e m e n t  b r i j  s u r  l e  r ê t i c u l u m  s a r c o p l a s m i q u e .  

En h a u t  : a v a n t  l e  t r a i t e m e n t  au b r i j ,  c o n t r a c t i o n  i n d u i t e  p a r  une s o l u t i o n  

c a f é i n i q u e  20 mM (Caf  2 0 )  a p r è s  c h a r g e  c a l c i q u e  maximale ( 5  mn) du RS à 

l ' a i d e  de l a  s o l u t i o n  pCa 6 .6  ; 

En b a s  : a p r è s  t r a i t e m e n t  au  b r i j ,  a b s e n c e  d e  c o n t r a c t i o n  c a f é i n i q u e .  

W i n d i q u e  l ' a p p l i c a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  de l a v a g e .  

R i n d i q u e  1  ' a p p l i c a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  r e l a x a n t e .  

F ibre  no 250483. 



sont comparables. En e f f e t  l e  temps de mise sous tension maximale e s t  

respectivement égal à 1 7  sec e t  1 9  sec. Les amplitudes sont rigoureusement 

identiques (738 mg). 11 s ' en  s u i t  donc que toute modification importante 

de la  cinétique ou de 1 'ampl itude de contractions développées par une 

même f ibre  pourra ê t r e  imputable aux modifications du protocole expéri- 

mental imposées par l'expérimentateur : variation du temps de charge, 

modification de la  dose de caféine appliquée, ajout de drogues dans la 

solution de charge ou la solution caféinique. 

Destruction d u  R S  par u n  détergent : l e  b r i j  58. 

Nous aurons besoin dans la  sui te  de notre exposé des résul ta ts  

de présenter des expériences ayant é té  effectuées après u n  traitement à 

l ' a i d e  d u  détergent bien connu : l e  b r i j  58. Cependant, i l  nous e s t  néces- 

sa i r e  de contrôler qu'effectivement sur notre préparation e t  aux concentra- 

t ion e t  durée d'action u t i l i s ées ,  l e  b r i j  58 dé t ru i t  les  fonctions d u  RS 

comme cela a  é té  mis en évidence sur les fibres musculaires dlEcrevisse 

(voir  Matériel e t  Méthodes). L'expérience suivante a  é t é  f a i t e  (Fig. 36) : 

une solution de concentration caféjnique égale à 20 mM e s t  appliquée après 

avoir chargé de façon maximale l e  RS (pCa 6.6, 5 min). Ces deux conditions, 

nous l e  savons, permettent.le développement d'une contraction maximale 

(voir  Fig. 32 e t  Fig. 34). 11 nous semblait en e f f e t  plus adéquat de t e s t e r  

l ' e f f e t  du b r i j  dans les  conditions qui en présence d u  R S  permettent l e  

largage calcique l e  plus important. On observe l e  développement d'une 

contraction qui es t  relâchée par plusieurs applications de la  solution re- 

laxante. La f ibre  e s t  ensuite t r a i t é e  pendant 1 heure par une solution R 



F i s u r e  37 : Comparaison de deux c o n t r a c t i o n s  s u c c e s s i v e s  ( a  p u i s  b )  i n d u i t e s  p a r  

une s o l u t i o n  pCa 5.8. La r e l a x a t i o n  e s t  i n d u i t e  p a r  p l u s i e u r s  a p p l i c a t i o n s  

de l a  s o l u t i o n  R. 

Fibre n o  190685. 



contenant 2 % de b r i j .  Cette solution de b r i j  doit  ê t r e  t rès  souvent re- 

nouvelée car l a  destruction d u  RS entraîne une l ibération de calcium dans 

l e  milieu environnant les protéines contract i les ,  e t  cet te  l ibération induit 

l e  développement d'une contraction de longue durée qui f rag i l i se  la  fibre.  

Lorsque l e  traitement a u  b r i j  e s t  terminé, l a  f ibre  e s t  lavée une dizaine 

de fois à l ' a i d e  de la  solution de lavage, af in  d'éliminer toute trace de 

détergent. Ensuite, l e  même protocole expérimental que précédemment es t  

effectué. O n  observe qu'aucune tension caféinique ne se développe même 

après 5 minutes de bain dans la solution caféinique (20 m M ) .  Ce résul ta t  

e s t  une preuve que l e  RS n 'es t  plus fonctionnel après u n  traitement au 

b r i j  2 % pendant 1 heure. 

I I  - LES PROTEINES CONTRACTILES 

Notre préparation biologique étant f rag i le ,  nous avons, comme dans 

l e  paragraphe précédent t e s t é  la reproductibil i té de deux contractions con- 

sécutives. De plus, u n  autre contrôle préalable a  é té  effectué : vér i f ie r  

que l e  RS n ' intervient pas en modifiant la concentration calcique au 

niveau des protéines contracti les.  

A - Contrôl es expérimen taux 

1. Comparaison de deux contractions 

La figure 37 i  1 lustre  les réponses mécaniques d'une même f i b r e ,  



Figure 38 : Contrôle de l a  non-intervention d u  réticulum sarcopl asmique. 

Contraction induite par une solution pCa 6 . 4 ,  avant e t  après traitement 

au b r i j .  La relaxation e s t  induite par plusieurs applications de la  

solution R .  

Fibre no 130484. 



indui tes  par une solution de concentration calcique pCa 5.8.  Cette concen- 

t r a t i o n  calcique a é t é  chois ie  ca r  e l l e  e s t  su f f i san te  pour sa tu re r  l e s  

s i t e s  calciques de la  troponine e t  permet l e  développement d'une contrac- 

t i on  maximale (vo i r  Fi g .  40) .  Les r é su l t a t s  montrent que l e s  deux contrac- 

t ions  successives sont  sensiblement identiques,  t a n t  en tension qu'en ciné- 

t ique.  En e f f e t ,  l e s  ca rac té r i s t iques  de l a  première contraction sont l e s  

suivantes : amplitude, 236 mg ; la tence ,  100 sec ; temps de mise sous 

tension maximale, 98 sec.  Celles de la  seconde contraction sont respective- 

ment égales à 237 mg, 85 sec e t  121 sec .  Constatant c e l a ,  tout  changement 

dans la  seconde contraction,  lo r s  de l ' app l ica t ion  d'un milieu physiologique 

modifié par une drogue, pourra ê t r e  a t t r i bué  à l ' e f f e t  de c e t t e  drogue 

e t  non à une dé té r io r ia t ion  de l ' é t a t  physiologique de l a  préparation. 

2 .  Contrôle de la non-intervention d u  réticulum sarcoplasmique 

Nous savons (vo i r  Historique) que l e  RS joue u n  rô le  capi ta l  dans 

l a  régulation d u  calcium, permettant en pa r t i cu l i e r  l a  relaxation du muscle 

en captant activement l e  calcium sarcoplasmique e t  en 1 'accumulant. 

11 e s t  bien évident qu'en cas d 'apport  calcique su r  l a  face sarco- 

plasmique de la  membrane r e t i c u l a i r e ,  l e s  mécanismes de pompage d u  RS r i s -  

quent d ' ê t r e  ac t ivés .  A 1 ' i nverse ,  1 a théor ie  "Ca-i nduced-Ca release" 

permet d'envisager q u  'un apport de calcium sensé t e s t e r  1 ' a c t i v i t é  des 

protéines con t rac t i l e s  i ndu i r a i t  u n  largage à p a r t i r  d u  RS. 



C'est pourquoi nous nous assurons que l e  RS ne modifie pas l a  

réponse con t rac t i l e  indui te  par diverses solut ions  pCa. Pour ce la ,  comme 

nous venons de 1  ' indiquer ,  i l  e s t  possible de dé t ru i r e  l e  RS en imposant 

à l a  f ib re  pelée u n  bain d'une heure dans une solut ion de bri j à 2 %. 

Afin d ' e f f ec tue r  ce contrôle expérimental, une solut ion de concen- 

t r a t i o n  calcique pCa 6.4 a  é t é  appliquée avant e t  après trai tement au b r i j .  

La concentration calcique de pCa 6 . 4  a  é t é  chois ie  c a r  e l l e  ne permet pas 

l e  développement d'une contraction maximale (vo i r  Fig. 40) .  De ce f a i t ,  

toute  augmentation ou diminution de l 'ampli tude de l a  contraction après 

destruction d u  RS sera détectable .  Avant trai tement au b r i j ,  on observe 

(Fig .  38) qu'après une la tence  de 98 secondes, une tension se  dëveloppe 

avec u n  temps de mise sous tension maximale égal l u i  aussi à 98 secondes 

e t  a t t e i n t  u n  plateau d'une amplitude de 121 mg. La f ib re  e s t  ensui te  

relâchée par plusieurs appl ica t ions  de solut ion relaxante ( R )  puis t r a i t é e  

pendant 1 heure par une solut ion R contenant 2 % de b r i j .  Cette solution 

de b r i j  e s t  t r è s  souvent renouvelée a f in  d ' é v i t e r  une f r ag i l i s a t i on  de 

l a  f i b r e  due à l a  l ibé ra t ion  de calcium dans l e  milieu environnant l e s  

protéines contracti  1 e s .  Lorsque 1 e  t r a i  tement bri j e s t  termi né, l a  f i b r e  

e s t  lavée une dizaine de fo i s  à l ' a i d e  de l a  solut ion de lavage, a f i n  

d 'é l iminer  toute t race  de détergent .  Ensuite, une solut ion pCa 6.4 e s t  

à nouveau appliquée. On observe qu'après une latence de 102 sec ,  une 

tension d'amplitude égale à 119 mg se  développe avec u n  temps de mise 

sous tension maximale égal à 100 sec .  



On peut conclure que l a  présence du RS non chargé en calcium par 

1 'expérimentateur modifie peu 1  'ampli tude de 1 ' a c t i v i t é  mécanique des 

protéines con t rac t i l e s  a ins i  que l a  cinétique du développement de l a  

tension. 

B - Dépendence calcique de l a  contraction 

Afin de t e s t e r  1  ' a f f i n i t é  des protéines con t rac t i l e s  pour l e  cal-  

cium, leur  s e n s i b i l i t é  au calcium e t  leur  capacité à développer une tension 

mécanique, des solut ions  de concentrations calciques var iées ,  exprimées en 

uni té  pCa (pCa = - log k a ] ) ,  - sont appliquées sans charge préalable du RS. 

La f i b r e ,  montée dans l a  solut ion relaxante R ,  e s t  lavée deux fo i s  

(solut ion Nash ou W )  puis la  contraction e s t  provoquée par 1  'appl ica t ion 

d'une solut ion d i t e  pCa X ( X  = 7 . 0  à 4.8) .  Une fois  l e  plateau a t t e i n t ,  l a  

f i b r e  e s t  relachée par l a  solution R renouvelée s i  nécessaire jusqu'au retour 

au niveau de base. La réponse co n t r ac t i l e  e s t  estimée directement grâce au 

matériel d é c r i t  précédemment, 

Une courbe de l a  tension en fonction de pCa e s t  cons t ru i t e .  Elle 

permet, par l a  détermination de l a  valeur de pCa pour laquel le  l a  contrac- 

t ion  e s t  égale à 50 % de l a  tension maximale ( P C ~ ~ ~ ) ,  d 'évaluer  l ' a f f i n i t é  

de l a  troponine pour l e  calcium : plus l a  valeur de pCaSO e s t  é levée ,  plus 

1  ' a f f i n i t é  e s t  importante (FUCHS,  1 9 7 7 ) .  El1 e  permet également d 'évaluer  

l a  s e n s i b i l i t é  des protéines con t rac t i l e s  au calcium par l a  détermination de 

l a  valeur de pCa pour laquel le  l a  plus p e t i t e  contraction se  développe : plus 



F i g u r e  39 : Dépendance c a l c i q u e  de l a  c o n t r a c t i o n .  

Tracés des c o n t r a c t i o n s  i n d u i t e s  p a r  des s o l u t i o n s  de pCa v a r i é e s  sans charge 

p r é a l a b l e  du RS.  Le moment p r é c i s  d ' a p p l i c a t i o n  des s o l u t i o n s  co r respond  à 

l a  deuxième d é f l e x i o n  r a p i d e  avant  l e  déclenchement de l a  c o n t r a c t i o n .  Les 

t e n s i o n s  s o n t  r e l â c h é e s  p a r  l a  s o l u t i o n  r e l a x a n t e  R. 

Fibre no 160484. 



ce t te  pCa es t  élevée, plus les protéines contracti les sont sensibles au 

calcium. Enfin, la concentration calcique nécessaire à une contraction 

maximale e s t  déterminée. 

1. Analyse des enregistrements 

La figure 39 i l l u s t r e  les  contractions obtenues sur une même fibre 

pour des pCa variées. O n  observe que plus la pCa e s t  fa ible  pl us 1 ' ampl i  tude 

de la contraction es t  élevée e t  plus l e  temps de mise sous tension maximale 

e s t  réduit .  D'autre par t ,  la latence existant pour des pCa de 6 .6  à 6.0 

diminue quand la pCa diminue pour être  nulle pour des pCa inférieures à 6.0. 

L'amplitude varie de O à 173.94 mg e t  l e  temps de mise sous tension maximale 

auquel es t  ajouté la latence varie de 192  à 1 9  sec quand la pCa diminue. Notons 

que l'ensemble des contractions obtenues sont des contractions maintenues. 

2 .  Courbe tension-pCa 

Les amplitudes des contractions i l lus t rées  à la figure 39 sont 

reportées en fonction de la pCa appl iquée (Fig. 4 0 ) .  Le seui 1 de déclenche- 

ment de la contraction se s i tue  pour une pCa égale à 6 . 6 .  Puis, plus la 

pCa es t  f a ib l e ,  plus 1 'amplitude de l a  tension es t  grande ; e l l e  a t t e in t  

u n  maximum pour une pCa voisine de 5 . 6 .  Ce maximum se maintient pour des 

pCa pl us faibles.  Des résul ta ts  q u a 1  itativement comparabl es o n t  é t é  obtenus 

sur 4  autres f ibres .  Cependant, les  valeurs absolues des amplitudes sont 

t rès  variables d'une f ibre  à 1 'autre .  D'autre part ,  1  ' a l lure  t rès  e l l ipt ique 

des fibres musculaires pelées de crabe ne nous a  pas permis d'exprimer de 

2 façon sat isfaisante  l'amplitude des contractions en kg/cm . 



Figure 40 : Dépendance calcique de l a  contract ion.  
Re1atio.n entre 1 'amplitude de l a  contract.ion exprimée en mg (ordonnée) 

e t  l a  concentration calcique des solutions appliquées, exprimée en pCa 

(absc i s se ) .  

Même f ibre qu 'à l a  f i g u r e  39. 



Figure 41 : Dépendance calcique de la contraction. 

Relation entre 1  'amplitude de la  contraction ( T ) ,  exprimée par rapport 

à l a  contraction maximale (Tm,,) (ordonnée, T/Tmax), en fonction de l a  oCa 
.. . 

des sol utions (abscisse).  

Même fibre qu'aux figures 39 e t  40. 



Après traitement au bri j  

Figure 42 : Absence d'effet du traitement brij sur les protéines contractiles. 

En haut : contraction calcique maximale (Po) avant le traitement a u  bri j. 

En bas : contraction calcique maximale (Po) après le traitement au bri j. 

Fibre n o  281082. 



Le report  des amplitudes de tension exprimées en pourcentage de 

l a  tension maximale (Tmax)  (Fig. 41) outre  l e s  informations reportées c i -  

dessus nous donne l a  valeur de pCa po.ur laquel le  l a  tension e s t  égale à 

50 % de la  tension maximale (pCaSO). Elle e s t  égale à 6.45. Le calcul 

du coef f i c ien t  de Hill donne une valeur de 4.50. L'existence d'une valeur 

d u  coef f i c ien t  de Hill supérieure au nombre de s i t e s  calciques ex i s tan t  

sur  l a  troponine C sera discutée dans l e  chapitre discussion.  

3. Act iv i té  mécanique maximale 

L ' a c t t v i t é  mécanique maximale e s t  t e s t é e  par l ' app l i c a t i on  d'une 

solution de concentration calcique largement su f f i san te  pour sa tu re r  l e s  

s i t e s  calciques de l a  troponine ( F i g .  42) .  Sur notre préparation biologique 

nous u t i l i sons  0.3 mM Ca diluées dans l a  solut ion de lavage. Dans ces condi- 

t ions  une contraction appelée Po s e  développe rapidement (temps de mise sous 

tension maximale égal à 4 sec )  e t  a t t e i n t  u n  plateau d'amplitude égale à 

186.5 mg. La f i b r e  s e  relâche quand la  solut ion R e s t  appliquée. La moyenne 

obtenue sur  6 f ib res  e s t  t e l l e  que Po e s t  égal à 195.62 +/- 20.17 mg 

(mean +/- SEM). Bien que l e  contrôle de 1  'absence d ' e f f e t  d u  bri  j sur  une 

contraction submaximale a i t  é t é  f a i t  (vo i r  Fig. 38) nous avons voulu 

v é r i f i e r  l 'absence d ' e f f e t  du détergent su r  la  contraction maximale. On 

observe effectivement ( F i  g .  '42) qu'après u n  bain d'une solut ion contenant 

du b r i j  2 % pendant une heure, l a  contraction maximale indui te  par 0.3 mM Ca 

e s t  d'amplitude équivalente à Po avant b r i j  : e l l e  e s t  égale à 187 mg. 

Le développement de l a  contraction e s t  cependant ra len t i  puisque l e  temps 

de mise sous tension maximale e s t  égal à 9.5 sec.  Cependant, ce ralentissement 



n'a pas toujours é t é  observé e t  ne semble pas ê t r e  une conséquence de la 

destruction d u  RS. Ceci e s t  d 'a i l leurs  confirmé par 1 'expérience i l  lustrée 

à la figure 38 puisque la contraction induite par une solution pCa 6 .4  

n 'es t  pas ralent ie  après la  destruction fonctionnelle du RS. 

En conclusion, l e  réticulum sarcopl asmique dans sa fonction de 

largage e t  de capture d u  calcium e t  les  protéines contracti les dans leur 

capacité à développer une contraction, sont fonctionnels sur 1 es fibres 

mécaniquement pelées de crabe e t  dans les condi.tions expérimentales u t i l i s ées ,  

De plus, l e  b r i j  appliqué à une concentration de 2 % pendant 1 heure 

détrui t  fonctionnellement l e  RS sans affecter  les propriétés des proteines 

contracti 1 es. 



M I S E  EN EVIDENCE D'UN LARGAGE CALCIQUE I N O U I T  PAR DES CATIONS 

D 1 VALENTS , 

A - Largage indu i t  par une solution d ' a c t i v i t é  calcique f a ib l e  

Afin de savoir  s i  une solut ion d ' a c t i v i t é  calcique f a ib l e  peut 

induire  u n  1 argage cal cique à p a r t i r  du réticulum sarcoplasmique, 1 'expé- 

r i  ence suivante a é t é  effectuée (Fi g. 43). Le réticulum sarcopl asmi que 

e s t  chargé par une solut ion pCa 6.6 pendant 5 minutes. Ce temps e s t  nous 

1 'avons v u  su f f i san t  pour induire une charge calcique maximale (vo i r  Fig. 

34). Ensuite l a  solution de lavage ( W )  e s t  appliquée 2 fo i s  af in  d 'é l iminer  

tou te  t race  de calcium de l a  solution précédente. Enfin l a  f ib re  e s t  baignée 

par une solution d ' a c t i v i t é  calcique fa ib le  ( C a f )  O n  observe en haut de 

l a  f igure  43 qu'une tension se  développe lentement. Ses caractér is t iques  

sont  l e s  suivantes : l a t ence ,  140 sec  ; temps de mise sous tension maximale, 

145 sec ; amplitude, 184.25 mg. La contraction e s t  maintenue jusqu'à ce que 

l a  solution relaxante,  R ,  s o i t  appliquée plusieurs f o i s .  Les r é su l t a t s  

C/- obtenus sur  5 f ib res  donnent les moyennes suivantes (moyennes +/- -) : V" 
latence 87.75 +/- 26.39 s.ec ; temps de mise sous tension maximale, 162.33 

+/- 8.77 sec ; anpli tude,  187.55 +/- 10.96 mg. L'amplitude de l a  contraction 

indui te  par l a  solution d ' a c t i v i t é  calcique f a i b l e ,  exprimée en pourcentage 

2 Cette étude a fa i t  l ' ob je t  de l a  publication d'un ar t i c l e  (GOBLET e t  

MOUNIER, 1 986) . 



Après traitement au brij 
10 sec 

5min . , 5 min 

Figure 43 : Mécanisme de "Ca-induced Ca re lease" .  

E n  haut : avant trai tement au b r i j ,  contraction indui te  par une solut ion 

de concentration cal cique f a i b l e  (Caf) après charge cal c i  que maximale 

d u  RS (pCa 6.6, 5 m n ) .  La contraction e s t  relâchée par l a  solution re laxante ,  

K .  

En bas : après trai tement au b r i j ,  absence de contraction en présence de 

l a  solution de concentration calcique fa ib le .  

Fibre no 191182. 



de la  contraction maximale que l e s  protéines con t r ac t i l e s  peuvent développer 

(Po) e s t  égale à 95.87 % Po. 

Afin de s ' a s s u r e r  que c e t t e  contraction indu i te  par Caf e s t  une 

conséquence d'un largage calcique e t  non d'une ac t iva t ion  d i rec te  des pro- 

té ines  con t rac t i l e s  par l e  calcium présent dans l a  so lu t ion ,  l a  même expé- 

r ience que c e l l e  décr i t e  ci-dessus a  é t é  effectuée après avoir  f a i t  sub i r  

à 1 a  f i b r e  u n  t rai tement à 1 ' a i  de d 'un détergent : 1 e  bri j 58 à une concen- 

t r a t i on  de 2 % pendant une heure. En e f f e t ,  nous avons v u  précédemment que 

1  e  bri j d é t r u i t  l e s  di verses fonctions du r é t i  cul um sarcopl asmique (voi r 

Fig. 36) sans modifier 1  'apt i tude des protéines con t rac t i l e s  à développer 

une a c t i v i t é  mécanique (vo i r  Fig. 42 ) .  Dans ces conditions , quand l a  sol u- 

t ion  d ' a c t i v i t é  cal cique f a ib l e  e s t  appl iquée aucune contraction ne peut 

ê t r e  enregis t rée  même après 5 minutes de bain ( F i g .  4 3 ,  en bas) .  

La détermination de 1 ' a c t i v i t é  calcique de l a  solution d ' a c t i v i t é  

calcique f a ib l e  a  é t é  effectuée à 1 'aide d'une électrode sensible au 

calcium (ORION). Les valeurs var ient  ent re  1.6 1 0 ' ~  M e t  1.25 1 0 ' ~  M .  

E n  conclusion, une concentration calcique aussi f a i b l e  que 

1 .6  1 0 ' ~  à 1.25 1ow7 M insuf f i san te  pour ac t ive r  directement l e s '  protéines 

con t rac t i l e s  indui t  u n  largage calcique à p a r t i r  d u  RS. Le mécanisme' de 

l ibé ra t ion  du calcium par l e  RS sur  l e s  f ibres  musculaires de crabe s e r a i t  

de type "Ca-induced Ca re lease" .  
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Fiqure 44 : Détermination de l ' a c t i v i t é  calcique minimale pouvant induire 

une l ibération calcique à par t i r  du réticulum sarcoplasmique. De haut en 

bas tensions induites, après charge calcique maximale du RS (pCa 6.6, 

5 m n ) ,  par la solution de concentration calcique fa ib le  (Caf) sans puis 

avec 1 ,  5 ,  7 .5  e t  10 PM EGTA.  
/ 

Fibre no 081282. 



B - Caractère gradué d u  mécanisme de. "Ca-induced Ca-release" e t  dé- 

termination de 1 ' a c t i v i t é  calcique minimale pouvant induire 

une l ibé ra t ion  calcique à p a r t i r  du RS. 

La valeur de 1 ' a c t i v i t é  calcique minimale ou encore valeur seuil  

de Ca 1 ib re  induisant u n  largage par l e  RS a é t é  déterminée par 1 'expé- 

rience i l l u s t r é e  à l a  f igure 44. Elle  consis te  à appliquer après charge 

calcique maximale du RS une solut ion Caf puis des so7utions Caf contenant 

des concentrations croissantes dlEGTA (1, 5 ,  7 .5 ,  10 V M ) ,  l e  RS é tan t  

rechargé après chaque développement de tension. O n  observe que pour des 

concentrations croissantes d'EGTA, l a  latence de mise sous tension c r o î t  

de 1 minute à 4 minutes 10 secondes e t  l a  v i t esse  de mise sous tension 

dimi nue. 

Pour une concentration d'EGTA égale à 10 PM aucune tension ne 

s e  développe. I l  s ' e n s u i t  que l a  valeur seu i l  de Ca l i b r e  induisant 

une 1 i  bération de calcium par l e  RS correspond à 1 ' a c t i v i t é  cal ci  que d'une 

solution Caf comprenant ent re  7.5 PM dlEGTA e t  10 PM d lEGTA.  Sachant que 

la  constante d 'associa t ion de 1'EGTA pour l e  calcium, K C a E G T A  e s t  égale à 

1.919 106 M-1 (ORENTLICHER e t  c o l l . ,  1977) e t  que la  [ci] t o t a l e  e s t  comprise 

ent re  1 . 25 -10 '~  M e t  1.6 1oa7 M on peut conclure après calcul que l a  con- 

centrat ion en calcium l i b r e  déclenchant l a  l ibé ra t ion  calcique par l e  RS 

s e  s i t u e  en t r e  8.24 10" M e t  1.08 1 0 - ~  M .  

E n  ou t r e ,  plus la  concentration calcique ex t r a r é t i cu l a i r e  e s t  

élevée (de 8 .24  10" M à 1.25 1 0 - ~  M )  plus l a  contraction e s t  rapide e t  

importante. Cela s i g n i f i e  que l e  largage calcique e s t  plus rapide e t  plus 

important. 



Figure 45 : Stimulation du mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  par l a  

caféine. 

Enregistrements des contractions indui tes  après charge calcique maximale 

d u  RS, par une solut ion de concentration calcique f a ib l e  (Caf) sans puis / 
avec 0 . 2 ,  0.4,  0.5 e t  2.5 mM caféine (Caf) . 
La f i b r e  e s t  relâchée par l a  solution re laxante ,  R .  

Fibre no 141282. 



C - Stimulation d u  mécanisme de "Ca-induced Ca release" rrar la  

La caféine e s t  une drogue connue pour stimuler l e  mécanisme de 

calcium-induced calcium release. Afin de t e s t e r  cet  e f f e t  stimulant de 

l a  caféine sur l e  largage calcique, l'expérience i l l u s t r é e  à l a  figure 45 

a é t é  effectuée. Elle consiste à appliquer après une charge calcique maxi- 

male du RS (pCa 6 .6 ,  5 min) une solution de concentration calcique faible  

seule ou à laquelle ont é t é  ajoutées des concentrations variées de caféine 

( 0 . 2 ,  0 .4 ,  0 .5  e t  2 .5  mM).  Pour chaque solution t e s t ée ,  une tension-dant 

les  caractéristiques sont résumées dans l e  tableau ci-dessous, se développe. 

Pl us 1 a concentration caféi ni que e s t  élevée pl us 1 e développement 

de l a  contraction e s t  rapide. Il n'y a cependant aucun e f f e t  significatyf 

de l a  caféine sur 1 'amplitude de l a  contraction. Les modifications de ciné- 

tique sont résumées sur la courbe représentant l e  temps de mise sous tension 

maximale en fonction de la  concentration caféinique (Fig. 46;. O n  observe que 

concentration 
ca féi  ni que 

(mM 

nombre de 
fibres 

( n )  

amplitude de la con- 
traction (Y +/- SEM)  . 

(mg 

O 
1 

O.  2 

0 . 4  

0 .5  

2 .5  

Latence + temps de 
mise sous tension 
maximale (X +/, S E M )  

(sec> 

187 .55  +/- 10 .96  

175.62  +/- 11.54  

197.31  +/- 0 . 4 9  

160.19  +/- 9.83 

163 .63  +/- 26.25  

5 

11 

4 

6 

4 

250.09  +/- 1 7 . 5 8  

177 .09  +/- 32 .77  

131.00  +/- 4 .24  

31 .00  +/- 6.28 

21 .00  +/- 1 3 . 4 3  



Caffeine concentration ( m ~ )  

Figure 46 : Stimulation d u  mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  par l a  

caféine.  

Relation entre l e  temps de mise sous tension maximale exprimé en s e c .  

(ordonnée) e t  l a  concentration caféinique exprimée en mM.(abscisse). 

Même fibre qu 'à Za figure 45. 



l e  temps de mise sous tension maximale diminue de façon importante quand l a  

concentration caféinique augmente de O à 0.5 mM e t  qu 'ensui te  l a  diminution 

e s t  beaucoup plus fa ib le  lorsque l a  concentration caféinique passe de 0.5 

à 2.5 mM. 

En conclusion, plus la  concentration caféinique e s t  élevée plus l e  

mécanisme de largage calcique e s t  rapide. Cependant son amplitude ne semble 

pas ê t r e  accrue. 

11 e s t  in téressant  de comparer i c i  l e s  r é s u l t a t s  i l l u s t r é s  à l a  

f igure  31 e t  ceux reportés sur  l a  f igure  45. En e f f e t ,  on observe que 

lorsque l a  caféine a  é t é  ajoutée non pas à une solut ion de concentration 

calcique f a ib l e  mais à une solut ion de lavage (Fig.  31 ) ,  l e s  concentrations 

nécessaires pour obtenir  l a  plus p e t i t e  contraction décelable e t  la contrac- 

t ion  maximale l a  plus rapide sont  t r è s  nettement augmentées. E n  e f f e t ,  

2.5 mM de caféine sont nécessaires pour observer une contraction l en te  e t  

f a i b l e  e t  20  mM pour induire une contraction comparable à cè i l e  obtenue 

avec 2.5 mM caféine dans une solut ion de concentration calcique fa ib le .  La 

comparaison des contractions induites par 2.5 mM de caféine dans ces deux . 

milieux e s t  à ce t i t r e  ind ica t r i ce .  En milieu de lavage l 'ampli tude de la  

contraction e s t  égale à 20.8 % de l a  contraction caféinique maximale e t  son 

temps de mise sous tension maximale égal à 63 sec.  E n  milieu calcique f a ib l e  

l 'ampli tude de la contraction caféinique e s t  proche de 100  % de la  contraction 

caféinique maximale e t  l e  temps de mise sous tension maximale égal à 20 sec. 

La présence d'une fa ib le  quant i té  de calcium dans la solut ion ac t i va t r i c e  

mul t ip l ie  donc par 5 l 'ampli tude du largage indui t  par une même concentration 

de caféine.  
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R 10 sec 
pCa 6.6 W W 0.02 mM Sr 

1 34.6 mg 

-bZi_~dJ A u  10 sec 

pCa 6.6 W W  O.lmM Sr R 

Après traitement au brij 
] 34.6 mg - 

10 sec 
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F i q u r e  47 : L a r g a g e  c a l c i q u e  i n d u i t  p a r  deux  c o n c e n t r a t i o n s  en  i o n s  S r  

( 0 . 0 2  e t  0 .1  mM) a p r è s  c h a r g e  c a l c i q u e  maximale  du RS (pCa 6 . 6 ,  5 mn) .  

En b a s ,  e f f e t  d ' u n e  s o l u t i o n  0 .1  mM S r  a p r è s  t r a i t e m e n t  au b r i  j. 

W i n d i q u e  1  ' a p p l i c a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d e  l a v a g e .  

R i n d i q u e  1 ' a p p l  i c a t i o n  d e  l a  s o l . u t i o n  r e l a x a n t e .  

Fibre no 250383. 



A la  lumière de ce résu l ta t  on ne peut que penser a u x  résu l ta t s  

obtenus sur les fibres intactes e t  i l l u s t r é s  aux figures 29 e t  30 montrant 

que la  caféine seule induit u n  largage mais qu'en présence de calcium, 

el 1 e induit u n  1 argage beaucoup pl us important mu1 t i  pl iant également par 

5 l'amplitude de la contracture caféinique enregistrée. 

I I  - R O L E  D U  STRONTIUM 

Afin de renforcer l e  résul ta t  selon lequel u n  cation divalent, 

l e  calcium, induit u n  largage calcique à par t i r  d u  RS, nous avons t e s t é  

les e f fe t s  d'un autre cation divalent : l e  strontium (Sr) .  

A - Largage calcique induit par les ions strontium 

L'expérience permettant de déterminer s i  les ions Sr induisent 

u n  largage calcique à par t i r  d u  RS es t  i l l u s t r ée  à la figure 47 .  Après 

avoir chargé l e  RS en calcium (pCa 6 . 6 )  pendant 5 minutes, puis lavé 2 

fois la  f ibre ,  une solution de concentration en ions strontium (Sr)  égale 

à 0.02 mM e s t  appliquée. Une tension lente se développe sur laquelle se 

greffent des pics de tension de cinétique rapide. Cette tension complexe 

peut ê t r e  séparée en deux composantes : i )  une composante lente d'ampli- 

tude égale à 7.78 mg maintenue jusqu'à ce que l a  solution relaxante s o i t  

appliquée, son temps de sous mise sous maximale e s t  égal à 6 min 3 sec. 

i i )  des pics phasiques de tension de cinétique rapide se développant a u  

hasard sur la première composante. Leurs amplitudes varient entre 1 e t  

3.5 mg. 



Ces deux composantes ont une amplitude accrue lorsqu'une concentra- 

t ion supérieure en strontium e s t  appliquée (0 .1  mM,  Fig. 47).  La composante 

l en te  a t t e i n t  une amplitude égale à 138.4 mg e t  1  'amplitude des pics de 

tension varie en t re  5 mg e t  30 mg. Le développement de l a  composante l en te  

e s t  accéléré puisqu 'e l le  a t t e i n t  son maximum en 3  m i n  9  sec.  Notons i c i  

que l 'ampli tude des deux composantes de tension varie d'une f i b r e  à l ' a u t r e .  

Les valeurs moyennes obtenues sur  6 f ib res  donnent une amplitude de l a  corn- 

posante lente  égale à 106.99 +/- 35.32 mg (1 +/- SEM) e t  une ampli tude des 

pics de tension variant  en t re  1.51 e t  57.53 mg ; l a  moyenne e s t  égale à 

18.57 +/- 4.82 mg (7 +/- SEM). 

Afin de déterminer s i  l a  tension complexe déc r i t e  ci-dessus e s t  

due s o i t  à u n  largage calcique par l e  RS s o i t  à une act ivat ion d i rec te  

des protéines con t rac t i l e s  par l e s  ions S r ,  la  f i b r e  a ,  à nouveau, é t é  

baignée par une solution contenant 0 . 1  mM Sr après avoir  ef fectué  u n  

t rai tement au b r i j  ( 2  %, 1 heure). Les r é su l t a t s  montrent (Fig.  47) l a  

d ispar i t ion des pics phasiques de 'tension e t  une réduction t r è s  importante 

de 1.a composante lente .  Elle e s t  sur  c e t t e  f i b r e  égale à 8.75 % (12.11 mg) 

de l a  composante lente  observée avant l e  trai tement au b r i j .  

11 apparaît  donc qu'une f a ib l e  part  de l a  contraction e s t  due à 

1 ' ac t iva t ion  d i rec te  des protéines con t rac t i l e s  par l e s  ions Sr.  La majo- 

r i t é  (90 % f  de 1  'amplitude de l a  composante l en te  de tension e t  l e s  pics 

phasiques de tension sont  dus au largage calcique i n d u i t  par l e s  ions 

strontium. De plus ,  1 'amplitude d u  largage indui t  par u n  mécanisme de 

"strontium induced calcium re lease"  e s t  dépendant de l a  concentration en i o r s  

strontium. Plus c e t t e  concentration e s t  élevée plus l e  largage e s t  important. 



Les ions Sr comme l e s  ions Ca peuvent induire u n  largage calcique. 

La différence rés ide  dans l e  f a i t  que l a  concentration minimale de strontium 

l i b r e  nécessaire pour induire une l ibé ra t ion  calcique e s t  de l ' o r d r e  de 

1000 f o i s  élevée que l a  concentration minimale de calcium l i b r e  néces- 

sa i  re pour induire 1 e 1 argage. 

Les f a i t s  connus selon lesquels l e  strontium peut s e  subs t i tue r  

aux ions calcium dans l es  divers mouvements calciques conduisant à l a  con- 

t r ac t ion  mais avec une e f f i c a c i t é  moindre, associés à l ' ex i s t ence  démontrée 

dans ce t r ava i l  d'un mécanisme de "Sr-induced Ca release" viennent renforcer 

1 'existence d'un mécanisme de "Ca-induced Ca release" é tudié  dans ce t r a v a i l .  

11 nous fau t  cependant nous assurer  que l e s  ions Sr peuvent sur  

l e s  f ib res  musculaires de crabe se  subs t i tue r  aux ions Ca dans l e s  d i f fé -  

rents  mécanismes conduisant au développement de 1 a  contraction c 'est-à-di  re 

l e  largage calcique par l e  réticulum sarcoplasmique, l a  capture d u  calcium 

par 1'ATPase calcique du RS e t  l a  f ixat ion des ions calcium sur  l e s  s i t e s  

calciques de l a  troponine C .  

B v Pompage e t  l ibéra t ion d u  strontium par l e  RS 

Afin de déterminer s i  l e s  ions Sr sont pompés par 1 'ATPase 

calcique d u  RS et/ou largués par l e  RS, l ' expér ience  suivante a é t é  effectuée 

(Fig. 48) .  La quanti t é  de calcium ou de strontium larguée a é t é  évaluée 

à l ' a i d e  de l ' i nd i ca t eu r  métallochromique bien connu : l ' a rsenazo I I I  e t  

non par l 'ampli tude de la  contraction développée car nous verrons plus loin 

(vo i r  Fig. 49)  que l e s  ions Sr ont une moins grande e f f i c a c i t é  que l es  ions 

Ca dans l ' a c t i v a t i o n  d i rec te  des protéines con t rac t i l e s .  
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Figure  48 : C o n t r ô l e  de  l a  p e r m é a b i l i t é  du RS aux ions  Sr à l ' a i d e  de  

1  ' a r s e n a z o .  

Tracés  des v a r i a t i o n s  d ' a b s o r p t i o n s  lumineuses  de l ' a r s e n a z o  à 660 nm e t  

660 nm - 570 nm e t  de  l a  c o n t r a c t i o n  ( T )  i n d u i t e s  par  une s o l u t i o n  c a f é i n i q u e  

20 mM (Caf 20) .  

En hau t  : après  c h a r g e  c a l c i q u e  du RS (pCa 6 . 6 ,  5  mn). 

En bas : après  c h a r g e  en s t r o n t i u m  du RS (pSr  6 . 6 ,  5 mn). 

i! ind ique  1  ' a p p l i c a t i o n  de  l a  s o l u t i o n  de  l a v a g e .  

!? ind ique  l ' a p p l i c a t i o n  de  l a  s o l u t i o n  r e l a x a n t e .  

La présence d ' a r s e n a z o  dans l e s  s o l u t i o n s  e s t  p r é c i s é e  pa r  une a c c o l a d e  

h o r i z o n t a l e  au-dessous de  1  a q u e l l  e  e s t  i ndi qu2 Ars .  

Fibre no 260583. 



Le RS e s t  tout  d'abord chargé de façon maximale durant 5 minutes 

à l ' a i d e  d'une solution pCa 6.6 ne contenant pas d'arsenazo I I I  a f i n  de ne 

pas chéla ter  l e  calcium présent dans c e t t e  solut ion.  Ensuite l a  f i b r e  e s t  

lavée deux fo i s  avec une solution W contenant 0.1 ml: d 'arsenazo.  Finalement 

la  solution caféinique contenant 0.1 ml4 d 'arsenazo e s t  appl iquée. Les 

enregistrements obtenus à 660 nm e t  au niveau du signal d i f f é r en t i e l  660 nm - 

570 nm révèlent  une augmentation de 1 'absorption lumineuse. Para1 lèlement 

une tension d'amplitude ëgale à 90.40 mg se  développe lentement. Le temps 

de mise sous tension maximale e s t  égale à 15 secondes. La solution relaxante 

contenant 0.1 mM arsenazo e s t  ensui te  appliquée. On observe une diminution 

de l ' absorpt ion lumineuse jusqu'au niveau de base a ins i  que l e  relâchement , 

de la  f i b r e .  L'applicat ion de l a  solution caféinique contenant de 1 'arsenazo 

a ensuite é t é  appliquée plusieurs f o i s  sans charge préalable du RS. Durant 

ces bains répétés en caféine (20 m M )  1  'absorption lumineuse décroi t  ainsi  que 

1 ' a c t i v i t é  mécanique jusqu'à 1 'annulation des 3 signaux enreg i s t rés .  Lorsque 

nous sommes assurés q u ' i l  n'y a plus de calcium disponible pour l e  largage 

calcique,  l e  RS e s t  chargé par une solut ion de concentration en strontium 

p S r  égale à 6.6 pendant 5 minutes. Le largage e s t  ensuite indui t  par la  

caféine.  On observe une augmentation de l ' absorpt ion lumineuse au niveau 

d u  signal 660 nm e t  660 nm - 570 nm a ins i  que l e  développement d'une 

contraction ayant l e s  caractér is t iques  suivantes : amplitude, 7.61 mg ; 

temps de mise sous tension maximale, 608 sec .  Ceci e s t  donc une indication 

que les  ions Sr ont é t é  captés par 1'ATPase calcique du RS. La détermination 

de l a  quant i té  de calcium largué l o r s  de l a  première applicat ion de caféine 

e t  de strontium largué après 1a.charge en strontium d u  RS a é t é  effectuée 

à 1 'aide des courbes étalons i 11 us t rées  à 1 a f igure 21.  La moyenne détermi née 

à p a r t i r  des r é su l t a t s  obtenus su r  5 f ib res  donnent l e s  valeurs suivantes : 



pCa 1.1 and pSr IO) 

Figure 49 : Comparaison de l ' e f f e t  des ions Ca e t  Sr sur les  protéines 
contracti les.  

A : contractions induites par 0.3 mM Ca e t  0.3 mM Sr. Notez la  différence 
de sensi bi 1 i  t é  de 1  'ampl i  tude. 

B : relation entre 1  'amplitude de la contraction ( T )  exprimée par rapport 

à 1 'amplitude de l a  contraction maximale (Tmax) en fonction de pCa ( O  ) 

e t  pSr ( O ) .  

Fibre no 250383. 



270 +/- 13.21 Pm (mean +/- SEM; de calcium largué e t  103.7 +/- 6.32 PM 

(mean +/- SEM) de strontium l ibé ré .  La quan t i t é  de strontium l ibé rée  e s t  

donc égale à 34.4 % de l a  quant i té  de calcium larguée. Cette diminution im- 

portante du largage strontium peut ê t r e  due s o i t  à une perméabilité in fé r ieure  

de la  membrane d u  RS s o i t  à une capture plus f a i b l e  des ions Sr par 1 'ATPase 

cal ci  que. 

++ 
C - Fixation des ions Sr sur  l e s  protéines con t rac t i l e s  

L ' a c t i v i t é  maximale des protéines con t rac t i l e s  en milieu calcium 
Ca 

( p o  ) induite par 0.3 mM CaC12 e s t  comparée à 1 ' a c t i v i t é  mécanique obtenue 

par l ' app l ica t ion  de 0.3 mM SrCl* (Fig.  49 A). Sur la  f i b r e  i l l u s t r é e  à l a  

f igure 49, Po Ca a t t e i n t  une amplitude de 236.5 mg en 10 sec e t  1 ' a c t i v i t é  

mécanique induite par 0.3 mM Sr a t t e i n t  une amplitude de 155.8 mg en 11 
++ Ca 

minutes. E n  milieu Sr , la  tension obtenue e s t  donc égale à 66 % de Po . 

Les moyennes obtenues sont pour ces deux types de tension respectivement 

égales à 219.86 +/- 16.60 mg (y +/- SEM, 8 f i b r e s )  e t  159.0 +/- 13.5 mg 

( y  +/- SEM, 5 f i b r e s ) .  Les ions sr++ peuvent donc se  subs t i tue r  aux ions 
++ 

Ca sur  l e s  s i  t e s  de l a  troponi ne e t  a c t i ve r  1 'actomyosine ATPase. Cependant, 

ces protéines semblent présenter une sensibi l  i t é  plus f a i b l e  pour l e  strontium 

que pour l e  calcium. De plus l a  ci'nét'ique de déve1oppemen.t de la contraction 

e s t  t r è s  nettement r a l en t i e .  

Afin de déterminer s i  l e s  s i t e s  calciques de la troponine ont 

une a f f i n i t é  plus f a i b l e  pour l e s  ions strontium et/ou la  quanti té  maximale 

d ' ions  strontium f ixés  e s t  d i f férente  de c e l l e  des ions calcium, l e s  re la-  

t ions  l i a n t  d'une part  l 'amplitude de la  contraction en fonction de pCa e t  



d ' au t r e  part  1  'amplitude des contractions induites par des pSr variées ont 

é t é  é tab l i es  ( F i g .  49 B ) .  En présence d ' ions  Ca l e  seui l  de développement 

de l a  contraction se s i t u e  pour une pCa égale à 6.6. En ou t r e ,  plus la  

pCa e s t  f a i b l e ,  c ' e s t -à -d i re  pl us l a  concentration d ' ions  Ca augmente, 

plus l 'ampli tude de contraction' augmente pour a t t e indre  u n  maximum voisin 

de 190 mg. En présence d ' ions  Sr ( p S r )  l e  seui l  de développement de 1  'ac- 

t i v i  t é  mécanique e s t  déplacé vers des valeurs plus fa ib les  de pSr : l e  

seu i l  e s t  égal à pSr 4.6. Plus l a  concentration en ions Sr e s t  élevée plus 

l a  contraction e s t  de grande amplitude pour a t t e indre  u n  maximum ( p o S r )  

égal à 193 mg pour pSr 2.0. Les valeurs de pCa e t  pSr pour lesquelles l e s  

contractions sont respectivement égales à 50 % pOCa e t  50 % poSr sont 

une indication de 1 ' a f f i n i t é  des protéines contracti  1  es pour ces deux cations 

divalents .  E n  e f f e t ,  comme nous 1  'avons déjà indiqué, plus c e t t e  valeur de 

pCa ou pSr e s t  élevée plus l  ' a f f i n i t é  e s t  élevée. A p a r t i r  de c e t t e  expérience, 
++ 

on peut donc conclure que l ' a f f i n i t é  des protéines con t rac t i l e s  pour Sr 
++ 

e s t  plus f a i b l e  que leur  a f f i n i t é  pour Ca . De plus ,  Po Sr  a  une amplitude 

voisine de poCa .  11 s ' e n s u i t  donc que l es  quanti tés maximales d ' ions  Ca 

e t  Sr f ixés su r  la troponine sont égales mais que l ' appo r t  d ' ions  Sr do i t  

ê t r e  plus important que 1 'apport d ' ions  Ca pour obtenir  c e t t e  f ixat ion 

maximale. Enfin, la détermination d u  coef f i c ien t  de Hill donne une valeur 

de 1.59 avec u n  coeff ic ient  de corré la t ion de 0.96. Cette f a i b l e  valeur d u  

coeff ic ient  de Hill comparée à c e l l e  obtenue lors  de 1  ' ac t iva t ion  calcique 

des protéines contract i les  (4.50) l a i s s e  supposer que l e  nombre de s i t e s  

calciques impliqués dans l e  développement de l ' a c t i v i t é  mécanique due aux 
++ 

ions Sr ou que leur coopérat iv i té  sont t r è s  nettement diminues. 



D - Conclusion 

E n  conclusion, l e s  ions Sr peuvent s e  f i xe r  sur  l e s  protéines 

con t r ac t i l e s ,  induire  u n  largage calcique e t  ê t r e  pompés e t  l ibé rés  par l e  

RS. I l s  se  subst i tuent  donc aux ions Ca dans ces quatres mécanimses mais 

avec .une e f f i c a c i t é  moins grande que l es  ions calcium. Le développement 

d'une contraction en présence de 0.1 mM Sr due essentiellement à u n  méca- 

nisme de "Sr-induced Ca release" e s t  u n  r é s u l t a t  en faveur de l ' ex i s t ence  

d'un mécanisme de "Ca-induced Ca release" su r  l e s  f ib res  musculaires de 

Crabe. La différence réside dans l e  f a i t  que l a  concentration minimale de 

strontium 1 ib re  nécessaire pour induire une 1 i  bération calcique e s t  de 

1 'ordre de 1000 f o i s  plus élevée que l a  concentration minimale de calcium 

1 i  bre nécessaire pour induire l e  largage. On devrai t  de façon plus générale 

pa r le r  d ' u n  "divalent-cation induced Ca re lease" .  



233 mg 

ADP 0.312 
JL R R 

466mg 

1 ,  

ADP 2.5 R R 
20 sec 

Figure 50 : Relation effet-dose en ADP. 

Enregistrements des contractions indui tes  par 0.312 mM e t  2 .5  mM d 'ADP 

après charge calcique maximale d u  RS (pCa 6 . 6 ,  5 m n ,  non indiqué sur  l a  

f igure ) .  La f i b r e  e s t  relâchée par l a  solution relaxante,  R .  

Notez la  différence de s e n s i b i l i t é  de l 'enregistrement.  

Fibre no 270485. 



ROLE DE L'ADP DANS LE MECANISME DE LIBERATION CALCIQUE 

ET MISE EN EVIDE.i\ICE D'UN EFFET SPECIFIEUE S U I ?  LE ES 

L'étude porte su r  1 a capacité de 1 ' Adénosine-Di-Phosphate ( A D P )  

à induire un 1 argage cal ci que à p a r t i r  du RS. L'ampl i  tude d u  largage cal-  

cique e s t  évaluée par 1 'ampl i tude de 1 a tension qui se  développe. Deux . 

types d'expériences ont é t é  effectués a f i n  d ' é t a b l i r  l a  dépendance du 

largage calcique vis  à vis  d'une part  de l a  concentration en ADP de l a  

solution e t  d ' au t r e  part de 1 'amplitude de l a  charge calcique. De plus ,  

des contrôles expérimentaux ont é t é  effectués af in  de s ' assurer  que l es  

contractions observées en présence d t A D P  sont  bien dues à u n  largage cal-  

cique à p a r t i r  d u  RS e t  non au développement d'une tension d i t e  de "r igor"  

due à u n  excès d ' A D P  a u  niveau des protéines con t rac t i l e s .  

1 - LIBERATION CALCIQUE INDUITE PAR L'ADP 

A - Relation effet-dose en ADP 

Le protocole expérimental e s t  l e  suivant  : l e  RS e s t  chargé de 

façon maximale en calcium (pCa 6 . 6 ,  5 minutes). Après u n  double lavage, 

des sol utions physiologiques de concentrations variées en A D P  (0.312, 

0.625, 1.25, 2.5 e t  5 m M )  sont  appliquées. Dans ces so lu t ions ,  l a  concen- 

t r a t i on  habi tuel le  en Mg ATP e s t  maintenue a f i n  de permettre l e  dévelop- 

pement de l a  force  con t r ac t i l e ,  l e  Mg ATP é t an t  en e f f e t  connu comme subst ra t  

de 1 'hydrolyse de 1 ' ATPase de l a  myosine (vo i r  HISTORIQUE). 



Concentration en ADP (mM) 

Figure 51 : Relation effet-dose en ADP. 

Courbe exprimant 1 a  dépendance de 1 ' arnpl i  tude de 1 a  contraction (ordonnée) 

v i s  à vis de l a  concentration en A D P  exprimée en mM ( absc i s se ) .  

Même f i b r e  qu'à l a  f i p e  50. 



Les enregistrements des contractions obtenues sur  une même f i b r e  

pour une concentration de 0.312 mM e t  2.5 mM d'ADP sont i l l u s t r é s  à l a  

f igure 50. Pour une concentration de 0.312 mM après une latence de 11 sec 

une tension se  développe lentement a t te ignant  u n  plateau de 110.68 mg après 

144 sec.  La contraction s e  relâche l o r s  de l ' app l ica t ion  de la  solution 

relaxante.  Pour 2.5 mM ADP une contraction plus rapide e t  plus ample se  

développe sans latence.  Son amplitude e s t  égale à 576.68 mg e t  l e  temps de 

mise sous tension maximale à 58 sec .  

L'ensemble des r é su l t a t s  obtenus sur  c e t t e  même f i b r e  sont résumés: 

sur l a  courbe r e l i a n t  l 'ampli tude de l a  contraction à l a  concentration en 

A D P  (Fig.  51).  Plus la  concentration en A D P  e s t  importante plus l 'ampli tude 

de l a  contraction e s t  élevée. Elle a t t e i n t  u n  maximum pour une concentration 

égale à 2 .5  mM. Des r é su l t a t s  comparables ont é t é  obtenus sur  3 aut res  

f ib res .  

B - Relation entre l e  largage indui t  par 1'ADP e t  l e  temps de 

charge d u  RS 

Le réticulum sarcoplasmique e s t  chargé en calcium (pCa 6.6) pendant 

des durées variables (30 s ec ,  1 , 2 ,  3 e t  5 minutes). Pour chaque temps de 

charge une solut ion contenant 2 . 5  mM A D P  e s t  appliquée. Cette concentration 

a  é t é  chois ie  car  e l l e  permet l e  développement d'une contraction maximale 

pour 5 minutes de charge d u  RS ( vo i r  F i g .  51).  
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F igu re  52 : In f l üence  de l a  v a r i a t i o n  du temps de charge. 
Enreg is t rements  des c o n t r a c t i o n s  i n d u i t e s  pa r  une s o l u t i o n  contenant  

2.5 mM ADP (ADP 2.5) pour  des temps de charge v a r i é s  du r é t i c u l u m  sarco-  

plasmique à l ' a i d e  de l a  s o l u t i o n  pCa 6.6. Les temps de charge son t  i nd i qués  

à d r o i t e  des enreg is t rements .  . - 

Fibre no 181084. 



Les enregistrements i l l u s t r é s  à l a  f igure 52 montrent que plus l e  

temps de charge e s t  long, plus l 'ampli tude de l a  contraction e s t  élevée 

e t  plus l e  développement de l a  tension e s t  rapide. Les amplitudes sont 

respectivement égales à 67.5, 138, 264, 312 e t  324 mg. Les contractions 

induites après 30 s ec ,  1  min, 2 m i n  e t  3  min de charge présentent une 

la tence  d'une durée respectivement égale à 125, 93, 37 e t  8 sec .  Les temps 

de mise sous tension maximale ( la tence  incluse)  sont 209, 167, 153, 107 

e t  23 sec.  

L'ensemble des r é su l t a t s  e s t  résumé sur  l a  courbe l i a n t  l a  durée 

du temps de charge calcique du RS à l 'amplitude de l a  contraction ( f i g .  53) .  

Plus l e  temps de charge e s t  élevé plus la  contraction e s t  ample. Elle a t t e i n t  

u n  maximum pour u n  temps de charge proche de 3  min. Des r é su l t a t s  comparables 

ont  é t é  obtenus sur  5 autres f i b r e s .  

En conclusion, 1  'ADP indui t ,  même à fa ib le  dose, u n  largage 

calcique à p a r t i r  du RS e t  u n  largage calcique indui t  ~ a r  2 . 5  mM A D P  peut 

même avoir l i eu  lorsque l e  RS e s t  faiblement chargé. 

I I  - CONTROLES EXPERIMENTAUX 

Afin de s ' a s s u r e r  que l e s  contractions observées en présence d t A D P  

sont  bien dues au largage calcique à p a r t i r  du RS e t  non au développement 

d'une tension d i t e  de "r igor"  due à u n  excès d'ADP au niveau des protéines 

con t r ac t i l e s ,  deux s é r i e s  d'expériences ont é t é  ef fectuées .  La première 

consiste à t r a i t e r  l a  f i b r e  musculaire au b r i j  2 % pendant 1  heure 
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Figure 53 : Influence de l a  var ia t ion d u  temps de charge. 

Courbe traduisant  1  'évolution de 1 'ampl i tude de l a  contraction induite 

par 2 .5  mM A D P  (ordonnée) en fonction du temps de charge (abscisse)  . 
Mgme fibre qu'à Za figure 52. 



pour dé t ru i r e  l e  RS e t  à appliquer ensui te  une solution contenant de 

1'ADP. La seconde consiste à appliquer su r  des f ib res  musculaires ayant 

u n  RS i n t a c t ,  une solution contenant outre  l e  Mg ATP e t  I ' A D P ,  u n  régéné- 

ra teur  d l A T P  : l ' a rg in ine  phosphate. La régénération de 1'ATP s ' e f f ec tue  

selon l a  réaction biochimique suivante : 

A D P  + ARg % P---+ATP + Arg 

avec Arg % P = arginine phosphate e t  Arg = arginine.  

A - Comparaison des e f f e t s  de 1'ADP sur  u n  f i b r e  ayant u n  RS 

i n t ac t  puis d é t r u i t .  

Cette expérience consiste à comparer l a  réponse de l a  f i b r e  mus- 

cu la i re  après une charge calcique maximale (pCa 6 . 6 ,  5 m i n )  l o r s  de 1 'ap- 

p l ica t ion d'une concentration d'ADP permettant l e  développement d'une 

contraction maximale (2.5 m ~ )  ceci ovant e t  après trai tement au b r i j  2 % 

pendant une heure. Nous savons que ce trai tement e s t  su f f i s an t  pour annuler 

t o u t  largage calcique du RS ( vo i r  F i g .  36 ) .  L'expérience i l  1  us t rée  à l a  

f igure 54 montre l e  développement, i v a n t  l a  destruction d u  RS, d'une contrac- 

t ion a t te ignant  une amplitude maintenue de 605.8 mg en 76 sec après une 

1 atence de 5 sec.  La f ib re  se re l  ache l o r s  de 1  'appl ica t ion de 1 a  sol ution 

relaxante.  Une fo i s  l e  RS d é t r u i t ,  une même concentration d'ADP induit  

après une latence importante (57.5 s e c j ,  l e  développement d'une tension 

f a ib l e  (61.16 mg) e t  légèrement plus rapide (temps de mise sous tension 

maximale égale à 66 s e c ) .  Notons de plus que l es  légères o sc i l l a t i ons  

toujours v i s ib les  su r  l 'ensemble de nos t racés  avant l a  destruction du RS 

ont totalement disparu après l e  trai tement au b r i j .  
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Figure 54 : Contrôle d'un e f f e t  spécif ique de 1 'ADP sur  l e  réticulum sarco- 

pl asmi que. 

E n  haut : avant trai tement au bri j ,  contraction indui te  par 2.5 mM ADP 

après charge calcique maximale du RS (pCa 6 . 6 ,  5 m n ,  non indiqué sur  l e  

t r a c é ) .  

En bas : après trai tement au bri j ,  existence d'une contraction de f a i b l e  

amplitude après applicat ion d'une solut ion contenant 2 . 5  mM ADP. 

Notez 1 a sensi bi 1 i  t é  pl us importante de 1 'enregistrement s i  tué  en bas. 

Fibre no 110185. 



11 s ' en su i t  donc que 90 % de l a  contraction observée avant t r a i -  

tement bri j sont l e  r é s u l t a t  d'une act ivat ion calcique e t  donc d'un largage 

calcique a lo r s  que 10 % sont l a  conséquence d'une tension de r igor  par 

excès d lADP.  

B - Largage calcique indui t  par 1'ADP en présence d 'arginine  

phosphate (Fig.  55) 

Après charge calcique maximale d u  RS une solution contenant 2.5 mM 

A D P  e t  10 mM d 'arginine  phosphate induit  l e  développement sans latence 

d'une contraction d'amplitude égale à 454.35 mg e t  u n  temps de mise sous 

tension maximale de 42 sec .  Des osc i l l a t ions  sont présentes. Lorsque l e  

plateau de contraction e s t  a t t e i n t ,  l ' app l i c a t i on  de l a  soiwtion R indui t  

son relâchement. Le RS es t  ensui te  une nouvelle fo i s  chargé en calcium 

(pCa 6 . 6 ,  5 m i n )  e t  une solution contenant 2.5 ml1 A D P  mais pas d 'arginine  

phosphate e s t  amenée dans la  cuve expérimentale. Une contraction plus 

l en te  (temps de mise sous tension maximale, 209 sec )  e t  d'amplitude com- 

parable à l a  précédente ma-;s cependant plus f a i b l e ,  s e  développe. L'ampli- 

tude e s t  égale à 419.4 mg s o i t  92 % de l a  precédente. Des osc i l l a t ions  

ex i s ten t .  

Cependant, avant de conclure que la  contraction observée en 

présence d 'arginine  phosphate n ' e s t  effectivement pas due à u n  excés 

d l A D P ,  des expériences ont é t é  effectuées a f i n  de s ' a s su r e r  de l ' ex i s t ence  

sur  l e s  myofibrilles des f ibres  mécaniquement pelées de crabe, de 1  'enzyme 

permettant l e  déroulement de l a  réaction 1)  : 1 'a rginine  kinase. 
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Figure  55 : Con t rô l e  d 'un  e f f e t  s p é c i f i q u e  de 1  ' A D P  su r  l e  r é t i c u l u m  sarco-  

p l  asmi que. 

En hau t  : enregis t rement  d 'une c o n t r a c t i o n  i n d u i t e  par  une s o l u t i o n  contenant 

o u t r e  2.5 mM ADP, 10 mM d ' a r g i n i n e  phosphate (ADP + Arg P) après charge 

c a l c i q u e  maximale du RS (pCa 6.6, 5  mn, non i n d i q u é  su r  l a  f i g u r e ) .  

En bas : enregis t rement  d 'une c o n t r a c t i o n  i n d u i t e  pa r  une s o l u t i o n  contenant 

uniquement 2.5 mM ADP, après charge ca l c i que  maximale du RS (pCa 6.6, 

5  mn, non i nd iqué  su r  l a  f i g u r e ) .  

W i n d i q u e  l ' a p p l i c a t i o n  de l a  s o l u t i o n  de lavage. 

R i n d i q u e  1 ' a p p l i c a t i o n  de l a  s o l u t i o n  re l axan te .  

Fibre no 290185. 



Ces expériences ont pu ê t r e  menées au laboratoi re  de physiologie 

ce1 l  ulai  re cardiaque, Uni t é  INSERM 241 (ORSAY-France) grâce aux compétences 

sc ien t i f iques  d u  Dr R .  VENTURA-CLAPIER. 

La mesure de 1  ' a c t i v i t é  enzymatique de 1  'a rginine  kinase e s t  basée 

sur  l a  mesure de l a  fluorescence d u  NADPH (Nicotineamide de nucléotide 

phosphate r édu i t ) .  En e f f e t  c e t t e  molécule excitée par une longueur d'onde 

égale à 340 nm émet une fluorescence à 460 n m .  La séquence de réactions 

biochimiques conduisant à l a  production d u  N A D P H  e s t  l a  suivante : 

Arg K ADP + Arg .J P .-) ATP + Arg 1) 

H K ATP + glucose - G6P + A D P  2 

G6P + N A D P  > 6 phosphogl uconate + N A D P H  3) 

avec ADP = adénosine diphosphate ; Arg .J P = arginine phosphate ; Arg K = 

arginine kinase ; ATP = adénosine triphosphate ; H K  = hexokinase ; 

G6P : glucose 6 phosphate ; NADP = nicotine amide de nucléotide phosphate ; 

G6PDH = glucose 6  phosphate deshydrogénase ; NADPH = nicotineamide de 

nucléotide phosphate rédui t .  

Les concentrations des d i f fé ren t s  subs t ra t s  en enzymes ont é t é  

choisies de façon t e l l e  que l e s  réactions 2 )  e t  3) ne so ien t  pas l imitantes 

c ' e s t -à -d i re  qu ' e l l e s  soient  rapides par rapport à l a  réaction 1 ) .  Les 

r é su l t a t s  obtenus montrent q u ' i l  ex i s t e  une a c t i v i t é  arginine kinase sur 

l e s  myofibri l les des f ib res  mécaniquement pelées de crabe. Cette a c t i v i t é  

exprimée par mg de protéines e s t  égale à 320.06 +/- 34.10 nmoles/min/mg 



(y +/- SEM, n = 2 )  à 17°C. Donc, 1  'enzyme permettant l a  transformation d'un excès 

d'ADP en ATP lorsque 1  'a rginine  phosphate ex i s t e  dans l e  mil ieu,  e s t  présente 

au sein des f i b r e s  musculaires t e s t é e s .  11 s ' e n  s u i t  que l a  contraction 

observée en présence d 'arginine  phosphate n ' e s t  pas une contraction de 

r igor  due à u n  excès d l A D P .  

En  concl usion, 1  'arginine phosphate ne modifie pas 1  'amplitude 

du largage calcique à p a r t i r  d u  RS. Celui-ci e s t  donc bien une conséquence 

de l ' a c t i on  de 1'ADP sur  l e  RS. Par contre ,  l a  cinétique de développement 

de l a  contraction e s t  nettement accélérée.  Cette accélérat ion peut ê t r e  

due s o i t  à une augmentation de l a  v i t e s s e  de largage s o i t  à une augmentation 

de la  vi tesse de formation des ponts en t re  l ' a c t i n e  e t  l a  myosine et/ou 

une diminution de l a  v i t e s s e  de détachement de ces mêmes ponts ( vo i r  

HISTORIQUE). Ce f a i t  se ra  abordé e t  d iscuté  dans l e  chapi t re  "DISCUSSION". 

I I I  - CONCLUSION 

Bien qu'une f a i b l e  f rac t ion (10 % )  de l a  contraction obtenue ne 

s o i t  pas due à une act ivat ion calcique des protéines con t rac t i l e s  par l e  

calcium largué mais à u n  é t a t  de r igor  d û  à 1  'excés d l A D P ,  1  'Adénosine- 

Di-Phosphate a  u n  e f f e t  propre sur  l e  réticulum sarcoplasmique t e l  q u ' e l l e  

indui t  u n  largage calcique d 'autant  plus important que l a  dose d l A D P  e s t  

élevée e t  que l a  charge calcique i n t r a r é t i c u l a i r e  e s t  importante. 

Le mécanisme de l ibéra t ion calcique f a i t  donc peut-être in tervenir  

1  ' ATPase cal cique d u  RS. 



EFFETS DES 1 NH IB ITEURS POTASS 1 QUES SUR LES PROTE1 NES 

CONTRACTILES ET LE RETICULUM SARCOPLASMIQUE, 

DansLle cadre de l'étude du couplage excitation-contraction effec- 

tuée par l'enregistrement simultané des courants ioniques membranaires et 

de la contraction, deux inhibiteurs des flux potassiques sont classiquement 

utilisés afin d'enregistrer un courant calcique non antagonisé par les cou- 

rants potassiques et d'établir la relation entre le courant entrant Ica 

et 1 'activité mécanique (voir Fig. 25). Les deux inhibiteurs potassiques 

les plus couramment utilisés sont : le chlorure de tétraéthylammonium (TEA) 

et la 4-aminopyridine (4 AP). 

1 - LE TETRAETHYLAMMONIUM " 

A - Courants ioniques membranaires et activité mécanique en présence 
de tétraéthylammoniurn. 

L'enregistrement simultané des courants ioniques membranaires 1 et 

de l'activité mécanique (T) obtenu à l'aide de la technique du double pont 

3 Une partie de cet te  étude a é té  effectuée en coZZaboration avec Laurence 

LECONTE dans Ze cadre de la préparation de son DEA (LECONTE, 1985) .  Les 

paragraphes concernés seront indiqués d'un astérisque ie). 



\ 

l 
T, V 100 msec 
1 IO msec 

F igure  56  : Comparaison des amp l i  tudes des courants  i on i ques  (1) e t  des 

tens ions  (T )  pour une d é p o l a r i s a t i o n  imposée ( V )  de 40 e t  60 mV e t  de 

durée 15  rnsec. 

A a en s o l u t i o n  phys io l og ique  normale 

B : en présence de TEA (50 mM) 

Fibre no 210879. 



de saccharose e s t  i l l u s t r é  à l a  f igure  56. Pour deux niveaux de dépolari- 

sa t ion imposée (40 e t  60 m V )  d 'une durée courte (15 msec) af in  de n'enre- 

g i s t r e r  que l a  composante phasique de 1  ' a c t i v i t é  mécanique (vo i r  Fig. 24) ,  

on compare l e s  enregistrements obtenus en solution physiologique normale 

(Fig. 56 A )  e t  en présence d'un inhibi teur  des courants potassiques : l e  

tétraéthylammonium ou TEA à une concentration de 50 mM ( F i g .  56 0 ) .  O n  

observe, en solution normale, l e s  courants ioniques d é c r i t s  par MOUNIER 

e t  VASSORT (1975 a  e t  b )  : - l e  courant ent rant  ( r i ) ,  r é s u l t a t  de 1  ' a c t i -  

vation simultanée avec des cinétiques s imi la i res  d u  courant ent rant  cal-- 

cique, I c a ,  e t  du courant so r tan t  potassique, IK1 ; - l e  courant so r tan t  

potassique t r a n s i t o i r e ,  I K ~  Le courant so r tan t  potassique r e t a r d é ,  1 ~ 2  

également d é c r i t  par MOUNIER e t  VASSORT (1975 a  e t  b )  n ' e s t  pas v i s i b l e  

car  la  durée de la  dépolarisat ion e s t  t rop courte pour permettre son dé- 

veloppement. Les courants I i  e t  1~~ se développent pour l e s  deux niveaux 

de polar isa t ion i l l u s t r é s .  I l s  sont  plus amples pour l a  dépolarisat ion 

imposée de 60 m V .  Simultanément, une contraction phasique appara î t ,  plus 

ample lorsque l a  dépolarisat ion imposée e s t  égale à 60 m V .  

En présence de TEA, l e  courant IK1 e s t  inhibé e t  l e  courant en- 

t r a n t  I i  devient de grande amplitude. La contraction phasique dépendante 

du courant ent rant  calcique e s t  t r è s  nettement augmentée en présence de 

TEA pour l e s  deux niveaux de polar isa t ion i l  1  ustrés ( F i  g . 5 6 ~ ) .  11 s  'en s u i t  donc 

que l'augmentation importante de I i  en milieu TEA n ' e s t  pas uniquement 

u n  démasquage par 1  ' inh ib i t ion  de 1~~  d ' u n  Ica déjà ex i s tan t  dans l e s  

conditions normales mais une augmentation r é e l l e  d u  f lux entrant  calcique. 



11 semblerait donc que 1 'augmentation de contraction phasique 

observée puisse être  due à une augmentation d u  courant calcique entrant.  

Cette augmentation pourrait ê t re  l e  résul ta t  d'un e f fe t  pharmacologique 

propre du TEA sur l e  canal calcique. Une autre hypothèse e s t  avancée : 

l e  courant sor tant  IK1 e t  l e  courant entrant Ica passeraient par l e  même 

canal e t  l e  flux sortant d'ions K' gênerait 1 'entrée des ions Ca. E n  pré- 

sence de TEA, 1 ' inhibition de I K ~  f a c i l i t e r a i t  donc 1 'entrée des ions Ca .  

Cependant, avant d'émettre ces deux hypothèses, i l  faut s ' assurer  

que l'augmentation de la  contraction phasique e s t  due uniquement à l 'aug-  

mentation de Ica .  Pour ce l a ,  i l  faut vér i f ie r  que l e  T E A  qui pénètre dans 

la cellule n'augmente n i  l e  largage calcique à partit- d u  RS,ni 1 ' a f f i n i t é  

des protéines contracti les vis-à-vis d u  calcium, ni la  tension maximale que 

les  protéines contracti les peuvent développer. Enfin, i l  faut également 

savoir si  l e  TEA inhibe ou non l e  pompage d u  calcium par l e  réticulum sar- 

coplasmique. Tester les e f fe t s  d u  TEA sur l e  réticulum sarcoplasmique e t  

sur les protéines contracti les f a i t  l 'ob je t  de l a  sui te  de l'exposé. 

B - Influence d u  tétraéthylammonium sur les protéines contracti les R 

Le b u t  de ce t te  sér ie  de manipulations e s t  l 'é tude de l ' influence 

du  chlorure de TEA (TEA Cl, 50 m M )  sur 1 ' a c t iv i t é  contracti le des f ibres  

musculaires pelées de Crabe, induite par les  solutions pCa définies dans 

1 e chapitre "Matériel e t  Méthodes". 

' Etant donnée la  var iab i l i té  des valeurs de tension obtenues d'une 

f ibre  à l ' a u t r e  pour une même concentration calcique, e t  ceci indépendam- 



ment du diamètre de ces f ibres ,  nous avons é té  amené à t e s t e r  successive- 

ment, sur une même fibre e t  dans les  conditions les plus identiques possi- 

bles,  les  réponses mécaniques induites par une solution de pCa donnée clas- 

sique e t  par une solution de même pCa additionnée de TEA Cl. 

, Deux contrôles préalables ont é té  effectués de façon à i )  vér i f ier  

que l e  RS n ' intervient  pas en modifiant la concentration calcique au niveau 

des protéines contractil es lorsque 1 e  chlorure de tétraéthyl ammonium es t  

présent dans l a  solution, i i )  dissocier les e f fe t s  propres d u  T E A  de ceux 

des ions chlorure. 

1. Contrôles expérimentaux 

a - Contrôle de la non-intervention du rétieuZvm -.-------------------------------------+-- 

Nous savons (voir Historique) que l e  RS joue u n  rôle capital dans 

la régulation d u  calcium, permettant en part icul ier  la  relaxation d u  muscle 

en captant activement l e  calcium sarcoplasmique e t  en l'accumulant. 

Il e s t  bien évident qu'en cas d'apport calcique sur la face sarco- 

plasmique de la membrane ré t icu la i re ,  les mécanismes de pompage du RS r i s -  

quent d 'ê t re  activés.  A 1  ' inverse,  l a  théorie "Ca-induced Ca release" 

permet d'envisager l'hypothèse d'un largage de calcium déclenché par l e  

calcium sensé t e s t e r  l ' a c t i v i t é  des protéines contract i les .  

C'est pourquoi nous nous assurons que l e  RS ne modifie pas la ré- 

ponse contract i le  induite par diverses solutions pCa. Pour cela ,  i l  es t  



après traitement au  br i j  : I l 

Figure 57 : ~ 8 1 e  d u  RS l o r s  de 1 ' a p p l i c a t i o n  d 'une  so lu t ion  ca lc ique  
tamponnée ( p c a  5 ' 5 )  e- prasence de TEA C l  (50 mM).  

La des t ruc t ion  du RS par l e  t r a i t emen t  b r i  j ne modifie pas 1 'ampli tude de 
l a  cont rac t ion  

Fibre no 050185. 



possible de dé t ru i re  l e  RS en imposant à 1 a . f i b r e  pelée u n  bain d'une heure 

dans une solut ion de b r i j  à 2 %. Ce détergent e s t  connu pour dé t ru i re  fonc- 

tionnellement l e  réticulum sarcoplasmique. Dans l es  conditions physio- 

logiques normales, ce contrôle a déjà é t é  rapporté ( vo i r  Fig. 38 ) .  Les 

r é su l t a t s  montrent que, avant e t  après destruction d u  RS, la  réponse méca- 

nique e s t  identique quelle que s o i t  l a  pCa t e s t é e .  11 nous e s t  cependant 

apparu important de répéter  ce contrôle en présence de T E A C I ,  puisque nous 

ignorions l ' i n f l uence  du TEACl su r  l e  comportement de l a  membrane du RS e t  

de 1 ' ATPase calcique.  

Afin d ' e f fec tuer  ce contrôle expérimental, une solution de concen- 

. t r a t ion  calcique pCa 5.8 contenant du TEACl a é t é  appliquée avant e t  après 

trai tement au b r i j .  La concentration calcique de pCa 5.8 a é t é  chois ie  

ca r  e l l e  ne permet pas, en présence de TEAC1, l e  développement d'une con- 

t r a c t i on  maximale (vo i r  Fig. 6 0 ) .  De ce f a i t ,  toute augmentation ou diminu- 

t ion  de l 'amplitude de l a  contraction après destruction du RS sera détec- 

t a b l e ) .  Avant traitement au bri j ,  on observe (Fig.  57 )  qu'après une latence 

de 253 secondes, une tension se  développe avec u n  temps de mise sous tension 

maximale égal à 147 secondes e t  a t t e i n t  u n  plateau d'une amplitude de 62 mg. 

La f i b r e  e s t  ensuite relâchée par plusieurs applicat ions de solut ion rela-  

xante ( R )  puis t r a i t é e  pendant 1 heure par une solution R contenant 2 % 

de b r i j .  Cette solution de b r i j  do i t  ê t r e  t r è s  souvent renouvelée ca r  la 

destruction du RS ent ra îne  une l ibé ra t ion  de calcium dans l e  milieu environ- 

nant l e s  protéines con t r ac t i l e s ,  e t  c e t t e  l ibé ra t ion  indu i t  l e  développement 

d'une contraction de longue durée qui f r a g i l i s e  la f i b r e .  Lorsque l e  t r a i -  

tement bri j e s t  terminé, la  f i b r e  e s t  lavée une dizaine de fois  à 1 'aide 

de l a  solut ion de lavage, af in  d 'él iminer toute  t race  de détergent. 



1 23.3mg 
50 sec 

4 min 4 4 -  

+ CI -  

Fiqure 58 : Effet de C I -  50 mM sur 1 ' a c t iv i t é  des protéines contracti les.  

La latence e s t  augmentée, la  tension s ' a f f a i b l i t .  

Fibre n o  080385. 



Ensuite, une solution pCa 5.8 + TEA Cl e s t  appl iquée à nouveau. On observe 

qu'après une latence de 300 sec,  une tension d'amplitude égale à 61.7 mg 

se  développe avec u n  temps de mise sous tension maximale égal à 620 sec. 

On peut conclure que la présence d u  RS non  chargé en calcium par 

l'expérimentateur ne modifie pas 1 'amplitude de 1 ' a c t i v i t é  mécanique des 

protéines contract i les .  Cependant, on observe u n  t rès  net ralentissement 

d u  développement de la contraction lorsque l e  RS es t  dé t ru i t .  Ce point 

sera discuté dans l e  chapitre "Discussion". 

e t  des ions  chZorures sur Zespro té ines  contractiZes b - ........................ ------------------- 
(Fig. 5 8 ) .  

Dans la mesure où l e  TEA dont nous désirons déterminer les effets  

sur les protéines contractiles e s t  apporté sous forme de chlorure, i l  es t  

intéressant de distinguer les e f f e t s  respectifs du T E A  50 mM e t  de Cl- 50 mM. 

Une solution de concentration calcique pCa 6.5 e t  une solution 

pCa 6.5 dans laquelle 50 mM de propionate de potassium o n t  é té  remplacés 

par 50 m~'de chlorure de potassium ( K C 1 )  sont testées successivement. 

Les anions perméants, t e l s  Cl-, o n t  la propriété de provoquer l e  

largage du calcium par l e  R.S. (voi r  Historique e t  par t ie  largage de ce 

chapitre) . Aussi, e s t - i l  encore nécessaire d'exclure. toute participation 

d u  RS par l e  traitement au b r i j ,  en tenant compte des d i f f icu l tés  que cela 

suppose. Nous avons donc réduit les  tensions mécaniques, mal supportées 

par la préparation, en é t i ran t  la  fibre à 110 % de sa longueur de repos 



seulement (au l ieu  de 120 %) e t  en la  soumettant à une concentration rela- 

tivement faible  de calcium (pCa 6 . 5 ) .  Ces précautions o n t  pour résu l ta t  de 

diminuer l ' i n t ens i t é  de la  réponse de la f ib re ,  e t  d'allonger considérable- 

ment latence e t  durée de mise sous tension. 

La figure 58 montre que, dans les conditions physiologiques norma- 

l e s ,  l 'application de l a  solution calcique (pCa 6.5) provoque une tension 

qui se développe lentement e t  dont les  caractéristiques sont : latence 220 

sec ; temps de mise sous tension maximale, 850 sec ; amplitude, 100 mg. 

Après relaxatioi dk la  f ib re ,  la  solution pCa 6.5 modifiée e s t  appliquée. 

Une tension se  développe après une latence de 470 secondes ; 1 e temps de 

mise sous tension maximale es t  égal à 860 secondes e t  1 'amplitude à 68 mg. 

En  présence de Cl- 50 mM, la  1 atence e s t  doublée e t  1 'ampl i tude 

de la contraction diminuée d'environ 30 % à pCa 6.5. Le temps de mise sous 

tension maximale ne semble pas modifié. 

2 .  Relation tension-pCa en présence de chlorure de 

tétraéthylammonium 

n - unatyse ---- ----------- des enregistrements (FZg.  59)  

La figure 59 i l l u s t r e  les contractions obtenues par application de 

solutions de concentations calciques variées (pCa 6.0, 5.0 e t  4.8) en absence 

e t  en présence de TEA Cl. 



Que ce s o i t  en absence ou en présence de TEA Cl,  on observe que 

plus l a  pCa e s t  f a i b l e  (c ' e s t -à -d i re  l a  concentration calcique é l evée ) ,  

plus l 'ampli tude de l a  contraction e s t  grande e t  plus l e s  temps de latence 

e t  de mise sous tension maximale sont diminués. La comparaison des tensions 

obtenues sans e t  avec TEA Cl amène quelques remarques : 

- à pCa 6 . 0 ,  la  tension obtenue en absence de TEA Cl a t t e i n t  une amplitude 

de 288 mg, valeur égale à 78 % de la  tension maximale obtenue avec une 

solution pCa 4.8. La latence e t  l e  temps de mise sous tension maximale sont 

respectivement 95 sec  e t  82 sec.  Pour une même concentration calc ique,  mais 

c e t t e  fo i s  en présence de T E A  Cl,  1 'amplitude de l a  tension observée (43 mg) 

e s t  considérablement rédui te .  Cette valeur correspond à 12 % de l a  tension 

maximale obtenue avec une solution pCa 4.8 contenant du TEA Cl. La latence 

e t  l e  temps de mise sous tension sont augmentés. Leurs valeurs son t  respec- 

tivement 122 sec e t  135 sec.  

- à pCa 5.8,  l e s  différences vont dans l e  même sens. Sans TEA Cl,  l 'ampli tude 

de l a  tension e s t  égale à 323 mg c ' es t -à -d i re  87 % de l a  contraction maximale 

en absence de TEA Cl. La latence e t  l e  temps de mise sous tension maximale 

sont  égaux respectivement à 45 sec e t  72 sec .  En présence de TEA Cl l 'ampli-  

tude e s t  diminuée e t  l a  latence e t  l e  temps de mise sous tension maximale 

sont t r è s  nettement augmentés. En e f f e t ,  l e s  caractér is t iques  de l a  contrac- 

t ion sont l e s  suivantes : amplitude 144 mg (40 % de l a  contraction maximale 

en présence de TEA Cl ) ; la tence ,  210 sec ; temps de mise sous tension 

maximale, 435 sec .  



sans T E A - C l  avec  T E A - C I  

Figure 59 : Effe t  du  TEA Cl ' à  di f fé ren tes  pCa. 

La cinétique e s t  affectée pour toutes l e s  valeurs de pCa. 

L'amplitude de l a  contraction e s t  inchangée à pCa 4.8,  e l l e  e s t  diminuée 

pour des concentrations calciques pl us fa ib les  e t  ceci d ' au t an t  plus que 

l a  pCa e s t  élevëe.  

pCa 6.0 e t  4.8 : fibre no 151284. 

pCa 5.8 : fibre no 080285. 



- pour une pCa de 4.8, les contractions sont d'amplitude comparable dans 

les deux milieux tes tés  (369 mg sans e t  363 mg avec TEA Cl) mais la ciné- 

tique e s t  ralentie en milieu TEA Cl puisque sans TEA Cl la latence e s t  nulle 

e t  l e  temps de mise sous tension maximale égal à 72 sec,  alors qu'en milieu 

TEA Cl une latence de 36 sec apparaît e t  l e  temps de mise sous tension 

maximale e s t  de 110 sec. 

Ces résultats permettent de mettre en évidence une t rès  nette 

diminution de la sens ib i l i t é  des protéines contracti les au calcium e t  u n  

ralentissement t rès  net de la mise sous tension dans u n  milieu contenant 

d u  chlorure de tétraéthylammonium. Cependant, 1 ' in tens i té  de 1 ' ac t iv i té  

mécanique maximale induite par une pCa de 4.8 es,t inchangée. 

b - Etablissement de Za courbe tension2Ca (Fig. 60)  ................................. -- 
-. 

Des résultats similaires obtenus sur une autre f ibre  sont i l l u s t r é s  

à l a  figure 60 sous la forme d'une courbe exprimant l'amplitude de la con- 

traction en fonction de pCa (relat ion T/pCa). Les amplitudes o n t  é té  re- 

portées en pourcentage de la contraction maximale induite dans les deux 

milieux pour pCa 4.8. On observe qu'en absence de TEA Cl l e  seuil de déclen- 

chement de la  contraction se s i tue  pour une pCa égale à 6.6 .  Puis, plus la 

pCa est  . fa ible ,  plus 1 'ampli tude 'de qa tension e s t  grande ; el l e  a t t e in t  u n  

maximum pour une pCa voisine de 6.0. Ce maximum se maintient pour des pCa 

plus faibles.  La valeur de pCa pour laque1 l e  la tension e s t  égale à 50 % 

de la tension maximale (pCaS0) e s t  égale à 6 .46 .  

En présence de TEA Cl l a  courbe T/pCa e s t  t r è s  nettement déplacée 

vers les pCa plus faibles .  Le seuil de développement de la contraction e s t  



Conditions normales 
O TEA CI 50mM 

Figure 60 : Evolution de l  'amplitude de la contraction relat ive (ordonnée) 

en fonction de la valeur de pCa (abscisse) dans les conditions normales 

( 0 ) e t  en présence de TEA C l  (50  mPl) ( O ) .  

Sans TEA CZ fibre no 150484 

Avec TEA CZ fibre no 151284 



voisin de pCa 6.3. L'amplitude de l a  contraction a t t e i n t  i c i  u n  maximum 

pour une pCa égale  à 4.8. Pour des pCa plus fa ib les  (pCa 3.5) ce maximum 

e s t  maintenu. La valeur de pCa pour laquel le  l a  tension e s t  égale à 50 % 

de Tmax e s t  égale à 5.8. 

En conclusion, t r o i s  points peuvent ê t r e  mis en évidence : 

- l e  déplacement d u  seu i l  de 0.4 unités pCa vers les  pCa plus fa ib les  

en présence de T E A  Cl met en évidence une diminution de l a  s e n s i b i l i t é  des 

protéines con t rac t i l e s  au calcium. 

- l a  t r è s  ne t t e  diminution de l a  valeur de pCaSO en milieu TEA Cl 

met en évidence une diminution importante de l ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques 

de 1  a  troponine. 

- l a  diminution de la  pente de l a  re la t ion  T/pCa en milieu T E A  Cl 

sera i  t 1 ' i ndi co d ' une diminution d u  nombre de s i  t e s  ca t ci  ques de 1 a  tropo- 

nine impi iqués dans 1 ' a c t iva t ion  de la  contraction.  E q  e f f e t ,  l e s  valeurs 

du coef f i c ien t  de Hill ( nH)  en conditions normales e t  en présence de TEA (50 mM)  

sont respectivement égales à 5.74 e t  2.29. Les coeff ic ients  de corré la t ion 

sont 0.99 e t  0.94. 

c - Réversibilité (Fig. 61) ------------- 

Connaissant l e s  e f f e t s  importants du T E A  Cl su r  l e s  protéines con- 

t r a c t i l e s ,  nous avons voulu savoir  s i  ce t  e f f e t  é t a i t  révers ib le .  C ' e s t  

pourquoi nous avons effectué  1  'expérience i l l u s t r é e  à la  f igure 20. Une 

solution pCa 5.8 a  é t é  appliquée. Une contraction ( a )  se  développe avec 

une amplitude de 237 mg, une latence e t  u n  temps de mise sous tension 

maximale respectivement égaux à 85 sec e t  121 sec.  Après relaxation induite 



40 sec 

iigure 61 : Réversibilité d'action du TEA Cl sur les protéines contractiles. 

Pour une pCa 5.8 et-après une contraction en présence de TEA Cl, la cinétique 

et l'amplitude de la tension sont rétablies par un retour aux conditions 

normal es. 

Fibre no 190685. 



par application multiple de la solution relaxante (R),  une solution de même 

pCa contenant du T E A  Cl e s t  appliquée. Une contraction ( b )  se  développe 

alors lentement avec une latence de 528 sec e t  u n  temps de mise sous ten- 

sion maximale de 375 sec ; e l l e  a t t e in t  u n  plateau de 224 mg d'amplitude. 

Une fois relâchée la solution pCa 5.8 e s t  à nouveau appliquée. Les caracté- 

rist iques de la  contraction ( c )  obtenue sont les  suivantes : amplitude, 

239 mg ; latence 90 sec ; temps de mise sous tension maximale 128 sec. 

Cette expérience confirme la diminution de 1 'amplitude de la con- 
. .- 

traction induite par pCa 5.8 ainsi que l e  ralentissement de son développe- 

ment sous l ' inf luence du TEA Cl. L 'effet  d u  TEA Cl s 'avère réversible puisque 

une nouvelle application de la solution pCa 5.8 sans TEA induit u n  retour 

à des caractéristiques proches de celles de la première contraction. Notons 

cependant que la  récupération de l a  cinétique de la  contraction n ' e s t  pas 

to ta le .  Nous pensons que ce f a i t  n 'es t  pas d û  i une révers ib i l i té  par t ie l le ,  

mais à u n  léger e f f e t  de fatigue de la préparation. 

En conclusion, l e  traitement classique exécuté entre deux contrac- 

t ions ,  c 'es t -à-dire  l 'application de la solution R puis l e  double lavage 

par la solution W ,  s u f f i t  à éliminer les e f fe t s  d'un bain préalable de 

TEA Cl sur les tensions pCa à venir. Nous verrons l'importance de ce t te  

constatation pour l ' é tude  d u  pompage calcique par l e  RS en présence de 

TEA Cl. 

3 - Conclusion 

Les e f f e t s  d u  chlorure de tétraéthylammonium sur les protéines con- 

t r ac t i l e s  sont t e l s  que la sens ib i l i té  des protéines contracti les a u  calcium, 



l ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques de l a  troponine e t  l e  nombre de s i t e s  

calciques impliqués dans l a  contraction sont nettement diminués. Nous avons 

montré également que ces e f f e t s  ne sont  dus ni à une modification du com- 

portement de l a  f i b r e  par l e s  contractions préalables indui tes  par des solu- 

t ions  sans TEA Cl (voir  Fig. 37) n i  à une conséquence d'un e f f e t  du T E A  Cl 

sur  l e  réticulum sarcoplasmique qui cap ture ra i t  ou l a rguera i t  des ions 

calciques (vo i r  Fig. 5 7 ) .  De plus,  l e s  e f f e t s  observés sont largement a t t r i -  

buables à une act ion propre d u  tétraéthylammonium e t  non des ions chlorures,  

car  nous avons rapporté (vo i r  Fig. 58) qu'en présence de chlorures une 

contraction indu i te  par pCa 6 . 5  (50 m M )  n ' e s t  diminuée que de 30 % a lo rs  

qu'en milieu TEA Cl e l l e  e s t  totalement inhibée. Le temps de mise sous 

tension maximale, inchangé en présence d ' ions  chlorures ,  e s t  t r è s  nettement 

augmenté en milieu TEA Cl. Seul l 'allongement de la  latence observée en 

présence de TEA Cl pourrai t  ê t r e  imputé aux ions chlorures.  

C - Tétraéthyl ammonium e t  réticulum sarcopl asmi que 

Notre proje t  e s t  1  'étude des e f f e t s  d u  TEA Cl sur  l a  capacité de la  

membrane r é t i c u l a i r e  à larguer l e  calcium e t  sur  1  ' e f f i c a c i t é  de 1  'ATPase 

calcique de c e t t e  même membrane à f a i r e  en t r e r  l e  calcium dans l a  lumière 

d u  réticulum sarcoplasmique. Nous envisageons ini t ialement d ' e f fec tuer  c e t t e  

étude en évaluant 1 'ampl i  tude d u  largage e t  1  ' i n t ens i t é  d u  pompage par 

l ' i n te rmédia i re  de la  mesure de l 'ampli tude de la  tension mécanique déve- 

loppée. Or, l e s  e f f e t s  importants du PEA Cl sur  l e s  protéines con t r ac t i l e s ,  

déc r i t s  au chap i t re  précédent, nous ont amené à reconsidérer l a  question. 

En p a r t i cu l i e r ,  dans l e  cas de l ' e t u d e  du largage, i l  e s t  impossi- 

ble de fa i re  a g i r  l e  TEA Cl sur  l a  l i bé r a t i on  de calcium sans ,  en même temps, 



modifier la réponse des protéines contracti les.  La technique de l 'arsenazo 

I I I  présentée dans l e  chapitre "Matériel e t  Méthodes" nous permettra-donc 

de détecter plus directement 1 'amplitude du largage calcique, par la mesure 

de la  variation d'absorption lumineuse proportionnelle à la variation de la 

concentration ca1cique.d~ myoplasme. Cette technique nous permettra égale- 

ment, après avoir pris soin de déterminer les courbes d'étalonnage en milieu 

caféinique e t  en milieu caféine + TEA Cl, de quantifier l e  largage calcique. 

Dans 1 'étude de 1 ' e f f e t  du TEA Cl sur l e  pompage, bien que l e  

protocole expérimental s o i t  te l  qu ' i l  ne nécessite pas l 'appl icat ion de 

la  drogue pendant l e  développement de l ' a c t i v i t é  mécanique des protéines 

contracti les mais pendant la charge calcique préalable d u  RS, nous avons 

effectué certaines expériences en arsenazo af in d'évaluer avec plus de pré- 

cision l e  largage consécutif S u n  pompage modifié ou non par l e  TEA Cl. 

Pour d'autres expériences, l e  largage calcique a é té  simplement évalué 

par l e  développement de 1 ' ac t iv i t é  mécanique. 

Nous allons donc dans ce paragraphe présenter les résul ta ts  

r e l a t i f s  aux ef fe ts  du  TEA Cl su r ,  d'une part l e  largage calcique e t ,  

d 'autre part 1 ' a c t iv i t é  de 1 'ATPase calcique. 

X 
1. Largage d u  calcium par l e  réticulum sarcoplasmique 

a - Action du chZormre de t é t raé thy lmon iwn  .............................. -------- 

Les ef fe ts  d u  TEA Cl 50 mM sur le  largage calcique sont i l l u s t r é s  

à l a  figure 62. Le protocole expérimental e s t  ainsi  défini : la f ibre  montée 

dans la solution relaxante e s t  lavée deux fois dans la solution W + 0 .1  mM 
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Fiaure 62 : Effet du TEA Cl sur  l e  largage calcique. 

Enregistrements de l a  tension caféinique ( T )  e t  d u  signal d i f f é r en t i e l  

(D i f f . )  en arsenazo I I I  (Ars 0.1 m M )  indui te  par une solut ion caféinique 

20 mM sans TEA Cl (Caf 20) ou avec TEA Cl 56 mM (Caf 20 + TEA Cl) apres 

une charge calcique maximale (pCa 6.6, 5 min.). 

A : largage indui t  en absence de TEA Cl 

B : largage indui t  en présence de TEA Cl. 

Fibre no 110785. 
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arsenazo. Le niveau zéro e s t  réglé  à c e t t e  occasion. Puis l e  RS e s t  chargé 

pendant 5 minutes; par une solut ion pCa 6.6 sans arsenazo af in  de ne pas 

ché la te r  l e  calcium présent dans la  solution e t  par voie de conséquence 

diminuer la  concentration en calcium l i b r e  de c e t t e  solut ion.  Après u n  au t re  

double lavage ( W  e t  0.1 mM arsenazo) , permettant d 'él iminer toute  t r a ce  de 

calcium de l a  solut ion précédente, l e  largage e s t  i n d u i t  en absence ou en 

présence de T E A  Cl, par une solution de caféine 20 mM contenant 0.1 mM 

d'arsenazo. Le développement de l a  contraction (T) e t  l a  variat ion d'ab- 

sorption 1  umi neuse au ni veau du signal d i f f é r en t i e l  (Di f f .  ) sont enregis t rées  

simultanément. 

On observe qu'en absence de TEA Cl (Fig.  62 A )  une contraction 

d'amplitude égale à 1027 mg s e  développe sans la tence ,  avec u n  temps de 

mise sous tension maximale de 10 secondes. Simultanément, une augmentation 

de l ' absorpt ion d i f f é r e n t e i l l e  de 1125 mV apparaCt avec u n  temps de montée 
t 

égal à 9 secondes. D'après l a  courbe d'étalonnage l a  variat ion d 'absorption 

lumineuse observée équivaut à u n  accroissement de l a  concentration calcique 

dans l e  myoplasme de 116 uM.  

En présence de TEA Cl (Fig. 62 B )  1  'amplitude de la  tension e s t  

de 300 mg, l a  latence nulle e t  l e  temps de mise sous tension maximal égal 

à 17 secondes. Le signal  d i f fé ren t ie l  n'accuse aucune var ia t ion notable. 

Ce r é su l t a t  observé sur  3 autres f ib res  nous conduit donc à conclure 

qu'en présence de TEA Cl l e  largage calcique e s t  fortement diminué. 

L'absence de signal  d i f fé ren t ie l  a lo r s  qu'une contraction se  déve- 

loppe sera discuté dans l e  chapitre "Discussion". 
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Figure 63 : Induction d'un largage calcique par l e s  ions chlorure.  

Enregistrement d'une contraction induite par 50 mM d ' ions  chlorures 

(Cl-  50 mM) après une charge calcique de longue durée ( 5  min, pCa 6 . 6 ) .  

Fibre no 030385. 



Cette nette diminution du largage calcique semble ê t r e  l e  résu l ta t  

d'un e f fe t  propre du TEA e t  non celui d'une action des ions chlorures 

puisqu'il e s t  depuis longtemps connu que les  ions chlorures induisent au 

contraire d u  TEA Cl un largage calcique. Nous avons cependant voulu vér i f ie r  

s i  t e l  é t a i t  l ' e f f e t  de 50 mM de chlorure sur la f ibre  musculaire de Crabe. 

- e t  des ions chZorure sur Ze Z q a g e  caZciquequr b EfL ,,,,,,,-,,-,.-, - ------- -- -- 
Ze RS ( F i g .  63)  ---- 

Dans la mesure où nous voulions simplement vér i f ie r  que les  ions 

chlorures ont u n  e f f e t  opposé au TEA Cl sur  l e  largage calcique, i l  ne 

nous a pas semblé nécessaire d ' u t i l i s e r  une technologie lourde e t  d'analyse 

complexe t e l l e  que la technique de l 'arsenazo I I I  dans cet te  expérience. 

Par conséquent l e  largage calcique a é t é  évalué par l e  seul développement 

de la contraction. 

Le réticulum sarcopl asmi que e s t  chargé dans 1 es mêmes conditions 

que cel les  décrites à l a  figure 62 c 'es t-à-dire  par une solution pCa 6 . 6  

durant 5 minutes. Après avoir lavé deux fois la f ibre ,  une solution W mo- 

dif iée es t  appliquée (50 mM de propionate de potassium sont remplacés par 

50 mM de chlorure de potassium. O n  observe l e  développement d'une con- 

traction de 77 mg avec u n  temps de mise sous tension maximale égal à 

60 secondes. 

c - Conclusion ---------- 

Le chlorure de tétraéthylammonium à une concentration de 50 mM 

diminue fortement l e  largage calcique. La diminution induite par l e  seul 



ion tétraéthylammonium d o i t  ê t r e  encore plus importante que c e l l e  observée 

à l a  figure 22 puisque 1  ' ion chlorure a  u n  e f f e t  inverse de st imulation 

d u  1  argage cal  ci  que. 

* 
2 .  Capture du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique 

Afin de déterminer 1 ' inf luence d u  T E A  Cl sur  l a  capture du cal ci  u m  

par 1  'ATPase calcique d u  RS, l e s  expériences sont  effectuées en présence 

d'arsenazo I I I .  
. . 

Le protocole expérimental e s t  l e  suivant : l a  f i b r e  montée dans l a  

solution relaxante e s t  lavée deux fo i s  par l a  solution de lavage W contenant 

0.1 mM d'arsenazo. Le RS e s t  ensui te  chargé 'par une solut ion pCa 6 . 6  avec ou 

sans TEA Cl (50 m M )  ne contenant pas d'arsenazo a f i n  de ne pas chéla ter  l e  

calcium. Après u n  temps de charge var iable  (10 s ec ,  5 min), l a  solution W 

contenant de l 'arsenazo e s t  à nouveau appliquée a f i n  d ' ô t e r  toute  t r ace  

d ' ions  calcium de la solut ion précédente, puis la  f i b r e  e s t  soumise à l a  

solution caféinique (20 mM) contenant 0.1 mM arsenazo. 

Action du chZorure de t é t r a é t h ~ l m o n i w n  sur une _____________----------------- ----------------- 
charge calciaue inframaximaZe --- ------------- ---------- 

Expériences effectuées en présence d'arsenazo . 

La f igure  64 i l l u s t r e  l e s  r é su l t a t s  obtenus sur  une même f i b r e  

après 10 secondes de charge calcique sans puis avec TEA Cl (50 m M ) .  La durée 

de 10 sec a  é t é  choisie ca r  l ' o n  s a i t  d 'après des travaux préalables 

( vo i r  Fiq. 34) qu 'e l  l e  e s t  insuf f i san te  ,. en absence de TEA Cl , pour 



induire  une charge maximale d u  RS. De ce f a i t  tou te  augmentation éventuelle 

de l a  charge calcique sous l ' e f f e t  d u  TEA Cl sera  décelable. De haut en 

bas sont  reportées l a  contraction musculaire (T) e t  l a  var ia t ion d 'absorption 

lumineuse du signal d i f f é r en t i e l  660 nm - 570 nm mul t ip l ié  par 10 (Di f f . ) .  

Le niveau de référence des enregistrements des var ia t ions  d'absorption lu- 

mineuse correspond au niveau enregis t ré  en solut ion W contenant 0.1 mM 

arsenazo. 

Lorsque l a  charge calcique a  é t é  effectuée en absence de TEA Cl 

(Fig.  64 A), on observe l o r s  de 1  'applicat ion de l a  solution caféinique 

(20 mM)  , l e  développement d 'une contraction d'amplitude égale à 255 mg e t  

simultanément une augmentation d'absorption lumineuse d i f f é r en t i e l  1 e  égale 

à 2100 m V .  Le temps de mise sous tension maximale e s t  de 21 sec e t  l e  

temps de montée d u  signal d i f f é r en t i e l  proche de 28 sec .  D'après la  courbe 

d'étalonnage du signal d i f f é r en t i e l  en milieu caféinique (20 mM) sans TEA, 

1  'augmentation de 1  a  concentration cal ci que myopl asmi que mesurée par 1  ' a r -  

senazo e s t  égale ,  dans c e t t e  expérience à 216.49 P M .  11 s ' e n s u i t  donc que 

l a  qua l i t é  globale de calcium larguée e s t  égale à 216.49 PM à laquel le  

s ' a j o u t e  la  quant i té  de calcium f ixée  sur  l a  troponine enregis t rée  à l ' a i d e  

de l a  contraction.  

Une expérience identique a  é t é  effectuée en présence de TEA Cl 

(50 m M )  dans l a  solution de charge (Fig. 64 B ) .  Les r é su l t a t s  montrent que 

l o r s  de 1  'applicat ion de l a  solution caféinique,  une contraction de 210 mg 

se  développe e t  une augmentation d'absorption lumineuse du signal différen- 

t i e l  égale à 1550 mV apparaî t .  Le temps de mise sous tension maximale e s t  

égal à 208 sec e t  l e  temps de montée d u  signal d i f f é r en t i e l  e s t  voisin de 
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Figure 64 : Effet du TEA Cl sur  l a  capture de 'calcium par 1 e RS pour une 

charge de durée 10 secondes. 

Enregistrements de l a  tension caféinique ( T )  e t  d u  signal d i f fé ren t ie l  

(Di f f  . )  en arsenazo I I I  (Ars. 0.1 m M )  indui te  par une sol ution caféinique 

20 mM (Caf 20) après une charge calcique inframaximale du RS (10 s ec ,  

pCa 6.6) en absence ( A )  ou en présence ( B )  de TEA Cl (50 m M ) .  

Fibre no 090785. 



253 sec. D 'ap rès  l a  courbe d ' é t a l o n n a g e  du s i g n a l  d i f f é r e n t i e l  ob tenue en 

m i l  i e u  c a f é i n i q u e  (20 mM) sans TEA, 1  ' augmen ta t i on  d ' a b s o r p t i o n  lumineuse 

observée co r respond  à un acc ro i ssemen t  de l a  c o n c e n t r a t i o n  c a l c i q u e  myoplas- 

mique de 159.79 PM. Donc, l o r s q u e  l a  charge c a l c i q u e  a  é t é  e f f e c t u é e  en 

présence de TEA C l ,  l e  l a r g a g e  c a l c i q u e  c o n s é c u t i f ,  mesuré p a r  l ' a m p l i t u d e  

du s i g n a 1  d i f f é r e n t i e l  e t  1  ' a m p l i t u d e  de l a  c o n t r a c t i o n ,  e s t  d im inué .  La 

v i t e s s e  de l a r g a g e ,  éva luée  p a r  l e  temps de montée du s i g n a l  d i f f é r e n t i e l  

e t  l e  temps de mise sous t e n s i o n  maximale,  e s t  p l u s  f a i b l e .  

En c o n c l u s i o n ,  on observe un l a r g a g e  r é d u i t  e t  moins r a p i d e  après  

une charge c a l c i q u e  en présence de TEA C l .  C e t t e  d i m i n u t i o n  du l a r g a g e  e s t  l a  

conséquence d ' u n e  q u a n t i t é  r é d u i t e  de c a l c i u m  d i s p o n i b l e  dans l e  R S .  Cela 

s i g n i f i e  que l a  charge c a l c i q u e  i n d u i t e . - p a r  l a  s o l u t i o n  pCa 6 .6  d u r a n t  10 

secondes a  é t é  r é d u i t e  p a r  l a  présence du TEA C l .  

Expér iences e f fec tuées  en absence d 'a rsenazo  

C e r t a i n e s  expér iences  i d e n t i q u e s  à c e l l e  exposée dans l e  paragraphe 

p récéden t  o n t  é t é  e f fec tuées en absence d 'a rsenazo .  L ' a m p l i t u d e  du l a r g a g e  

c a l c i q u e  a . é t é  éva luée  p a r  l ' a m p l i t u d e  de l a  t e n s i o n .  Les r é s u l t a t s  obtenus 

après  une cha rge  c a l c i q u e  à l ' a i d e  de l a  s o l u t i o n  pCa 6.6 pendant 10 sec 

sans p u i s  avec TEA C l  s o n t  résumés dans l e  t a b l e a u  c i -dessous  : 



@ t t t \ . ~  Les résuZtati sont présentCs sors La forne Z +/- .% (erreur 

standard par rapport 13 Za moyenne). 

O n  observe comme dans l e s  expériences effectuées à l ' a i d e  de 

l 'arsenazo une diminution de 1  'amplitude d u  largage calcique t raduisant  

une a l t é ra t ion  du pompage calcique par l e  TEA C l .  

Action du chZorure de té traéthylmoniwn sur une .......................... --------------- 
charge calcique mmirnale --- ----------- 

Une expérience identique à ce1 l e  i l  lus t rée  à la  f igure 63 a  é t é  

réa l isée  après charge calcique d u  RS à l ' a i d e  de l a  solut ion pCa 6 . 6  Pen- 

dant 5 minutes (Fig. 65) .  Le protocole expérimental, excepté l e  temps de 

charge, e s t  rigoureusement identique à celui  u t i  1 i s é  dans 1  'expérience de 

l a  f igure 24. Notons que l a  durée de 5 minutes a  ë t é  choisie ca r  des expé- 

riences préalables (voir  Fig. 34) ont montré q u ' e l l e  permet une cha'rge 

calcique maximale du RS. 



Les r é su l t a t s  montrent que dans l e  cas d ' u n  pompage e f fec tué  en 

absence de TEA Cl , 1 'appl i  cation de 1  a  sol ution caféi ni que indu i t  une 

augmentation d'absorption 1  umineuse d u  s ignal  d i f f é r en t i e l  d'ampl i  tude 

égale à 800 mV e t  l e  développement d'une tension biphasique dont l e  pic 

e t  l e  plateau sont  d'amplitudes respectivement égales à 217.5 mg e t  150 mg. 

Le temps de montée du signal d i f fé ren t ie1  e t  l e  temps de mise sous tension 

maximale sont respectivement 32.25 sec e t  1.75 sec.  D'après l a  courbe 

d'étalonnage l'augmentation de l a  concentration calcique mesurée par 

1  'arsenazo e s t  égale à 82.47 pPI1. 

Lorsque l e  pompage a  é t é  ef fectué  en présence de TEA Cl (50 mM) u n  

signal d i f f é r en t i e l  de 850 mV apparaît  e t  une tension biphasique s e  déve- 

loppe. L'amplitude du pic e s t  égale à 165 mg puis la  tension se  s t a b i l i s e  

à une amplitude de 66.25 mg. Le temps de montée d u  signal d i f f é r en t i e l  e t  

l e  temps de mise sous tension maximale sont 61.5 sec e t  1 .5  sec respect i -  

vement. Dans ces condit ions,  l ' a rsenazo a  mesuré une augmentation de concen- 

t r a t i on  calcique myoplasmique égale à 87.63 Pm. 

Les r é su l t a t s  obtenus dans l e  cadre de ce t t e  dernière expérience 

sont diff ici lement analysables puisque l ' o n  observe une t r è s  légère  aug- 

mentation de la  @a] myoplasmique mesurée par 1  'arsenazo e t  une ne t t e  di-  

minution de l a  contraction.  Cette diminution de l a  contraction e s t  due à 

une diminution de l a  quant i té  de calcium f i xé  sur  la  troponine puisque nous 

savons qu ' i l  n ' y  a  pas d ' e f f e t  rémanant d u  TEA Cl sur l e s  protéines contrac 

t i l e s  après u n  double lavage à 1  'a ide  de l a  solution W (vo i r  Fig. 61) .  

L'importance de l a  diminution de l a  tension (55.83 % )  comparée à l a  f a ib le  

augmentation d u  calcium myoplasmique (6.25 % )  1  a i s se  supposer que lorsque 

l e  pompage a  é t é  ef fectué  en présence deTEA Cl,  l e  largage calcique e s t  

diminué, conséquence d'une diminution de l a  charge calcique maximale du RS. 

Cette conclusion e s t  renforcée par l a  diminution de l a  v i t esse  de largage 
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F i q u r e  65 : E f f e t  du TEA C l  su r  l a  cap tu re  de ca lc ium pa r  l e  RS pour une 

charge de durée 5 minutes. 

Enreg is t rements  de l a  t e n s i o n  c a f é i n i q u e  ( T )  e t  du s i g n a l  d i f f é r e n t i e l  

( D i f f . )  en arsenazo I I I  (A r s  0.1 mM) i n d u i t s  pa r  une s o l u t i o n  c a f é i n i q u e  

20 mf! (Caf 20) après une charge c a l c i q u e  maximale du RS (5  min, pCa 6.6) 

en absence (A) ou  en présence ( B )  de TEA C l  (50  m M ) .  

FZbre no 050785. 



observée au niveau du s i  gnal d i f fé ren t ie l  . L'existence de tensions bi phasi ques 

rend 1 'analyse des temps de mise sous tension maximale i n u t i l i s a b l e .  Ce 

phénomène se ra  d iscuté  dans l e  chapi t re  "Discussion". 

c - Conclusion ------- 

Les r é su l t a t s  montrent que l e  chlorure de tétraéthylammonium diminue 

l a  v i tesse  de capture du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique puisque la 

quanti té  de Ca présente dans l e  RS après une charge calcique inframaximale 

e s t  in fé r ieure  lorsque l e  chlorure de tétraéthylammonium e s t  présent dans 

l a  sol ution de charge. Des modes d ' ac t ion  possibles du tétraéthylamrnonium 

au niveau de 1 'ATPase calcique seront  discutés dans l e  chapi t re  "Discussion". 

3. Influence du TEA su r  l e  mécanisme de "calcium-induced 

calcium release" 

Dans l e  cadre de ce t t e  étude deux types d'expériences o n t  é t é  réa- 

l i s é s .  D'une pa r t ,  nous avons déterminé 1 ' e f f e t  d'une concentration donnée 

de TEA sur  l a  contraction induite par une solution de concentration calcique 

f a ib l e  a ins i  que sur  l a  plus p e t i t e  concentration calcique capable d ' indu i re  

u n  largage calcique à pa r t i r  du RS. D'autre pa r t ,  nous avons é tudié  1 ' e f f e t  

de concentrations variées de TEA sur  u n  largage calcique indu i t  par une 

solution de concentration calcique ' f a ib le  additionnée de 0.5 mM de caféine.  

a - ModQications des caractéristiques du mécanisme de --- ........................ ---l----------e-- 

"Ca-induced Ca release " p a r  Ze TEA ...................... --------- 

L'action d u  TEA sur l e  largage calcique indui t  par une solution de 



20 sec 

II, /LL- 

Ca,+TEA R R 
+ 5pM EGTA 

Ca,+TEA 
+7.5pM EGTA 

1 4  / 1 
/ 1 

Ca,+TEA 
+10vM EGTA 

Figure 66 : Influence d u  TEA Cl sur  l e  mécanisme de "Ca-induced Ca re lease" .  

De haut en bas, enregistrements des contractions induites après charge 

calcique maximale (pCa 6 . 6 ,  5  min) du RS, par une solution de concentration 

calcique fa ib le  (Caf) ( l è r e  i i g n e  de t r a cé )  : 

- en présence de TEA Cl 10 mM: Caf + TEA (2ème l igne de t r a c é )  

- en présence d'EGTA ajouté à l a  solut ion Caf + TEA aux doses de 

5 ,  7 . 5  e t  10 P M  (3ème, 4ème e t  5ème 1  i  gnes de t r a c é s ) .  

Les contractions sont  relâchées par l a  solut ion relaxante R .  

Fibre no 081182. 



concentration calcique f a ib l e  a é t é  étudiée à 1 'aide de 1 'expérience i l -  

l u s t r é e  à l a  f igure 66. Après avoir  chargé l e  RS en calcium (pCa 6.6,  

5 min), une solut ion de concentration calcique f a ib l e  e s t  appliquée. Une 

contraction d'amplitude égale à 156.75 mg s e  développe en 50 sec .  La f ib re  

s e  relâche l o r s  de l ' app l ica t ion  de l a  solut ion relaxante.  Le RS e s t  une 

nouvel l e  foi  s chargé, une sol ution de concentration cal ci  que f a i  bl e con- 

tenant  10 mM de TEA e s t  amenée dans l a  cuve expérimentale. Une contraction 

plus fa ib le  (132 mg) s e  développe avec u n  temps de mise sous tension maximale 

comparable à celui  observé en absence de T E A ,  puisqu' i l  e s t  égal à 53 sec. 

Le TEA d imi  nue donc faiblement 1 'ampl i  tude du 1.argage cal c i  que 

indu i t  par l e  mécanisme de "Ca-induced Ca re lease" .  

Afin de déterminer s i  l e  TEA modifie l a  valeur de la  plus p e t i t e  

concentration calcique capable d ' indu i re  u n  largage calcique à p a r t i r  d u  

RS, une expérience comparable à c e l l e  rapportée à la  f igure  44 a é t é  effec- 

tuée.  Après l a  charge calcique du RS, des solut ions  de concentration calcique 

f a ib l e  contenant du TEA (10 m M )  e t  des concentrations variées dlEGTA 

( 5 ,  7.5 e t  10 PM d lEGTA)  ont é t é  appliquées. On observe, quand l a  concentra- 

t ion d'EGTA augmente, une diminution de la contraction associée à une aug- 

mentation de l a  latence ( L )  e t  du temps de mise sous tension maximale ( t ) .  

Les valeurs obtenues sont  résumées dans l e  tableau ci-dessous. 



Caf 0.5 R R 

+ TEA 5 

Caf 0.5 20 sec 

F i g u r e  67 : I n f l u e n c e  de l a  dose de TEA su r  l e  mécanisme de "Ca-induced 

Ca re lease" .  Con t rac t i ons  i n d u i t e s  p a r  une s o l u t i o n  de c o n c e n t r a t i o n  

c a l c i q u e  f a i b l e  add i t i onnée  de c a f é i n e  0.5 mM sans (Caf  0 .5 )  e t  avec 5  mM 

(+ TEA 5) 10 mM (+ TEA 10)  e t  50 mM (+  TEA 50) de tétraéthylammonium, 

après charge c a l c i q u e  maximale du RS (pCa 6.6, 5  min, non i l l u s t r é  s u r  

1 a  f i g u r e ) .  Les c o n t r a c t i o n s  son t  re lâchées  pa r  p l u s i e u r s  a p p l i c a t i o n s  de 

l a  s o l u t i o n  r e l axan te ,  R .  

Fibre no 207282. 



I l  s 'en  s u i t  donc que l a  plus p e t i t e  concentration calcique permettant 

u n  largage calcique à p a r t i r  du RS a  une valeur comprise en t re  c e l l e  

de l a  solution contenant 7.5 uM dtEGTA e t  c e l l e  de l a  solution contenant 

10 uM dtEGTA. Ce r é s u l t a t  e s t  identique à celui obtenu en absence de TEA 

(vo i r  F i g .  44). Cependant, l a  mesure de l a  concentration en calcium l i b r e  

dans la  solution contenant du T E A ,  effectuée à l ' a i d e  d'une é lect rode 

sensible  au calcium a  montré q u ' e l l e  é t a i t  supérieure à c e l l e  obtenue en 

absence de TEA puisqu 'e l le  e s t  égale à 3.98 1 0 - ~  M contre 1.25 1 0 - ~  M en 

absence de TEA.  Connaissant c e t t e  valeur a ins i  que ce l l e  de l a  constante 

6 -1 d 'associa t ion d u  calcium pour 1'EGTA (1.919 10 M ) on s a i t  après calcul 

que l a  solution contenant 7.5 PM EGTA a une concentration en calcium l i b r e  

égale à 2 .71  1 0 - ~  M e t  c e l l e  contenant 10 PM dtEGTA,  une a c t i v i t é  calcique 

de 2.04 1 0 - ~  M .  E n  conclusion, en présence de 10 mM T E A ,  la  plus p e t i t e  

concentration calcique permettant l e  largage de calcium e s t  comprise ent re  

2.04 1 0 - ~  M e t  2.71 1 0 - ~  M .  

A l ' i s s u e  des expériences exposées ci-dessus,  nous pouvons conclure 

que l e  TEA, à une concentration de 10 m M ,  diminue légèrement l e  largage 

calcique d û  au mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  e t  augmente la  valeur 

seui l  de l a  concentration calcique déclenchant ce mécanisme. 

b - Innluence de la  dose de TEA sur l ' inhibi t ion dy ........................................ 
mécanisme de "Cainduced Ca re lease I f  ................................. 

La f r a g i l i t é  de notre préparation biologique e s t  t e l l e  q u ' e l l e  

supporte mal l e  développement l en t  de contractions.  C'est  pourquoi, nous 



Concentration en TEA (mM) 

Figure 68 : Evolution de l a  con t rac t ion  en fonct ion de l a  concent ra t ion  

en TEA. 

Même fibre qu 'à Za figure 67. 



avons t e s t é  l ' e f f e t  de concentrations variées de TEA sur  l e  mécanisme de 

"Ca-induced Ca release" dans des conditions t e l l e s  q u ' i l  s o i t  accéléré 

c ' e s t -à -d i re  sur  des contractions dues à une solut ion de concentration 

calcique f a ib l e  additionnée de 0.5 mM de caféine.  En e f f e t ,  nous savons 

que dans ces conditions l e  largage calcique e s t  accéléré  e t  par voie de 

conséquence la  contraction e s t  pl us rapide (vo i r  Fig. 45).  L'expérience 

e s t  i l l u s t r é e  à la  f igure  67. 

Après charge calcique maximale du RS (pCa 6 . 6 ,  5 min) une solution 

de concentration calcique f a ib l e  contenant 0.5 mM de caféine sans ou avec 

5 ,  10 e t  50 mM TEA a é t é  appliquée. On observe que plus l a  concentration 

de TEA e s t  élevée pl us 1 'ampl i tude de 1 a contraction di mi nue e t  pl us sa 

cinétique de développement e s t  r a l en t i e .  Les amplitudes de ces contractions 

sont  égales à 159.50, 88.00, 79.75 e t  55.00 mg pour 0 ,  5 ,  10 e t  50 mM TEA 

respectivement. Ces modifications sont bien dues à u n  e f f e t  du TEA e t  non 

à une fa t igue de la  f i b r e  puisque l a  s o l l i c i t a t i o n  d'une contraction due 

à l a  solut ion caféinique 0.5 m M ,  effectuée en f i n  d'expérience, indui t  une 

contraction d'ampl i  tude e t  de ci néti  que comparable à l a  contraction in i -  

t i a l e .  Ses ca rac té r i s t iques  sont l e s  suivantes : amplitude, 163 mg ; 

la tence ,  7 sec  ; temps de mise sous tension maximale ( la tence  i nc lu se ) ,  

29  sec.  Les amplitudes des contractions obtenues exprimées en pour cent de 

l a  contraction i n i t i a l e  sont reportées en fonction de l a  concentration en 

TEA (Fig. 68) .  Les contractions sont égales à 55.17 %, 50.00 % e t  34.48 % 

de l a  contraction i n i t i a l e  pour 5 ,  10 e t  50 mM TEA respectivement. 



D - Concl usion 

Le tétraéthylammonium, ammonium quaternaire couramment u t i l i s é  pour 

inhiber les courants potassiques se développant a u  niveau de la membrane 

sarcol emmique, a une action sur 1 es composants subcel 1 ul ai res : 1 es pro- 

téines contracti 1 es e t  l e  rÇticulum sarcopl asmique. 

Au niveau des protéines contracti les : l e  TEA 

- diminue 1 a sensi bi 1 i t é  cal ci que des protéines contracti 1 es e t  

l ' a f f i n i t é  des s i t e s  de la troponine. 11 diminuerait aussi l e  nombre de 

s i t e s  calciques impliqués dans l a  contraction ; 

- ne modifie pas l'amplitude de l a  contraction maximale que la 

f ibre  e s t  capable de développer ; 

- diminue la vitesse de développement de 1 ' a c t iv i t é  mécanique. 

A u  niveau d u  réticulum sarcoplasmique : l e  TEA 

- diminue la capacité de largage de la membrane ; 

- diminue la vitesse de pompage de 1'ATPase calcique ; 

- diminue l e  largage calcique de type "Ca-induced Ca release" 

ainsi que l a  sens ib i l i té  calcique de ce mécanisme. L'inhibition de ce largage 

es t  dépendante de la dose de TEA. 



A - Courants ioniques membranaires e t  a c t i v i t é  mécanique en présence 

de 4-ami nopyri di ne 

Sur une f i b r e  ne présentant pas de courant so r t an t  r e ta rdé  IK2 ,  

pour une dépolarisat ion imposée d'amplitude 58 mV e t  de durée 100 msec, 

l e  courant so r t an t  i n i t i a l ,  I K ~ ,  t r è s  ample en milieu ASW, e s t  totalement 

inhibé après 10 à 20 minutes d ' ac t ion  de l a  4AP à une concentration de 1  mM 

(Fig. 69). Le courant entrant  calcique e s t  t r è s  fortement augmenté (environ 

10 fo i s  sur  1  'enregistrement de l a  Fig. 69). 

L'enregistrement sur  une au t r e  f i b r e  de la composante de tension 

phasique indui te  par une dépolarisat ion imposée de 60 mV e t  de durée 40 msec 

en milieu ASW puis en présence de 4AP (1 m M )  e s t  i l l u s t r é  à l a  f igure  70. 

O n  observe que l 'ampli tude de l a  contraction augmente après 3  minutes d ' ac t ion  

de la  4AP puisque son amplitude passe de 112 mg à 136 mg puis diminue pour 

a t t e indre  une valeur infér ieure  à l a  contraction témoin dès 10 minutes 

d ' ac t ion .  La chute de contraction s e  poursuit jusqu'à 16 minutes. L'évolution 

u l t é r i eure  de c e t t e  tension n 'a  pas é t é  t e s t é e  sur c e t t e  f i b r e .  Cependant, 

une expérience identique effectuée sur  3 autres  f ibres  montre qu'au delà 

de 15 à 16 minutes d 'ac t ion de l a  4AP (1 mM)  l a  contraction phasique e s t  

annulée. De plus ,  1  'expérience i l l u s t r é e  à l a  figure 70 montre que 1  ' e f f e t  

de la  4AP 1 mM e s t  révers ib le  puisque après I l  minutes de retour en milieu 

normal, l a  tension a  une amplitude comparable à la  tension témoin. 

Donc, contrairement à ce q u i  e s t  observé en présence de TEA, la  

contraction ne demeure pas augmentée bien que l e  courant calcique res te  

de grande ampl i tude. 

Afin de comprendre l a  nature d u  découplage en t re  l 'ampli tude du 

courant cal cique e t  1  'ampli tude de l a  tension phasique, des expériences 



Figure 69 : Comparaison des courants ioniques (1) pour une dépolarisation 

imposée ( V )  de 58 mV et d'une durée 100 msec. 

En haut : en solution physiologique normale (ASW) 

En bas : en présence de 4AP 1 mM. 

Notez la diminution de sensibilité de l'enregistrement situé en bas. 

Fibre no 230980. 



ASW 

100 msec 

Fiqure 70 : Evolution de la contraction induite par une dépolarisation 

membranaire de 6 0  mV et de durée 4 0  msec lors de l'application d'une solu- 

tion 4 A P  1 mM et lors du retour en milieu physiologique normale (ASW).  

En haut : de gauche à droite, en milieu ASW puis après 3 et 6 mn d'action 

de la 4AP 1 mM. 

En bas : de gauche à droite après 1 0  et 1 6  mn d'action de la 4 A P  1 mM puis 

après 11 mn de retour en mi 1 ieu ASW (R. ASW). 

Fibre no 280982. 



- 
20 sec 

Figure 71 : Influence de la 4AP 1 mM sur les protéines contractiles. 

A : valeur seuil de déclenchement de la contraction calcique : en milieu 

physiologique normal (a), après 1 min (b) et 5 min (c) d'action de la 

4AP 1 mM. 

B : évolution de la contraction maximale induite par une solution pCa 4.8 

en milieu physiologique normal (a) et après 1 min (b) et 5 min (c) d'action 

de la 4AP 1 mM. 

Notez l'augmentation de sensibilité pour les enregistrements c. 
R indique 1 'application de la solution relaxante. 

Fibre no 160484. 



o n t  é té  effectuées en présence de 4 A P  1  mM sur des fibres musculaires 

pelées afin de t e s t e r  les  effets  de cet te  drogue sur les  acteurs de la 

contraction : les protéines contracti les.  

B - 4-aminopyridine e t  protéines contracti les 

L'application de solutions de pCa variées en absence puis en 

présence de 4-AP (1 mM) après 1 e t  6 minutes d'action induit  des modifica- 

t ions des contractions qui se développent. 

1. Analyse des enregistrements 

La figure 71 ( A  e t  B )  représente les enregistrements obtenus pour 

deux pCa dans les  conditions normales (tracés a )  puis en présence de 4AP (1 m M )  

après 1 minute (tracés b )  e t  5 minutes d'action (tracés c ) .  On observe que la  

valeur seuil de pCa es t  modifiée par la présence de la 4AP (1 mM)  e t  de façon 

différenciée en fonction du temps d'application : la valeur seuil es t  égale 

à pCa 6.6 en absence de 4AP ( ~ i g .  71A, trace a ) ,  à pCa 6 . 4  après 1 minute 

d'action de la 4AP (Fig. 71A, tracé b )  e t  à pCa 6.0  après 5 minutes d 'action 

de l a  drogue (Fig. 71A, t racé c)'. Le seuil d 'activation calcique des proteines 

contracti les e s t  donc déplacé vers les pCa plus faibles sous 1 'action de la  

4AP e t  ceci de façon d'autant plus importante que l e  temps d'action es t  long. 

L'analyse des contractions maximales induites par une solution 

pCa 4.8 additionnée ou non  de 4AP montre une action différente de cet te  



Figure  72 : Evolution.  de l a  c o n t r a c t i o n  (ordonnée)  en fonc t ion  de pCa 

( a b s c i s s e )  en c o n d i t i o n s  phys io log iques  normales ( s  ) ,  a p r è s  1 min ( 0 ) e t  
5 min ( U ) d ' a c t i o n  de l a  4AP 1 mM. 

MZme f ibre  qu'à Za figure 71. 



drogue selon son temps d'action (Fig. 71B). Après une minute d'action 

(Fig. 71B,tracé b ) ,  l 'amplitude de la  contraction n ' e s t  pas affectée mais 

l e  temps de mise sous tension maximale e s t  t r è s  nettement diminué (com- 

parer les tracés a e t  b ) .  I l s  sont respectivement égaux à 19 sec e t  52 sec 

en absence puis en présence de 4AP. Après 5 minutes d'action (Fig. 71B, 

tracé c ) ,  on observe une diminution t rès  importante de l a  contraction 

maximale puisqu'elle e s t  égale à 39 mg. Le temps de montée ne semble pas 

affecté.  

Re1 a t i  on tensi on-pCa 

Le report des amplitudes des contractions induites pour u n  nombre 

de pCa plus important que celui représenté à l a  figure 71, a é té  effectué 

dans les t ro is  conditions expérimentales c i tées  ci-dessus. Les courbes 

tension-pCa obtenues sont i l lus t rees  à la figure 72 .  Outre les résul ta ts  

déjà présentés dans la  figure précédente, c 'es t -à-dire  l e  déplacement d u  

seui 1. vers les pCa pl us faibles e t  la diminution de 1 'ampli tude de la  

contraction maximale après 5 minutes d 'action de la 4AP plusieurs observa- 

t i  ons peuvent ê t r e  décri tes : 

- après 1 minute d'action la 4AP induit  u n  déplacement général de la 

courbe tension-pCa de 0.16 unité pCa vers les LCa les pl us faibles avec une 

légère modification de la pente. 

- après 5 minutes d'action la 4AP induit  u n  déplacement beaucoup 

plus important de la courbe vers les pCa plus faibles ainsi qu'une diminu- 

tion t rès  importante de la pente. 



En conclusion, après 1 minute d'action, la sens ib i l i t é  des protéines 

contracti les au calcium e s t  diminuée, 1 ' a f f in i t é  de la troponine pour l e  

calcium es t  aussi diminuée puisque les  valeurs de pCaSO sont respectivement 

égales à 6.47 e t  6 .26  en absence puis en présence de 4AP. Le nombre de 

s i t e s  calciques impliqués dans l e  développement de la contraction e s t  

diminué, puisque les coefficients de Hill ( n H )  sont respectivement égaux à 

4.86 e t  3 .56,  à moins que leur coopérativité n ' a i t  é té  modifiée. La force 

maximale es t  inchangée. La diminution du temps de mise sous tension maximale 

pour une contraction d'amplitude inchangée la i sse  supposer une diminution 

de la vitesse d u  cycle attachement - détachement des ponts entre l ' a c t i n e  

e t  la  myosine. 

Après 5 minutes d 'act ion,  la  sens ib i l i té  des protéines contracti les 

e s t  diminuée de façon encore plus importante ainsi que 1 ' a f f i n i t é  calcique 

de la troponine puisque la  valeur de pCaSO e s t  respectivement ëgale à 6 .47  

e t  5.62 en absence de 4AP e t  apres 5 minutes de son action. Le nombre de 

s i t e s  calciques impliqués dans la contraction e s t  t rès  nettement diminue 

et/ou leur coopérativité es t  modifiée. E n  e f f e t ,  les coefficients de Hill 

sont égaux à 4.86 (sans 4AP) e t  2 .72  ( ~ A P ,  5 min). La contraction maximale 

e s t  t rès  nettement diminuée. 

C - Concl usion 

L'analyse des résul ta ts  i l l u s t r é s  de la figure 69 à 72  permet de 

comprendre 1 e découplage, observé sur 1 es fibres in tac tes ,  entre 1 e courant 

entrant calcique e t  l e  d5veloppement de l ' a c t i v i t é  mécanique. L'augmentation 

de tension, observée après 3 minutes d 'action de la 4AP semble ê t re  la ré- 
/ 



sul tante  dc l'augmentation du courant entrant calcique e t  de la diminution 

de contraction observée dès 1 minute d'action de la 4AP  sur les fibres 

pelées. Notons ic i  qu ' i l  e s t  connu qu'une contraction~musculaire sur 

f ibre  intacte n ' a t t e in t  jamais l'amplitude d'une contraction maximale sur 

f ibre  pelée. 11 ne faut donc pas pour l ' in te rpré ta t ion  des phénomènes con- 

t r ac t i  1  es enregistrés sur f ibre  intacte , t e n i r  compte des résu1 t a t s  obtenus 

sur 1  a  contraction maximale des fibres pelées. Les diminutions ultérieures 

sont la conséquence d'un ef fe t  de plus en plus drastique de la 4AP sur 

la  machinerie contract i le .  La quantité de calcium entrant via Ica e t  son 

amplification par l e  mécanisme de "Ca-induced Ca release" ne sont plus 

suffisantes pour contreba1ance.r les effets propres de la 4AP sur les protéines 

contracti 1 es. 









La problématique abordée dans l e  cadre de ce t r ava i l  a  é t é  axée 

essentiel lement su r  l a  détermination du mécanisme de l ibé ra t ion  d u  cal-  

cium par l e  réticulum sarcoplasmique. Pour e f fec tuer  c e t t e  étude, t r o i s  

techniques ont é t é  u t i l i s é e s  : 

- une technique électrophysiologique d'enregistrement simultané 

des courants ioniques membranaires e t  de l a  contraction.  

- une technique d'enregistrement de contraction sur  f i b r e  pelée 

permettantien fonction d u  protocole u t i l i sé ,d ' éva luer  l e  largage calcique 

par 1 'ampli tude e t  l a  cinétique de l a  contraction consécutive à 1 'augmen- 

t a t ion  de l a  concentration calcique intramusculaire,  e t  aussi de déter-  

miner directement l e s  propriétés des protéines con t rac t i l e s  dans des mi- 

l feux physiologiques variés e t  bien que de façon plus ind i rec te ,  1 ' a c t i v i t é  

de 1'ATPase calcique d u  réticulum sarcoplasmique. 

- une technique photométrique permettant une détermination plus 

d i rec te  e t  quan t i t a t ive  du largage calcique sur  l e s  f ibres  pelées : l a  

technique de l ' a rsenazo I I I .  

De plus,  l ' u t i l i s a t i o n  d ' inh ib i t eurs -  potassiques dans l ' é t u d e  

du coup1 age exci tat ion-contraction par 1 'enregistrement simul tané des 

courants ioniques membranaires e t  de l a  contraction nous a amené à t e s t e r  

l e s  e f f e t s  possibles de ces inhibi teurs  su r  l e s  acteurs subce1lulaires 

d u  couplage e t  de l a  contraction : l e  réticulum sarcoplasmique e t  l e s  

protéines con t rac t i l  e s .  



Dans l e  cadre de ce chapitre nous aborderons donc les  points à 

discuter non pas dans 1 'ordre de 1 'exposé des résul ta ts  mais au sein 

de 3 thèmes qui seront : 

- l e  largage cal cique par l e  réticulum sarcoplasmique 

- 1 ' a c t iv i t é  de 1 ' ATPase cal ci que d u  RS 

- l es  propriétés des protéines contracti les.  



LE LARGAGE CALC 1 QUE PAR LE RET 1 CULUM SARCOPLASM 1 QUE 

1 - MECANISME DE CALCIUM-INDUCED CALCIUM RELEASE 

L'amplitude de l a  contracture caféinique obtenue sur  f i b r e  in tac te  

(Fig. 29) e s t  comparable à c e l l e  observée sur  l e s  f i b r e s  musculaires 

in tac tes  dlEcrevisse par CHIARANDINI e t  c o l l .  (1970). En e f f e t  ces auteurs 

enregis t rent  des contractions d'amplitude voisine de 170 mg pour une con- 

centra t ion caféinique égale à 5 mM a lo r s  que dans nos conditions ( 6  m M )  l a  

moyenne obtenue sur  4 f ib res  e s t  égale à 164.83 +/- 6.33 mg. La diminution 

importante de l a  contracture caféinique obtenue en milieu dépourvu d e  

calcium l a i s s e  supposer u n  e f f e t  synergique du  calcium e t  de l a  caféine.  

Cet e f f e t  pourrai t  ê t r e  l a  conséquence d'une augmentation de l a  perméabi- 

l i t é  calcique de repos par l a  caféine a ins i  que cela a é t é  décr i t  sur  les 

f ib res  musculaires de Vertébrés (BIANCHI, 1961) e t  suggéré par CHIARANDINI 

e t  col 1 .  (1970) sur  l e s  f ib res  musculaires dlEcrevisse (vo i r  Historiaue).  

Cette augmentation de l a  conductance calcique de repos s e r a i t  

comparable à 1 ' en t rée  de calcium permanente au repos observée en présence 

de ryanodine ( G O B L E T  e t  MOUNIER, 1981),  alcaloïde comparable à l a  caféine. 

L'absence de dépolarisat ion observée, en accord avec l e s  r é su l t a t s  de 

AXELSON e t  THESLEFF (1958), LUTTGAU e t  OETLIKER (1968) e t  CHIARAMDINI 

e t  c o l l .  (1970), bien que l e  f lux entrant  s o i t  augmenté suggère qu'un 

système contribue à év i t e r  que [cali n ' a t t e igne  1 ' équ i l ib re  avec p a l e .  



Le mécanisme de Na-Ca échange pourrai t  ê t r e  ce système. Cette in te rpré ta t ion  

e s t  d 'autant  plus vraisemblable que nous avons v u  dans l e  chapitre 

"Historique" q u ' u n  mécanisme de Na-Ca échange ex i s t e  su r  l e s  f ib res  mus- 

cu la i res  de Crabe. 

Les expériences préliminaires effectuées sur  f i b r e  in tac te  l a i s s e  

donc supposer l ' ex i s t ence  d'un mécanisme de "Ca-induced Ca.re leaseU sur  

notre  matériel biologique. 

Le r é s u l t a t  l e  plus important concernant l e  largage calcique e s t  

qu'une très p e t i t e  concentration en calcium l i b r e  insuff isante  pour a c t i ve r  

directement 1 es protéines contracti  1 es peut induire u n  1 argage cal ci  que 

à p a r t i r  d u  r é t i  cul um sarcopl asmique (vo i r  Fi g .  43). Un mécanisme de 

"Ca-induced Ca release" a donc é t é  démontré su r  la  f i b r e  musculaire de 
++ 

Crabe e t  la pl us pe t i t e  valeur de Ca permettant l e  déclenchement de ce 

mécanisme e s t  s i t uée  en t r e  8.25 x e t  1.08 x 10" M (vo i r  Fig. 44).  

Les valeurs rapportées dans l a  l i t t é r a t u r e  ne s e  s i t uen t  pas dans 

c e t t e  gamme de concentration. En e f f e t ,  l a  plus pe t i t e  valeur rapportée,  

1 ' a  é t é  sur 1 'atrium de r a t  e t  demeure cependant supérieure à ce que nous 

avons obtenu pu i squ 'e l l e  e s t  égale à 3 x 1 0 - ~  M (FABIATO e t  FABIATO, 

1978 b )  . Deux facteurs peuvent modifier 1 a pl us pe t i t e  c~ncen t r a t i on  cal cique 

permettant l e  largage calcique : i )  l e  temps nécessaire au changement de 

sol ut ion,  i i )  1 'espèce animale Ctudiée. D'après FABIATO (1982), 

quand l e  changement de solut ion e s t  ef fectué  en 0.2 s ec ,  l e  mécanisme de 



"Ca-induced Ca release" e s t  déclenché par une concentration en calcium 

1 i bre plus basse que ce qui e s t  nécessaire pour act iver  les  protéines 

contract i les .  Quand l e  changement de solution e s t  effectué en 10 sec,  

l a  concentration calcique nécessaire pour déclencher l e  largage calcique 

e s t  t rès  nettement augmentée. Dans nos conditions expérimentales, l e  

temps nécessaire pour changer la  solution es t  relativement lent puisqu'il 

e s t  égal à 1.0 sec. Cependant, même dans ces conditions, qui ne sont pas 

les  plus favorables pour démontrer l 'existence d'un mécanisme de "Ca- 

induced Ca release", nous avons pu déterminer une concentration en calcium 

1 i bre déclenchant ce mécanisme, inférieure au seuil  d1ac t i&t ion  des pro- 

téines contracti les.  11 s 'en s u i t  donc que cet te  faible  valeur de con- 

centration en calcium 1 i bre nécessaire pour larguer l e  calcium, différente 

de ce l le  obtenue par FABIATO e t  FABIATO (1978b) sur 1 'atrium de r a t ,  ne 

peut ê t r e  due à la différence du temps de changement de solution. Ce 

peut donc ê t r e  dû a u x  variations entre espècesrapportées par FfiBIATO e t  

FABIATO (1978b). En  e f f e t ,  d'après ces auteurs, l a  plus pet i te  concentration 

calcique permettant l e  largage calcique augmente au sein des t issus ven- 

t r i  cul ai res de différentes espèces de mammi fères dans l 'ordre suivant : 

r a t ,  chien e t  chat, homme, lapin.  Cette valeur varie de 4 x 1 0 - ~  à 

1 . 5  x 1 0 - ~  M .  

Cette explication nous semble d'autant plus probable qu'une expérience , 

semblable à cel le  i l lus t rée  à l a  figure 44 a é té  effectuée a u  laboratoire 

sur les fibres musculaires des muscles biceps femoris de Singe e t  grand 

fess ie r  humain. On observe que la  valeur seuil de la  concentration en cal- 

cium l ibre  permettant l e  largage calcique es t  comprise entre 1.20 x 1 0 - ~  M 

e t  2.88 x 1 0 - ~  M pour l e  muscle biceps femoris e t  comprise entre 2 . 6 9  x IO-' M 



e t  3.48 x 1 0 - ~  M pour l e  muscle grand fessier  humain. La concentration 

calcique seuil permettant l e  largage calcique varie donc bien d'une espèce 

à 1 'autre.  Nos expériences effectuées sur des musc1 es s t r i é s  montrent 

une sens ib i l i té  calcique du mécanisme de "Ca-induced Ca release" dans 

1 'ordre croissant suivant : grand fessier  humain, biceps femoris de 

Singe e t  muscle extenseur d u  méropodite de Crabe. 

Les contractions i l lus t rées  aux figures 43, 44 e t  45 sont t r è s  

lentes .  Indépendemment du f a i t  selon lequel les cinétiques des contractions 

observées sur les  fibres pelées sont toujours plus lentes que celles ob- 

servées sur les fibres in tac tes ,  l a  lenteur importante observée peut 

ê t r e  la conséquence d'un temps t r è s  important de diffusion radiale dans 

l'ensemble de l a  fibre des ions Ca largués à cause du diamètre t rès  impor- 

tant  des fibres musculaires de Crabe. D'après 1 'équation de CRANCK (1975)  

rapportée par FABIATO (1985 a ) ,  dans une préparation cyl indrique, l e  temps 

nécessaire pour que la concentration moyenne en calcium l ibre  atteigne 

90 % de sa valeur d 'équi l ibre  après une modification de la concentration 

2 calcique à l a  surface externe de la  f ibre ,  e s t  égal à 0.1 r  / D l .  Dans ce t te  

équation, r  représente l e  rayon de la f ibre  e t  D' l e  coefficient apparent 

2 -1 de diffusion des ions Ca égal à 1.4 x 1 0 ' ~  cm .S (KUSHMERICK e t  PODOLSKY, 

1969). A par t i r  de cet te  équation e t  connaissant l a  valeur moyenne d u  

diamètre des fibres musculaires de Crabe (255.89 +/- 20.33, n = 17) ,  l e  

temps permettant d 'a t te indre 90 % de l ' équ i l ib re  e s t  égal à 1 1 7 . 2  sec. 

La valeur moyenne de la  latence + l e  temps de mise sous tension maximale 

observée pour des contractions induites par l a  solution de concentration 

calcique faible e s t  égale à 250.09 +/- 17.58 sec ( n  = 5 ) .  Cette valeur 

plus importante que l e  calcul théorique peut ê t r e  due, comme cela a  é t é  



souligné par FABIATO (1985 a ) ,  à u n  coefficient réel de diffusion plus fa ib le  

à cause de 1 'existence de s i t e s  de fixation calcique dans les myofilaments. 

Le développement d'une contraction proche de P (voir Fig. 43) 
O 

due au largage calcique induit par une solution de concentration calcique, 

fa ib le  comprise entre 1.6 x 1 0 ' ~  M e t  1.25 x IO-' M alors qu'une solution 

de concentration calcique supérieure (pCa 6.6 = 3 x 1oe7 M )  n ' induit  pas 

de largage, nécessite discussion. L'une des interprétations possibles 

e s t  la suivante : la présence de 5 mM d'EGTA dans la solution pCa 6 . 6  

nécessiterait  l e  largage de 5 mM de calcium pour obtenir u n  accroissement 

calcique te l  qu'une contraction proche de Po se développe. Or les résul ta ts  

obtenus à 1 'aide de 1 'arsenazo (voir Fig. 48 e t  Fig. 6 2 )  montrent que l e  

largage maximal induit par une solution caféinique de concentration 20 mM 

e s t  compris entre 216.49 uM e t  283.21 PM. 11 es t  donc possible que sous 

l ' inf luence d'une solution pCa 6.6, du calcium s o i t  largué par l e  RS mais 

s i  cela e s t  l e  cas, i l  e s t  immédiatement tamponné par 1'EGTA présent dans 

la  solution ayant une a f f i n i t é  pour l e  calcium supérieure à ce l le  des 

s i t e s  calciques de la troponine (voir Historique). Notons que c ' e s t  la 

raison pour laque1 l e  les auteurs qui évaluent l e  largage calcique par la  

tension développée par une f ibre  pelée u t i l i s en t  des solutions calciques 

non tamponnées ( F O R D  e t  PODOLSKY, 1972) ou  faiblement tamponnées (FABIATO 

e t  FABIATO, 19786). La sens ib i l i te  d u  largage calcique à 1 ' E G T A  es t  importante 

puisqu'une augmentation de la concentration en EGTA de 5 x 1 0 - ~  M à 

M en maintenant la concentration en cal cium 1 i  bre constante, conduit 

à une réduction importante d u  largage calcique (FABIATO e t  FABIATO, 1978b). 



L'expérience i l l u s t r ée  à la figure 44 montre que l e  mécanisme 

de "Ca-induced Ca release" e s t  un  mécanisme gradué plutôt que de type 

t o u t  r ien comme cela été  rapporté sur les  cellules cardiaques pelées par 

FABIATO e t  FABIATO (1975 a ) .  11 dépend donc comme nous 1 'avons montré de 

1 a concentration cal ci que extrarét i  cul a i re  en accord avec 1 es travaux de 

NAGASAKI e t  KASAI (1984) sur les vésicules isolées du réticulum sarco- 

plasmique. De plus, 1 'expérience i l l u s t r ée  à l a  figure 45 montre que 

la vitesse du "calcium-induced calcium release" e s t  stimulée par la 

caféine en accord avec des rapports précédents (ENDO, 1977 ; MILLER 

e t  THIELECZEK, 1977 ; MARTONOSI , 1984). 

Nous avons rapporté dans l e  paragraphe "Solutions" du chapitre 

"Matériel e t  Méthodes" que la  concentration en magnésium l ib re  est  égale 

à 4.53 x 1 0 - ~  M (pMg = 3.34) dans la solution de concentration calcique 

faible .  A cette concentration en magnésium l ib re ,  l e  mécanisme de largage 

devrait ê t re  inhibé puisque F O R D  e t  PODOLSKY (1972) ont montré qu'une 

augmentation de l a  concentration en magnésium de 0.02 mM à 1.4 mM inhibe 

t rès  fortement la  force due au mécanisme de "Ca-induced Ca release" sur 

les f ibres  pelées de grenouille. L'observation, sur notre préparation de 

l 'existence de ce mécanisme en présence de 0.45 mM de F1g l i b re  pourrait ê t re  

due au f a i t  que les  niveaux physiologiques en Mg sur les fibres musculaires 



de Crustacés sont plus élevés que sur  l e s  f i b r e s  musculaires squelet t iques 

de Vertébrés. En e f f e t ,  sur  l a  balane, Balanus nubi l u s ,  l a  concentration 

t o t a l e  en Mg varie de 17.0 mM (SHAW, 1958) à 10.8 mM (BITTAR, 1971) e t  

l a  concentration en Mg l i b r e  e s t  infér ieure  à 5 mM (ASHLEY e t  E L L O R Y ,  

1972). Sur l a  f i b r e  musculaire de grenouil le ,  l a  concentration t o t a l e  

en Mg varie en t re  8 mM (BIANCHI, 1968) e t  11.3 mM (NANNINGA, 1961) e t  l a  

concentration en Mg l i b r e  e s t  égale selon l e s  auteurs à 0.9 mM ( E N D O ,  

1977) ou 0.8 mM (ALVAREZ-LEEFMANS e t  c o l l . ,  1985). Ceci pourrai t  également ê t r e  

dû au f a i t  que l e  mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  e s t  u n  processus 

physiologique sur  notre préparation e t  non pas sur  l e s  f ib res  musculaires 

squele t t iques .  Ceci a é t é  l ' exp l i c a t i on  donnée par FABIATO e t  FABIATO 

(1975b) pour expliquer l ' ex i s t ence  de ce mécanisme de largage sur  l e  
++ 

muscle cardiaque même en présence d'une pMg égale à 2.5 ( Mg = 3.16 mM) 

++ 
dans une préparation où l a  Mg e s t  s imi la i re  à c e l l e  d u  muscle squelet-  

t ique ( P A G E  e t  POLIMENI, 1972). 

La s ign i f i ca t ion  physiologique d u  mécanisme de "Ca - induced Ca 

re lease"  e s t  renforcée par l e s  r é su l t a t s  de KIM e t  c o l l .  (1983) qu i ,  su r  

des vésicules isolées d u  RS de muscle sque le t t ique ,  montrent que des canaux 

calciques de cinétique identique sont responsables du  largage cal cique 

quelle que s o i t  l a  méthode employée pour 1 ' i n i t i e r .  De plus,  ce largage 

in v i t r o  e s t  comparable en rap id i t é  au largage physiologique. Récemment, - 



l e  même groupe (IKEMOTO e t  col1 . , 1984), a  mis au point une technique 

permettant d'associer ou de dissocier l e  système tubulaire transverse aux 

vésicules isolées du RS.  Leurs résul ta ts  permettent de déterminer l e  rôle 

du système tubulaire transverse dans les divers types de largage calcique. 

En  e f f e t ,  l 'association d u  tubule T a u  RS joue u n  rôle primordial dans l e  

déclenchement d'un largage calcique par substi tution ionique. Par contre, 

l e  mécanisme de "Ca - induced Ca release" ouUcaféine - induced Ca release" 

n ' e s t  pas affecté par la  dissociation d u  tubule T e t  ex is te ra i t  donc par 

stimulation directe de la  membrane du RS. 

MECANISME DE STRONTIUM-INDUCED CALCIUM R E L E A S E  

L'existence d'un largage calcique induit  par les ions strontium 

a antérieurement été rapporté sur les fibres musculaires pelées de 

Grenouil le  (ENDO e t  col 1. , 1970), de Crabe e t  de Balane (STEPHENSON e t  

WILLIAMS, 1980). Un rapport pl us récent concl u t  également sur les fibres 

musculaires intactes de Grenouille à l 'exis tence d ' u n  t e l  mécanisme 

( C O G N A R D  e t  RAYMOND, 1985). La part icular i té  d e  notre résul ta t  a  é t é  

de montrer la complexité de la  contraction induite par 0.02 mM ou 0.1 mM Sr 



après charge calcique maximale d u  RS. E n  e f f e t ,  l a  réponse a pu ê t r e  

d ivisée  en deux composantes : des tensions phasiques s e  développant au 

hasard sur  une tension tonique. Les tensions phasiques e t  90 % de l a  

tension tonique sont  dues au mécanisme de "strontium-induced calcium 

re lease" .  La concentration seui l  en strontium déclenchant ce mécanisme 

e s t  proche de 2 x 1 0 - ~  M a lo r s  que la  concentration seui l  en calcium 

e s t  comprise en t re  8.25 x 10" M e t  1.08 x 10" M .  11 y a donc une sen- 

s i b i l i t é  du mécanisme de largage t r è s  nettement in fé r ieure  aux ions Sr 

qu'aux ions Ca. 

L'existence de ce mécanisme de "Sr-induced Ca release" e s t  u n  

r é su l t a t  en faveur de l ' ex i s t ence  d'un mécanisme de "Ca-induced Ca re lease" .  

En e f f e t ,  dans tous l e s  mécanismes d u  couplage excitat ion-contraction qui 

avec ce r t i tude  nécessi te l a  présence d ' ions calcium, i l  e s t  connu que l es  

ions Sr peuvent s ' y  subs t i tue r .  C 'es t  notamment l e  cas pour l e  canal 

calcique des f ib res  de Crustacés (FATT e t  GINSBORG, 1958 ; HAGIWARA e t  

NAKA,  1964 ; MOUNIER e t  VASSORT, 1975 a ; HEWFEEC e t  ZACHAR, 1377), 1 a  f ixa-  

t ion  calcique sur  l a  troponine C ,  l ' a c t i v a t i o n  de l'actomyosine ATPase 

a ins i  que de 1 ' ATPase cal ci  que d u  réticulum sarcopl asmi que d u  muscle 

squele t t ique (NAGAI e t  c o l l . ,  1965) du muscle de 

Homard ( V A N  D E R  KLOOT e t  GLOVSKY, 1965) e t  d u  muscle l i s s e  (SOMLYO e t  

S O M L Y O ,  1971). La différence d ' e f f i c a c i t é  des ions Sr e t  Ca e s t  t r è s  

souvent rapportée. En e f f e t  1 ' a f f i n i t é  du canal calcique tubula i re  des 

f ib res  de Balane e s t  supérieure pour l e  calcium que pour l e  strontium 

(HAGIwARA e t  c o l l . ,  1974) ; l a  constante d 'associa t ion du strontium pour 

l e s  s i t e s  de l a  troponine e s t  infér ieure  à c e l l e  du calcium (EBASHI e t  

col 1 ., 1968) ; 1 'obtention d'une a c t i v i t é  ATPasique maximale de la  myosine 



nécessi te une concentration en ions Sr supérieure à l a  concentration en 

ions Ca (EDWARDS e t  col1 . , 1966 ; EBASHI e t  c o l l . ,  1968) ; enf in ,  l e  

réticulum sarcoplasmique capte de façon moins e f f i cace  l es  ions Sr que 

l e s  ions Ca ( V A N  DER KLOOT e t  GLOVSKY, 1965 ; TOMKAVA' e t  KONTSEKOVA, 

1980 ; SCHUURMANS-STEKHOVEN e t  BONTIFIG 1981). Cependant, GOGNARD e t  

RAYMOND (1985) ont récemment rapporté 1 'existence d'une a f f i n i t é  des 

ions Sr supérieure à c e l l e  des ions Ca pour des s i t e s  i n t r a r é t i cu l a i r e s .  

En conclusion, dans tous l e s  mécanismes du couplage exci ta t ion-  

contract ion,  l e  strontium se  subs t i tue  au calcium. L'existence du 

"Sr-induced Ca release" vient  donc renforcer l ' i d é e  de l ' ex i s t ence  du 

mécanisme de "Ca-induced Ca re lease"  ayant une s i gn i f i c a t i on  physiologique. 

Cette idée e s t  renforcée par l e s  r é su l t a t s  de NAGASAKI e t  KASAI (1984) 

qui ont montré sur des vésicules isolées d u  RS l ' ex i s t ence  d'un canal 

cal cique appelé "Ca-i nduced Ca re lease  channel" qui peut ê t r e  ouvert 

s o i t  par, Sr, s o i t  par Ca, de façon t e l  l e  que l a  constante apparente de 

dissocia t ion du s i t e  d ' ac t iva t ion  du canal e s t  légèrement supérieure pour 

l e s  ions Sr que pour l e s  ions Ca. Par contre,  l a  constante apparente de 

dissocia t ion pour l e  s i t e  d ' i nh ib i t i on  e s t  identique pour l e s  ions Sr e t  

Ca. 

I I I  - EFFET SPECIFIQUE DE L'ADP SUR L E  RETICULUM SARCOPLASMIQUE 

Deux in terpré ta t ions  de l a  création d'un largage calcique par 
/ 

1 'Adenosine D i  Phosphate peuvent ê t r e  proposées. La première consiste à 

considérer que ce largage calcique e s t  l a  conséquence de l ' i nvers ion  de 



de 1'ATPase calcique avec synthèse concommittante d'ATP. Cette hypothèse 

a é t é  présentée dans l e  chapi t re  "Historique". La deuxième consiste à envi- 

sager u n  rô le  de modulation de l 'ampli tude du mécanisme de Ca-induced Ca 

re lease  comme cela a é t é  proposé par FABIATO e t  FABIATO (1975 a )  Sur l e s  

c e l l u l e s  cardiaques. De nombreux éléments expérimentaux semblent prouver 

que l ' i nvers ion  de l a  pompe n ' e s t  pas u n  mécanisme physiologique. 

Des expériences antér ieures  effectuées su r  des ce l lu les  cardiaques 

pelées (FABIATO e t  FABIATO, 1978 a ; 1978 b )  e t  sur  des vésicules isolées 

d u  RS (KIRCHBERGER e t  W O N G ,  1978) ont conduit à envisager que l e  mécanisme 

de "Ca-induced Ca re lease"  u t i l i s e  une par t i e  d u  mécanisme impliqué dans 

1 'accumulation calcique. E n  e f f e t ,  1 ' addi t ion d'AMP cyclique (FABIATO e t  

FABIATO, 1978 c )  ou 1 'augmentation d u  pH (FABIATO e t  FABIATO, 1978 d )  deux 

conditions augmentant l 'accumulation calcique par l e  RS, diminue la  concen- 

t r a t i on  calcique seui l  nécessaire au largage calcique.  Cependant, une 

augmentation en magnésium l i b r e  qui augmente l 'accumulation calcique,  

augmente l a  valeur seuil  d ' ions  Ca nécessaires au largage calcique 

(FABIATO e t  FABIATO, 1975 b )  . 11 semble donc que 1 'hypothèse d'une par t ic ipa-  

t ion  d i r ec t e  du mécanisme d'accumulation calcique doive ê t r e  abandonné. 

De plus ,  des expériences effectuées sur  des f ib res  pelées de muscle sque- 

l e t t i que  montrent que non seulement 1 ' A T P  mais aussi 1'ADP e t  1'AMP 

st imulent  l e  largage calcique à p a r t i r  d u  RS, a lo r s  que seul 1 'ATP stimule 

l a  pompe calcique ( E N D O ,  1981). A 1 ' i nverse ,  l e s  analogues de 1 'ATP qui 

st imulent  l a  pompe calcique ne st imulent  pas l e  largage calcique. 

L'absence de simi 1 i  tude d ' e f f e t s  de ces divers const i tuants  ce1 - 
l u l a i r e s  sur  l a  pompe calcique e t  l e  mécanisme de largage calcique nous 

oblige à dissocier  ces deux mécanismes. I l  n ' e s t  cependant pas impossible 



que 1'ATPase calcique s o i t  une zone de passage des ions calciques largués 

(CHIES1 e t  col 1 .  , 1981). 

IV - LARGAGE D E  CALCIUM EN PRESENCE DE TEA Cl. 

Les r é su l t a t s  exposés précédemment montrent que l e  TEA Cl (50  m M )  

diminue l e  largage calcique à p a r t i r  du RS. Nous avons tout  l e  long de 

1 'exposé s ignalé  les  points  qui méritent d iscuss ion. '  Nous al lons l e s  

aborder i c i  . 

A - Incidence d u  TEA Cl sur  1 'absorption lumineuse d u  complexe 

Ca-Arsenazo 

L'établissement des courbes d'étalonnage en arsenazo do i t  ê t r e  

impérativement f a i t  dans l e s  milieux dans lesquels seront  baignées l e s  

f i b r e s  pendant l a  mesure optique. En e f f e t ,  t ou t  apport d'un composé dans 

l a  solution arsenazo e s t  susceptible de modifier l a  conformation de l a  

mol écule d'arsenazo (1  i  bre ou compl exée au calcium) , e t  par conséquent son 

spect re  d'absorption. Le phénomène a 6 t é  récemment rapporté par BEST e t  

ABRAMCHECK (1985) .  Ces auteurs ont mis en évidence que l a  caféine forme u n  

complexe de stoechiométrie- 1 : 1 avec l ' a rsenazo.  La création de ce complexe 

indu i t  une diminution de 1 'ampl i  tude de 1 ' absorption 1 umi neuse. 

De façon comparable, nous pourrions expliquer l a  différence d'am- 

pl i  tude entre 1 'absorption lumineuse d i f f é r e n t i e l l e  du milieu caféinique 

e t  c e l l e  d u  mil ieu caféine + TEA Cl. On peut en e f f e t  envisager que l e  

TEA Cl a u n  e f f e t  d i r ec t  sur  les  propriétés optiques de l 'arsenazo l i b r e  



et/ou du complexe Ca-arsenazo, ou qu ' i l  modifie 1  ' in te rac t ion  en t re  la  

caféine e t  l a  molécule d'arsenazo. 

B - Largage calcique par l e  RS 

Après l e  commentaire de l a  f igure 62 nous avons conclu qu'en 

présence de TEA Cl l e  largage e s t  r édu i t ,  ca r  l a  tens ion 'enregis t rée  e s t  

diminuée e t  l e  signal d i f f é r en t i e l  nul ou, plus précisement, in fé r ieur  

à l a  s e n s i b i l i t é  de nos appareils  d'enregistrement. L'estimation de la  

concentration de calcium myoplasmique donnée par l ' a rsenazo e s t  de 116 uM, 

ce q u i  correspond à une pCa in fé r ieure  à 4.0. L'on s a i t  que dans ces con- 

d i t ions  l a  tension développée par l a  f ib re  e s t  maximale e t  que l e  TEA Cl 

50 mM n ' i ndu i t  a lors  aucune chute de l a  tension développée par l e s  protéines 

con t rac t i l e s  (Fi g .  60) .  Nous pouvons a ins i  a t t r i b u e r ,  sans e r reur  possible,  

l a  diminution de l a  tension à une diminution d u  largage. 

L'absence de var ia t ion d u  signal d i f f é r e n t i e l ,  malgré l ' ex i s t ence  

manifeste d'un largage calcique ( l a  t ens ion) ,  peut ê t r e  expliquée par l e s  

valeurs d i f fé ren tes  des constantes d 'associa t ion apparentes des s i t e s  de 

1  a  troponi ne e t  de 1  'arsenazo pour 1  e  cal c i  um. SCARPA e t  col 1. (1  978) 

4 4 -1 donnent pour l 'arsenazo une valeur comprise en t re  1.67 10 e t  6.67 10 M , 

tandis que l a  constante d 'associa t ion des deux s i t e s  de la  troponine spé- 

c i f iques  au calcium, déterminée par POTTER e t  G E R G E L Y  (1975), e s t  de 

5 2 10 M-'. Cela s i g n i f i e  que 1  ' a f f i n i t é  de l a  molécule d'arsenazo pour l e  

calcium e s t  infér ieure  à c e l l e  de la  troponine, e t  que l a  fa ib le  quanti té  de 

cal c i  um larguée dans 1  'exemple c i  t é  (en présence de TEA Cl ) , va préféren- 

t ie l lement  s e  f ixe r  su r  l e s  s i t e s  à plus haute a f f i n i t é  c ' e s t  à d i r e  à l a  



troponine : l e  signal de tension s e  trouve favor isé  par rapport au signal 

ci ' absorption. 

Le f a i t  qu'une tension se  developpe a lo r s  que l e  signal d'absorp- 

t ion  lumineuse r e s t e  inchangé prouve que l e  signal  d i f f é r en t i e l  arsenazo 

que nous u t i l i sons  permet d ' é v i t e r  l a  perturbation de l a  mesure par ce 

qu'on appelle u n  "a r te fac t  de mouvement". En e f f e t ,  SCARPA e t  co l l .  (1978 )  

rapportent que tou t  mouvement de l a  f i b r e  e s t  suscept ib le  de créer  une 

déflexion du s ignal  arsenazo ne correspondant pas à une augmentation de 

l a  concentration calcique,  mais à une modification de réfringence des 

myofilaments. Ces mêmes auteurs consei l lent  l ' u t i l i s a t i o n  d'un signal 

di f fé ren t ie l  pour contourner ce problème techni que. 

En concl usion, on peut émettre l e s  hypothèses suivantes pour l e  

mode d 'act ion d u  TEA au niveau de l a  membrane du RS ': 

- s o i t  l e  TEA a l t è r e  directement la  s t r uc tu r e  moléculaire de l a  

membrane du RS d'une façon t e l l e  que l a  capacité de largage calcique e s t  

dimi nuée, 

- s o i t  l e  TEA diminue l a  s e n s i b i l i t é  de l a  membrane à la  caféine 

sans modifier sa capacité de largage. 



ACTIVITE DE L'ATPAsE CALCIQUE DU RS : INTENSITÉ DE LA 

CAPTURE DU CALCIUM,  

1  - ACTIVITE ATPasique DANS LES CONDITIONS NORMALES 

D'après l a  f igure  34 l e  temps nécessaire pour charger maximalement 

l e  réticulum sarcoplasmique lorsqu'une solut ion de concentration pCa 6.6 
. - 

..est présente dans l e  milieu ex t r a r é t i cu l a i r e ,  e s t  voisin de 5 minutes. 

Cette lenteur  ne permet pas d 'expliquer l a  relaxation rapide (de 1  'ordre 

de 50 msec) observée su r  des contractions induites par une dépolarisat ion 

membranaire (vo i r  Fig. 25) .  Une des explicat ions s e r a i t  que la  concentra- 

t ion  calcique i n t r ace l l u l a i r e  au pic de l a  secousse musculaire e s t  t r è s  

certainement plus élevée que l a  concentration calcique correspondant à 

pCa 6.6. Or, nous avons v u  dans l e  chapitre "Historique" que 1  ' a c t i v i t é  

de 1'ATPase calcique e s t  fonction de l a  concentration calcique ex t r a r é t i -  

cu l a i r e .  On peut donc envisager qu'au pic ou mPme avant l e  pic de la 

contract ion,  l a  concentration calcique s o i t  pl us favorable à 1  ' a c t i v i t é  

de 1'ATPase calcique que l a  solut ion de concentration pCa 6.6, Ceci semble 

d ' au tan t  plus exact que WOOD (1978) a  montré sur  l e s  f ib res  musculaires 

humaines par une méthode identique à l a  nôtre que l e  temps nécessaire 

pour que l e  RS s o i t  chargé maximalement e s t  d ' au tan t  plus court que l a  

pCa e s t  f a i b l e  (comparaison en t re  pCa 7 . 0  e t  6 . 4 ) .  Une autre  explica- 

t i o n  s e r a i t  que sur l e s  f i b r e s  i n t ac t e s ,  l e  réticulum sarcoplasmique e s t  

moins chargé en calcium q u ' i l  ne l ' e s t  lo r s  de l a  charge calcique maximale 

que nous effectuons sur  l e s  f ib res  pelées (pCa 6 . 6 ,  5 min). Comme l a  
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vitesse du transport e s t  d'autant plus élevée que la  concentration 

cal cique i ntrarét iculaire  es t  fa ible  (voir "Historique"), i 1 e s t  compré- 

hensible que la  vitesse de relaxation s o i t  plus rapide que la vitesse de 

charge maximale du RS. Cependant, ces deux explications ne semblent pas 

suffisantes pour expliquer la  t r è s  grande ai ttérence de rapidité de ces 

deux phénomènes. En e f f e t ,  récemment GILLIS (1985) dans une revue de 

questions f a i t  é t a t  des vitesses maximales du transport calcique via la  

Ca-ATPase, obtenues par divers auteurs, sur divers muscles à l ' a i d e  de 

techniques variées s o i t  sur des vésicules isolées d u  RS so i t  sur des 

fibres pelées. Ces valeurs reportees dans l e  tableau ci -après montrent 

1 a grande variabi 1 i t é  des résul ta ts  obtenus. Dans nos conditions expérimen- 

ta les  e t  sur la f ibre  de Crabe, en admettant que la  charge calcique maxi- 

male e s t  égale à 20 mM (HASSELBACH e t  OETLIKER, 1983), nous obtenons une 

vitesse du transport calcique égale à 67 ~mol / l f ibre /sec .  Certes, s i  nous 

nous situons dans la large gamme de valeurs rapportées, on ne peut s ' a t -  

tendre , dans 1 ' é t a t  actuel des. techniques, qu'à obtenir des valeurs 

de la vitesse maximale de l ' a c t i v i t é  ATPasique ne permettant pas d'expliquer 
8 ,  

l a  rapidité avec laque1 1 e une f ibre  muscul a i r e  intacte  'se relâche lors d u  

développement d'une contraction induite par une dépolarisation rnembranaire. 

Donc ni les vésicules isolées d u  RS ni les fibres musculaires pelées ne 

sont u n  bon matériel pour déterminer l ' a c t i v i t é  ATPasique in vivo de 

lfATPasique calcique. De plus, bien qu'un a r t i c l e  récent de LUDI e t  

HASSELBACH (1985) démontre la possibi l i té  d ' i so le r  ce t t e  ATPase, i l s  
/ 

obtiennent par addition de myri s toyl glycerophos phochol i ne une ac t iv i t é  

ATPasique comparable à ce l le  obtenue sur les vésicules isolées d u  RS. 

La nécessité d'apport de phospholipides e s t  compréhensible puisque nous 

avons v u  dans l e  chapitre "Historique" que 1 'environnement phospholi pidique 
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e s t  une condition nécessaire à 1 'expression de 1 ' a c t iv i t é  ATPasi que de 

1 a  Ca-ATPase. 

Cependant s i  la technique permettant une détermination de 

1 ' ac t iv i t é  ATPasique de 1 'ATPase calcique conciq iable avec la vi- 

tesse de relâchement de la  contraction n 'exis te  pas encore, i l  n'en 

demeure pas moins que s o i t  la technique u t i l i s an t  les vésicules isolées 

du RS, s o i t  ce l le  u t i l i s an t  les fibres pelées permettent d 'effectuer  des 

comparaisons de muscle à muscle ou encore des comparaisons sur u n  même 

muscle dans des conditions physiologiques vàriées. C'est ce que nous avons 

effectué pour les  fibres musculaires de C~abe e t  les fibres musculaires 

du muscle grand fess ie r  humain. Les courbes traduisant I ' é v o l u t i ~ n  sur 

ces deux muscles de 1 'ampli tude de la contraction caféinique (Caf 20 m M )  

exprimée en % de l'amplitude de la contraction caféinique maximale en 

fonction d u  temps de charge calcique par l a  solution pCa 6 .6  sont i l l u s -  

trées à l a  figure 73 . O n  observe une a l lure  de courbe différente.  En 

e f f e t ,  sur l e  muscle de grand fessier  humain, la  vitesse d'abord lente 

semble s 'accélérer  au-delà de 3 minutes pour à nouveau se r a l en t i r  après 

5 minutes. Le maximum es t  a t t e in t  vers 6 minutes. Sur l e  muscle de Crabe, 

la vitesse d u  transport calcique e s t  tout d'abord t r è s  rapide puis e l l e  

tend à se r a l en t i r  de façon constante jusqu'à l ' a t t e i n t e  de la charge 

calcique maximale vers 6 minutes de charge. Cette courbe obtenue sur la 

f ibre  de Crabe e s t  facilement explicable par l e  f a i t  établi  e t  rapporté 

dans l e  chapitre "Historique" que la vitesse du transport calcique es t  

d 'autant plus ralent i  que 1 a concentration cal cique i  ntrarëticul ai re e s t  

élevée. Plus l e  temps de charge e s t  long, plus la  concentration calcique 

in t ra ré t icu la i re  e s t  élevée e t  donc plus la  pente de la courbe variation 



O Biceps femoris de singe 
Gastrocnérnien de rat 

Variation du temps de charge (min) 

Fiqure 74 : Evolution de l 'ampli tude de l a  contraction caféinique exprimée 

en % de la  contraction caféinique maximale (ordonnée) en fonction d u  temps 

de charge d u  RS par une solution pCa 6 .8  (abscisse)  : 

( e ) s u r  l e  muscle gastrocnémien de Rat. 

D 'après GOBLET e t  col l .  ( 1 9 8 4 ) .  

( O ) s u r  l e  muscle biceps femoris de Singe. 

Résultats non publiés. 



261. 

du  temps de charge, traduisant la vitesse du transport calcique, e s t  

a f fa ib l ie .  Pour la f ibre  musculaire du muscle grand fess ie r  humain, 

1 ' interprétation e s t  pl us complexe. Comment expliquer 1 a vitesse lente 

puis rapide entre 3 e t  5 minutes de charge? Pour l ' i n s t a n t  aucun élément 

bibliographique n 'exis te .  

Un même type d'expérience a é té  effectué sur deux autres muscles : 

l e  muscle biceps femoris de Singe e t  l e  muscle gastrocnémien de Rat. 

Cependant, les résul ta ts  ne peuvent ê t re  comparés à ceux antérieurement 

décri ts  dans la  mesure où pour ces deux muscles la solution de charge 

choisie a é t é  pCa 6.8. E n  e f f e t ,  sur ces deux muscles l e  seuil  d 'activation 

directe des protéines contracti les e s t  abaissé e t  lors d'une charge cal- 

cique à pCa 6 . 6 ,  l e  muscle développe une contraction. Même s i  l e  dévelop- 

pement de ce t te  contraction n 'es t  pas susceptible de modifier la vitesse 

e t  1 'amplitude du transport calcique par l e  RS, l a  mise sous tension pendant 

plusieurs minutes fragil  i  se les fibres interrogées. Cette différence de 

solution calcique de charge rend impossible la  comparaison avec les deux 

muscles présentés ci-dessus puisque nous avons v u  dans l e  chapitre 

"Historique" que la vitesse du transport calcique es t  fonction de la 

concentration calcique extrarét iculaire .  

La comparaison des courbes exprimant l 'évolution de l'amplitude 

de la  contraction caféinique (exprimée en % de la  contraction caféinique 

maximale pour chaque muscle) en fonction d u  temps de charge e s t  i l l u s t r ée  

à la figure 74. Cette figure montre clairement une vitesse d u  transport 

calcique beaucoup plus rapide sur l e  muscle gastrocnémien de Rat que sur 

l e  muscle biceps femoris de Singe. Enfin les  maxima sont a t t e in t s  pour 

2 minutes e t  10 minutes de charge respectivement. 

E n  conclusion, une comparaison entre muscles dans des conditions 

expérimentales identiques permet de comparer l a  vitesse de fonctionnement 

de l a  Ca-ATPase. 



Les enreg is t rements  i l l u s t r é s  à l a  f i g u r e  31 mont ren t  que q u e l l e  que 

s o i t  l a  c o n c e n t r a t i o n  c a f é i n i q u e  u t i  1  i s é e  l e s  c o n t r a c t i o n s  son t  maintenues. 

Ce r é s u l t a t  d i f f è r e  de ceux que nous avons obtenus s u r  l e s  f i b r e s  humaines 

chimiquement pelées (MOUNIER e t  GOBLET, 1983) .  En e f f e t ,  s u r  ces de rn i è res ,  

on observe qu'une c o n t r a c t i o n  i n d u i t e  par  2.5 mM c a f é i n e  après une charge 

ca l c i que  maximale (pCa 6.6, 5 m inu tes )  t end  à se r e l â c h e r .  Ce t t e  d i f f é r e n c e  

p o u r r a i t  ê t r e  due à une s e n s i b i l i t é  p l us  f o r t e  de l a  Ca-ATPase à l a  ca fé ine .  

Le pompage s e r a i t  donc p l u s  fo r tement  i n h i b é  que s u r  l e s  f i b r e s  muscu la i res  

humaines e t  l a  c o n t r a c t i o n  maintenue. 11 p o u r r a i t  ê t r e  également da indé-  

pendamment de 1  ' a c t i o n  de l a  c a f é i n e  à une v i t e s s e  de cap tu re  c a l c i q u e  p l us  

é levée sur  l e  muscle grand f e s s i e r  humain que s u r  l e  muscle de Crabe comme 

c e l a  e s t  i l l u s t r é  à l a  f i g u r e  73. 

II - ACTIVITE ATPasique EN PRESENCE DE TEA C l  

No t re  étude du pompage montre  une d i m i n u t i o n  du fonct ionnement  de 

1'ATPase c a l c i q u e  en présence de TEA C l  50 mM. Avant d 'exposer  l e s  hypo- 

thèses d ' a c t i o n  du TEA C l  s u r  l ' a c t i v i t é  ATPasique du RS, nous voudr ions 

commenter l ' a s p e c t  p a r t i c u l i e r  des t ens ions  présentées à l a  f i g u r e  65. Cela 

nous amène à aborder  à nouveau l e s  phénomènes de l a  c o n t r a c t i o n  muscu la i r e  

au niveau des p r o t é i n e s  c o n t r a c t i l e s .  Ces t ens ions  d i t e s  b iphas iques  pré-  

sen ten t  un p i c  i n i t i a l  de f o r t e  amp l i tude  q u i  ne correspond pas à un a c c r o i s -  

sement para1 1  è l e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  c a l c i q u e .  JULIAN e t  c o l 1  . (1978) 

proposent une i n t e r p r é t a t i o n  de l a  t e n s i o n  b iphas ique s e l o n  l a q u e l l e  l e  

raccourcissement des d i f f é r e n t s  sarcomères d  'une f i b r e  pe lée  e t  f i x é e  aux 

deux ex t r ém i t és  ne s e r a i t  pas homogène. 11 y a u r a i t ,  dans un p remie r  temps, 

raccourcissement des sarcomères l o c a l i s é s  p rès  des p o i n t s  de f i x a t i o n  e t  

é l onga t i on  des sarcomères s i t u é s  au c e n t r e  de l a  f i b r e .  Dans un second 



temps, i  1 s  'effectuerai t  une redistribution des forces aboutissant à des 

longueurs homogènes de sarcomëres t o u t  l e  long de la fibre.  C'est pourquoi 

on obtiendrait l e  décours de contraction consistant en une augmentation 

rapide de la tension suivie d'une diminution jusqu'au niveau stable 

(Fig. 65) .  

Voyons à présent quelles composantes d u  mécanisme d u  pompage de 

calcium sont susceptibles d ' ê t r e  affectées par l e  TEA Cl,. par u n  rappel des 

caractéristiques connues de 1'ATPase calcique d u  RS. 

Nous avons v u  dans l e  chapitre "Historique" que 1 'ATPase calcique 

d u  RS e s t  une protéine présentant 4 classes de s i t e s  de fixation pour les 

ions divalents. Deux s i t e s  ont une grande a f f i n i t é  pour l e  calcium e t  sont 

s i  tués à 1 'extérieur de la membrane. I l s  sont responsables de la fixation 

calcique in i t i a l e  avant l e  transport proprement d i t  vers la lumière d u  RS. 

Un autre s i t e  es t  u n  s i t e  de fixation pour l e  magnésium. Ce s i t e  permet 

a u  magnésium de jouer son rôle de catalyseur de la  réaction enzymatique. 

Enfin, i l  existe u n  s i t e  calcique s i tué  à 1 ' in té r ieur  de la  membrane. On 

peut envisager que l e  TEA,  ion pos i t i f ,  inhibe de façon compétitive la  

fixation s o i t  des ions Ca s o i t  des ions Mg sur leurs s i t e s  respect i fs ,  ou 

encore qu ' i l  gêne par empêchement stérique la  fixation de ces deux cations,  

diminuant de ce f a i t  l a  vitesse de capture du calcium par l e  RS. 



PRûPRI ETES DES PRûlEI I4ES C@$:P\CTI LES 

Avant d'aborder l e s  d i f f é r en t s  points de discussion i l  faut  rappeler 

que l e  Mg ATP e s t  l e  subs t ra t  de l a  réaction ATPasique s e  s i t uan t  au niveau 

de l a  par t ie  S1 de l a  myosine e t  conduisant au développement de la  contrac- 

t ion.  11 e s t  donc impératif que l a  concentration en MgATP dans nos solut ions  

ac t i va t r i c e s  s o i t  une concentration optimale pour l e  développement de l a  

contraction.  Ceci e s t  l e  cas c a r  nos solutions ac t i va t r i c e s  contiennent 

2.0 x 1 0 - ~  M de Mg ATP. Or, CHAEN e t  SUGI (1982) ont rapporté sur l e s  f i b r e s  

nusculaires de Crabe des valeurs en Flg ATP pour l e  développement optimal 

de l a  force e t  de 1  ' a c t i v i t é  ATPasique respectivement égales à 10'' Pi 

e t  1 0 - ~  M .  Ces optima s e  maintiennent pour des concentrations supérieures 

à  IO-^ PI.  

I  - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES DANS LES CONDITIONS NORMALES 

A .  S t a b i l i t é  des contractions calciques 

La f igure  37 nous a  révélé qu'amplitude e t  cinétique globale 

( l a tence  + temps de mise sous tension maximale) de deux contractions succes- 

s ives  induites par une même solut ion pCa sont inchangées. Le choix d'une 

solut ion pCa 5.8 induisant une contraction maximale pourrai t  Gtre c r i t i q u é ,  

dans l a  mesure où une éventuelle augmentation de l a  seconde tension ne peut 

ê t r e  repérée. Cependant, l e  choix de c e t t e  pCa s e  j u s t i f i e  dans l a  mesure 

où i l  nous permet de nous mettre dans des conditions favorables à une dimi- 



nution éventuelle des réponses de la  f i b r e  musculaire due à l a  fa t igue 

(amplitude élevée de l a  contract ion) ,  t ou t  en nous l a i s s an t  l a  p o s s i b i l i t é  

de déceler une éventuelle f a c i l i t a t i o n  de l a  seconde contraction par l ' ob -  

servation de la  c inét ique,  En  e f f e t ,  s i  l 'arrpli tude de la  contraction in- 

du i te  par une solut ion pCa 5.8 e s t  maximale, son temps de mise sous tension 

e s t  plus l en t  que celui  de l a  contraction indui te  par une solut ion pCa 4.8 

(vo i r  Fig. 39). On observe que 1 'amplitude de l a  seconde contraction e s t  

inchangée e t  que son temps de mise sous tension maximale e s t  légèrement 

augmenté. 11 n 'y  a donc ni f a c i l i t a t i o n  n i  diminution notable de l a  seconde 

contraction.  Paradoxalement, l a  latence e s t  diminuée de 15 %. Cette diminu- 

t ion d u  temps de la tence  pourrai t  ê t r e  due à l a  persistance de ponts à lon- 

gue durée de v ie ,  créés ent re  ac t ine  e t  myosine lo r s  de l a  première con- 

t r ac t ion  e t  maintenus dans l ' é t a t  a t taché malgré l ' app l ica t ion  d'une solu- 

t ion relaxante.  Un t e l  é t a t  des ponts a é t é  appelé "long-1 i f e  s t a t e  of 

--attachment of cross-bridges" (CECCHI e t  c o l l . ,  1982). Puisque 1 'augmentation 

de l a  force e s t  proportionnelle au nombre de ponts formés, 1 ' exis tence  de 

ponts de longue vie permettrai t  d 'expliquer que pour une concentration 

calcique donnée, l a  seconde contraction devient décelable en u n  temps plus 

court .  

- .. 
B. In te rpré ta t ion  de l a  courbe tension-pCa 

11 e s t  classiquement é t ab l i  que l e s  valeurs de pCaS0 e t  d u  coeff i -  

c i en t  de Hill (n)déterminées à par t i r  de l a  re la t ion  tension relative-pCa 

sont  respectivement l e  r e f l e t  de 1 ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques de l a  

troponine e t  d u  nombre de s i t e s  calciques impliqués dans la  contract ion.  

Cependant, des rapports récents viennent modifier c e t t e  conception ( B R A N D T  

e t  c o l l . ,  1980 ; 1982). 



1. Détermination d u  coe f f i c i en t  de Hill 

Le coef f i c ien t  de Hill e s t  détermine en a jus tan t  l e s  points 

expérimentaux à l ' équat ion suivante : 

P/Po  = ( c . K ) ~  / 1 + ( c . K ) ~  

où C e s t  l a  concentration calcique e t  P /Po  l a  tension normalisée. 

K e s t  la constante d 'associa t ion d u  calcium pour l a  troponine. 

Si l e  coeff ic ient  r e f l è t e  effectivement l e  nombre de s i t e s  calciques 

de l a  troponine impliqués dans l a  contract ion,  en admettant une coopérativi té 

maximale en t r e  tous l es  s i t e s ,  n ne peut ê t r e  supérieur à 4. Or, nous obtenons 

sur  l a  f ib re  musculaire de Crabe une valeur de n comprise en t re  4.50 e t  5.75. 

Si de nombreux auteurs rapportent une valeur de n égale à 3 ( B R A N D T  e t  

c o l l . ,  1972 ; JULIAN, 1972 ; OREMTLICHER e t  c o l l . ,  1977 ; FABIATO e t  

FABIATO, 1978 e  ; IIOISESCU e t  THIELECZEK, 1979) e t  même in fé r ieure  ( H E L L A M  

e t  P O D O L S K Y ,  1969 ; DOPJALDSON e t  HERRICK, 1975) des rapports plus récents 

font  é t a t  de valeurs supérieures à 4 ( B R A N D T  e t  col 1  . , 1980 ; 1982 ; G O D T  

e t  LINDLEY, 1982 ; SHINER e t  SOLARO, 1984). BRANDT e t  col 1  . (1980) proposent 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  suivante. Parmi l e s  mécanismes qui pourraient modifier 

l a  pente de l a  courbe tension-pCa par rapport à c e l l e  de l a  courbe t radui-  

sant  l a  f ixa t ion  des ions Ca en fonction de l a  pCa, 1  'un deux e s t  la  re la-  

t ion ex i s tan t  ent re  l e  temps mis par u n  pont ( un i t é  S1 de l a  myosine) pour 

ef fectuer  son cycle d'attachement - détachement avec l ' a c t i n e  e t  la  durée 
++ ++ 

de vie du complexe Troponine-Ca . La 1 / 2  vie d u  complexe troponine-Ca 

a  récemment é t é  estimée à 2-3 msec ( J O H N S O N  e t  col 1  ., 1979) e t  on peut , 



estimer que l a  durée du cycle attachement-détachement e s t  plus longue que 

l e  temps de f ixat ion du calcium sur  l e  troponine. Dans ces condit ions,  l a  

concentration nécessaire en calcium pour a t t e i nd re  50 % de l a  force maximale 

sera  moins importante que c e l l e  nécessaire à l a  demi -sa tura t ion des s i t e s  

régulateurs de 1 a troponine . Dans ces conditions , s i  1 e  temps d 'attachement - 

détachement des ponts ne var ie  pas lorsque l a  tension augmente, l a  r e l a t i on  

tension-pCa sera pa ra l l è le  à la 'courbe r e l i a n t  l a  quant i té  de Ca f ixé  sur  

l a  troponine à l a  pCa. Cependant, sur  l e s  f ib res  in tac tes  i l  e s t  é t ab l i  

que l a  force in terne  diminue l a  v i t esse  du cycle des ponts. S ' i l  en e s t  de 

même sur  l e s  f ib res  pelées,  l a  r e la t ion  tension-pCa ne sera pas pa ra l l è le  

à l a  courbe r e l i a n t  l a  quant i té  de calcium f ixé  à l a  pCa. De plus,  s i  l e  

temps mis par u n  pont pour ef fectuer  son cycle d'attachement - détachement 

augmente quand la  tension augmente, l a  courbe tension pCa obtenue expérimen- 

talement sera une courbe composite produite par u n  déplacement l e  long 

d'une famille de courbe (Fig .  7 5 ) .  Cette famille consiste en: des courbes 

toutes para l lè les  à l a  courbe quanti té  de Ca fixé-pCa avec l e  point milieu 

déplacé vers l a  gauche en fonction de la  durée d u  cycle des ponts. Ce dé- 

placement progressif  about i t  à une re la t ion tension-pCa qui e s t  plus ra ide  

que l a  courbe quanti té  de Ca fixé-pCa. 

Si c e t t e  théorie e s t  correcte on do i t  admettre que des conditions 

expérimentales permettant d 'é l iminer  la  force développée par l a  f i b r e  mus- 

cu l a i r e  doivent donner des r é su l t a t s  t e l s  que l a  courbe traduisant  l a  v i t esse  

de l 'hydrolyse  de 1'ATP par 1 'ATPase de la  myosine en fonction de l a  pCa do i t  

avoir  une pente proche de l a  courbe r e l i a n t  l a  quan t i t é  de Ca f ixée  sur  l a  



Fiqure 75  : Relation tension-pCa sur la  f ibre  d u  muscle psoas de Lapin ( O )  
e t  fami 1 l e  de courbes tension-pCa hypothétiques cal cul ées en admettant 

++ 
que les ions Ca se fixent indépendamment sur deux s i t e s  de la  TnC e t  

qu ' i l s  doivent ê t r e  tous les deux occupés pour permettre l e  développement 

de la tension. La courbe numérotée 1 e s t  construite en admettant u n  

pKd = 5.3 ; les autres courbes sont construites en admettant une augmen- 

tation de pKd de 0 . 2  unités. 

D'après BRANDT e t  coil. (1980). 



troponine à la pCa c 'est-à-dire une pente moins raide que la  relation tension- 

pCa. Effectivement, chaque fois que l a  vitesse d'hydrolyse de 1 'ATP a été  mesurée 

sur des protéines isolées ou des preparations myofi bri 11 a i res  ne pouvant 

développer de contraction, on observe u n  parallélisme entre  les courbes 

vitesse de 1 'hydrolyse de 1 ' ATP-pCa e t  quantité de calcium fixé - pCa 

(POTTER e t  G E R G E L Y ,  1975) .  Par contre, l.'établissement de la  courbe vitesse 

de 1 'hydrolyse de 1 ' ATP-pCa sur des fibres pelées conduit à 1 'obtention de 

courbes présentant une pente pl us raide ( L E V Y  e t  col 1.  , 1976) .  

E n  conclusion, assimiler la  relation tension-pCa à la courbe rel iant  

la  quantité de calcium fixé sur la troponine à la pCa, c ' e s t  ne pas tenir  

compte d u  f a i t  que l e  développement de la tension es t  une résultante de 

t ro i s  étapes importantes 

- l a  fixation du calcium sur la troponine C 

- l 'hydrolyse de 1'ATP par 1'ATPase de la  myosine 

- l e  développement de l a  force. 

11 s 'en su i t  donc que l e  coefficient de Hill ne t radui t  pas fidèlement 

l e  nombre de s i t e s  calciques impliqués dans la  contraction. 

2 .  Détermination de 1 ' a f f i n i t é  des s i t e s  calciques de la troponine 

La valeur de pCa pour laquelle la contraction e s t  égale à 50 % 

de la  tension maximale es t  supposée donner une image de l ' a f f i n i t é  des 

s i t e s  calciques de la troponine : plus la pCa e s t  faible plus 1 ' a f f i n i t é  



e s t  faible ( F U C H S ,  1977). Cependant c e t t e  équation suppose une i d e n t i t é  

en t r e  la courbe tension-pCa e t  l a  courbe quan t i t é  de calcium f ixée  su r  

l a  troponine-pCa. Or, pour l e s  raisons exposées dans l e  paragraphe précé- 

den t ,  nous savons q u ' i l  n'en e s t  r i en .  C ' e s t  pourquoi BRANDT e t  col1 . 
(1982) proposent une au t r e  in te rpré ta t ion .  Comme nous 1  'avons v u  précédem- 

ment une non éga l i t é  e n t r e  l e  terrps mis pour u n  pont à effectuer  l e  cycle 

d'attachement - détachement e t  l a  durée de f ixa t ion  des ions Ca sur  l a  

troponine conduit à u n  déplacement para1 1  è l e  de l a  re la t ion  tension-pla 

par rapport à l a  r e l a t i on  quanti té  de Ca f ixée  - pCa, l e  long de 1  'axe des 

pCa. C'est pourquoi, d 'après  ces auteurs t o u t  déplacement pa ra l l è le  d'une 

courbe tension-pCa par rapport à une au t re  t r adu i ra  une modification de l a  

re la t ion ex i s tan t  en t r e  l a  v i t esse  de mouvement des ponts e t  l e  temps de 

f ixation d u  calcium : u n  déplacement de l a  re la t ion  tension-pCa vers l a  

gauche dans des conditions expérimental es pa r t i  cul i  è res  pourra ê t r e  1 e  

r é su l t a t  de l a  diminution de l a  v i tesse  de mouvements des ponts s  ' i l  e s t  

admis que l a  durée de f ixat ion calcique e s t  inchangée par ces nouvelles 

conditions physiologiques . 

Notons cependant q u  ' i  1  ex i s t e  des condi t ions pour 1  esquel 1  es u n  

déplacement de la r e l a t i on  tension-pCa l e  long de 1 'axe des pCa peut ê t r e  

l e  résu l t a t  d'une modification de 1 ' a f f i n i t é  calcique de l a  troponine. C 'es t  
++ 

l e  cas par exemple d 'une augmentation en Mg créant u n  déplacement vers 

l e s  pCa plus fa ib les  (DONALDSON e t  KERRICK, 1 9 7 5 ) .  

L ' in te rp ré ta t ion  exposée ci-dessus e s t  encore à l ' é t a t  d'hypothèse, 

C 'es t  pourquoi tout  l e  long de l 'exposé des r é su l t a t s  nous avons rapporté 

l e s  valeurs de pCaSO a in s i  que denH lo r squ ' e l l e s  ont é t é  modifiées par des 



milieux physiologiques anormaux. Nous discuterons dans l a  su i te  de ce 

chapitre de l a  signification physiologique de ces modifications d'une 

part dans l e  cadre des théories classiquement admises e t  d 'autre  part 

dans l e  cadre de l a  théorie de BRANDT e t  co l l .  (1980, 1982). 

I I  - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES EN PRESENCE DES IONS STRONTIUM 

Les résul ta ts  rapportés à l a  figure 49  indiquent que les  ions 

strontium peuvent activer directement 1 es protéines contracti 1 es .  Cepen- 

dant, la comparaison de la tension induite par 0.3 mM Sr e t  0.3 mM Ca 

montre que les  ions Sr sont beaucoup moins efficaces dans l ' ac t iva t ion  

de ces protéines. 

A pa r t i r  des relations tension-pCa e t  tension-pSr, t r o i s  points 

peuvent ê t re  soulignés : i )  la quantité maximale d'ions Sr fixés e s t  iden- 

tique à la quantité maximale d'ions Ca fixés puisque P Ca e t  poSr o n t  des 
O 

amplitudes identiques, i i )  pCaSO e t  sont respectivement égaux à 

6.46 e t  4.14, i i i )  l a  pente de la  relation tension-pSr e s t  plus faible  

que la pente de la  relation tension $a puisque les n H  sont respectivement 

égaux à 1 .59  e t  4.50. 

L 'existence d ' une ampl i tude identique pour poCa e t  pOSr semble 

ê t r e  en contradiction avec les résul ta ts  de STEPHENSON e t  WILLIAMS (1980) 

selon lesquels poSr e s t  égal à 10% de pka  sur la f ibre  musculaire de Crabe. 

Cependant, i l s  font remarquer que poSr peut ê t r e  égal à 90 % de P Ca s i  
O 

l a  f ibre  musculaire interrogée a é t é  disséquée peu de temps avant l'expé- 



rimentation. Cette modification des résul ta ts  en fonction de 1 a frafcheur 

de la préparation m'incite à faire  é t a t  d'un résul ta t  préliminaire concer- 

nant l e  dosage d'arginine kinase t e l  que nous 1 'avons décri t dans l e 

chapitre "Résultats". En e f f e t ,  nous avons rapporté une ac t iv i t é  arginine 

kinase égale à 320.06 +/- 34.10 nmoles/min/mg à 17°C. Cependant, lors  de 

l'expérimentation nous avons remarqué u n  autre lo t  de f ibres  donnant une 

valeur de 1 ' a c t i v i t é  arginine kinase égale à 44.73 +/- 4.20 nmoles/min/mg 

à 17°C. Parmi pl usieurs possi bi 1 i  t és  permettant d'expl iquer cet te  di fférence 

importante, 1 'une d 'entre  el les  e s t  l a  suivante : l e  premier l o t  de fibres 

a é t é  expérimenté juste après l a  dissection' .et  l e  pelage. Le second lo t  

a é té  maintenu approximativement 1 heure dans la  solution relaxante con- 

tenant de 1 'ATP, après dissection e t  pelage. Bien que pour confirmer cette 

hypathèse i 1 f a i  11 e fa i re  u n  nombre d 'expéri ences pl us important, i 1 sembl e- 

r a i t  en e f f e t  que la fraîcheur de l a  préparation disséquée s o i t  u n  élément 

à prendre en considération dans les  résul ta ts  obtenus. Signalons i c i  

que pour toutes les autres expériences, la dissection e t  l e  pelage ont eu 

l ieu juste avant 1 'expérimentation. De plus la f r a g i l i t é  de notre prépara- 

tion ne nous a jamais permis d 'effectuer  des expériences de longue durée. 

Les valeurs différentes de pCa50 e t  pSr50 sont en accord avec 

les  résultats de STEPHENSON e t  WILLIAMS (1980) puisque dans leurs condi- 

tions expérimentales, pCa50 est  égal à 5 .45  e t  pSrSO varie entre 4.10 e t  

4.35. En accord avec FUCHS (1977) cela s igni f ie ra i t  que 1 ' a f f i n i t é  de la 

troponine pour les  ions Sr es t  moindre que pour les ions Ca. Ceci e s t  en 

accord avec l e  résul ta t  de EBASHI e t  col 1 .  (1968) selon lesquels la constante 

d 'a f f in i té  des ions Sr e s t  é tale  à 1 / 2 7  de la  constante d ' a f f i n i t é  des 

ions Ca pour l a  troponine. Si l 'on  t i e n t  compte de la théorie de BRANDT 



e t  co l l .  (1982), l e  déplacement de la  valeur de pSrSO vers la droi te  

(pSr plus fa ib les )  par rapport à la valeur de pCaSO peut s igni f ie r  une 

augmentation de la vitesse d u  cycle attachement - détachement des ponts 

de la  myosine. Cependant, ceci ne semble pas ê t r e  l e  cas dans les condi- 

t ions expérimentales présentes puisque l e  temps de mise sous tension maxi- 

male de l ' a c t i v i t é  mécanique e s t  beaucoup plus important en présence 

d T 
d ' ions Sr qu'en présence d '  ions Ca, ou encore 1 e rapport es t  pl us 

fa ib le .  Dans la mesure où c e s t  l e  r e f l e t  de l a  vitesse avec laque1 l e  
d t 

les  ponts entre l ' a c t ine  e t  la myosine se forment, en présence d'ions Sr 

ce t t e  vitesse e s t  beaucoup plus lente.  Il s ' en  s u i t ,  que dans ces conditions 

expérimentales, l e  déplacement de la courbe vers la droite n 'es t  pas l e  

r e f l e t  d'une modification de comportement des ponts mais plus l e  r e f l e t  

de l 'existence d'une a f f i n i t é  moindre des ions Sr pour la troponine. Ce 

résu l ta t  n ' e s t  d 'a i l leurs  pas fondamentalement en désaccord avec B R A N D T  

e t  co l l .  (1982) puisque ces auteurs rapportent que dans certaines conditions 

l e  déplacement de la relation tension-pCa vers les  pCa plus faibles (vers 

la  droi te)  peut ê t r e  une conséquence d'un amoindrissement de 1 ' a f f i n i t é  

de l a  troponine pour l e  calcium. 

La diminution de la pente peut ê tre  due, dans l e  cadre de l ' i n t e r -  

prétation cl assique, à 1 'existence d'une relation quanti t é  d'ions Sr fixés-pSr 

moins pentue que la 'relation quantité d'ions Ca fixés - pCa. Dails ce 

cas ,  en admettant qu ' i l  n'y a i t  pas de modification de la  coopérativité 

des s i t e s ,  cela s ignif ie  q u ' i l  y a moins de s i t e s  de la troponine impliqués 

dans l ' ac t iva t ion  des protéines contracti les par les ions Sr que par les 

ions Ca. Dans l e  cadre de l a  théorie de BRANDT e t  col l .  (1'980) on peut 

admettre qu ' i l  n 'y a i t  pas de modification de la pente de la courbe quantité 



de Sr fixée - pSr comparativement à l a  courbe quantité de Ca fixée - pCa 

mais que l'augmentation de la contrainte interne de l a  f ibre  e s t  moindre 

lorsque 1 'on sol 1  i c i  t e  1 'augmentation de 1  ' ac t iv i t é  mécanique de 

l a  f ibre  en faisant varier la valeur de pSr de 4.8 à 2.0 que lorsque l  'on 

s o l l i c i t e  ce t te  augmentation d ' ac t iv i t é  mécanique' dans la  gamme de pCa 

a l l an t  de 7.0 à 4.8 (voir  Fig. 76). Dans ce cas,  l e  passage d'une courbe 

à 1 'autre dans l e  faisceau de courbes parallèles i l l u s t r é  à la figure 76 

s ' e f fec tuera i t  u n  nombre de fois moins important en présence d'ions Sr 

qu'en présence d'ions Ca. 

I I I  - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES EN PRESENCE D E  TEA Cl 

1. Etude cinétique 

En  ce qui concerne 1 ' e f f e t  d u  TEA C l  sur la  cinétique de tension, 

nous pouvons à ce stade formuler plusieurs hypothèses : 

D'après la théorie de H U X L E Y  (1957) l'amplitude de la tension ( P )  

e s t  l i ée  à l a  vitesse de formation ( f )  e t  à l a  vi tesse 'de détachement (g)  

des ponts entre l ' a c t ine  e t  la sous-unité SI  de la myosine par la relation : 

I p z -  
f+g , 

c 'est-à-dire  qu ' i l  ex is te ra i t  une relation inverse entre l'amplitude de l a  

contraction e t  l e  temps de mise sous tension ( à  savoir que plus 1 'amplitude 

de 1 a  contraction e s t  grande, pl us 1 e  temps nécessaire pour 1  'at teindre e s t  

court) .  



On pourrait donc a t t r ibuer  l e  ralentissement des contractions en 

milieu TEA Cl à l 'affaiblissement de la contraction. Cependant, l e  tableau 

ci-dessous dressé à par t i r  de nos résul ta ts  u t i l i s an t  l e  protocole décri t  

pour l 'é tude des protéines contracti les montre qu ' i l  n'en e s t  rien. 

u 
Les résultats sont présentés sous la forme +/- - (erreur &*&dard 

F 1,; $ '  ., 
par rapport à Za moyenne). 

T expmme 2 ' q l i t u d e  de Za contraction en mg. 

7 

avec TEA Cl 50 mM ( n  = 13)  

288 + - 60 

1.05 + 0.07 

d.!r - exprime en mg/s, Za vitesse théomque du développement de Za 
dt 

Sans TEA ( n  = 6 )  

284 + - 26 

5.6 + 0.7 

r 

tension. 

d T - 
d t 

Remarquons qu ' i l  e s t  f a i t  abstraction des valeurs des solutions pCa - 
ut i l i sées  af in  de permettre l a  comparaison d'échantillons de tension dont 

la  moyenne e s t  similaire.  La comparaison des valeurs de dT obtenues sans 

e t  avec TEA Cl montre clairement que la  cinétique e s t  affectée indépen- 

damment de la  tension puisqu'en présence de TEA Cl la vitesse moyenne de 

mise sous tension e s t  divisée par 5,3. Cette remarque e s t  confirmée par la 

figure 7 6 ,  où nous avons superposé les contractions induites par une solu- 

tion pCa 4.8 en absence e t  en présence de TEA Cl, déjà présentées à la 



- avec  T E A - C I  R R 
s a n s  T E A - C I  R R R R R  R 

Fjqure 76 : Effet  d u  TEA Cl sur  l a  cinétique d'une contraction d'amplitude 

maximale. 

Le TEA Cl diminue la v i t e s s e  de mise sous tension d'une f i b r e  act ivée par 

une solution pCa 4.8, a l o r s  q u ' i l  ne modifie pas 1  'amplitude f ina le  de l a  

con t rac t ion.  

Fibre no 151284. 



figure 59. Ce montage nous rappelle que l e  TEA Cl n 'a aucun e f fe t  sur 

l'amplitude de la  tension maximale provoquée par une solution pCa 4.8, 

alors même qu ' i l  r a l en t i t  t rès  sensiblement 1 a ci nétique d u  phénomène. 

Dans ce cas,  l'allongement du temps de mise sous tension ne peut ê t r e  

r e l i é  à une diminution de l a  force développée par la  f ib re ,  puisque l'am- 

plitude f inale  e s t  identique à 2 % près. Compte-tenu de l 'équation précé- 

demment c i t é e Y L l e  TEA Cl - s o i t  uniquement diminue la vi tesse de formation 

des ponts, f ,  - s o i t  diminue f e t  simultanément augmente la  vitesse de 

détachement des ponts. Cet e f f e t  e s t  un e f f e t  propre du tétraéthylarnmonium, 

puisque nous avons v u  que les ions chlorure ne modifient pas l e  temps de 

mise sous tension maximale (voir Fig. 58). 

2 .  Interprétation de la  courbe tension-pCa 

Le déplacement de la relation Tension-pCa vers les pCa plus faibles ,  

associé à une contraction maximale inchangée en présence de TEA Cl (voir 

Fig. 60) ,  l a i sse  supposer 1 'existence d'une compétition entre l e  calciun e t  

l e  TEACl pour la  fixation sur les s i t e s  calciques de la troponine. La déter- 

mination de la  faiblesse des e f fe t s  des ions chlorure (voir  Fig. 58) par 

rapport à ceux provoqués par l e  TEA Cl, nous permet de yréciser que la 

diminution de tension doit ê t r e  essentiellement attribuée à l a  mo15cu7e +P 

T E A .  

Notons i c i  que la diminution de l'amplitude de la  contraction induite 

par les ions chlorure vient confirmer les résul ta ts  obtenus par ASHLEY e t  

MOISESCU (1977) sur les fibres musculaires de Balane. Elle s e r a i t  l e  résul ta t  

de 1 ' inhibit ion de 1 ' a c t iv i t é  ATPasique de la myosine par les  anions Cl-. 



PPORÏ' DES CNiTROLES EFFECTUES SUR LES FIBRES PELEES ET4 PRESENCE D' INHI-- 
BITRiRS POTASSII-WES, SUR LA C01"iPRfiHEi'~SIUN DU FONCTIONNEIW uU W L  

TALC 1 QUE 

Nous avons observé à 1  a  f igure 56 qu 'en présence de TEH ( 5 ~  m M )  , 

l e  courant potassique t r a n s i t o i r e  1  e s t  inhibé e t  l e  courant en t ran t  I i  
K1 

devient de grande amplitude. Simultanément, l a  contraction phasique dépen- 

dante du courant en t ran t  calcique e s t  t r è s  nettement augmentée. L'une de 

nos hypothèses pour expliquer ce r é s u l t a t  f u t  que l'augmentation importante 

de I i  en milieu TEA n ' e s t  pas uniquement due à u n  démasquage, par I ' i n h i -  

bi t ion de 1  , d'un Ica  déjà ex i s tan t  dans l es  conditions normales, mais à 
K1 

une augmentation réel 1  e  du flux entrant  cal ci que. 

Nous avons cependant voulu auparavant t e s t e r  l e s  e f f e t s  d u  TEA sur  

les  composantes subcel lu la i res  intervenant dans l a  contraction.  Nos résul-  

t a t s  ont montré que l e  TEA diminue l es  performances de tous ces éléments 

permettant l e  développement de l a  contraction.  11 en résu l t e  donc que 

l'augmentation de contraction observée ne peut ê t r e  due qu'à l 'augmentation 

r ée l l e  du courant ent rant  calcique. Cette conclusion e s t  confortée par l e s  

résu l t a t s  suivants :  STINNAKRE e t  TAUC (1973) ont montré que l a  f luores-  

cence obtenue par in ject ion d'aequorine dans les  neurones a c t i f s  dlAplysie 

e s t  augmentée de l a  même façon après in jec t ion  de TEA e t  après applicat ion 

++ 
d'une solution normale enr ichie  en ions Ca . I l s  en concluent que l e  

TEA pourrait maintenir ouvert l e  canal cal ci  que. De même, ATWATER e t  col 1 .  

(1974)  ont montré su r  l a  f i b r e  nusculaire de l a  balane Megabalanus posit tacus 



?ar mesure du flux du radioisotope 4 5 ~ a ,  qu'en présence de TEA (60 m M )  l e  

flux calcique e s t  augmenté (Fig.77) : d'une valeur moyenne de 6 . 2  pmole/sec 

dans les conditions normales i l  a t t e in t  une valeur moyenne de 16.5 pmole/sec. 

L'augmentation du courant calcique entrant pourrait ê t r e  l e  résu l ta t  

d'un e f f e t  pharmacologique propre du T E A  sur l e  canal calcique. Une autre 

hypothèse e s t  avancée: l e  courant sortant 1 e t  l e  courant entrant Ica 
K1 + 

passeraient par l e  même canal e t  l e  flux sortant d'ions K gênerait 1 'entrée 
++ 

des ions Ca . En présence de TEA,  1 ' inhibit ion de 1 faci1 i  terai  t donc 
K, ++ 1 

1 'entrée des ions Ca . 

L'observation des effets  de l a  4 AP (1 m M )  sur l'es courants ioniques 

rnembranaires ( voir Fig. 69)  e t  l a  contraction associée ( voir Fig. 70) e s t  

d ' interprétat ion plus délicate.  L'augmentation t rans i to i re  de contraction 

alors que 1 es t  inhibé e t  I i  t r è s  nettement augmenté pourrait ê t re  due 
K 7 
1 

comme lors de la présence de TEA, à la faci l i t a t ion  de 1  'entrée des ions 

Ca quand 1  e s t  inhibé. La diminution ultérieure de la contraction bien 
1  

que l e  courant Ii  reste de grande amplitude, se:nble ê t r e  l e  r-siiltat d'un 

e f fe t  d i rec t  de la 4 A P  sur les protéines contracti les conduisant à une 

inhibition d u  développement de 1 a  force par les ponts entre 1 'actine e t  

la myosine. 

En conclusion, 1 ' u t i l i s a t ion  de ces deux inhibiteurs potassiques 

sur les fibres musculaires in tac tes ,  nous a  permis, après u n  contrôle de 

leur action spécifique sur les acteurs subcellulaires de la  contraction, 



Figure 77 : Effet  d u  TEA sur  1 ' i n f lux  de 4 5 ~ a  sur  les f ib res  musculaires 

de Balane. 

(D'après ATWATER e t  coZZ., 1974) 
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de conclure à l 'existence probable d'une gêne à l ' en t r ée  des ions Ca dans 

la  cel lule  par 1 'efflux potassique. De plus, les e f fe t s  de ces drogues 

au niveau subcellulaire mettent en évidence les précautions avec lesquelles 

les résul ta ts  obtenus sur des fibres intactes doivent ê t r e  interprétés ,  1 ors 

de 1 ' action de drogues di verses. 









Le mécanisme permettant l 'accroissement de l a  concentration cal-  

cique i n t r a c e l l u l a i r e ,  condition nécessaire au développement de l a  con- 

t r a c t i on ,  a  é t é  étudié sur  l e s  f i b r e s  musculaires intactes  e t  pelées du 

crabe Carcinus maenas. Les r é su l t a t s  ont montré que l e  mécanisme de l i -  

bération calcique par l e  réticulum sarcoplasmique (RS) e s t  de type "Ca- 

induced Ca release" gradué en fonction de l a  concentration calcique extra-  

r é t i cu l a i r e .  Cela s i g n i f i e  qu'une f a ib l e  augmentation de l a  concentration 

calcique myoplasmique due aux flux entrants  d ' ions  Ca ( I c a  OU 1 'échange Na-Ca), 

insuff isante  pour ac t ive r  l e s  protéines con t rac t i l e s ,  stimule l e  1 argage 

calcique par l e  RS e t  permet l e  développement de la  contraction.  L'ampli- 

tude de l a  l ibé ra t ion  des ions calcium e s t  fonction de l 'ampli tude de la  

f a i b l e  augmentation i n i t i a l e  de [cali. De plus,  1 'ATPase calcique s i tuée  

dans la  membrane d u  RS semble in tervenir  par u n  mécanisme encore indéter-  

miné qui pourrai t  ê t r e  une modulation du mécanisme de "Ca-induced Ca release" 

par 1 'adénosine di phosphate. Enfin, u n  aut re  cation d iva len t ,  l e  strontium, 

stimule lu i  aussi l e  largage des ions calcium par l e  RS avec une moins grande 

e f f i c a c i t é .  

Le type d'expériences ef fectué  a ins i  que l e  matériel biologique u t i l i s é  

nous a permis d 'ob ten i r ,  en ou t re ,  des informations concernant l a  capture 

du calcium par l e  réticulum sarcoplasmique e t  l a  f ixat ion des ions calcium 

sur  l*es protéines régula t r ices  de l a  contraction.  On observe également que 

outre l e  calcium, l e  strontium peut ê t r e  activement t ranspor té  par 1'ATPase 

calcique e t  peut s e  subs t i tue r  au calcium sur  l e s  s i t e s ' r égu l a t eu r s  de la  

troponine, avec cependant une e f f i c a c i t é  moindre. 



Enfin, l ' i n t é r ê t  des inhibiteurs des courants potassiques dans l ' é tude  

du couplage excitation-contraction, nous a conduit à t es te r  les e f fe t s  de 

deux d'entre eux, l e  tétraéthylammonium e t  la  4-aminopyridine, sur les  acteurs 

subcel lu1 aires de la  contraction: l e  réticulum sarcoplasmique e t  les  protsi nes 

contracti les.  Les résul ta ts  montrent que l e  tétraéthylammonium diminue 

l'ensemble des performances de ces éléments subcellulaires tout en maintenant 

cependant la capacité qu'ont les protéines contracti les à développer une 

act ivi té  mécanique maximale. Quant à l a  4-aminopyridine, el l e  a ,  sur les 

protéines contracti 1 es; u.ne action di fférenci ée au cours d u  temps pour abouti r  

après 5 minutes d 'action à une réduction t rès  importante de 1 ' a c t iv i t é  

mécanique. 
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