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La contraction musculaire est le résultat d'une augmentation de la
concentration calcique intracellulaire ([@a]i) et Ta relaxation Te résultat
u retour de {Ca]; au niveau de repos.

Selon les structures contractiles étudiées, 1'augmentation de (?a]i
est due soit uniquement au flux entrant d'ions calcium soit uniquement au
largage de calcium par une structure intracellulaire, Te réticulum sarcop1as—‘
mique (RS), soit aux deux.

Sur les fibres musculaires de Crabe, un influx d'ions calcium est
absolumemt nécessaire au développement d'une contraction, qu'il soit sous
la forme du courant entrant d'ions Ca, Ita (SUAREZ - KURTZ et col1.,1972;
ATWATER et coll., 1974; GOBLET, 1979; GOBLET et MOUNIER, 1982) ou d'un
influx calcique 1ié & 1'efflux sodique de 1'échange Na - Ca (GOBLET, 1979;
GOBLET et MOUNIER, 1982). Cependant, cette petite quantité de calcium entrant,
bien qu'essentielle, semble insuffisante pour produire 1'activation du
systéme contractile (CAPUTO et DIPOLO, 1978; GOBLET et MOUNIER, 1982).

Depuis les études de COSTANTIN et col1.(1964) et WINEGRAD (1968),
i1l est connu qu'une structure intracellulaire, le réticulum sarcoplasmique,

est une zone de stockage de calcium. En effet, la concentration calcique



intraréticulaire est proche de 0.5 a 2mM et les citernes termina]ésldu

PS contiennent 90% de cette quantité (HASSELBACH et OETLIKER, 1983). De
nlus, la membrane du RS présente deux propriétés: i) d'augmenter considé-
rablement, sous certaines conditions, sa perméabilité calcique induisant
ainsi un largage massif de Ca dans le myoplasme (JGBSIS et O'CONNOR, 1966;
RIDGWAY et AéHLEY, 1967; ASHLEY et RIDGWAY, 1970), i) de capter Tle Ca situé
dans le myoplasme et de 1'accumuler {HASSELBACH et MAKINOSE, 1961; EBASHI

et LIPMAN, 1962).

Le réticulum sarcoplasmique joue donc un rdle de tout premier plan
dans le couplage excitation - contraction, mais le mécanisme par lequel
s'effectue Ta libération du calcium stocké dans les citernes terminales du
réticulum sarcoplasmique est trés controversé. En effet, plusieurs hypothéses
existent:

-Ta libération du calcium est due 3 la dépolarisation de la membrane
du RS. Ce mécanisme est appelé "Depolarization - induced calcium release"
(COSTANTIN et PODOLSKY, 1967; KASAI et MIYAMOTO, 1976).

-1"influx calcique créé par la dépolarisation membranaire de sur-
face induit une Tibération du calcium sequestré dans le RS. Ce mécanisme
est appelé "Calcium - induced calcium release” (FORD et PODOLSKY, 1968;
FABIATO et FABIATO, 1975; SAIDA, 1982). |

- la libération du calcium est la conséquence de 1'inversion du
fonctionnement de 1'ATPase calcique du RS (TAKENAKA et coll., 1982).

-Te largage calcique est dd d la formation d'un canal calcique
par 1'association de plusieurs ATPases sous 1'influence des ions Ca
(CHIESI, 1984).

-des changements de pression osmotique de part et d'autre de la



membrane du RS augmentent la perméabilité calcique (MEISSNER et McKINLEY,
1976).
-le réticulum sarcoplasmique est un compartiment extracellulaire

(PAGE et PAGE, 1968; BIRKS et DAVEY, 1969).

La nature de mon travail a consisté a déterminer, sur les fibres

musculaires du crabe Carcinus maenas, le mécanisme permettant le largage

calcique & partir du RS. De plus, des informations concernant la capture
du calcium par e RS et la fixation du calcium sur les protéines contrac-

tiles, onf été obtenues.
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I - ROLE DU CALCIUM DANS LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION

GALVANI (1791) a &té le premier & observer qu'une stimulation
électrique du muscle est capable de provoguer sa contraction. On sait,
d présent, que Tla contraction musculaire est déclenchée Zn vivo par
1'influx nerveux qui dépolarise la membrane cellulaire des fibres muscu-
laires. Dé&s lors, comprendre le phénoméne du couplage excitation-contraction
correspond d déterminer les mécanismes intervenant entre la dépolarisa-
tion membranaire induite par une stimulation &lectrique prenant la forme
d'un potentiel d'action (excitation) et la contraction. Aujourd'hui, grace
aux travaux de HEILBRUNN et WIERCINSKY (1947) i1 est admis que pour tous

Tes muscles, le processus contractile est contrdlé par les ions calcium

).

(Ca++

L'ensemble de la bibliographie nous permet de définir quatre

étapes successives pour le couplage excitation-contraction.

1 - La membrane musculaire de surface est excitée. Elle modifie sa
polarité normale de repos et est le sidge d'une activité
électrique appelée potentiel d'action. Celui-ci se propage
vers le centre de la fibre le Tong des membranes du systéme

tubulaire. Un potentiel d'action dit tubulaire apparaft.

2 - Le potentiel d'action tubulaire entrafne, par 1'intermédiaire
des diades ou triades, une libération du calcium accumulé

dans les citernes du réticulum sarcoplasmique.



3 - La contraction est déclenchée par les ions calcium qui se
fixent sur la troponine supprimant son effet inhibiteur sur

le couple actine-myosine.

4 - Le reldchement commence lorsque le calcium est repompé par
le réticulum, et en raison de la diminution de sa concentra- .
tion dans le cytoplasme, le complexe calcium-troponine est

dissocieé.

Ces quelques données mettent en évidence les différents niveaux
membranaires servant de voies de passage au calcium nécessaire au dévelop-
pement de la contraction musculaire. Nous allons, avant de les étudier de
fagcon détaillée, effectuer une rapide revue des structures membranaires
elles-mémes et des acteurs de la contraction : les myofibrilles. Nous
nous attacherons dans cette partie descriptive d montrer les particula-

rités des fibres musculaires de Crustacés.

IT - STRUCTURE ET ULTRASTRUCTURE DU MUSCLE STRIE DE CRUSTACES

Les structures musculaires sont classiquement répertoriées en trois
catégories : 1) les fibres musculaires striées squelettiques, ii) les
ce11u1eévﬁusculaires'cardiaqueé, fii) 1és fibres musculaires lisses. Trés
souvent, les fibres musculaires strides de Crustacéds sont assimilées aux
fibres musculaires striées squelettiques. Pourtant, une étude approfondie
de 1a bibliographie montre des différences importantes dans 1'organisation

du muscle ainsi que dans 1'organisation ultrastructurale.
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Figure 1 : Coupe transversale d'une fibre musculaire du crabe Carcinus
montrant 1'importance des invaginations du sarcolemme ou clefts. Le systéme
tubulaire n'est pas visible & ce grossisement.

Microscopie optique. Echelle non précisée.

o

(D'apres SELVERSTON, 1967).
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A - Structure du muscle

Un muscle locomoteur de Crustacés consiste en une série de fibres
bien individualisées ayant un point d'insertion sur la carapace et un
second point d'insertion sur un axostyle cohmun. La forte cohésion anato-
mique des fibres musculaires qui fait 1'unité du muscle chez les
Vertébrés‘n'existe pas chez les Crustacés. La fibre musculaire de Crustacés
est donc une structure anatomiquement bien individualisée. De plus, elle
présente souvent un diamétre important et est parfois qualifiée de géante.
En effet, alors que les fibres musculaires de Vertébrés ne dépassent guére

100 um de diamétre, les fibres de Carcinus maenas atteignent couramment

350 um. Le crabe Paralitho7des présente des fibres de 4 mm de diamétre.

B - Ultrastructure de 1a fibre musculaire

Les composantes caractéristiques de la fibre musculaire sont

le systéme membranaire et les protéines contractiles.

1 - Le systéme membranaire

L'utilisation d'un nouveau fixateur en microscopie électronique
le glutaraldéhyde a permis de mettre en évidence la structure membranaire

fine du muscle de crabe (PEACHEY, 1967).

On distingue trois structures membranaires : les invaginations
sarcolemmiques appelées "clefts", le systéme tubulaire et le réticulum

sarcoplasmique.
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Figure 2 : Coupe Tongitudinale de fibre musculaire géante de Balane
(Balanus nubilus) mettant en évidence les relations entre les trois systémes

membranaires.

Un tubule excitateur (E) émanant d'une cleft (C1) s'insére longitudinale-
ment entre les myofibrilles et établit des contacts diadiques (D) avec les
citernes (C) du réticulum sarcoplasmique.

Les particules observées entre Tes myofibrilles et dans les espaces entre
Tes myofilaments méme sont des grains de glycogéne.

Microscopie électronique X 24000.

(D'aprés HOYLE et coll., 1973).
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a - Les_invaginations sarcolemmiques ('les clefts”)

(Fig. 1 et 2).

Des études effectuées en microscopie optique et &lectronique ont
montré 1'existence d'un systéme d'invaginations membranaires profondes,
ramifiées et accompagnées de la couche basale de surface. Ce systéme a été mis
en évidence sur les fibres musculaires du crabe Carcinus sp (PEACHEY et HUXLEY,
1964 ; SELVERSTON, 1967), sur les fibres_@gscu1aires d'Ecrevisse (BRANDT et coll.,

1965) et sur les fibres musculaires de balane Balanus nubilus (HOYLE et coll.,

1973). Ce§ clefts en forme de ruban, s'ouvrent & la périphérie de la fibre par

une fente orientée longitudinalement (PEACHEY, 1967). Elles sont parcourues par de
petites branches nerveuses (EASTWOOD et coll., 1982). Ce systéme membranaire est
absent chez les Vertébrés, présent chez tous les Crustatés étudiés. I1 permettrait
la transmission rapide du stimulus électrique au centre é‘une fibre de gros diamétre

et donc 1'activation simultanée de toutes les myofibrilles, méma les plus profondes.

b - Le _systéme tubulaire (Fig. 2)

A partir de 1a membrane de surface et des clefts, le systéme
tubulaire classiquement décrit chez les Vertébrés se développe. I1 se dis-
tingue des invaginations précédemment décrites par un calibre nettement

inférieur. Plusieurs types de tubules ont été décrits :

- des tubules situés au niveau de la strie Z appelés tubules Z
(BRANDT et coll., 1965 ; PEACHEY, 1967 ; HOYLE et coll., 1973 ; EAGLES et
RIORDAN, 1980 ; EASTWOOD et coll., 1982) au niveau desquels la lame basale

est présente (HOYLE et coll., 1973 ; EASTWOOD et coll., 1982). A 1'aide de
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Figure 3 : Coupe longitudinale de fibre musculaire d'Ecrevisse mettant en
gvidence 1'organisation du RS et ses relations spatiales avec le systéme
contractile.

Le manchon fenestré de réticulum sarcoplasmique est visible sur la vue
tangentielle d'une myofibrille (SR), i1 se différencie aux quarts externes
de la bande A en citernes terminales (astérisque).

A gowere=, la méme structure vue en coupe révéle la double couche de cana-
licules du réticulum sarcoplasmique (fléche) entre deux myofibrilles ainsi
que les diades (D).

Les sarcoméres sont délimités en haut a& droite et en bas d& gauche par les
stries Z, noires et sinueuses. Deux demi-bandes I (en clair) encadrent la
bande A centrale caractérisée par les filaments épais.

Encart : vue agrandie d'une citerne terminale.

Microscopie électronique X 22000 (encart X 44000)

(D'aprés EASTWOOD et coll., 1982).
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la technique du cryodécapage, EASTWOOD et coll. (1982) montrent que les
tubules Z sont dépourvus de particules intramembranaires contrairement aux

tubules T que nous étudierons plus loin.

- des tubules A situés au niveau de la bande A. Ils pourraient
€tre soit dissociés anatomiquement des tubules Z (PEACHEY, 1967), soit le
résultat de la division des tubules Z se prolongeant le Tong des disques
A (BRANDT et eg?t., 1965 ; EAGLES et RIORDAN, 1980). I1s formeraient des
structures jonctionnelles avec le réticulum sarcoplasmique (RS) : les

diades (BRANDT et coll., 1965 ; EAGLES et RIORDAN, 1980),

- des tubules T mis en évidence en cryodécapage et se distinguant
des tubules Z par 1'absence de lame basale, un diamétre plus petit et
1'existence de particules intramembranaires. De plus comme le systéme A

antérieurement décrit ils forment des jonctions avec le RS (EASTWOOD et coll.,

1982).

IT faut noter que les tubules T récemment décrits par EASTWOOD
et coll. (1982) semblent correspondre aux tubules A. Cependant d'aprés ces
auteurs ce systéme tubulaire serait présent dans une région plus vaste

que la bande A.

~ En conclusion, le systéme tubulaire, trés développé chez les
Crustacés, conduit comme les clefts 1'excitation é&lectrique & 1'intérieur
de la fibre et réalise des contacts essentiellement bipartites avec le

RS jonctionnel : les diades.
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Figure 4 : Détail d'une jonction entre systéme tubulaire et RS (diade).
Remarquer le resserrement du tubule au niveau du contact et la présence
de "ponts" de matériel dense dans 1'espace interjonctionel.

Les filaments fins entourant les filaments épais sont vus en coupe trans-
versale. Leur 1égére irrégularité classerait plutdot la fibre dans la
catégorie des fibres lentes (fibres toniques ou S).

Microscopie électronique X 76000

(D'aprés HOYLE et coll., 1973).
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e - Le réticulum sarcoplasmique (Fig. 3 et 4).

Le réticulum sarcoplasmique des: Vertébrés et des Invertébrés est
un systéme membranaire intracellulaire, qui consiste en un réseau important
de canalicules formant un manchon fenestré autour de chaque myofibrille
(Fig. 3). Les canalicules du RS Tongitudinal se différencient de place en
place, s'@largissant et s'aplatissant en citernes terminales. Ces citernes
constituent le RS jonctionnel au niveau duquel s'établissent Tes jonctions
avec le systéme tubulaire A ou T (Fig. 3 et 4). EASTWOOD et coll. (1982)
différencient le RS jonctionnel du RS longitudinal en cryodécapage : les
particules membranaires du RS jonctionnel sont plus nombreuses et d'un

diamétre plus important.

Le plus souvent, chez les Crustacés, les jonctions s'effectuent
entre une citerne terminale et un tubule. Elles sont dans ce cas appelées
diades ou jonctions diadiques et sont spécifiques des Arthropodes (Crusta-
cés et Insectes) d 1'opposé des jonctions triadiques rencontrées chez les
Vertébrés impliquant deux citernes terminales et un tubule. Cependant,

HOYLE et bo]?. (1973) ont mis en évidence sur la balane, Balanus nubilus,

quelques jonctions triadiques. Outre les jonctions diadiques le sy§£éme
jonctionnel des Crustacés présente deux autres caractéristiqpes. D'une
part, un méme tubule peut étab]ir avec le RS des contacts en série avec
p1usiédré sarcoméres successifs. D'autre part, i1 existe des jonctions
périphériques soit entre le RS jonctionnel et Tes clefts soit entré le
RS jonctionnel et la membrane de surface (HOYLE et coll., 1973 ;
EASTWOOD et coll., 1982).
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Fibre
musculaire

Portion
de fibre
musculaire
avec un
faisceau de
myofibrilles

Myofibrille

Coupe
longitudinale
d'une myofi.
brille (micro-
scopie élec-
tronique)

Figure 5 : Organisation d'une fibre musculaire striée squelettique. Les
r1gure o g q

lettres H, M et Z désignent respectivement la bande H, la ligne M et 1a
strie Z.

(D'aprés SHEELER et BIANCHI, 1980, modifide).

J
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2 - Les prot@ines contractiles

a = Description classique d'une fibre musculaire stride

squelettique (Fig. 5 et 6).

Les' fibres muscu]aires sont formées d'un faisceau de myofibrilles,
elles-mémes constituées deAsous-unités ou myofilaments disposés parallélement
a Teur axe longitudinal. L'unité contractile d'une myofibrille comprise
Aentre deux stries Z est appelée sarcomére. La microscopie &lectronique a
permis de mettre en évidence deux types de myofilaments : les filaments fins

I
et Tes ‘filaments &pais. L'agencement de ces filaments au sein d'un sarco-
mére dé£érmine la striation. En effet deuxftypes de disques ont &té mis
en évidence :

T
e g

- les disques clairs ou isotropes (I) ne comprenant que des

filaments fins

- les disques sombres ou anisotropes (A) ol .se chevauchent fila-

ments épais et fins.

“Cette striation et la répétition réguliére des sarcoméres
associée & un alignement parfait des sarcoméres des myofibrilles d'une
méme fibre sont responsables de 1'aspect strié des fibres musculaires de

 Vertébrés.

Les filaments épais, caractéristiques de la bande A, sont

essentiellement constitués de myosine. Cette protéine comprend 2 principaux



S-1

HMM

. s-2 :
e : Ivai -l [20,000) —-{
— [60,000]
’4—-— LMM [150,000] —> /“

o
1400 A
M.W. myosin [500,000]

Actine

Troponine

Tropomyosine
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Figure 6 : Représentation schématique desiprotéines contractiles. )
A représentationf§chématiqqe de la molécule de myosine. La molécule est
divisée en méromyosine légére ou light méromyosin (LMM) et en méromyosine
lourde ou heavy meromyosin (HMM). La meromyosine lourde est subdivisée

en une sous-unité S (S-1 HMM) et une sous-unité S5 (S-2 HMM). Les nombres
entre crochets indiquent les masses molaires.

(D'aprés LOWEY et coll., 1969, modifié)

B : structure moléculaire du filament fin
(D'aprés EBASHI et ENDO, 1968).

C : vue schématique transversale des relations spatiales entre la myosine
(HMM), 1'actine (A), la tropomyosine (TM) et les 3 sous-unités de la tropo-
nine (T, C, I). Y

En haut : en absence de calcium

En bas : en présence de calcium
(D'aprés POTTER et GERGELY, 1974).
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const@tugptsaq1aﬂménomypgihé Yourde (HMM ou héavy Eé?am}osi%) et 15 méromyosine
Tégére (LMM ou light méromyosin). La molécule compléte est assymétrique et se pré
sente sous 1a forme d'un b&tonnet de LMM surmonté 3 une extrémité‘par une masse
globulaire de HMM (Fig. 6A). La HMM constitue la fraction active de la myosine.
Sa sous-unité S, (HMM-Sl) est le siége de 1'activiteé ATPasique et présente le

site d'interaction avec 1'actine.

Les filaments fins comprennent deux chaines hé&licoTdales d’actine
polymérisée ainsi qu'un groupe de protéines régulatrices de la contraction

musculaire : la tropomyosine (TM) et le complexe de la troponine (Fig. 6B).

L'actine a une trés forte affinité pour 1'unité S1 de Ta myosine
(HMM-Sl) et le contrdle de la contraction est réalisé par le groupe de
protéines réqulatrices (EBASHI et ENDO, 1968). La tropomyosine est une mo-
Técule trés allongée qui est logée dans‘faigoréé'dé1imitée par 1e§ 2 chafnes

des globules d'actine (Fig. 6B). Elle doit évdir un double r&le : morphec-

3

logique, comme protéine servant de support 3 la troponine et méd{%keur,
fonctionnant comme intermédiaire du signal entre Ta troponine et {'actine.
La troponine est localisée de fagon discontinue tous les 40 nm environ.
Les rapports des divers composants du filament sont de 7 actines/j
tropomyosine/1 troponine. Le complexe de la troponine comprend 3 ;6us—

unités (Ts £, 1) dont les rGles sont différents (Fig. 6C). La troﬁonine
?4 ". L S

T (T) assure Ta liaison entre tropomyosine et troponine C (C). La4tro—

ARS

ponine C est associée & la troponine T et présente une grande affinité
pour le calcium. La troponine I (I) est associée & la troponine C. En
absence de calcium elle est 8galement associée & 1'actine et inhibe

T'interaction entre 1'actine et Ta myosine. En présence de calcium,
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L um

1 pm

Figure 7 : Coupes longitudinales de fibre musculaire de Balane & différents
grossissements illustrant la variabilité de longueur de sarcomére (7a : 5 um ;
7b : 12 um).

Microscopie électrontque X 19000 (7a) et X 8000 (7b).

(D'aprés HOYLE et coll., 1973).
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1'affinité de la tf?P?Ui"%.¥ pgqnﬁ]fqgtiﬂe diminue et la tropomydsfﬁe
reprend sa place dans la gorge du filament ; ce déplacement permet
1'inté?action entre 1'actine et la myosine (POTTER et GERGELY, 1974).
Chaque molécule de troponine contrdle donc 1'intéraction actine-myosing

sur une longueur de 40 nm.

D'aprés les résultats de HUXLEY, A.F. et NIEDERGERKE (1954),
la contraption musculaire résulte du glissement des filaments fins par
rapport;mazx filaments épais (théorie des filaments glissants) : le glis-
sement sekfait par 1'intermédiaire de "ponts" qui se forment cycliquement

entre les 2 types de filaments pendant la contraction.

b ~ Description d'une fibre musculaire de Crustacés

LCheé les Crustacés, 1a;striatfon au niveau d'une fibre musculaire
ainsi qu';u niveau du safcomére est trés fortement altérée. Pour un sarco-
mére donﬁé,T'agencement des myofilaments est te1_que les longueurs des
disques A et I et de la bande H sont difficiles a déterminer (HOYLE et

coll., 1973, sur la balane, Balanus nubilus). La figure 7 illustrant

¥

deux saréqméres d'une fibre musculaire de Balane, montre nettement 1'ir-
régularité des limites de la bande A et I ainsi que celle de/]afVigne VA
rendant 1a détermination de la lpngueur du sarcomére trés incertaine
(HOYLE egigMYTH,l963).‘ Ces irrégularités ont- également &té rappdrtées

sur la fibfe musculaire du crabe Portunus sp (FRANZINI-ARMSTRONG:, 1966).

Des variations importantes de la longueur des sarcoméres au

sein d'une méme fibre sont observées. Ceci est illustré sur la figure 7
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représentant deux sections 10ngituﬂina1es de deux sarcoméres différents

de fibre musculaire de Balane. Le sarcomére du haut mesure 5 um et celui
du bas 12 um; Les sarcoméres de lorigueurs différentes ne sont pas disposés
au hasard mafs tendent & 8tre regroupés dans la fibre (FRANZINI-ARSMTRONG,
1966 ; HOYLE et coll., 1973). I1 faut noter que par une étude en micros-
copie électronique,sur des fibres de Balane,HOYLE et coll. (1973) souligne
que Tes variations de longueur de sarcoméres ne sont pas dues a des degrés
divers de chevauchement des myofilaments mais & des longueurs de disque

A inégales.

Une variabilité importante est également observée au niveau du
diamétre des filaments épais et de la longueur des filaments fins. Cette

derniére est souvent impossible 3 déterminer & moins d'étirer la fibre &

200 % de sa longueur de repos (HOYLE et coll., 1973).

L'hétérogénédité qui semble la régle au sein des myofibrilles
et 1'absence d'alignement Tatéral des sarcoméres (stries Z non alignées)
sont la cause d'une striation transversale moins réguliére de la fibre

musculaire de Crustacés.

Notons également que ces irrégularités sont plus marquées sur

les fibres toniques que sur les fibres phasiques (EASTWOOD et coll., 1982).

La structure des protéines impliquées dans la contraction muscu-
laire (myosine, actine, troponine, tropomyosine) est identique & celle
observée sur les fibres musculaires striées squelettiques. Cependant un

désaccord existe en ce qui concerne la nature de la protéine impliquée dans
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la régulation calcique de la contraction. D'aprés LEHMAN et SZENT-GYORGI,
(1975) cette réqulation se situerait au niveau du filament fin comme sur
Te muscle strié de Vertébrés. Cependant, la méme équipe (LEHMAN, 1977),

rapporte plus tard que cette régulation calcique pourrait &tre située au

niveau du filament épais (myosine).

ITI - ORIGINE ET STOCKAGE DU CALCIUM INTRAMUSCULAIRE

A - Contrdle de la contraction par les ions calcium

Compte-tenu de 1'importante bibliographie relative a ce sujet,
nous avons choisi de ne présenter dans cette partie que les travaux ef-
fectués sur des fibres musculaires de Crustacés. Ceux-ci mettent en évidence
un phénoméne classiquement décrit sur diverses structures : la nécessité
des ions calcium pour le déclenchement de 1a contraction. En effet,

PORTZHEL et coll. (1964), en utilisant une solution tamponnée (Ca-EGTA),
ont estimé la valeur seuil de i?a]i nécessaire pour initier la contraction
sur des fibres intactes. Evaluée sur les fibres musculaires géantes de

Maia squinado, cette valeur varie entre 3.10'7 et 15.10'7 M alors que la

concentration calcique interne de repos est inférieure & 10'7 M. Par une
méthode comparable, HAGIWARA et NAKAJIMA (1966) et RIDGWAY et ASHLEY
(1967) sur Tes fibres musculaires de Balane déterminérent la plus petite
valeur de @a]i permettant le développement d'une tension ; celle-ci varie

entre 5.10'7 M et 9.10'7

7

M. Sur ces mémes fibres, la [paji de repos est

7

comprise entre 0,8.107" M et 2.107" M (HAGIWARA et NAKAJIMA, 1966 ;
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ASHLEY et RIDGWAY, 1970). Ultérieurement une détermination plus précise de
la @a]i de repos a 1'aide de la fluorescence de 1'aequorine a donné une

valeur de 5.89 1078

M (ASHLEY, 1978). On peut donc conclure, malgré une varia-
bilité importante des résultats, que Ta concertration calcique intracellulaire

doit au moins &tre multipliée par 2 pour qu'ure tension se développe.

Les travaux de GILLIS (1967), sur les myofibrilles isolées de
Crabe, ont permis de déterminer la zone de Ta fibre musculaire la plus
sensible aux ions calcium (Ca++). En effet, par 1'injection d'ions calcium
d& 1'aide d'une micropipette le long du sarcomére, il a mis en évidence que
plus la pipette d'injection est proche de la jonction A-I, plus Ta quantité
de Ca++ nécessaire pour produire la plus petite contraction peut &tre ré-
duite. Or, les travaux de SELVERSTON (1967) sur les fibres musculaires de
Balane et de Crabe ont montré que la zone de la jonctian A-I est la zone

des diades.

La nécessité de 1'augmentation de 1la ‘?511 pour qu'une fension se
développe est donc bien établie. De plus, les travaux de RIDGWAY et ASHLEY
(1967) ;t ASHLEY et RIDGWAY (1968) sur le muscle strié de Balane ont permis
de visualiser 1'augmentation ; leurs résultats obtenus en mesurant la

" variation de la concentration en ions calcium directement & 1'aide d'une
méthode optique (fluorescence de 1'aequorine) prouvent que 1'augmentation

est transitoire et a une durée inférieure & celle de la contraction (Fig. 8).

Le point que nous nous proposons d'exposer maintenant va donc
consister @ analyser par quels mécanismes la \?a]i, dont le role apparaft

déterminant, est augmentée.
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Figure 8 : Enregistrement simultané du potentiel de membrane (1)
(dépolarisation vers le haut), de 1'émission de Tumiére (2) traduisant
1'élévation de (Ca2+)1et de la tension mécanique (3) d'une fibre muscu-
laire de Balane, contenant de 1'aequorine et dépolarisée pendant diffé-
rents temps de durée croissante (A, B, C, D).

Etalonnage dans le coin supérieur droit : verticalement pour la trace

du potentiel de membrane : 1,20 mV ; pour 1'intensité lumineuse 1,9 x 10'9
Tumen : pour la tension : 5 g ; horizontalement 100 msec.

(D'aprés ASHLEY et RIDGWAY, 1968).
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B - Mécanisme d'augmentation de la concentration calcique

intracellulaire

1 - Influence de la concentration calcique extracellulaire

a - Bble du courant entrant caleique

Les études effectuées dans les conditions de potentiel imposé
ont permis de mettre en évidence sur la plupart des tissus contractiles
1'existence d'un courant entrant calcique, ICa' Ce courant est responsable
de l'activité électrique membranaire, dans le cas des fibres musculaires
de Crustacés (HAGIWARA et NAKA, 1964 ; MOUNIER et VASSORT, 1973, 1975 a ;
HENEEK et ZACHAR, 1977).

Ce flux entrant d'ions ca’’ crée une augmentation transitoire
de ipd]i. Pour certains auteurs cette variation de ﬁ@a]i est essentielle
dans le déclenchement de 1'activité mécanique. En effet, ils montrent que
1'apparition de la tension est trés intimement 1iée & 1'activation de ICa
puisque divers ions ou drogues inhibant ICa bloquent le développement de
la réponse mécanique. C'est notamment le cas pour le manganése (SUAREZ-

KURTZ et coll., 1972, sur les fibres musculaires d'Ecrevisse ; GOBLET et
MOUNIER, 1982, sur les fibres musculaires de Crabe), pour le cobalt (HAGIWARA
et coll., 1968, sur les fibres musculaires de Balane ; MATSUMURA, 1972,

sur les fibres musculaires d'Ecrevisse) et pour la streptomycine (SUAREZ-KURTZ,
1974, sur les fibres musculaires de Crabe). De plus, un autre résultat

confirme cette hypothése : une concentration calcique extracellulaire

accrue induit une augmentation de I MOUNIER et VASSORT, 1975 a ; CAPUTO

Ca (
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et DIPOLO, 1978) et un accroissement de 1'amplitude de la tension (HAGIWARA
et coll., 1968 ; CAPUTO et DIPOLO, 1978, sur les fibres musculaires de

Balane, GOBLET et MOUNIER, 1982, sur les fibres musculaires de Crabe).

b - Rble de 1l'déchange sodium—calceium

Lorsque la polarisation membranaire est égale & la polarisation
membranaire de repos, un mécanisme d'échange sodium-calcium fonctionne dans
le sens d'un efflux calcique associé & un influx sodique afin de permettre
le retour de la concentration calcique intrace]1u1aire a un niveau faible
par rapport @ celle de la solution externe (RUSSELL et BLAUSTEIN, 1974 -
sur la fibre musculaire de Balane ; VAUGHAN-JONES, 1977, sur la fibre musculaire
de Crabe ; HORAgKOVA et VASSORT, 1979, sur l'oreillette de Grenouille). Lorsque
la membrane est dépolarisée, 1'efflux calcique est diminué (MULLINS et BRINLEY

Jr., 1975, sur 1'axone de Calmar) et 1'échange s'inverse et fonctionne dans le

sens d'un influx calcique associé & un efflux sodique (HORAgKOVA et VASSORT, 1979)

A la lumiére de ce résultat, GOBLET et MOUNIER (1982) ont montré
par 1'enregistrement simultané des courants joniques membranaires et de la
contraction que, outre 1'existence d'une composante phasique de contraction
dépendante de ICa’ il existe sur les fibres musculaires du crabe Carcinus
maenas une composante tonique dépendante de 1'amplitude et de la durée de
la dépolarisation du sarcolemme et plus particuliérement du flux entrant d'ions
Ca via 1'&change sodium-calcium. Ces auteurs ont montré par utilisation de
divers ions ou drogues que ce flux entrant de Ca est nécessaire au développement
de Ta tension tonique. En conclusion, deux flux entrants calciques sont

nécessaires au développement de 1'activité mécanique complexe des fibres

musculaires de Crabe.
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I1T faut maintenant savoir si 1'influx de calcium produit lors
d'une dépolarisation membranaire est suffisant pour permettre le dévelop-
pement d'une tension. Divers auteurs, sur diverses structures ont effectué
une estimation de la quantité de Ca++ entrant lors du développement de ICa
et 1'augmentation de Ea]i qui en résulte. Ceux-ci démontrérent que
les tons calcium se fixent directement sur les protéines contractiles et

sont en quantité suffisante pour induire la contraction. Ce résultat a &6té

obtenu sur la fibre musculaire de Balane (ATWATER et coll., 1974).

Un tel couplage a &té dénommé couplage direct ou “direct coupling”

(BIANCHI, 1969).

D'autres auteurs estiment que la petite quantité de calcium entrant
Tors d'un potentiel d'action est essentielle mais insuffisante pour produire
1'activation du sysééme contractile des fibres musculaires de Crustacés
(BRANDT et coll., 1972 ; ENDO, 1972 ; CAPUTO et DIPOLO, 1978 ; GOBLET et
MOUNIER, 1982).

Il est donc nécessaire d'emvisager une autre origine pour lLe

caletum activateur de la contraction.

2 - La libération du calcium par le réticulum sarcoplasmique

Depuis les études de COSTANTIN et coll. (1964) et WINEGRAD
(1968) on sait qu'une structure intracellulaire, le réticulum sarcoplas-

mique (RS), est une zone de stockage de calcium. En effet,la concentration

intraréticulaire en calcium libre est proche de 0.5 & 2 mM et les citernes termi-

nales du RS contiennent 90 % de cette quantité (HASSELBACH et OETLIKER,



32.

1983). De plus, la membrane du RS présente deux propriétés : i) augmenter
considérablement sous certaines conditions sa perméabilité calcique indui-
sant ainsi un largage massif de Ca dans le myoplasme (JHBSIS et O'CONNOR,
1966 ; RIDGWAY et ASHLEY, 1967 ; ASHLEY et RIDGWAY, 1970), ii) capter le
Ca situé dans le myoplasme et 1'accumuler (HASSELBACH et MAkINOSE, 19€1
EBASHI et LIPMAN, 1962). En effet,un cycle de contraction - relaxation
nécessite le largage et Ta capture d'environ 100 nmol de Ca par gramme de

muscle (WEBER et HERZ, 1963).

Lors d'une excitation créant un tétanos, 59 % du contenu des
citernes terminales est largué en 1.2 sec (SOMLYO et coll., 1981). Cepen-
dant, la nature du message permettant 1'accroissement de la perméabilité
calcique de la membrane du RS lors de 1'excitation est encore trés contro-

versée. Plusieurs hypothéses existent :

- La dépolarisation membranaire de la membrane de surface et du systéme
tubulaire se propagerait au niveau de la membrane du féticu1um sarcoplasmique.
Cette dépolarisation induirait un Targage massif de calcium dans le milieu
sarcoplasmique. Ce mécanisme est appelé “depolarization-induced calcium release”

(COSTANTIN et PODOLSKY, 1967 ; ENDO et NAKAJIMA, 1973 ; KASAI et MIYAMOTO, 1976).

- La petite augmentation de la concentration calcique intracellulaire
due au développement de 1'influx calcique créé par la dépolarisation membranaire
de surface induirait une Tibération du calcium sequestré dans le RS. Ce méca-
nisme est appelé "calcium-induced calcium release" (FORD et PODOLSKY, 1968 sur
les fibres squelettiques ; FABIATO et FABIATO, 1975 a sur les fibres cardiaques ;

SAIDA, 1982, sur le muscle lisse).
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- Le largage calcique serait dd & 1'inversion du fonctionnement de

la pompe Ca-ATPase (TAKENAKA et coll., 1982).

- Le largage calcique serait di & la formation d'un canal calcique
par association de plusieurs ATPases sous 1'influence des ions Ca++ (CHIESI,

1984).

- Le réticulum sarcoplasmique serait un compartiment ouvert sur le

milieu extracellulaire (PAGE et PAGE, 1968 ; BIRKS et DAVEY, 1969).

- Des changements de pression osmotique de part et d'autre de
Ta membrane du RS moduleraient 1a perméabilité calcique (MEISSNER et Mc KINLEY,
1976).

- Les charges spécifiques sur la surface membranaire du RS
contr8lerait des canaux calciques au niveau du RS (SCHNEIDER et CHANDLER,
1973 ; SHOSHAN et coll., 1983). |

Nous allons examiner de fagon plus précise chacune des hypothéses.

a = Mécanisme de "depolarization—induced Ca release"

L'hypothése d'un largage calcique & partir du RS di & la dépolari-
sation de la membrane du RS est le résultat du fait expérimental suivant
obtenu sur les fibres musculaires squelettiques pelées : aprés remplacement
du propionate de potassium du milieu environnant le RS par du chlorure de

potassium une tension transitoire se développe (REUBEN et coll., 1967 ;
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COSTANTIN et PODOLSKY, 1967). Les réponses mécaniques observées sont augmentées

lorsque la concentration d'ions chlore utilisée est accrue (WINEGRAD, 1982).

De nombreux travaux ont été effectués afin de déterminer des inhibi-
teurs spécifiques du largage induit par les ions chlore pour permettre de dis-
socier ce mécanisme du mécanisme de "Ca-induced Ca release” que nous étudierons
plus loin. Les résultats montrent que les sucres (THORENS et ENDO, 1975) ainsi
que le mangénése (SAIDA et SUZUKI, 1981) inhibent le mécanisme de "depolarization
induced Ca'release”, alors que Tes ions magnésium ou Ta procaine sont sans
effet (THORENS et ENDO, 1975). De plus, des canaux cationiques et plus parti-
culiérement potassiques dépendants du potentiel ont &té& mis en &vidence dans
la membrane du réticulum sarcoplasmique (MILLER, 1978 ; MILLER et ROSENBERG,

1979 ; YAMAMOTO et KASAI, 1982 a et b).

L'éclairage d'une fibre musculaire située entre deux polariseurs croisés
(technique de la polarisation croisée bien connue des cristallographes), permet
d'enregistrer des variations importantes de 1'intensité lumineuse résultante,
lors de la stimulation de la fibre (BAYLOR et OETLIKER, 1977 a, b et c).

Cette variation d'intensité lumineuse appelé "birefringence signal" % par

les auteurs est 1'image non proportionnelle de variations de potentiels trans-

membranaires. Elle peut-&tre décomposée en trois composantes

& Comme 1'ont noté BAYLOR et OETLIKER, (1977 a) signalons que le terme
"birefrimgence signal' ne signifie pas nécessarrement qu’il y ait une modifi-
cation des propriétés de biréfringence de la fibre. Il signifie simplement
qu'il y a une variation de l'intensité lumineuse mesurée aprés le passage

du faisceau Zumineux tneident au travers ﬁ'une fibre située entre deux pola-

riLseurs croisés.
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- la premiére composante correspond au potentiel d'action de la

membrane de surface et du systéme T (BAYLOR et OETLIKER | 1977 c).

- la seconde qui,dans ce paragraphe est celle qui nous intéresse,
serait la conséquence de la dépolarisation de la membrane du réticulum sarco-

plasmique associée au largage calcique (BAYLOR et OETLIKER, 1977 c).

Ces deux premiéres composantes sont antérieures au développement

de la contraction.

- la troisiéme composante qui se développe simultanément & la con-

traction, serait un artefact d0 au mouvement de la fibre (BAYLOR et OETLIKER,
1977 a).

A 1'ajde d'une autre technique optique basée sur 1'utilisation d'une subs-
tance fluorescente, le bleu Nil A, dont 1'émission fluorescente varie Tors de change-
ments de potentiel membranaire, BEZANILLA et HOROWIQZ (1975) ont montré,
sur un muscle stimulé, une augmentation de 1la f]uorescence‘pendant la phase
de repolarisation du PA, juste avant le début de la contraction. Ce phénoméne,
augmenté par NO% (potentiateur de la contraction musculaire, SANDCW, 1965) et
diminue par 0,0 (inhibiteur de Ta contraction), semble correspondre d la

libération de calcium par le RS.

Ces résultats, complétés par ceux de FABIATO et FABIATO (1977)
d 1'aide de Ta mérocyanine (marqueur de variations de potentiel) sur le
muscle squelettique, permettent d'envisager que les changements de propriétés
optiques sont dus ad des changements des propriétés électriques de la mem-

brane du RS. Toutefois un certain nombre de résultats actuels laissent
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encore planer un doute sur le fait que la membrane du RS serait polarisée

au repos et capable d'étre dépolarisée lors de 1'excitation musculaire.

L'existence d'une polarité de repos n'a jamais été prouvée et
des travaux récents nient son existence. En effet, SOMLYQ et col1. (1981)
ont montré sur les fibres musculaires de grenouille que le potentiel trans-
membranaire du RS,s'il existe,est trés petit car i1 est inférieur ou égal
a 5 mV. De facon identique, un rapport plus récent (GARCIA et MILLER, 1984),
sur des vésicules isolées de muscle squelettique de lapin indique que la

membrane du RS ne peut développer dans des conditions physiologiques un

potentiel supérieur a quelques mV.

D'autre part, d'autres travaux effectués & 1'aide de colorants
sensibles au potentiel font état d'une séparation nette entre les modifi-
cations du signal optique du colorant et le largage calcique (BEELER et
MARTONOSI, 1979 ; BEELER et coll., 1979). De fagon identique, FABIATO (1982)
fait remarquer que ses travaux effectués d 1'aide des colorants sensibles
au potentiel (FABIATO et FABIATO, 1977, 1978 a ; FABIATO, 1981) ne permettent
pas de savoir si le signal enregistré correspond & une variation de poten-
tiel transmembranaire ou & une variation de potentiel de surface (voir
RUSSELL et col11., 1979 a, 1979 b pour la discussion de ce probléme). Des
travaux effectués avec d'autres techniques montrent d'une part une absence
de corrélation entre Ta "dépolarisation” des vésicules isolées du RS et le
largage calcique (KOSHITA et HOTTA, 1981),d'autre part que le largage
calcique lors d'un tétanos n'est pas associé d des modifications importantes

ou maintenues du petit signal transmembranaire (SOMLYO et coll., 1981).
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IT y aurait donc une tendance actuelle dans 1la bibliographie a
réfuter 1'hypothése de "depolarization - induced Ca release". [1 ne faut
cependant pas oublier que 1'ensemb1e des travaux cités ont été effectués
soit sur des fibres musculaires pelées soit sur des vésicules isolées du
RS c'est a dire dans des conditions telles que Ta zone clef du couplage

excitation - contraction, la triade ou diade, est détruite.

b = Mécanisme de "calcium - induced calcium release”

FABIATO et FABIATO (1975 a), furent les premiers & émettre 1'hy-
pothése, sur les cellules musculaires cardiaques, d'un largage ca]cihue
induit par une petite quantité de calcium entrant dans la cellule, insuffi=
sante pour activer directement Tes protéines contractiles. Depuis, ce
mécanisme a é&té mis en évidence sur d'autres structures musculaires notam-
ment sur les fibres musculaires squelettiques de Grenouille (MILLER et
THIELECZEK, 1977 ; KIRINO et SHIMIZU, 1982) et de Lapin (KIRINO et
SHIMIZU, 1982), sur les fibres musculaires striées de Crabe (STEPHENSON
et WILLIAMS, 1980) ainsi que sur le muscle lisse (SAIDA, 1982 ; SAIDA et
VAN BREEMEN, 1983) et au niveau des vésicules isolées de réticulum sarco-

plasmique de muscle squelettique (NAGASAKI et KASAI, 1981 ; MIYAMOTO et

RACKER, 1981). SAIDA et VAN BREEMEN (1983) et FABIATO (1983) montrent
également que Te largage calcique est stimulé puis inhibé& par 1'augmentation

de la concentration calcique environnant le réticulum sarcoplasmique.

Afin de pouvoir dissocier les mécanismes de "depolarization -
induced calcium release" et de calcium - induced calcium release" des inhi-
biteurs propres a ce dernier mécanisme ont été déterminés. Les ions magné-
sium (FORD et PODOLSKY, 1970, 1972 ; ENDO et NAKAJIMA, 1973 ; ENDO, 1975)

et la procaine (FORD et PODOLSKY, 1972 ; THORENS et ENDO, 1975) inhibent
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le mécanisme de 1arggge calcique dépendant du calcium. Ces résultats sont
contraires & ceux obtenus dans le cadre d'un mécanisme de largage induit
par les ions chlore et ont conduit THORENS et ENDO (1975) & conclure a
1'indépendance de ces deux types de stimulation du largage calcique. Un
autre inhibiteur a plus récemment &té mis en évidence : le rouge de ruthé-
nium (OHNISHI, 1979 ; MIYAMOTO et RACKER, 1981). De plus, le mécanisme

de "Ca-induced Ca release"est stimulé par la caféine (ENDO, 1975) et plus
largement par les méthylxanthines qui ne sont pas méthylées en position 9
(MILLER et THIELECZEK, 1977) ainsi que par 1'adénine (ENDO et KITAZAWA,
1976). I1 est insensible aux ions manganése (SAIDA et SUZUKI, 1981). Ce
mécanisme de largage du calcium est gradué (FABIATO et FABIATO, 1975 a), ce
qui est en accord avec 1'évolution paralléle de la tension et du courant
entrant d'ions calcium en fonction de la polarisation membranaire. En outre,
la Tibération calcique ne serait pas seulement fonction de la concentration
du calcium 1ibre qui 1'induit mais aussi dépendante de la charge calcique
du RS : une diminution de 1& concentration intravésiculaire en calcium

inhiberait 1'efflux calcique & partir des vésicules du RS (WEBER, 1971).

Depuis la formulation de 1'hypothése du mécanisme de type
"calcium - induced calcium release" comme mécanisme de largage calcique
a partir du RS, des critiques ont été formulées (ENDO, 1977) mais aussi
un affinement de la compréhension de ce mécanisme a été effectué. En
effet des travaux récents mettent en évidence sur la fraction lourde des
vésicules isolées du RS, c'est-d-dire sur les citernes terminales du RS,
un canal cationique contrdlé par les jons calcium (YAMAMOTO et KASAI,
1982 a et 1982 c). Ce canal se divise en un jonophore pouvant se présenter
sous deux conformations (ouverte - fermée) et en un récepteur calcique
régulant la conformation de 1'ijonophore (YAMAMOTO et KASAI, 1982 d). A
la Tumiére de cette hypothése YAMAMOTO et KASAI (1982 d) proposent un

mode de fonctionnement de la caféine, drogue connue pour stimuler le mé-
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canisme du "Ca - induced Ca release" : la caféine augmenterait 1'affinité
du calcium pour le site récepteur du canal. Par contre la procaine blo-

querait le canal d'une facon dépendante du calcium.

Dans une récente revue de question ainsi que dans une série
d'articles, FABIATO (1983, 1985 a,b,c) rapporte que le stimulus du mécanisme
de "Ca - induced Ca release” n'est pas une faible augmentation de la con-
centration calcique dans le milieu environnant le RS mais serait plus parti-
culiérement une fonction de la vitesse de cette variation de concentration
calcique. A Ta lumiére de ce résultat i1 tente d'expliquer comment ce méca-
nisme de largage calcique observé sur des cellules cardiaques pelées peut
intervenir dans le couplage excitation - contraction de cellules intactes.
D'aprés Tui, la composante initiale rapide du courant entrant calcique au
niveau du sarcolemme, déclencherait le largage calcique & partir du RS

alors que la composante lente de ce courant chargerait le réticulum en calcium,

¢ - Le_largage calcique_en _relation_avec la protéine

responsable de la_capture du calcium par le réti-

culum sarcoplasmique.

Plusieurs hypothéses existent selon lesquelles la protéine
responsable de Ta capture du calcium par le RS {pompe Ca - ATPase ; voir
plus loin le paragraphe C) jouerait un rdle dans le largage calcique 3

partir du RS. Ces hypothéses sont les suivantes

- Te largage calcique serait dd a 1'inversion du fonctionnement

de la pompe Ca - ATPase ("Reversal of the pump").

- les molécules de Ca - ATPase s'associeraient pour former un

canal calcique.
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La Ca - ATPase peut &tre amenée 4 catalyser la réaction inverse
du transport de calcium, c'est-d-dire amenée 3 synthétiser de 1'Adénosine
TriPhosphate (ATP) & partir de 1'Adénosine DiPhosphate (ADP) et de phosphate
inorganique aux dépens d'un flux de Ca d'une forte concentration intravé-
siculaire vers une trés faible concentration dans le milieu extraréticu-

laire (HASSELBACH, 1981 ; TAKENAKA et coll., 1982 ; FABIATO, 1982).

En effet, aprés accumulation du calcium dans le réticulum sarco-
plasmique, on observe une fuite de calcium trés modérée qui est accélérée
10 & 50 fois sous 1'influence d'ADP et de phosphate inorganique
(BARLOGIE et coll., 1971 ; BEELER et coll., 1979 ; HASSELBACH, 1981).
Cette réaction serait due & 1'inversion de la pompe puisqu'une synthése
nette d'ATP peut &tre aisément mise en &vidence durant ce Targage calcique
(MAKINOSE et HASSELBACH, 1971). La stoechiométrie
de la réaction est la méme qu'au cours de 1'accumulation c'est-a-dire que
1'ATP se forme & raison d'une molécule pour la fuite de deux ions Ca
(HASSELBACH, 1981). L'efflux calcique via 1'inversion de la pompe a é&té
évalué 3 145 nmo1/(mg.min) (TAKENAKA et coll., 1982). Pourtant, un rapport
contradictoire a montré que 1'ADP inhibe 1'efflux calcique (PICK et

BASSILIAN, 1983).

Ce mécanisme d'inversion de la pompe suggére que 1'efflux calcique
a lieu via la phase protéique de la membrane du réticulum sarcoplasmique.

Cependant, d'autres hypothéses existent qui tout en montrant la nécessité
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de Ta Ca-ATPase pour le 1afgage calcique ne concluent pas & un mécanisme

d'inversion de la pompe.

o W - - -t . A S R W e e A e WS e e o A A M W e e = e e e ey .

BERMAN (1982) rapporte qu'une bicouche lipidique artificielle
préparée d partir des phospholipides issus de la membrane du réticulum
est imperméable aux cations. Cependant 1'incorporation dans de telles
vésicules de la Ca - ATPase purifiée augmente la conductance calcique par

4 a 106 c'est-a-dire atteignant ainsi une valeur comparable

un facteur de 10
d celle observée sur les vésicules isolées du réticulum sarcoplasmique
(JILKA et coll., 1975). I1 semblerait que le canal calcique soit situé

dans la Ca-ATPase ou gque 1'ATPase rompe 1'association des lipides afin de

permettre le passage des jons calcium. Une autre possibilité existe selon
laquelle plusieurs oligoméres de 1'ATPase forment le canal calcique.

En effet, une association transitoire et réversible de plusieurs molécules
d'ATPase pourrait fournir la base structurale d'un largage calcique rapide
(VANDERKOOI et coll., 1977). L'ATPase transporteuse pourrait &tre une
structure dimérique et une aggrégation pourrait &tre nécessaire pour la
formation transitoire de canaux calciques (CHIESI, 1984). Le passage
rapide d'une conformation & 1'autre pourrait &tre induit soit par un
changement rapide de 1a concentration ou de la distribution des ions K

ou Ca++ (CHIESI, 1984) soit par une modification du potentiel de surface

(DUX et MARTONOSI, 1983 a, 1983 b).
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Cependant, d'autres ré&sultats montrent que les fons Ca++ passent
via la phase lipidique puisqu'un anion 1ipophile, le tétraphénylboron induit
un largage calcique ne passant pas par des canaux formés par la molécule
ATPasique (SHOSHAN et coll., 1983). D'autres auteurs estiment que le site

de largage calcique est de nature Tipoprotéique (DHALLA et coll., 1983).

d - Relation entre le méecanisme de "Ca—induced Ca

release!" et le méecanisme faisant intervenir la

pompe Ca — ATPase

Une fixation calcique rapide sur la membrane du RS (MC COLLUM
et coll., 1972 ; ENTMAN et coll., 1972) et plus particuliérement sur
les sites 3 grande affinité calcique de la pompe (Ca - ATPase) (INESI,
1979) augmente la perméabilité calcique de cette membrane. Les travaux
de ENDO et KITAZAWA (1976) montrent que le mécanisme de "calcium-induced
calcium release" présente une grande dépendance vis a vis de 1'ATP de
facon telle que 1'ATP libre inhibe ce mécanisme. Ce résultat suggére que
le mécanisme de "calcium - induced calcium release" aurait quelque rela-
tion avec le mécanisme de transport via la Ca-ATPase. Il faut cependant
noter que le mécanisme de "calcium - induced calcium release" n'est pas
le mécanisme d'inversion de Ta pompe (ENDO, 1977 ; KATZ et coll., 1977).
On pourrait envisager que, dans ces conditions, la pompe calcique est

découplée de 1'hydrolyse d'ATP et joue le rdle de transporteur pour le

largage calcique induit par le calcium (ENDO et KITAZAWA, 1976).
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e = Autres hypothéses

Le réticulum sarcoplasmique serait un compartiment extracellulaire
(PAGE et PAGE, 1968 ; BIRKS et DAVEY, 1969) puisque des ions, des molécules
non chargées et méme des marqueurs extracellulaires peuvent pénétrer
dans le réticulum sarcoplasmique probablement au niveau des triades .
(SPERELAKIS et coll., 1973). Les &vaginations de 1a membrane du réticulum

(feet) observées en microscopie &lectronique par FRANZINI - ARMSTRONG (1970),

EISENBERG et EISENBERG (1982) et FRANZINI-ARMSTRONG et NUNZI (1983) sont
reliées a la membrane du systéme tubulaire transverse (STT) par un matériau
amorphe et pourraient &tre la structure permettant Ta continuité entre

le STT et le RS. Dans ces conditions, lors de 1'excitation, la variation

du potentiel membranaire (dépolarisation) qui se propagé'du sarcolemme

vers les tubules transverses pourrait continuer directement vers les ci-
ternes terminales du RS et permettre le largage du calcium vers le myoplasme.
Cependant, certains résultats indiquent que les évaginations ne jouent

aucun rSle dans le mécanisme de largage calcique (MIYAMOTO et RACKER, 1981).

Des changements de pression osmotique de part et d'autre de la
membrane du RS augmentent la perméabilité calcique (MEISSNER et Mc KINLEY,
1976 ; KOSHITA et coll., 1982). Ce pourrait &tre, par exemple, le mécanisme
d'action des ions chlorure : 1'importance de 1'osmolarité sur le largage
calcique induit par substitution ionique est actuellement d déterminer.
Ainsi 1'apport de chlore, ion perméant, provoquerait une augmentation du
volume intraréticulaire par entrée d'eau, induisant la Tibération de cal-

cium (KASAI et MIYAMOTO, 1976, sur des vésicules isolées de RS).
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Des protéines situées entre le systéme tubulaire et le réticulum
sarcoplasmique viendraient ouvrir ou fermer des canaux calciques au niveau
des citernes du réticulum sarcoplasmique. La position des protéines serait
déterminée par les mouvements de charges, eux-mémes dépendants de la
polarisation de la membrane du systéme tubulaire (SCHNEIDER et CHANDLER,
1973 ; CHANDLER et coll1., 1976). Cependant, dans sa revue de question
HASSELBACH (1981) rapporte que les constituants membranaires chargés

auraient peu d'importance dans le mécanisme de largage calcique.

C - Stockage du calcium par le réticulum sarcoplasmique : mécanisme

de diminution de la concentration calcique intracellulaire

Le r6le relaxant du réticulum sarcoplasmique mis en évidence par
HASSELBACH et MAKINOSE (1961) et EBASHI et LIPMANN (1962) est la conséquence
de la capture du calcium par 1'intermédiaire d'une ATPase située dans la
membrane du réticulum sarcoplasmique.Cette capture calcique et le maintien
d'un gradient calcique de 1/104 a 1/105 de part et d'autre de la membrane
du RS constituent une part importante du métabolisme musculaire.

1 - Structure de 1'ATPase

La protéine porteuse de 1'activité ATPasique est insérée dans la
bicouche lipidique d'une fagcon trés asymétrique (BRADY et coll., 1982)
(Fig. 9). Elle a &té isolée a 1'état pur et les vésicules sarcoplasmiques
obtenues aprés fractionnement soigneux contiennent en effet un polypeptide
de poids moléculaire environ 100 000 qui représente selon les auteurs

40 & 60 % (INESI, 1972) ou 90 % (MEISSNER, 1975) des protéines totales.
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Cette protéine contient 28 & 30 molécules de phospholipides et elle posséde

une activité ATPasique dépendante du calcium. Si elle est débarrassée

des phospholipides, elle perd son activité enzymatique. L'actjvité enzymatique
varie selon la nature du phospholipide, la 1écithine étant la plus favorable,
mais elle dépend beaucoup &galement de la longueur des chaines d'acides gras.
Cette protéine présente 4 classes de sites de fixation pour les ions divalents.
Deux sites ont une grande affinité pour le calcium et sont situés & 1'exté-

rieur de la membrane. Leur constante apparente d'association est égale

1. I1s sont responsables de la fixation calcique initiale

3 1.8 10%°
avant le transport proprement dit. Un site est un site de fixation pour
le magnésium et sa constante apparente d'association est égale &

3 M-l. Ce site permet au magnésium de jouer son rBle de catalyseur

6.0 10
de la réaction enzymatique. Enfin, i1 existe un autre site calcique situé

d 1'intérieur de la membrane (KALBITZER et coll., 1978). Sa constante

3

apparente d'association est égale & 5.7 10 M_l. L'unité fonctionnelle

de 1'ATPase est formé d'un dimére de deux chaines polypeptidiques ayant

une structure primaire identique (TENU et coll., 1978).

2 - La fraction lipidique membranaire

La fraction lipidique de 1a membrane du RS est comprise entre 22
et 45 % de son poids sec (MARTONOSI, 1964). Sa composition faible en choles-
térol (4 % comparée aux 25 % des fantBmes de globules rouges, INESI, 1972)
ainsi que le degré &levé de lipides non saturés (INESI, 1972) suggérent que

la membrane du RS est une membrane fluide.



47.

3 - La calséquestrine

Une protéine différente de 1'ATPase calcique et isolée & partir
du RS a été& mise en évidence par Mc LENNAN et WONG (1971). Cette protéine
a un poids moléculaire de 44 000 et une capacité trés &élevée d fixer le
calcium (43 mol/mol). La constante de dissociation apparente est dev

-3 M. E1le est située 3 1'intérieur des vésicules isolées du RS

4.10
(Mc LENNAN et WONG, 1971) et 1'ATP n'est pas nécessaire & cette fixation.
Cette protéine permet le stockage d'une quantité importante d'ions calcium

tout en maintenant une activité calcique intraréticulaire relativement faible.

4 - Fonctionnement de 1'ATPase calcique

L'ATPase calcique nécessite pour son fonctionnement la présence
d'ATP et de magnésium (HASSELBACH et MAKINOSE, 1961 ; EBASHI et LIPMAN,
1962). Dans ces conditions, le calcium est transporté contre un gradient
de concentration d raison de 2 ions Ca++ par molécule d'Adénosine-Tri-
Phosphate hydrolysée (WEBER, 1966) excepté aux basses températures pour
lesquelles 1 seul Jon ca’t est couplé @ 1'hydrolyse d'une molécule d'ATP
(SUMIDA et TONOMURA, 1974 ; IKEMOTO, 1975 ; HASSELBACH, 1981). Ce systéme
est trés spécifique du calcium. Sur des vésicules isolées 1'ATP n'agit que
sur la face externe et 1'ADP est également reldché a la face externe.

Le phosphate inorganique, par contre, semble &tre 1ibéré a 1'intérieur
des vésicules et se retrouve secondairement 4 1'extérieur grdce & une

fuite rapide.

Le schéma des réactions biochimiquesest le suivant (TADA et KATZ,

1982)
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ATP ‘ ADP

Ca E -> Cae E,ATP =~ Ca. E, v P
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e
ol E1 et E2 représentent les deux états différents de 1'ATPase. i et e

A

indiquent respectivement 1'intérieur et 1'extérieur de la -membrane du RS.
EIP est 1'intermédiaire phosphorylé & haute affinité calcique alors que
EZP a une basse affinité calcique. ElP peut donner son phosphate a 1'ADP

pour former de 1'ATP et est ainsi appelé "ADP-sensitive phosphoenzyme".

De plus, i1 est établi que, lors de 1'hydrolyse de 1'ADP, des
protons sont produits par la Ca-ATPase (MADEIRA, 1978 ; SOMLYO et coll.,

1981).

Lors de cette chaine de réactions enzymatiques, la quantité de
calcium rapidement accumulée sur un muscle squelettique rapide de lapin
est proche de 100 & 150 nmol/mg (TAKENAKA et coll., 1982) et le maximum de
calcium transporté atteint 110 & 220 nmoles/mg protéine (WEBER et coll.,

1966 ; INESI, 1971 ; WEBER, 1971) ou encore 0.05 M (HASSELBACH, 1964).
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Une fois cette concentration intravésiculaire atteinte, le transport
calcique est inhibé (WEBER et coll., 1966 ; INESI, 1971 ; WEBER, 1971)
méme si la concentration calcique extravésiculaire est suffisante pour
activer le transport.

Tfois facteurssont impliqués dans la Timitation des niveaux

maxima de Ca accumulés dans le RS.

- la concentration extraréticuiaire (WEBER et coll., 1966 ; WEBER,
1971). En effet, 1'activité ATPasique augmente pour des valeurs cde pCa>7
& pCa5, puis diminue pour des pCa inférieures & 5 (WEBER, 1971). Cette

diminution serait due 3 une inhibition allostérique (KALBITZER et coll., 1978).

- la vitesse de Ta fuite passive de calcium (JOHNSON et INESI,

1969).

- la concentration calcique intravésiculaire (WEBER et coll.,

1966 ; INESI, 1971 ; WEBER, 1971).

Notons ici qu'il existe une compétition entre les jons H et Ca++
au niveau de la fixation sur la Ca-ATPase (HILL et INESI, 1982) et que cette
compétition est dirigée vers les sites spécifiques dont 1'occupation par
le calcium est absolument nécessaire & 1'activation enzymatique (INESI et

HILL, 1983).

. . . +
En conclusion, le RS a la propriété de capter les ions Ca * grice
< . ~ . + .~ a
d 1'ATPase calcique et celle de stocker ces mémes ions Ca * grace a la

calséquestrine.
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IV - DEVELOPPEMENT DE LA FORCE MUSCULAIRE PAR LES PROTEINES CONTRACTILES

Le développement de la force au niveau des protéines contractiles
est la conséquence d'une chaine de réactions biochimiques qui en présence
de Ca et Mg ATP transforme 1'énergie 1ibérée par 1'hydrolyse de 1'ATP en

énergie mécanique. Trois niveaux d'action présentent un intérét physiologique :

1 - La fixation du calcium sur la troponine C permettant 1'inte-

raction actine-myosine.

2 - Le développement de la force par les ponts de Ta myosine.

3 - L'activité ATPasique de la téte S1 de la myosine.

A - Fixation du calcium sur la troponine C

1 - Affinité des sites pour le calcium

La fixation des ions calcium sur des sites de la troponine C est,
nous 1'avons vu plus haut, une condition nécessaire au développement de la
force musculaire. Elle permet de lever 1'effet inhibiteur de la troponine I

sur 1'interaction actine-myosine.

La troponine C présente deux paires de sites calciques par molécule.

Une paire de sites est spécifique du calcium et présente une constante
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d'association apparente égale & 2 105 M'1 (POTTER et GERGELY, 1975). L'autre

paire de sites fixe de facon compétitive soit le calcium soit le magnésium

et présente une constante d'association apparente pour le calcium plus

glevée qué celle des sites spécifiques puisqu'elle est égale & 2 107 M'1

(POTTER et GERGELY, 1975). La constante d'association apparente pour le

magnésium est égale a 5 107 M~ (POTTER et GERGELY, 1975). D'autre part,

. . i s . ++ <
une paire de sites spécifique des ions Mg  est présente.

2 - Facteurs influencant 1'affinité des sites calciques

Lors de 1'établissement de complexes ‘de rigor entre 1'actine et

la myosine (milieux de concentration en ATP faible) 1'affinité d'une paire
de sites ca]ciques est augmentée (BREMEL et WEBER, 1972 ; GODT, 1974)

ainsi que lors de la contraction musculaire en présence d'ATP (SOLARO et
coll., 1976). Cette derniére propriété amena FUCHS et BAYUK (1976) & conclure
-a la nécessité d'etudier 1'affinité aes sites calciques de la troponine sur
une machinerie contractile comportant 1'ensemble des molécules (voir le
paragraphe structure) plutdt que sur des sous-unités isolées de Ta troponine
C. Ces auteurs émettent 1'hypothése selon laquelle T'affinité des ions Ca
pour la troponine est une propriété dynamique qui est modifiée lors de
1'attachement et du détachement périodique des ponts observés durant une
contraction musculaire. Cette idée semble se confirmer puiéque EKELUND et
EDMAN (1982) rapportent que lors du raccourcissement du sarcomére 1'interac-
tion conduit & une diminution de la fixation calcique sur la troponine.

De méme, RIDGWAY et coll. (1983) sur la fibre musculaire intacte et pelée

de Balane montrent que 1'augmentation du niveau de force augmente la sensi-
bilité calcique c'est-d-dire que la contraction module la sensibilité

calcique. RIDGWAY et GORDON (1984) suggérent que la fixation calcique sur
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la troponine est sensible soit @ l1a Tongueur du muscle soit & la force

musculaire.

D'autres facteurs modifient 1'affinité du calcium pour la troponine.
C'est le cas notamment de la température et de la force ionique. En effet,
une baisse de température de 22°C a 4°C diminue 1'affinité des sites récep-
teurs calciques de la troponine (GODT et LINDLEY, 1982) et une diminution
de la force ionique 1'augmente (BRANDT et coll., 1974 ; SOLARO et coll.,
1976). D'autre part, 1'environnement ionique est d'une grande importance
+

puisque les ions H+, K", Mg++ inhibent de facon compétitive la fixation ~

du calcium (ASHLEY et MOISESCU, 1977).

Les résultats concernant les variations de 1'affinité calcique
par 1'évaluation de la concentration calcique (pCa) pour laguelle la tension
mécanique est égale d 50 % de Ta tension maximale que la fibre peut développer
(Po) sont sujet d& caution. En effet, le déplacement de la courbe tension -
pCa le long de 1'axe des abscisses ne traduit pas uniquement une variation
de 1'affinité des sites calciques de la troponine. Ce déplacement pourrait
8tre le résultat d'une relation existant entre le temps que met un pont
pour effectuer le cycle d'attachement, détachement et le temps durant
lequel le calcium reste fixé sur la troponine C. Si la vitesse avec
laquelle le pont effectue ce cycle est diminuée, une plus petite fraction
des sites de 1a troponine C doivent &tre occupés pour garder une certaine

fraction des ponts actifs (BRANDT et coll., 1982).

B - Développement de la force musculaire par la création des ponts

D'aprés les résultats de HUXLEY et HANSON (1954) et de HUXLEY et
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NIEDERGERKE (1954), 1la contraﬁtion musculaire résulte du glissement des
filaments fins par rapport aux filaments épais (Fig. 10). La longueur de
chaque filament ne changeant pas, le glissement se fait par 1'intermédiaire
de "ponts" (cross-bridges) qui se forment cycliquement entre les 2 types de
filaments pendant la contraction. C'est la théorie des filaments glissants

ou encore "sliding filaments/cross bridges theory".

L'interaction entre 1'actine et la myosine par le biais de ponts
produit outre la contraction, une augmentation en raideur de la fibre muscu-
laire que 1'on pense 8tre proportionnelle au nombre de ponts formés (GORDON
et coll., 1966 ; HUXLEY et SIMMONS, 1973). Ceci est &galement vrai sur les
fibres mécaniquement pelées de Grenouille (HERZIG et coll., 1981). Cette
propriété sous entend que la force développée par chaque pont est identique
pour des concentrations variées de calcium. I1 s'ensuit donc que 1'augmenta-
tion de 1a raideur proportionnelle & 1'augmentation de 1a concentration
calcique refléte uhe augmentation du nombre de ponts attachés (HERZIG et
coll. 1981 ; PFITZER et coll., 1982). Ces observations sont en accord avec
1'idée selon laquelle 1'activation calcique signifie un recrutement d'un

nombre plus important de ponts (PODOLSKY et TEICHHOLZ, 1970 ; GULATI et
PODOLSKY, 1978 ; RUEGG et coll., 1979).

Cependant, quelques rapports vont & 1'encontre de cette proprotion-
nalité entre le développement de la contraction et 1'augmentation du nombre
de ponts. En effet CECCHI et coll. (1981, 1982) montrent, sur les fibres
musculaires de Grenouille, que 1'augmentation de la raideur précéde le

développement de 1a force. D'aprés ces auteurs ce résultat serait di &
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\Q/_ ~_ Troponin
——- Tropomyosin

Figure 10 : Représentation schématique sur une fibre musculaire striée
des interactions entre 1'actine et la myosine.

a gauche : absence d'interaction entre 1'actine et la té&te globulaire
de Ta myosine (sous unité S1 - HMM) en absence de calcium

a droite : interaction entre 1'actine et la téte globulaire de la
myosine lorsque les ions calcium sont fixés sur la troponine.

Notez la modification de la position de la tropomyosine lorsque le
calcium est présent.

(D'aprés HERZIG, 1984).
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1'existence de ponts de longue vie entre 1'attachement et la genése de la
force. D'apréé KAWAI et BRANDT (1976) sur les fibres pelées d'Ecrevisse

la raideur n'est pas unique mais dépend de 1'état du muscle avant la rigor.

Depuis quelques années, des cr#tiques concernant 1a théorie des
filaments glissants apparaissent dans la 1ittérature (POLLACK, 1983 ;
HOYLE, 1983). En effet, 1'une des plus grandes difficultés & 1'heure
actuelle pour accepter la théorie des filaments glissants est la situation

structurale de la partie &lastique des protéines contractiles.

vL'é1ément élastique serait situé soit dans les ponts eux-mémes

(HERTZIG et coll., 1981, sur les fibres musculaires pelées de Grenouille,
TAWADA et KIMURA, 1984, sur les fibres glycérolées de psoas de lapin).
SUZUKI et SUGI (1983) ont montré sur les fibres glycérolées de psoas de
Lapin que lors d'un étirement (20 %) la zone H et la bande I s'étirent
alors que 1'importance du recouvrement entre les filaments épais et fins
et 1' épaisseurde 1a ligne Z ne sont pas modifiées. Ce résultat montre
clairement que les filaments fins et épais sont extensibles. L'@lément
élasfique n'est pas la portion S2 da la méromyosine lourde (KIMURA et

TAWADA, 1984, sur les fibres glycérolées du muscle psoas de lapin).

C - Activité ATPasique de la myosine

Le substrat de la réaction enzymatique est le Mg ATP (REUBEN et
coll., 1971) et la force musculaire développée dépend de Ta concentration

en Mg ATP. Dans le cadre de ce paragraphe nous nous contenterons de
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rapporter des résultats obtenus sur des fibres musculaires de Crustacés.
Contrairement aux fibres musculaires du psoas de Lapin, la force isomé-
trique est une fonction monophasique de la concentration en Mg ATP et

non une relation en cloche (KAWAI et BRANDT, 1977, sur les fibres mécani-
quement pelées d'Ecrevisse ; CHAEN et SUGI, 1982, sur les fibres glycé-

rolées de Crabe). Dans la mesure ol d'aprés HUXLEY (1957)

o0 P représente 1'amplitude de la tension isométrique, f la vitesse de for-
mation des ponts et g la vitesse de détachement, la diminution de P, sur

le muscle psoas de Lapin, pour des concentrations élevées en Mg ATP est due
d une augmentation de g (CHAEN et coll., 1981). La relation monophasique
entre Ta tension isométrique et la concentration en Mg ATP sur les fibres
musculaires de Crustacés peut &tre due soit & une valeur de g beaucoup

plus faible que celle de f (CHAEN et SUGI, 1982), soit & une augmentation
proportionnelle de f et de g (KAWAI et BRANDT, 1977). Sur le Crabe, 1'acti-
vité ATPasique est maximale pour une concentration en Mg ATP égale 4

-4

10 " M et la force isométrique est maximale pour une concentration en

Mg ATP de 2.3 107> M (CHAEN et SUGI, 1982).

V - STRUCTURE, SITES et MODES d'ACTION DE LA CAFEINE

La partie expérimentale de ce travail a nécessité 1'utilisation
fréquente d'une drogue : la caféine qui est un outil important utilisé en
physiologie musculaire afin d'étudier les différents aspects du couplage
excitation-contraction. IT nous est donc apparu nécessaire de faire état
des travaux spécifiques a 1'étude des sites et modes d'action de cette

molécule.



57.

En général, la caféine augmente 1'amplitude de la secousse muscu- -
laire et induit une contracture sur une grande variété de muscles squelet-
tiques et cardiaques. Cependant, en fonction des conditions expérimentales,
Ta contraction enregistrée sur des muscles cardiaques peut &tre diminuée
par la caféine (SANDOW et BRUST, 1966 ; BIANCHI, 1968 ; LUTTGAU et

OETLIKER , 1968). Sa formule chimique est la suivante (BIANCHI, 1968)

N

o CHs

M Ra

| o
CH3 \ﬁg?

%
s

Caffeine p'K‘c; = 0.8

et ses sites et modes d'actions sont multiples.

Ses effets sur la membrane sarcoplasmique sont tels qu'elle augmente
1'influx calcique induit par une dépolarisation membranaire (BIANCHI,
1968 ; NIEDERGERKE et PAGE, 1981) ainsi que la perméabilité calcique de
repos comme cela a &té décrit sur les fibres musculaires de Vertébrés
(BIANCHI, 1961) et suggéré pér CHIARANDINI et coll. (1970) sur les fibres
musculaires d'Ecrevisse.

Qutre ses effets sur la membrane sarcolemmique, la caféine agit

également aprés pénétration dans la cellule (BIANCHI, 1962), sur la membrane



du réticulum sarcoplasmique. Son action est double : elle stimule le
largage calcique & partir du RS (FRANK, 1960) et inhibe la captu}e du
calcium par 1'ATPase calcique située dans la membrane du RS (WEBER et
HERZ, 1968 ; FABIATO et FABIATO, 1972 ; ENDO, 1977 ; STEPHENSON, 1981 ;
POLEDNA et MORAD, 1983 ; MééZK&OS et IKEMOTO, 1985). De plus, deux

effets distincts de la caféine sur 1'ATPase calcique ont été décrits en
fonction de la concentration en ATP (WEBER, 1968). En présence de concen-
trations élevées d'ATP, la caféine diminue le couplage entre 1'hydrolyse
de 1'ATP par 1'ATPase calcique et le transport de calcium dans la lumiére
du RS c'est-d-dire qu'elle inhibe le transport calcique sans inhiber la vitesse
de 1'hydrolyse de 1'ATP ou bien qu'elle stimule 1'activité ATPasique sans
stimuler le transport calcique. En présence de faibles concentrations
d'ATP 1a caf@ine inhibe 1'activité ATPasique sans modifier la vitesse du
transport calcique.

La stimulation du largage calcique associée d 1'inhibition du
transport calcique dans le RS pourrait expliquer les contractions caféiniques
observées sur les fibres musculaires intactes. Notons ici que Te calcium
larqu® nar la caféine n'a pas pour origine Te calcium stocké dans les mi-
tochondries (DE LUCA et ENGSTROM, 1961 ; VASINGTON et MURPHY, 1963).

Enfin, par inhibition de la phosphodiestérase elle emp&che 1'hydro-
lyse de 1‘adéno;ine monophosphate cyclique (SUTHERLAND et RALL, 1958) et par
conséquent altére 1'état de phosphorylation des protéines contractiles et

la sensibilité calcique des protéines régulatrices (WENDT et STEPHENSON,
1983).
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I - MATERIEL BIOLOGIQUE

A. Choix de la préparation

Actuellement, 1'un des supports de la recherche physiologique pour
tenter de cerner le processus de couplage excitation-contraction est la

fibre musculaire d'Arthropodes et plus particuliérement de Crustacés.

Les fibres musculaires de Crustacés sont caractérisées par leur
grande dimension qui facilite notamment leur isolement, 1'implantation de
microélectrodes et dans 1'étude qui nous intéresse rend possible la micro-
dissection du sarcolemme. En outre, les fibres musculaires de Crustacés
sont des structures calciques. En effet, si le calcium est indispensable
au développement de la tension musculaire, que ce soit chez les Vertébrés
ou chez les Invertébrés, la dépolarisation membranaire des fibres musculaires
de Crustacés est imputable d un flux entrant de calcium (structures dites
calciques) contrairement aux fibres de Mammiféres dont les phénoménes &lec-
triques membranaires sont caractérisés par un courant essentiellement
sodique (structures dites sodiques). Les mouvements calciques sarcolemmiques
et intracellulaires sont donc d'une grande importance sur ces préparations
qui constituent bien un matériel de choix pour 1'étude du 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 Te méropodite au niveau de 1'extrémité proximale du muscle

extenseur du carpopodite (Fig. 11).
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Figure 11 : Schéma de 1'organisation musculaire du méropodite droit de
Carcinus maenas.
(D'aprés LECONTE, 1985).
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B. Préparation du matériel biologique

La préparation du matériel biologique est différente selon le type

d'expérience 3§ effectuer. Certaines nécessitent 1'utilisation de fibres

intactes,d'autres de fibres 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 artificielle (Artificial
Sea Water, ASW, FATT et KATZ, 1953). La fibre choisie aprés\ouverture lon-
gitudinale de la carapace du méropodite (Fig. 11) est isolée des fibres
voisines par section des filets nerveux et, si nécessaire, du tissu con-
Jjonctif qui 1'encombre. A 1'une des extrémités un carré de carapace est
découpé et & 1'autre extrémité une portion d'axostyle est préservée afin
d'isoler entiérement la fibre. La Tongueur des fibres ainsi obtenues varie
de 4 & 9 mm et leur diamétre est compris entre 150 et 350 um. Les fibres
musculaires de Crabe sont le plus souvent‘e11iptiques et Tes valeurs de

diamétre données correspondent d& la mesure du grand diamétre.

Une fois isolée, la fibre est amenée dans la cuve expérimentale &
double partition de saccharose (voir Fig. 12) dans une goutte d'eau de mer

déposée sur une lamelle de verre.

Les fibres intactes seront utilisées pour 1'enregistrement simultané

des courants joniques membranaires et de la contraction.
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2. Préparation des fibres pelées

Deux phases peuvent &tre distinguées :
- isolement de la fibre

- pelage de l1a fibre isolée.

a - Isolement de la fibre

L'isolement de 1a fibre consiste en la préparation d'une fibre

intacte telle qu'elle a été décrite dans le paragraphe 1 ci-dessus.

b - Pelage de la_fibre isolée

- Données théoriques :

Cette opération consiste & Ster le sarcolemme d'dne fibre préalable-
ment isolée et intacte. Elle peut &tre réalisée chimiquement par 1'EGTA”
sur les coeurs de Grenouille et de Lapin (WINEGRAD, 1971), sur les fibres
musculaires squelettiques humaines (WOOD et coll., 1975 ; MOUNIER et GOBLET,
1983), de Singe (GOBLET et MOUNIER, résultats non publiés), de Lapin
(SORENSON et coll1., 1980) et de Rat (GOBLET et coll., 1984) et par la

saponine sur les fibres musculaires lisses (ENDO et coll., 1982 ; SAIDA,

~--1982). Le pelage peut également &tre effectué mécaniquement par microdis-

section. NATORI (1954) fut le premier & effectuer ce type de microdissection
qui fut ultérieurement amélioré par REUBEN et coll. (1967, 1971) sur la

fibre isolée d'Ecrevisse.

& EGTA : Ethylene Glycol bis (amino ethyl ether) N-N' Tetraacetic Acid.
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L'intérét du pelage repose sur le fait qu'il rompt la membrane sar-
colemmique tout en maintenant les protéines contractiles et les membranes
internes intactes (STEPHENSON, 1981). Le systéme contractile peut &tre
contrglé directement et de ce fait la relation entre la force développée
et la concentration calcique myoplasmique peut &tre déterminée (HELLMAN ’
et PODOLSKY, 1969 ; BRANDT et coll., 1972). De plus Tes mouvements nets
de calcium entre le réticulum sarcoplasmique et le myoplasme peuvent &tre
8valués par la force développée (FORD et PODOLSKY, 1970 ; ENDO, 1975 ;
STEPHENSON et PODOLSKY, 1977). Notons que contrairement aux fibres chimi-
quemeht pelées, les fibres mécaniquement pelées présentent un systéme

tubulaire clos (COSTANTIN et PODOLSKY, 1967 ; ENDO et NAKAJIMA, 1973 ; STEPHENSON

et PODOLSKY, 1977).

- Technique du pelage mécanique

Une fois isolée, la fibre est transférée dans une cuve de plexiglas
surélevée de fagon 3 permettre son éclairement par transparence. Le pelage
mécanique est effectué selon la technique de REUBEN et coll. (1971). La
fibre baigne dans une solution saline R ou relaxante & forte concentration
en potassium et pratiquement dépourvue de calcium grdce & un chélateur de

8wy,

cet ion : 1'EGTA (concentration calcique inférieure & 10~
Le transfert de la fibre dans une solution de concentration potas-

sique &levée induit le développement d'une contraction maximale mais tran-

sitoire. Lorsque la fibre est reldchée, le sarcolemme est découpé sur tout

le pourtour 3 1'une des extrémités de la fibre & 1'aide d'une aiguille fine
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Figure 12 :

Représentation schématique de la cuve expérimentale du poste

d'expérimentation en double partition de saccharose.
Dans le médaillon la partie centrale a été agrandie.

1 et 5 :

2 et 4
: compartiment test, largeur 200 um environ.

3

compartiments de référence contenant généralement du KC1 isotonique

compartiments saccharose, largeur 400 um environ

(D'apres MOUNIER, 1975).
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et recourbée. Une pince nous permet alors de tirer sur le sarcolemme,

dénudant la fibre d'environ 90 % de sa surface.

C. Montage dans Tles cuves expérimentales

Les cuves expérimentales utilisées pour les fibres intactes et

les fibres pelées sont différentes.

1. Cuve expérimentale & double partition de saccharose pour

fibre intacte (Fig. 12)

La fibre est installée dans une cuve & cing compartiments comparable
d celle décrite par ROUGIER et coll. (1968) pour le trabécule sino-auricu-
laire du coeur de Grenouille, ultérieurement adaptée aux fibres musculaires
de Crabe (MOUNIER et VASSORT, 1975 a), de telle facon que cette fibre
s'étende sur les cing compartiments. Ces compartiments sOht :

- le compartiment central 3 constituant le compartiment test dans
lequel baigne la portion de’fibre étudiée et ol circulent le liquide phy-
siologique ou les différentes solutions & tester. A 1'entrée de ce compar-
timent est situé un robinet spécial (KILB et STKMPFLI, 1955) dont 1'utilisa-
tion permet, du fait du faible volume du compartiment, un changement
complet de solution en une fraction de seconde.

- compartiments 2 et 4, d'une largeur d'environ 300 & 400 um, dans
Tesquels circule une solution de saccharose 1&gérement hypertonique (1,1 X
la tonicité normale).

- compartiments 1 et 5 ou compartiments latéraux remplis d'une solu-
tion ionique similaire au milieu interne. Cette solution stagne dans ces

2 compartiments.
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Figure 13 : Représentation schématique du dispositif de montage d'une
fibre musculaire pelée.
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Ces différents compartiments sont séparés par de fines cloisons
dont la tranche est recouverte d'un film de vaseline afin de créer une
bonne &tanchéité et d'éviter une hyperpolarisation de la fibre comme

nous le verrons ensuite (1imites de la technique).

2. Cuve expérimentale pour fibre pelée (Fig. 13)

Lorsque la fibre est pelée, elle est montée dans la cuve expérimen-
tale contenant de la solution relaxante. A une extrémité, le petit carré
de carapace conservé lors de la dissection est serré par une butée au moyen
d'une vis. A 1'autre extrémité le bout d'axostyle retient la fibre au cro-
chet relié au capteur de force. Ce dernier est monté sur un micromanipulateur
qui permet de régler la longueur de la fibre & 120 % de la longueur de repos
(LO). I1 est en effet démontré qu'une fibre musculaire développe une tension
maximale pour un €tirement minimum de 20 % de sa longueur de&rgpos (relation

Force-Longueur).

Un systéme d'aspiration permet de changer rapidement les solutions
environnant 1a fibre tout en maintenant le niveau du liquide constant
(Fig. 13). En effet, une variation de niveau du liquide est susceptible de
modifier la tension exercée sur le capteur et par conséquent le niveau de

base de 1'enregistrement.

Pour les expériences faisant appel & la technique colorimétrique
(Arsenazo III), la cuve est placée dans le champ d'un microscope & inversion

(01ympus).
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Figure 14 : Dispositif expérimental de la technique de double partition
de saccharose : mesure en potentiel imposé.

1 et 5 : compartiments de référence
2 et 4 : compartiments de saccharose

3 : compartiment test

A : amplificateur & contre réaction totale externe

C : source électrique pour la compensation des dissymétries d'élec-
trodes et de potentiel

I : oscilloscope cathodique (mesure du courant)

V : oscilloscope cathodique (mesure du potentiel)

S : stimulation

(D'aprés ROUGIER et coll. 1968, modifié)
ap
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I1 - MATERIEL DE MESURE ET D'ENREGISTREMENT

A. La technique de la double partition de saccharose

!
Cette méthode, proposée par STAMPFLI (1954), est dérivée de celle
de 1'"air gap" (TASAKI, 1939) et est susceptible d'@tre appliquée a toute

structure excitable.

E1le consiste & laver continuellement une portion de fibre avec
une solution de saccharose isotonique : méthode de la double partition de
saccharose ou du-"sucrose gap". La résistance spécifique du saccharose

est égale a 105 Q.cm.

Le Tavage de 1la fibre par deux écoulements de saccharose permet
d'isoler électriquement un "noeud artificiel" comparable au noeud de Ranvier.
Ce "noeud artificiel” a une longueur correspondant 3 peu prés & la largeur
du compartiment test, soit 100 um lorsque les cloisons de vaseline sont
réalisées. Cette valeur est trés inférieure & la constante d'espace de
la fibre au repos comprise entre 700 um et 1400 um, valeur déterminée par

microélectrodes (FATT -et KATZ, 1953 ; MOUNIER, 1970).

Cette teﬁhnique permet de mesurer le potentiel de membrane dans les
conditions de courant imposé et le courant membranaire dans les conditions
de potentiel imposé. Nous n'aborderons ici que le dispositif de mesure du
courant membranaire car seules les conditions de potentiel imposé ont é&té

utilisées dans les expériences rapportées dans le chapitre "Résultats".
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Rm Rm

" Ri 3 Ri X

Fiqure 15 : Diagramme du circuit &lectrique équivalent de la préparation
montée dans le dispositif 4 double partition de saccharose.
1-3-5 : Electrodes des compartiments correspondants

Re : Résistance extracellulaire
Ri : Résistance intracellulaire
E

m3’ Rm3’ Cm3 : respectivement, le potentiel, la résistance, la capacité
de 1a membrane de 1'étranglement artificiel.
(D'aprés ROUGIER, 1968) '
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1. Mesure du courant de membrane en potentiel imposé (Fig. 14).

Pour les mesures en potentiel imposé, 1'amplificateur est connecté
entre les points 1 et 5. La différence de potentiel délivrée par le stimu-
1éteur S est appliquée entre le compartiment test 3 et la terre. Le point.
3' étant au potentiel de terre, Ta membrane dans ce compartiment test (3)
est portée 3 un potentiel égal & celui délivré par le stimulateur pourvu

que Ta résistance en série constituée par 1'électrode et le liquide phy-

siologique soit assez faible.

L'amplificateur fournit un courant pour maintenir la membrane au
potentiel choisi, ce courant est directement proportionnel au potentiel
délivré par la sortie de 1'amplificateur divisé par les résistances en

série R, et R, (1'-3") (Fig. 15).

2. Limites de la technique du potentiel imposé, et propriétés

inhérentes au "sucrose-gap".

L'essentiel de cette partie technique a é&té rapportée par
MOUNIER et VASSORT (1979). Afiﬁ de préciser les termes employés et la
technique, le schéma de la technique du potentiel imposé et la représen-
tation des potentiels en des points variés sont reportés a la figure 16.
I1 faut auparavant noter que Te potentiel V appliqué dans le compartiment
test (B) est égal et opposé au potentiel délivré par le générateur de ten-
sion puisque leur somme doit &tre dans cette technique égale & zéro et

que Te potentiel membranaire Em est égal & Ep + Vm‘ Lors du flux de courant,
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Figure 16 : Représentation schématique du circuit de potentiel imposé
et du potentiel en des points variés de ce circuit. Les abréviations
sont expliquées dans le texte. '

(D'aprés MOUNIER et VASSORT, 1979)
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le potentiel imposé & Ta membrane, Vm’ d proximité du compartiment contenant
le saccharose et isolant le compartiment relié i 1'entrée de 1'amplificateur
(C) différe du potentiel délivré par le stimulateur, - V, par 2 facteurs.
Le}premier facteur est un facteur commun & toutes les techniques de poten-
tiel imposé : la chute de tension due au passage du courant, Im’ dans

-

les résistances séries, Rc. Le potentiel - Vo’ appliqué & la face externe

(1

second facteur résulte du fait.que 1'isolement par le compartiment de sac-

de la membrane est donc égal & -V + RS I sortant est positif). Le

m m

charose entre le compartiment test et le compartiment relié & 1'entrée de
l;émp1ificateur n'est pas parfait et qu'un courant passe dans la résistance

du saccharose RSu et la résistance interne Ri' Par conséquent, le potentiel

c

appliqué & 1a membrane Vm est tel que Vo = Vm.RSuc / (R + Ri) c'est-a-

suc

dire Vm = (V-R<. I.) (R

S 'm suc * Ri) /R

suc (1).
Le courant de fuite crée également un potentiel, Vi’ a la face interne

+ R.) ou encore en remplagant

de la membrane qui est égal & V_.R. / (RSuc ;

Vm par sa valeur obtenue dans 1'équation (1)

V., = (V- R. 1) Ri / RSu . Ce dernier facteur est d'amplitude 1imitée,

i S ™m c
quelques mV, comme 1'ont montré les résultats obtenus 3 1'aide de microé-
Tectrodes intracellulaires (MOUNIER, 1975 ; MOUNIER et VASSORT, 1975 b).

En effet, i1 compense partiellement la perte de potentiel appliqué & 1a
face externe de la membrane quand Im est sortant ; c'est la situation gue
1'on observe le plus souvent & cause des courants de fuite importants exis-
tant sur les fibres musculaires de Crabe. De plus, 1'écoulement des diffé-
rents liquides crée 1'apparition de potentiels de jonction. Ceux-ci se

~ produisent, d'une part lors du changement de solution test & 1'interface

entre celle-ci et 1'@lectrode au KC1 et d'autre part, entre Ta solution test
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et les écoulements de saccharose. Ces différents potentiels, de méme qu'une
petite dissymétrie entre les potentiels des &lectrodes au.calomel sont

compensables & 1'aide de piles (voir Figure 16).

Ainsi, Torsque 1'on commence une expérience ou 3 @ 5 minutes aprés
le changement de solution, le circuit de potentiel imposé est ouvert et
les différents potentiels de jonction sont compensés. La compensation est

contrglée plusieurs fois durant 1'expérience.

Nous avons vu précaddemment qu'il est nécessaire d'utiliser une solu-

tion de saccharose dépourvue d'ions afin que le facteur de court-circuit
R

Re * Ri

sation membranaire au niveau de 1'étranglement pouvant atteindre 60 mV.

tende vers 1. Cependant, celle-ci entrafne parfois une hyperpolari-

Pour réduire ce phénoméne, des cloisons de vaseline sont placées entre les

différentes solutions.

Pour utiiiser la technique du "sucrose-gap" dans les meilleurs condi-
tions, i1 ne suffit pas de choisir la largeur du compértiment test nettement
inférfeure d la constante d'espace, X, mais il faut tenir compte du rapport
x/X avec x &gal a Ta largeur du compartiment test. C'est pourquoi, Ta lar-

geur x, c'est-d-dire la longueur de la portion de fibre soumise & 1'expéri-

mentation, a &té choisie égale d environ 100 um (MOUNIER, 1975).

Enfin, 1'utilisation d'électrodes externes ne permet pas de mesurer
directement la valeur réelle du potentiel de membrane. Quand les différents
potentiels de jonctions sont compensés, on admet que le niveau de référence

correspond au niveau du potentiel de repos.
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3. Enregistrement simultané de la contraction musculaire

La tension, développée par la fibre musculaire, consécutive a une
stjmulation, est enregistrée dans le compartiment test (3) 3 1'aide d'une
fine aiguille métallique de 3 cm de Tongueur reliée & un capteur de force
‘ composé de deux jauges de contrainte (série 8101, PIXIE). La mesure de la
force développée est effectugée en introduisant ces jauges dans deux des
branches d'un pont de Wheastone. L'ensemble est relié & un amplificateur
puis & 1'une des entrées de 1'oscilloscope ou d'un enregistreur papier
Allcoscript EN 48 (Gould, Lonjumeau, France), afin de visualiser le phé-
noméne. Aprés passage dans Tes amplificateurs et filtres, les caractéris-
tiques du signa1 sont les suivantes :.fréquence de résonance 90 Hz, sensi-

bilité 150 mV/10 mg et réponse linéaire jusqu'a 350>mg.

L'aiguille est amenée tangentiellement au centre du noeud artificiel
(100 um) et cette portion de fibre est étirée par 1'application d'une

prétension avant 1'enregistrement des contractions.

L'enregistrement peut Etre considéré comme isométrique grdce & une

bonne fixation de la partie centrale de la fibre par les ports de vaseline.

La force mesurée a une amplitude et une direction déterminée par la
somme vectorielle des forces exercées par les deux demi-portions actives
du faisceau..Si 1'on admet que les deux forces (F) sont égales, la force
résultante (R mesurée) a une direction qui est la bissectrice de 1'angle

(20) formé par les deux forces et a une amplitude R = 2F cosa avec a = 60°.
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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 8té enregistrée simultanément dans le compartiment test et dans 1'un
des compartiments de saccharose. Notez 1'augmentation de la sensibilité
de 1'enregistrement effectué dans le compartiment de saccharose.

Fibre n° 203

(D'aprés GOBLET et MOUNIER, 1982)
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Lors de toutes les expériehces effectudes, nous avons imposé 3 la
membrane, & intervalles réguliers, une dépolarisation donnée (en général
55 mV-15 msec) afin de s'assurer de la constance des conditions expéri-
mentales. S'i1 apparaissait des variations notables d'amplitude de Ta
tension au cours du déroulement de 1'expérience, celle - ci etait jugée
inexploitable.

Finalement, la possibilité que les courants entrants se développant
dans la partie centrale de la fibre conduisent au développement d'une con-
traction des portions de fibre situées dans les compartiments voisins,
(compartiments saccharose), a été exclue par 1'expérience suivante (Fig.
17). La tension induite par une dépolarisation d'amplitude 50 mV et de
durée 550 msec a été enregistrée simultanément dans le compartiment test
et dans 1'un des compartiment saccharose. Les résultats montrent le
développement dans le compartiment test d'une contraction typique que
nous décrirons dans le chapitre "Résultats". Dans le compartiment saccha-
rose aucune contraction n'est enregistrée. Un résultat identique a été

obtenu en enregistrant dans 1'autre compartiment contenant du saccharose.
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B - Techniques utilisées sur les fibres pelées

1. Mesure de la tension mécanique

La tension développée par la fibre musculaire est enregistrée a
1'aide d'un capteur de force BG 10 J211 (Kulite Semi-conductor Products,
Inc:, Ridgefield, NJ, USA) composé d'un pont de Wheastone comp]et; alimenté
en tension stabilisée par un appareil construit dans le service d'électro-
nique du laboratoire. En outre cet appareil recueille et amplifie la réponse
du capteur. Les caractéristiques du signal final qui s'inscrit sur T'enre-
gistreur papier Allcoscript EN 48 (Gould, Longjumeau, France) sont de
1200 mg/V. La relation est 1inéaire dans la gamme qui nous intéresse

(jusqu'a environ 1000 mg).

2. Mesure de la concentration calcique

Nous verrons (chapitre "Résultats") que 1'action des ions strontium
et du chlorure de tétraéthy]ammonium sur 1'appareil contractile rend
problématique 1'étude de la capture du calcium et du largage calcique par
le RS par 1'intermédiaire d'une mesure de 1'activité mécanique. Cela nous
a conduit 3 utiliser une technique basée sur 1'utilisation d'un indicateur

métallochromique, 1'arsenazo III.

a. Principe

L'arsenazo III est un indicateur métallochromique de poids moléculaire

776. Sa formule chimique développée est la suivante :
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Arsenazo III

[

O-(1,8-Dihydroxy-3,6-disulfo- o
naphthalene-2,7 bisazo)-bis-
benzenearsonic acid

En présence de calcium Ta molécule d'arsenazo libre (mauve) forme
le complexe Ca-arsenazo (bleu-violet). Le spectre d'absorption de ces deux
composés différe (Fig. 18) et 1'absorption Tumineuse d'une solution d'arse-
nazo est d'autant plus importante que la concentration calcique est élevée
(Fig. 19). Cette technique colorimétrique permet donc d'évaluer les varia-
tions de concentration ca1cique'intrace11u1aire, tout en conservant intacte
1a structure de la fibre musculaire (continuité RS-protéines) et ceci
d'autant plus que le temps de formation du complexe Ca-arsenazo est court

(de 1'ordre de la msec) par rapport au phénoméne étudié.

L'arsenazo sera utilisé dans la présente étude pour détecter et
quantifier les variations de concentration en calcium dans le milieu sarco-

plasmique 3 la suite d'un largage calcique provoqué par la caféine.
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Figure 18 : Spectre d'absorption lumineuse de 1'arsenazo III (25 uM) en
absence et en présence de calcium.
(D'aprés SCARPA et coll., 1978).
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/.LM Ca

Figure 19 : Spectre d'absorption Tumineuse de 1'arsenazo III (100 uM) pour
des concentrations variées de calcium.
La ligne horizontale représente de dauche & droite des longueurs d'onde

(x) de plus en plus importantes. L'échelle n'est pas précisée par les
auteurs.

(D'aprés SCARPA et coll., 1978, modifié).
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Figure 20 : Schéma du poste d'expérimentation Arsenazo III.

(D'aprés REUBEN, 1982, modifié).
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Le matériel de mesure des variations d'absorption lumineuse de
1'arsenazo III au niveau du sarcoplasme des fibres musculaires de Crabe a
été concu et fabriqué par G. M. KATZ (KATZ et coll., 1981). Une source lu-
mineuse & halogéne alimentée par un générateur de tension stabilisée
(92.2 V continu) éclaire verticalement la fibre musculaire située dans la
cuve expérimentale, par 1'intermédiaire d'une fibre optique. Les solutions

qui baignent la fibre musculaire pelée contiennent de 1'arsenazo III

(98.75 uM) et sont changées rapidement grice & un dispositif d'aspiration.

Les variations d'absorption sont enregistrées au niveau de la
fibre, qui est centrée dans 1'objectif du microscope & inversion. La Tumiére,
aprés passage d travers la fibre et le bain contenant de 1'arsenazo III
est recue par 1'objectif du microscope et déviéevvers les deux oculaires,
ol sont incorporés les filtres (Corion Corp., Holiston, Massachusets, USA)
et Tes photodétecteurs (250 B de E.P.G., Salem, Massachusets, USA). Ce
signal lumineux est ensuite filtré de fagon telle que seules les variations
d'absorption lumineuse présentes d'une part & 570 nm et d'autre part 3
660 nm puissent &tre amplifiées. Ces signaux émis par les deux oculaires
modifiés (660 nm, 570 nm) sont recueillis et traités par des amplificateurs
opérationnels (AD 515J, Analog devices, Inc., Norwood, Mass., USA). L'&lec-

tronique de 1'amplificateur permet également d'effectuer la soustraction

suivante :

Bgeo = BRg70

ol AA660 est la variation d'absorption lumineuse & 660 nm, proportionnelle

a la concentration d'arsenazo II1 complexée au calcium (Ca-arsenazo) et
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AA570 Ta variation d'absorption lumineuse & 570 nm (point isobestique) c'est
d dire & 1a longueur d'onde pour laquelle 1'absorption lumineuse de 1'arse-
nazo libre est &gale & celle du complexe Ca-arsenazo (pour une concentration
donnée d'Arsenazo III). Le résultat de cette soustraction est appelé signal
différentiel. Elle permet d'annuler les variations d'absorption lumineuse,
dues aux modifications de diamétre et au mouvement de la fibre ainsi qu'aux
variations possibles de 1'intensité de Ta source lumineuse. Pour des facili-
tés de lecture ce signal différentiel est amplifié 10 fois. L'ensemble de
ces trois signaux amp]i?iés'AA660, AA520 et (AA660-AA570) x 10 sont enregis-

trés sur 1'enregistreur papier Allcoscript EN 48.

ITI - SOLUTIONS

L'exposé des résultats fait référence a des expériences effectuées
soit sur fibre intacte soit sur fibre pelée. La nature des solutions uti-
lisées sur ces deux préparations est différente. C'est pourquoi la présenta-
tion des solutions utilisées sera divisée en deux paragraphes. Dans le
premier paragraphe on décrira les solutions utiWisées sur fibre intacte,

dans Tle second celles utilisées sur fibre pelée.

A - Solutions utilisées dans les expériences avec fibre intacte

Ces solutions ont été confectionnées avec de 1'eau de ville démi-~
néralisée aprés passage sur deux séries de résines &changeuses d'ions.
Leur pH est &gal au pH de la solution d'eau de mer artificielle c'est-a-
dire 7.8. Lorsque le pH différe de 7.8 il est ramené a cette valeur par

un tampon tris-maléate.
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1. Eau de mer artificielle : solution physiologique externe

de référence : ASW

NaC1 : 510 mM
KC1 :12.9 mM
CaC12 : 11.8 mM
MgC]2 : 23.6 mM
NaHCO3 : 2.6 mM
pH : 7.8

2. Autres solutions physiologiques externes

Les solutions enrichies en calcium, résultent de 1'addition de Ca(ﬂ2
d la solution ASW. La pression osmotique est maintenue constante par dimi-

nution équimoléculaire de NaCl.

La solution appauvrie en calcium, résulte du retrait de CaC]2 a la
solution ASW. La pression osmotique est maintenue constante par adjonction

équimoléculaire de NaCl.
La solution pauvre en sodium est une solution d'eau de mer artifi-
cielle pour laquelle Ta concentration en NaCl est égale & 1/3 de la concen-

tration normale. Les 2/3 manquants sont remplacés par LiCTl.

3. Solutions avec inhibiteurs de permé@abilité

Dans plusieurs expériences nous avons ajouté au liquide physiologique
des substances inhibant totalement ou partiellement certaines perméabilités

membranaires.
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Ce sont

- le chlorure de tétraéthylammonium (50 mM)

- le chlorure de manganése. (5 mM)

- la 4-aminopyridine (1 mM)

Le chlorure de manganése et 1a 4-aminopyridine &tant utilisés &
faible concentration aucun réajustement osmotique n'a été effectué. Par

contre dans le cas du TEA une quantité équivalente de NaCl est retirée,

4. Solutions avec drogues pharmacologiques

La procaTne est ajoutée d la solution ASW 3 une concentration de

2 mM.

La caféine est ajoutée sous forme de poudre 3 une concentration de

6 mM soit & 1a solution ASW soit & 1a solution ASW dépourvue de calcium.

B. Solutions utilisées dans Tes expériences avec fibre pelée

Tous les produits chimiques entrant dans la composition de ces solu-
tions sont d'une trés grande pureté (Réagent-grade). Ils proviennent de
Sigma Chemica1>(St Louis, Mo, USA) excepté la caféine (Merck, Darmstadt,

RFA).

Toutes les solutions de base sont réalisées avec une eau trés pure
(en particulier dépourvue de calcium), de résistivité supérieure & 18 MQ,
obtenue par passage d'une eau de ville prétraitée (colonne échangeuse d'ions)
'sur un systéme de purification mil1i-Q (Millipore Molsheim, France). Elles
sont ajustées au pH 7.00 + 0.02 & 1'aide de la potasse, KOH (IN, 0.IN) ou

de 1'acide propionique (IN, 0.1N).
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Toutes les solutions sont gardées au réfrigérateur (+ 5°C) exceptées

certaines qui sont conservées au congélateur & -20°C ( précisé dans le texte).

1. Solutions méres

a = Propionate de potassium (K prop)

Cette solution est préparée & une concentration 2M par réaction mole

d mole de potasse (KOH) et d'acide propionique. Cette réaction est exothermique.

b - MOPS ou 3 —= N-Morpholino propane sulfonic acid

Ce composé préparé & une concentration de 500 mM joue le r&le de

tampon pH.

¢ - Acétate de Magnésium : Mg (C,Hz0,),

La solution mére est préparée & une concentration de 500 mM. Le
magnésium est ajoutd aux solutions utilisées durant les expériences car il
est indispensable au fonctionnement de la myosine - ATPase des protéines

contractiles et de 1'ATPase calcique du RS.

d - EGTA ou Ethylene Glycol=bis (B-aminoethyleter) N,N'-

Tetraacetic Actd

L'EGTA est un chélateur du calcium. I1 entre dans la composition
de la solution relaxante et des solutions de concentrations variées en cal-
cium et strontium (pCa et pSr) (voir plus loin). Outre le fait qu'il agit
comme un tampon calcique, son intérét est aussi qu'il ne pénétre pas dans

la lumiére du réticulum sarcoplasmique (WEBER, 1966). Trois produits contenant
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de 1'EGTA sont confectionnés :

K, EGTA (500 mM)

- a0 w— e - . - -

La solution est amenée au pH 7.00. La solubilité de ce composé est
fonction du pH : faible pour des pH faibles et totale pour un pH voisin de

7.00.

Ca-EGTA (200 mM)

- . - e

Solution préparée 3 partir de CaCO3 et H4-EGTA, neutralisée par
KOH. Combiné & KZ-EGTA, ce composé permet de fixer et de tamponner les con-

centrations en ca™t 1ibre des solutions dites pCa (pCa = - Tog E?a] ).

Sr EGTA (200 mM)

Solution préparée 3 partir de SrCO3 et H4-EGTA, neutralisée par KOH.
Combiné & KZEGTA, ce composé permet de fixer et de tamponner les concentrations

en Sr'+ 1ibre des solutions dites pSr (pSr = - log (Br] ).

e - Adénosine — Tri - Phosphate (ATP)

La solution mére d'ATP est confectionnée d une concentration de
200 mM par solubilisation dans 1'eau distillée. Le pH est amené & pH
7.00 + 0.02 & 1'aide de NaOH. Cette solution est stockée a - 20°C et
décongelée au début d'une journée d'expérience. Durant 1'expérimentation

cette solution est stockée dans de 1a glace pilée.
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f= Caféine

La solution mére est préparée & une concentration de 20 mM par
solubilisation de la caféine en poudre dans Ta solution de lavage ou dans
Ta solution de concentration calcique faible.

g - Brig 58
La solution mére de brij 58 est obtenue par solubilisation du

composé solide dans la solution relaxante & une concentration de 10 %

(poids/poids). Cette solution est stockée & - 20°C.

h - Chlorure de calcium

La solution mére est confectionnée 3 une concentration de 2.0 mM

par solubilisation du produit en poudre dans la solution de lavage.

1 = Adénosine - Di - Phosphate (ADP)

Une solution mére de 100 mM est effectuée par solubilisation de
1'ADP en poudre dans la solution de lavage. Le pH est contrdlé. La solution

est congelée a - 20°C et décongelée juste avant 1'utilisation.

J - Chlorure de tétradthylammonium

La solution mére est confectionnée & une concentration de 1 M par ‘
solubilisation du TEA en poudre dans la solution de concentration calcique faible
(Caf) ou dans la so]utidn Caf contenant 0.5 mM de baféine. Le pH est controlé.
Cette solution mére est congelée & - 20°C et décongelée pour la préparation

des solutions avant 1'expérimentation.
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2. Solutions utilisées lors de 1'expérimentation

Pour plus de clarté et afin de faciliter la consultation de ce
paragraphe lors de la lecture des résultats, Tes solutions seront présentées
en plusieurs subdivisions. Tout d'abord seront présentées les solutions
utilisées couramment et citées tout le long de 1'exposé des résultats.
Ensuite, les autres solutions seront décrites selon le plan des résultats.

Les solutions arsenazo seront présentées dans un paragraphe spécifique.

Au début d'une journée d'expér%ehces; Tes solutions sont ramenées
d la température ambiante. Les soiutions mére d'ATP, d'ADP, de brij et de TEA
sont décongelées et diluées dans les solutions adéquates. L'ATP est ajouté
3 toutes les solutions utilisées durant 1'expérimentation & une concentra-

tion de 2.5 mM.

a - Solutions couvamment utilisées

Solution relaxante, R : 170 mM propionate de potassium, 2.5 mM acétate de
magnésium, 5 mM K2 EGTA, 10 mM MOPS. Le céTcu1 des valeurs de pMg

(- 1og{ngZf]), pATP (- log [ATP])et pMg ATP (- Tog [MgATP| ) & 1'aide du
programme 3 de FABIATO et FABIATC (1979), a été effectué en prenant les

constantes d'association suivantes
4 -1 (

t Kugeatas fOM et Kyoarpo

1.0 X 107" M~ ORENTLICHER et coll., 1977). Les résultats sont pMg, 3.4 ;

pATP, 3.3 et pMgATP, 2.7.
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Solution de lavage, W : 185 mM de propionate de potassium, 2.5 mM d'acétate

de magnésium, 10 mM MOPS. Les valeurs calculées de pMg, pATP et pMgATP

sont respectivement &gales & 3.3, 3.3 et 2.7.

Solution de charge, pCa 8.6 : 172 mM de propionate de potassium, 2.44 mM

d'acétate de magnésium, 10 mM MOPS, 5 mM total d'EGTA dont 3.4 mM de K, EGTA

2
et 1.6 mM de Ca EGTA. La valeur de pCa a &té déterminée en utilisant une

constante d'association apparente du calcium pour 1'EGTA égale & 1.919

b -1 (

107" M ORENTLICHER et coll., 1977).

Solution brig 2 % : Une certaine quantité de la solution mére (10 %) est

diTuée dans 1a solution relaxante (R) afin que la concentration finale soit
égale & 2 %. La présence d'EGTA dans la solution brij est indispensable
afin d'éviter le développement d'une contraction induite par le détergent.
En effet, le détergent en détruisant la membrane du RS libére du calcium
présent dans le RS, trés certainement 1ié & la calsequestrine, et induit

une contraction.

b. Solutions_utilisées_lors de l'établissement des caractéristiques

générales des fibres musculaires.

Qutre les solutions R, W et pCa 6.6 présentées dans le paragraphe a
intitulé "solutions couramment utilisées", les solutions utilisées dans

les expériences présentées dans ce chapitre sont les suivantes :
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Solutions caféiniques : on obtient les solutions caféiniques de concentra-

tions 2.5, 5 et 10 mM par dilution en série dans la solution de lavage,
de la solution mére de caféine (caféine 20 mM) confectionnée 3 1'aide de

la solution de lavage.

Solutions pCa : Les solutions pCa sont confectionnées d 1'aide de tous les

composants préséhts dans la solution de lavage auxquels sont ajoutés
CaEGTA et KZEGTA. La concentration totale d'EGTA est constante et &gale
d 5 mM quelle que soit la pCa. La valeur de la pCa est déterminée par les

concentrations relatives de CaEGTA et KZEGTA et en utilisant une constante

Hp=1

d'association du calcium pour 1'EGTA égale 34 1.919 10°M (ORENTLICHER Et

col1.,1977). Afin de maintenir la force jonique de 1'ensemble de nos solu-
tions constantes la concentration en propionate de potassium est 1&gérement

diminuée par rapport d celle présente dans la solution de lavage et la

concentration en magnésium acétate est diminuée de 4 %. I1 faut noter ici

que les valeurs de la constante d'association du Ca pour 1'EGTA données

6

dans la 1ittérature sont trés variées : 1.919 10 M"1 ( ORENTLICHER et coll.,

1977), 1.9498 1051 (cornELTUS, 1982), 2.512 10% M1 (ALLEN et coll.
1977), 3.969 105 M™1 (FABIATO &t FABIATO, 1979), 4.8 10% ™l ¢PORTZEHL et

1 1

coll., 1964), 4.9 x 106 M™" (SCHWARZENBACH et coll., 1957) et 6.0 108 M

(ASHLEY et MOISESCU, 1977). Outre ces variations dans la valeur de la cons-
tante d'association du calcium par 1'EGTA, i1 est bien établi que 1'EGTA

est hautement spécifique du calcium puisque la constante d'association

apparente avec le magnésium est &gale a 46 + 6 M'1 & 22 + 2°C (ASHLEY et

1

MOISESCU, 1977) ou 40 M™~ (ORENTLICHER et coll., 1977).
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KProp. MOPS Mg AC, K,~EGTA Ca-EGTA
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
pCa 7.0 172 10 2.46 4.20 0.80
6.8 172 10 2.46 3.85 1.15
6.6 172 10 2.44 3.40 1.60
6.4 172 10 2.44 2.85 2.15
6.2 172 10 2.44 2.28 2.72
6.0 172 10 2.42 1.73 3.27
5.8 172 10 2.42 1.25 3.75
5.6 172 10 2.40 0.86 4.14
5.4 172 10 2.40 0.57 4.43
5.2 172 10 2.40 0.36 4.64
5.0 172 10 2.40 0.22 4.78
4.8 172 10 2.40 0.11 4.89
B
;

Les valeurs calculées de pMg, pATP et pMg ATP en prenant les constantes

1 > : ] . 6 '1 . 3
d'association suivantes : KCaEGTA’ 1.919 x 107 M : KCaATP’ 5.0 x 10

-1

ml

40 M 1.0 x 10% M~} (ORENTLICHER et coll., 1977)

KMgEGTA® et Kygatp>
sont respectivement égales a 3.4, 3.3 et 2.7 quelle que soit la valeur

de 1a pCa.

Solution p_: CaCl, dissous dans la solution de lavage : 0.3 mM.
0 2
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e. Solutions utilisdes pour la mise en évidence d'un_largage

caleique induit par des catioms_divalents

- Role du_calcium
Solution de concentration calcique faible, Cap : solution de méme composition
que la solution de lavage mais effectuée & 1'aide d'une eau déminéralisée
1égérement contaminée en calcium. La concentration calcique déterminée par
1'ytilisation d'une électrode spécifique au calcium (ORION) se situe entre

1.6 1077 M et 1.25 1077 M.

Solution de concentration calcique faible additionnée d'EGTA : des petites
quantités de la solution mére KZEGTA (500 mM) sont diluées dans Ta solution
Ca, de fagon telle que les concentrations finales d'EGTA soient égales a

1, 5, 7.5 et 10 uM EGTA.

Solutions caféiniques : les solutions caféiniques de concentrations 0.2,
0.4, 0.5 et 2.5 mM sont obtenues par dilution sériée dans la sq]ution Caf
de la solution mére de caféine 20 mM confectionnée & 1'aide de la solution

de concentration calcique faible.

- R8le du strontium

Solutions induisant un largage : W + 0.02 mM Sr C1, et W + 0.1 mM Sr C1,

pSr 6.6 : 172 mM de propionate de potassium, 2.44 mM d'acétate de magnésium,
10 mM MOPS, 5 mM total d'EGTA dont 4.975 mM de KZEGTA et 0.025 mM de

Sr EGTA. La valeur de pSr a été déterminée en utilisant une constante
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d'association.apparente du strontium pour 1'EGTA é&gale & 2 104 M'1

(MOISESCU et THIELECZEK, 1978).
Sr

PO solution : W+ 0.3 mM Sr CTZ

Solutions pSr : Les solutions pSr sont confectionnées i 1'aide de tous les
composants présents dans la solution de lavage auxquels sont ajoutés

Sr EGTA et KZEGTA. La concentration totale d'EGTA est constante et égale

d 5 mM quelle que soit Ta pSr. La valeur de la pSr est déterminée par les con-
centrations relatives de Sr EGTA et KZEGTA et en utilisant une constante
d'association du strontium pour 1'EGTA égale & 2 104 M-1 (MOISESCU et
THIELECZEK, 1978). Afin de maintenir constante la force ionique de 1'ensemble
de nos solutions la concentration en propionate de potassium est 1égé-

rement diminuée par rapport & celle présente dans la solution de lavage

et Ta concentration en magnésium est également diminuée.
Les solutions utilisées dans ce chapitre et contenant de
“T'arsenazo III seront décrites dans un paragraphe spécial intitulé "solutions

arsenazo".

d. Solutions utilisées pour l'étude du rdle de 1'ADP dans

le mécanisme de libération calcique et contrdle d'un

effet spéeifique sur le RS.

Solutions ADP : la solution contenant 5 mM d'ADP est obtenue par dilution
de la solution mére d'ADP (100 mM) dans la solution de lavage. Les solutions
de concentration 0.312, 0.625, 1.25 et 2.5 mM sont obtenues par dilution

sériée dans la solution de Tavage,de la solution d'ADP 5 mM.
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Solution ADP + Arginine phosphate. Cette solution est obtenue par ajout
dans une solution d'ADP 2.5 mM d'une quantité d'arginine phosphate en

poudre telle que la concentration finale soit 10 mM.

e. Solutions utilisées pour l'étude des effets des inhibiteurs

potassiques sur la perméabilité calcique du RS et les

protéines contractiles

Pour les solutions d'eau de mer artificielle (ASW) et d'ASW
additionnée de TEA 50 mM, voir le paragraphe 2 du paragraphe "solutions".
Pour la solution de concentration calcique faible et de concentration

caféinique 0.5 mM voir le paragraphe 4 du paragraphe "solutions".

Solution de concentration calcique faible additionnée de TEA (Caf + TEA10).
Une certaine quantité de la solution mére de TEA (IM) a été diluée dans la

solution Caf de fagon telle que la concentration finale soit égale & 10 mM.

Solution Caf + TEA10 additionnée d'EGTA : des petites quantités de solution

mére de KZEGTA (500 mM) ont été diluées dans la solution Caf + TEA1OQ afin

d'obtenir des concentrations finales d'EGTA égales & 5, 7.5 et 10 uM.

Solution caféinique 0.5 mM additionmée de TEA : la solution contenant

50 mM TEA a été confectionnée par dilution d'une quantité de la solution
mére (TEA IM) dans la solution Caf + caféine 0.5 mM. Les solutions de concen-
tration 5 et 10 mM sont obtenues par dilution sériée de la solution

Caf 0.5 + TEA 50 mM dans la solution caféinique 0.5 mM.
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f. Solutions arsenazo

Etablissement des courbes de calibration
Deux béchers d'une concentration donnée d'arsenazo (0.1 mM)

ont été préparés par dilution d'une solution mére d'arsenazo (5 mM) dans
une solution de caféine (20 mM) contenant 2.5 mM.ATP. L'un des béchers

ne contient pas de calcium et 1'autre 0.1 mM Ca. Par dilution sériée,

une série de solutions contenant des concentrations variées en calcium

et 98.75 uM d'arsenazo est obtenue. Les concentrations caTciqﬁeé sont les
suivantes : 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75 et 100 uM Ca. Le méme protocole a été

utitisé pour une solution calcique contenant 50 mM ainsi que pour le strontium.

L'établissement des courbes de calibration (Fig. 21) montre qu'd une
augmentation de concentration en calcium ou en strontium &gale & 100 uM cor-
respond une augmentation d'absorption lumineuse enregistrée au niveau du signal

différentiel amplifié par 10, égale 3 975 mV. Lorsque du TEA (50 mM) est

présent dans la solution Ca + Arsenazo une augmentation en calcium égale

d 100 uM correspond a un signal différentiel (x 10) &gal & 625 mV.

o t e o b e o R e e = P . - e = e A u = . =y . A - W - -

Les solutions R, W et caféine 20 mM contenant 0.1 mM d'arsenazo
ont été effectuées par dilution de la solution mére d'arsenazo dans ces

solutions contenant 2.5 mM d'ATP.
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Figure 21: Courbes d'étalonnages effectuées dans la cuve expérimenta]e
en absence de la fibre musculaire et en présence d'arsenazo III (0.1mM)
- pour une solution calcique avec caféine 20 mM (o)
- pour une solution calcique avec caféine 20 mM et TEACT (50 mM) (O)

- pour une solution contenant des ions Sr avec caféine 20 mM (0)



103.

IV - LECTURE DES TRACES

A - Courants membranaires et contractions enregistrés sur fibres

intactes.

La figure 22 illustre les courants membranaires (I) et la contraction
’(T) se développant lors de 1'application d'une dépo1arisation'membranaire
(V) d'amplitude égale & 58 mV et de durée 1000 msec. Les courants membra-
naires ont &té enregistrés avec une correction automatique du courant de
fuite. L'amplitude du courant entrant (Ii) a été mesuré par la méthode

indiquée sur la figure 22.

Le décours de la contraction est complexe. Nous verrons dans le
chapitre "Résultats" que cette tension peut &tre décomposée en 2 composantes

T1 et T2 mesurées selon la méthode indiquée sur la fiqure 22.

B - Enregistrement des contractions sur fibres pelées.

Les contractions sont déclenchées par différentes solutions. L'appli-
cation et le retrait de ces solutions provoquent des déflexions rapides. La

lecture des tracés est indiqué sur le schéma-type ci-dessous.
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V.T 300msec

P
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o ,f"}:

Figure 22 : Méthode de mesure du courant entrant membranaire (Ii) et de 1la
contraction associée (T). Les fléches indiquent les amplitudes de Ii’
T, et T,.

1 2
Fibre n° 210178
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Figure 23 : Méthode de mesure de la contraction (T) et du signal arsenazo
différentiel (Diff.). Les flé&ches indiquent leurs amplitudes respectives.
Fibre n® 110785
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tension artefact d'aspiration de la solution
activatrice

|

\

artefact d'application de la solution
relaxante (R)

artefact d'application de la solution
activatrice de la contraction

artefact d'aspiration de la solution
initiale (de lavage)

C - Contraction et variation d'absorption lumineuse enregistrées

sur les fibres musculaires pelées.

L'enregistrement simultané d'une contraction caféinique et d'une
augmentation d'absorption Tumineuse du signal différentiel de 1'arsenazo III
est illustréd & la figure 23. L'instant ol la solution est aspirée est
repéré sur 1'enregistrement de tension par le pic de 1'artefact, et sur
1'enregistrement d'absorption, par le symbole o. Tant que la préparation

reste & 1'air libre, 1'artefact de tension garde un niveau 1égérement

supérieur & celui de Ta ligne de base ; 1'artefact du signal différentiel
se traduit par une déflexion importante. Les tiretés indiquent 1'instant
ou est appliquée la solution frafche, dont la nature est précisée et sera

ultérieurement précisée sous 1'enregistrement.
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RELATION ENTRE L'ACTIVITE ELECTRIOUE MEMBRANAIRE ET L'ACTIVITE MECANIQUE
DES FIBRES MUSCULAIRES DE CRABE.

I - ETUDE DES COMPOSANTES DE TENSION EN RELATION AVEC LE DEGRE D'EXCITA-

BILITE.

IT - ETUDE DE LA CONTRACTION PHASIQUE.

ITI - ETUDE DE LA COMPOSANTE TONIQUE.

IV - APPROCHE DU COUPLAGE EXCITATION - CONTRACTION.

A - Influence de la procafne.

B - Effet de 1a caféine.

CARACTERISTIQUES GENERALES OBTENUES SUR LES FIBRES MUSCULAIRES PELEES.

I - FONCTIONNEMENT DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE.

A - Perméabilité calcique du RS.
1 - Analyse des enregistrements.
2 - Courbe effet - dose.
B - Pompage calcique par Te RS.
1 - Analyse des enregistrements.
2 - Courbe tension - variation du temps de charge.
C - Comparaison de deux contractions consécutives.
D - Destruction du RS par un détergent: le brij 58.
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IT - LES PROTEINES CONTRACTILES.

A - Contrdles expérimentaux.

1 - Comparaison de deux contractions.

2 - Contrdle de 1a non - intervention du réticulum sarcoplasmique.

B - Dépendance calcique de la contraction.

1 - Analyse des enregistrements.

2 - Courbe tension - pCa.

3 - Activité mécanique maximale.

MISE EN EVIDENCE D'UN LARGAGE CALCIQUE INDUIT PAR DES CATIONS DIVALENTS,

I - ROLE DY CALCIUM.

A - Largage induit par une solution d'activité calcique faible.

B - Caractére gradué du mécanisme de "Ca - induced Ca release’

et détermination de 1'activité calcique minimale pouvant

induire une libération calcique 3 partir du FS.

C - Stimulation du mécanisme de "Ca - induced Ca release" par

la caféine.

IT - ROLE DU STRONTIUM.

A - Largage calcique induit par les ions strontium.

B - Pompage et libération du strontium par le RS.

C - Fixation dés ions Sr++ sur les protéines contractiles.
D - Conclusion.
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ROLE DE L'ADP DANS LE MECANIS'E LE LIBERATION CALCIQUE ET MISE EN EVIDENCE
D'UN EFFET SPECIFIQUE SUR LE RS

1 - LIBERATION CALCIQUE INDUITE PAR L'ADP.

A - Relation effet - dose en ADP.

B - Relation entre le largage induit par 1'ADP et le temps de charge

du RS.

IT - CONTROLES EXPERIMENTAUX.

AS

A - Comparaison ds effets de 1'ADP sur une fibre ayant un RS intact

puis détruit.

B - Largage calcique induit par 1'ADP en présence d'arginine phosphate.

IIT - CONCLUSION.

EFFETS DES INHIBITEURS POTASSIQUES SUR LES PROTEINES CONTRACTILES ET LE RETI-
CULUM SARCOPLASMIQLE.

I - LE TETRAETHYLAMMONIUM.

A - Courants joniques membranaires et activité mécanique en présence

de tétraéthylammonium.

B - Influence du tétraéthylammonium sur les protéines contractiles.

1 - Contr6les expérimentaux.

a = Contrdle de la non intervention du réticulum sarcoplasmique

b - Effets des itons chlorure sur les protéines contractiles.

2 - Relation tension - pCa en présence de chlorure de tétraéthyl-

ammonium.
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a - Analyse des enregistements.

b - Etablissement de la courbe tension - pla.

¢ = Réversibilité.

3 - Conclusion.

C - Tétraéthylammonium et réticulum sarcoplasmique.

1 - Largage du calcium par le réticulum sarcoplasmique.

a - Action_du_chlorure de_tétraéthylammonium.

b - Effets des ions chlorure sur le largage calcique par le RS.

e - Conclusion.

2 - Capture du calcium par le réticulum sarcoplasmique.

a - Action du chlorure de tétradthy lammonium sur une charge
ecaleigue tnframaximale.

b - Action du chlorure de tétraéthylammonium sur une charge
caleique maximale.

3 - Influence du TEA sur le mécanisme de "Ca - induced Ca release".

a - Modifications des caractéristiques du mécanisme de '"Ca -
induced Ca release” par le TEA.

b - Influence de la dose de TEA sur L'inhibitton du méeanisme
de_!"Ca_-_induced Ca release”.

D - Conclusion.

IT - LA 4 - AMINOPYRIDINE.

A - Courants ioniques membranaires et activité mécanique en présence

de 4 - aminopyridine.
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B - 4 - aminopyridine et protéines contractiles.

1 - Analyse des enregistrements.

2 - Relation tension - pCa.

€ - Conclusion.
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Le couplage excitation-contraction fait intervenir 1'activité
électrique de la membrane de surface,‘1e largage du calcium par le réti-
culum sarcoplasmique, 1'activation des protéines contractiles et le
repompage du calcium par le réticulum sarcopiasmique. Nous avons précé-
demment vu dans le chapitre historique la structure des différents
acteurs de ce couplage ainsi que les hypothéses concernant leur fonction-

nement.

Dans le cadre de 1'exposé des résultats obtenus, je ferai aupa-
ravant un bref rappel de Ta relation existant entre 1'activité électrique
membranaire et 1'activité mécanique des fibres musculaires du Crabe

Carcinus maenas. J'aborderai ensuite les résultats obtenus sur les fibres

mécaniquement pelées donnant 3 la fois des indications sur le mécanisme

de largage du calcium par le réticulum sarcoplasmique ainsi que sur
1'activité de pompage de 1'ATPase calcique du RS et l1'activité des protéines
contractiles. En retour, certaines informations obtenues nous permettront
d'amélioref notre compréhension du fonctionnement du canal calcique au
niveau sarcolemmique et d'expliquer certains résultats obtenus dans le

cadre de la préparation de ma thése de 3éme cycle.
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Figure 24 : Enregistrements des courants ioniques membranaires (I) et de
1'activité mécanique (T) pour deux dépolarisations (V) d'amplitude
différente (20 et 58 mV) en milieu ASW.

A : pour une courte durée de dépolarisation (5 msec)

B : pour une longue durée de dépolarisation (1000 msec).

Méme fibre qu'd la figure 22.
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RELATION ENTRE L'ACTIVITE ELECTRIQUE MEMBRANAIRE ET L’ACTIVITE
MECANIQUE DES FIBRES MUSCULAIRES DE CRABE. *

L'analyse simultanée des courants ioniques et de la tension
développée par les fibres musculaires de crabe a permis de mettre en

évidence deux composantes de tension.

I - ETUDE DES COMPOSANTES DE TENSION EN RELATION AVEC LE DEGRE D'EXCITABILITE

L'application de dépolarisations de différentes amplitudes montre

clairement le r8le de chaque composante (Fig. 24).

Depolarisation imposée de 20 my : aucun courant ionique n'apparaft :
la fibre n'est pas encore excitable et seuls sont enregistrés le courant
capacitif (IC) et le courant de fuite (If), que la dépolé?isation dure
15 ou 1000 msec. Par contre une composante de tension, de cinétique trés
lente, apparait lorsque le créneau de 20 mV est appliqué pendant 1000 msec.
Cette composante de tension est maintenue tant que dure la dépolarisation

et a été appelée : composante tonique. Elle sera étudiée plus longuement

dans un paragraphe suivant.

# Cette étude a fait l'objet de ma thése de 3éme cycle et de la publication
d'un article (GOBLET et MOUNIER, 1982).
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Figure 25 : Relation liant le courant calcique (I) et la contraction
phasique (Tl) au potentiel membranaire (V). Noter la similitude des deux
courbes (en B). Trois enregistrements de I 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, Ta courbe en pointillés montre la relation entre la quantité de
calcium QCa = Q1 + Q2 (obtenue pour une dépolarisation imposée V) et la
tension phasique (Tl). Noter que QCa et T1 évoluent parallélement.
L'expérience est réalisée en milieu TEA sans sodium.

Fibre »n° 180179
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Dépolarisation imposée de 58 my : les courants ioniques sont

activés : courant entrant, (Ii)'et courants sortants Ik, et Ikz- A cette
activité électrique est associée une contraction phasique de décours simple
quand lTa déplarisation est de courte 4urée, et de décours plus complexe
pour une dépolarisation imposée durable. La tension associée au courant
entrant est de type phasique. Elle est suivie d'un plateau maintenu tant

que dure la dépolarisation, rappeiant la composante tonique.

IT - ETUDE DE LA CONTRACTION PHASIQUE (Fig. 25)

La composante phasique T1 est étudiée en milieu enrichi en chlorure
de tétraéthylammonium (TEA 50 mM) de fagon & supprimer les courants potassi-

ques qui génent la Tecture de I._ et en milieu sans sodium pour &liminer

Ca
la composante tonique de tension (voir paragraphe suivant).

La tension phasique dépend de 1'activation et de 1'amplitude
du courant calcique. La relation liant 1'amplitude de T1 a la valeur du

potentiel V imposé a la membrane est rigoukeusement identique a celle

existant entre le courant calcique et V.

De plus, nous avons pu montrer que T1 et ICa sont influencés de
fagon identique par la concentration calcique extracellulaire puisqu'une
augmentation de celle-ci accroit a la fois IC; et T1 et qu'une réduction
les diminue tous les deux. L'utilisation d'un inhibiteur du courant cal-

cique, les ions manganése, inhibe aussi Tl' De méme, un milieu sans calcium

(Ca0, EGTA) provoque la disparition totale de ICa et TI'
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Figure 26 : La tension tonique (TZ) : 8volution en fonction du potentiel

et du temps.

A

Enregistrements des courants joniques (I : tracés supérieurs) et de la
tension (T : tracés au milieu) en fonction d'une dépolarisation imposée
V de 50 mV (tracés inférieurs) de différentes durées. Noter 1'apparition
de Ta tension tonique alors qu'aucun courant ionique n'est activé.
(Fibre n° 060578).

: Evolution des amplitudes de tension en fonction de la durée de 1a dépo-

larisation V. L'amplitude de V est donnée sur chaque courbe. L'encart
correspond & une amplification de Ta partie initiale des différentes
courbes. (Fibre n° 060578).

: Relation entre les amplitudes maximales de la tension (obtenues 3 1'état

stable) et la dépolarisation imposée. Les cercles correspondent'é des
mesures d la fin d'impulsions de 1000 msec sur une fibre excitable
(composante phasique relachée et composante tonique maximale). (Fibre
n® 070278). Les points sont obtenus sur une fibre passive. (Fibre

n° 060578). Noter la similitude des deux courbes. -
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Figure 27 : Dépendance de 1la tension tonique vis & vis de la concentration

sodique extracellulaire.

A : évolution de la tension tonique aprés substitution du milieu ASW par
un milieu pauvre en sodium, aprés 15 sec d'action (tracé a) et 1 min
d'action (tracé b).

B : évolution de la tension tonique Tors du retour en solution ASW, aprés
15 sec (tracé c) et aprés la récupération totale (tracé d). Le tracé b est
identique au tracé b de 1a partie A.

C : courbe traduisant 1'évolution de 1'amplitude de 1a contraction tonique
(ordonnée) Tors de 1'application d'un milieu pauvre en sodium puis lors du
retour en milieu ASW (abscisse).

Fibre n° 150581.
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ITI - ETUDE DE LA COMPQSANTE TONIQUE (Fig. 26).

La deuxiéme composante de tension est une composante tonique T2.
Celle-ci apparait seule, lorsque des potentiels inférieurs au seuil de dé-
clenchement de ICa sont imposés (voir ci-dessus pour V = 20 mV) ou lorsque
le courant calcique est annulé ou inversé pour des potentiels imposés
supérieurs au potentiel d'inversion de ICa' E1le apparaft également
sur des préparations non excitables, c'est-d-dire ne présentant pas de
potentiel d'action et aucun développement de courant ionique entrant (Fig.26 A).
. On observe, pour une dépolarisation imposée de 50 mV, que plus la durée
de 1'impulsion est élevée, plus 1'amplitude de la contraction est importante.
Elle atteint un maximum pour une durée égale & 1000 msec. D'autre part,
plus 1'amplitude de la dépolarisation est &levée,plus la durée nécessaire
pour atteindre 1'amplitude maximale est courte (Fig. 26 B). De plus, la
durée nécessaire au développement de la plus petite contraction est d'au-
tant plus faible que 1'amplitude de la dépolarisation est élevée (Fig. 26 B,
encart). Enfin, 1'établissement de la relation entre les amplitudes maximales
de 1a tension et 1'amplitude de 1la dépo]arisation imposée (Fig. 26 C) montre
que plus la dépolarisation est importante plus 1'amplitude de la contraction
est élevée. E11e atteint un_maximum pour une dépolarisation imposée proche
de 100 mV. En conclusion, la composante tonique de tension dépend de 1'am-
plitude et de l1a durée de la dépolarisation imposée, la mise sous tension

maximale étant d'autant plus rapide et plus ample que V est &levée.

La composante tonique dépend non seulement de 1la concentration
calcique extracellulaire comme Tl mais également de la concentration sodique
(Fig. 27). On observe que dans un milieu pauvre en sodium (NaCl 1/3, LiC1

2/3) la contraction tonique enregistrée pour une impulsion supérieure au
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potentiel.d'inversion mesuré (100 mV) est tout d'abord accrue puis
trés nettement diminuée. Lors du retour aux conditions normales un phéno-
méne inverse est observé : la contraction est tout d'abord diminuée puis
augmentée jusqu'd une amplitude proche de 1'amplitude de Ta contraction
initiale. Cette expérience met en évidence la dépendance de la tension
tonique vis & vis de la concentration sodique mais laisse aussi supposer
que cette contraction est due a@ 1'influx calcique de 1'&change Na-Ca décrit

sur de nombreuses préparations (voir HISTORIQUE).

I1 nous est donc maintenant possible d'expliquer cette observation
apparemment paradoxale de 1'gxistenée d'une contraction musculaire sur des
préparations non excitables et,sur des préparations excitables, pour des
dépolarisations imposées inférieures au seuil d'activation de ICa et supé-
rieures au potentiel d'équilibre des ions Ca++. I1 s'agit donc d'une compo-
sante tonique de tension, lente, déclenchée par la dépolarisation membra-
naire, qu'un courant entrant calcique soit ou non activé. Ce type de réponse

est particuliérement fréquent en hiver.

IV - APPROCHE DU COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION

Les résultats présentés montrent une grande dépendance de la
tension & la concentration calcique extracellulaire quel que soit Te
niveau du potentiel membranaire. On peut se demander cependant s'il
n'existe pas de source intracellulaire du calcium activateur de la con-
traction comme 1'ont montré CAPUTO et DIPOLO (1978) sur les fibres muscu-

laires de Balane.
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Pour répondre & cette question, nous avons effectué des expé-
riences en présence d'une part d'un inhibiteur du largage calcique et
du mécanisme de "Ca-induced Ca release" plus particulidrement : la
procaine, et d'autre part d'un agent induisant un largage calcique de type

"Ca-induced Ca release" : la caféine.

A - Influence de la procaine

L'expérience est illustrée & la figure 28 par la relation tension-

potentiel et courant entrant-potentiel en milieu ASW et procaine 2 mM pour
une durée de dépolarisation de 300 msec. Les dépendances de la tension

et du courant calcique au potentiel de membrane en milieu ASW sont clas-
siques. En milieu procaine, quelle que soit 1'amplitude de la dépolari-
sation imposée, la tension est nulle. Par contre, le courant calcique
apparatt nettement augmentg. Notons cependant que 1'augmentation apparente
de ICa peut &tre une conséquence de 1'inhibition de IK1 (voir encart de

Ta Fig. 28 pour un niveau de dépolarisation égal a + 55 mV). En effet,

il est généralement admis que la procaTne n'augmente pas la conductance
calcique (HAGIWARA et coll., 1969, sur la fibre musculaire de Balane).

Eg résultat présenté ici montre donc que le courant calcique seul ne
permet pas le déclenchement de la contraction. De méme, 1'influx calcique
du Na-Ca échange ne semble plus &tre suffisant pour permettre le déclen-
chement de 1la tengion tonique. I1 faut donc envisager 1'existence d'une

source interne du calcium activateur de la contraction.

On peut donc conclure, & la lumiére de ces résultats, que le
couplage excitation contraction des fibres musculaires de Crabe n'est pas
direct et qu'une source interne de calcium, vraisemblablement le réticu-

lum sarcoplasmique, doit &tre mise en jeu.
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Figure 28 : Relation entre 1'activité mécanique (T) et le potentiel mem-
branaire (V) en milieu ASK (®) et en milieu procaine 2 mM ( A) et
relation entre le courant entrant (I) et le potentiel membranaire (V) en
milieu ASW (©) et en milieu procaine 2 mM ( A ). Durée des dépolarisations
égales & 300 msec.

Encart : courants membranaires (I) et activité mécanigue (T) pour une
dépolarisation imposée de 50 mV - 300 msec ; & gauche en ASW, d droite

en milieu procaine 2 mM.

D'aprés GOBLET (1979).
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B - Effet de la caféine

Un autre type d'expérience nous permet également de conclure
au role du réticulum sarcoplasmique dans 1'activité mécanique des fibres
musculaires de Crabe. L'expérience a consisté & appliquer sur une fibre
intacte une solution caféinique (Caf 6 mM) diluée dans de 1'eau de mer
artificielle puis une méme solution diluée dans de 1'eau’de mer artificielle

dépourvue de calcium (Caf 6 mM, Ca0).

L'application sur une fibre intacte d'une solution Caf 6 mM
induit une contracture transitoire. La figure 29 illustre une contracture
caféinique obtenue dans ces conditions. Ses caractéristiques sont les
suivantes : amplitude, 179.17 mg ; temps de mise sous tension maximale,
220 sec ; temps de relaxation, 350 sec. Les résultats moyens obtenus sur
4 fibres donnent une amplitude de 168.42 +/- 7.36 mg (x +/- SEM). Les
temps de mise sous tension maximale et de relaxation sont:variab1es.

ITs varient de 220 sec & 870 sec et de 350 sec § 1460 sec respectivement.
Lorsque la fibre est reldchée un bain d'une solution Caf 6 mM Ca 0 est

appliqué. On observe le développement lent d'une contracture d'amplitude
faible. Ses caractéristiques sont les suivantes : amplitude, 37.63 mg ;

temps de mise sous tension maximale 293 sec.

Cette expérience permet de conclure que d'une part les réservoirs
calciques intracellulaires sont responsables du développement de la
contracture et que d'autre part le calcium extracellulaire joue lui aussi
un rgle important. Cependant, afin d'8tre certain que la diminution impor-

tante de 1a contracture en milieu Caf 6 mM, Ca O est bien due 3 1'absence
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Figure 29 : Contractures caféiniques obtenues sur fibre intacte.

En haut : contracture induite par une solution ASW additionnée de caféine

6 mM (Caf 6).

En bas : cdntracture induite par une solution ASW dépourvue de calcium

et additionnée de caféine 6 mM (Caf 6 Ca0). Les fléches indiquent le—
moment d'application de Ta solution. v

L'ordre de Ta figure correspond & 1'ordre du protocole expérimental.

Les enregistrements jllustrés 6nt 8té retracés d partir des enregistrements
originaux.

Fibre n° 280978.
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de ca1e1um extracellulaire et non & un épuisement du calcium présent

dans le RS aprés le développement de la premiére contracture, 1'expérience
inverse a été effectuée (Fig. 30). On observe tout d'abord le déveToppement
d'une contracture d'amplitude é&gale a@ 34.40 mg en milieu dépourvu dé cal-
cium suivi d'une contracture d'amplitude égale & 154.08 mg aprés 1'appli-
cation du milieu Caf 6 mM. Les résultats moyens obtenus sur 3 fibres
donnent les valeurs de 28.00 +/- 4.52 mg (x +/- SEM) et 164.12 +/- 7.10 mg

(x +/- SEM) en absence puis en présence de calcium extracellulaire.

CONCLUSION

A 1'issue des expériences effectuées sur les fibres musculaires
intactes du Crabe Carcinus maenas, on peut conclure que i) le calcium
extracellulaire est indispensable au développement d'une activité mécanique
induite par une dépolarisation membranaire et qu'il participe trés large-
ment au développement d'une contracture caféinique,ii) le réticulum sar-
coplasmique joue un rdle de tout premier plan dans 1'augmentation de la
concentration calcique intracellulaire,iii) le mécanisme de libération
du calcium serait trés certainement de type "calcium-induced calcium
release” puisque d'une part 1'activité mécanique résultant d'une dépola-
risation membranaire (T1 et T2) est inhibée en présence de procaine drogue
connue pour inhiber le mécanisme de Ca-induced Ca release et d'autre part,
la caféine, drogue connue pour induire un largage & partir du RS mais
surtout pour stimuler le mécanisme de Ca-induced Ca release, permet le
vdéveloppement d'une contracture trés nettement augmentée quand le calcium

est présent dans le milieu extracellulaire.



|
Caf6 Ca0
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Caf b

Figure 30 : Contractures caféiniques obtenues sur fibre intacte.

En haut : contracture induite par une solution ASW dépourvue de calcium

et additionnée de caféine 6 mM (Caf 6 Ca0).

En bas : contracture induite par une solution ASW additionnée de caféine

6 mM (Caf 6).

Les fl&ches indiquent le moment d'application de la solution.

L'ordre de Ta figure correspond & 1'ordre du protocole expérimental.

Les enregist}ements illustrés ont &té retracés & partir des enregistrements
originaux.

Fibre n° 300978.
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Afin d'apporter de nouveaux supports expérimentaux 3 cette
hypothése et d'affiner la nature de ce mécanisme, i1l m'est apparu nécessaire
d'6ter le sarcolemme des fibres (fibres pelées) pour contrfler et modifier
le milieu environnant la membrane du RS. Les résultats suivants ont &té

obtenus sur ce type de préparation.






131.

CARACTERISTIQUES GENERALES OBTENUES SUR LES FIBRES MUSCULAIRES
PELEES, |

Avant d'exposer les résultats relatifs au mécanisme de "Ca-induced
Ca release" i1 ‘est important de déterminer certaines caractéristiques

de fonctionnement du réticulum sarcoplasmique et des protéines contractiles.

I - FONCTIONNEMENT DU RETICULUM SARCOPLASMIQUE

Le protocole expérimental-type de nos expériences est le suivant :
une fois montée dans la cuve expérimentale et lavée deux fois & 1'aide de
la solution de lavage ("Wash" = W) afin d'Gter toute trace d'EGTA dans
le milieu environnant la fibre, le RS est chargé pendant un temps variable
en calcium @ 1'aide d'une solution de concentration calcique telle que
pCa = 6.6. Pour cette valeur de pCa i1 n'y a pas d'activation directe
des protéines contractiles. La fibre est & nouveau lavée deux fois afin
d'Gter toute trace d'ions Ca, puis 1'activité de largage est testée par
la caféine. La caféine est, nous 1'avons vu, un alcaloTde connu pour
induire un largage calcique & partir du RS. La libération de calcium provo-
que une contraction musculaire qui est reldchée & 1'aide de la solution

relaxante R.

Différents paramétres constituant un indice de fonctionnement
du RS peuvent &tre déterminés en modulant le protocole exposé ci-dessus.
Notamment, des indices de la perméabilité calcique du RS et du fonctionnement

de 1'ATPase calcique du RS peuvent E&tre obtenus.
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Figure 31 : Relation effet-dose de caféine.

Enregistrements des contractions induites par des concentrations variées
de caféine (Caf X, 2.5 MM < X;§:20 mM) aprés charge calcique maximale

du RS. Les contractions sont relachées a 1'aide de la solution relaxante,
R.

Fibre n° 131084.
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A - Perméabilité calcique du RS

Pour une charge donnée du RS en calcium pendant un temps donné
(pCa 6.6, 5 min), la quantité de Ca 1ibérée et corrélativement 1'amplitude

de la contraction dépendent de la concentration en caféine.

La relation effet-dose de la caféine nous permettra de déterminer
la dose seuil de caféine nécessaire pour induire une tension ainsi que la
concentration de caféine pour laquelle la tension caféinique est maximale.

Ces paramétres constituent un indice de 1a perméabilité du RS.

1. Analyse des enregistrements

L'expérience permettant 1'établissement de la courbe effet dose
est illustrée a Tla figure 31. Des concentrations croissantes de café@ine
(2.5, 5, 10 et 20 mM) ont été appliquées aprés une charge calcique préa-
lable maximale du RS (pCa 6.6,5 min). La contraction est reldchée a 1'aide
de la solution relaxante sinon elle reste maintenue quelle que soit la con-
centration caféinique utilisée. On observe que plus 1a concentration est
élevée plus la tension caféinique se développe rapidement et plus son
amplitude est élevée. En effet, le temps de mise sous tension maximale
évolue de 63sec & 3.5 sec et T'amplitude de 72 3 348 mg, quand la concen-
tration de caféine passe de 2.5 mM a 20 mM. La contraction caféinique est

presque maximale (336 mg) pour une concentration de 10 mM.

2 - Courbe effet-dose

Les résultats de la figure3l sont résumés sur la courbe effet-
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Figure 32 : Relation effet-dose de caféine. Courbe traduisant 1'évolution
de 1'amplitude des tensions caféiniques (mg) en fonction de la concentration

de caféine utilisée (mM). Temps de charge constant en solution pCa 6.6
durant 5 minutes.

Méme fibre qu'd la figure 31.
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dose (Fig. 32). L'amplitude de la contraction; image de 1'amplitude de

la 1ibération calcique, est reportée en fonction de la concentration
caféinique utilisée. On observe que plus T1a concentration caféinique est
8levée, plus 1'amplitude de la contraction est importante et atteint un
maximum pour des concentrations de caféine supérieures a 10 mM. Les ampli-
tudes sont respectivement &gales & 72, 204, 336 et 348 mg pour 2.5, 5,

10 et 20 mM. Les moyennes obtenues sur n fibres sont reportées sur le

.

tableau ci-dessous.

Caf n ng
20 4 366.00 +/- 12.73
10 4 396.00 +/- 70.74
5 4 308.00 +/- 42.46
2.5 g 96.00 +/- 20.78
lll[[_
. " p — g
Les résultats sont présentés sous la forme x +/- —= (erreur standard
par rapport d la moyenne). V:;

T exprime l'amplitude de la contraction en mg.

La valeur moyenne de 1'amplitude de la contraction induite par
Caf 20 mM est inférieure & celle de 1'amplitude de la contraction induite
par Caf 10 mM. L'application du test de student donne un résultat tel que
p est compris entre 0.9 et 0.5. Les amplitudes moyennes de ces deux contrac-

tions ne sont donc pas significativement différentes. Ultérieurement, dans

nos expériences nous utiliserons, pour induire une contraction caféinique
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Figure 33 : Influence de Ta variation du temps de charge.
Enregistrements des contractions induites par une solution caf&inique

20 mM (Caf 20) aprés charge calcique variable du RS. Les temps de charge
a 1'aide de la solution pCa 6.6 sont indiqués au dessus des tracéds. Les
contractions sont reldchées a 1'aide de 1a solution relaxante, R.

Fibre n° 070583.
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maximale, une concentration &gale & 20 mM pour laquelle la variation d'amplitude

est moindre que celle observée pour 10 mM de caféine.

B - Pompage calcique par le RS

Pour une dose de caféine donnée (Caf 20 mM), le temps nécessaire
pour que le RS se charge maximalement constitue un contrgle de la capacité
du RS & stocker le calcium et donc un contréle du fonctionnement de 1'ATPase
calcique. Ce paramétre découle de 1'établissement de l1a courbe reliant
1'amplitude de la tension induite par la café@ine au temps de charge c'est-

d-dire au temps d'application de la solution pCa donnée.

1. Analyse des enregistrements

Les expériences ont été effectuées d 1'aide de la caféine. Le
protocole expérimental est le suivant : le RS est chargé par une solution
de pCa = 6.6 pendant 30 sec, 1, 3, 5 et 10 minutes puis le largage est in-
duit par une solution caf@inique de concentration 20 mM connue pour induire
une contraction maximale (voir Fig. 32). Les résultats illustrés a la figure
33 montrent que pour un temps de charge court de 30 sec aucune tension
caféinique ne se développe. Pour des temps de charge supérieurs, plus le
temps de charge est long plus la contraction caféinique est rapide et im-
portante. L'amplitude est respectivement égale & 93.42, 188.14 et 224.9 mg
pour 1 min, 3 min et 5 min de temps de charge. Pour un temps de charge de
1 min i1 existe une latence au développement de la contraction d'une durée
égale d 13 sec. Elle est nulle pour les deux autres temps de charge illus-

trés (3 min et 5 min). Le temps de mise sous tension maximale (latence



138.

300

200

100 -

Amplitude de la contraction caféinique (mg)

| | 1 | J

f;‘.‘g Temps de charge du RS (min)

Figure 34 : Influence de la variation du temps de charge.
Courbe traduisant 1'évolution de 1'amplitude de la contraction caféinique
maximale (ordonné) en fonction du temps de charge du RS.

Méme fibre qu'd la figure 33.
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incluse) est respectivement &gal & 430 sec, 79 sec et 4.5 sec pour 1,3

et 5 min de temps de charge. Notons ici qu'une tendance a Tla relaxation
existe pour 1 et 3 min de charge alors que la contraction est maintenue
pour 5 min de charge. Bien que ce phénoméne soit peu visible sur 1'illus-
tration puisque nous avons rapidement appliqué la solution relaxante

afin d'éviter une détérioration trop rapide de la fibre, d'autres expé-
riences montrent que cette contraction peut &tre maintenue pendant 2
minutes (non illustré). Plus tard, il y a généralement cassure de la

fibre & cause de sa fragilité augmentée lorsqu'elle développe une contrac-

tion importante.

2. Courbe tension-variation du temps de charge

Les résultats de la figure 33 sont résumés sur la courbe reliant
1'amplitude de la contraction au temps de charge calcidhe c'est-d-dire &
1'amplitude de Ta charge calcique (SORENSON et coll., 1980) (Fig. 34).

On observe que plus la charge calcique est importante plus le largage

est important puisque 1'amplitude de la contraction caféinique varie de

0 mg pour 30 sec de charge & 233 mg pour 10 min de charge. Nous notons
1'amorce d'un plateau quand le temps de charge est proche de 5 min. Des
résultats comparables ont é&té obtenus sur 3 autres fibres. I1 faut cepen-
dant noter que sur certaines fibres le plateau n'est atteint que pour des
temps de charge proche de 10 minutes. Aprés analyse minutieuse des résul-
tats, i1 semblerait que cette différence ne soit pas due 3 1'existence

de deux types de fibres présentant une vitesse d'hydrolyse de 1'ATP par

1'ATPase calcique différente mais plus & une conséquence d'une variation

de température lors de 1'expérimentation. En effet, les fibres présentant
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Figure 35 : Comparaison de deux contractions consécutives (a puis b) induites
par une méme concentration caféinique (Caf 20) aprés une charge calcique
maximale du RS (pCa 6.6, 5 min), non illustré sur la figure. La relaxation
est induite par plusieurs applications de 1@ solution R.

Fibre n° 031285.
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une amplitude caféinique maximale pour un temps de charge de 10 minutes

ont &té expérimentées dans un local non thermorégulé d une période de
1'année particuliérement froide. La température en cours d'expérience
avoisinait 14°C. Par contre les autres fibres ont été expérimentées soit
dans cette piéce & 17-18°C soit dans le nouveau local thermorégulé a

17°C. Ce résultat n'est donc pas paradoxal puisque 1'on sait que toute
activité enzymatique et donc 1'activi£é de 1'ATPase calcique est dépendante
de la température.vDe plus, 1'activité ATPasique &tant évaluée de facon
indirecte par le développement de la contraction, i1 ne faut pas négliger
la dépendance de 1'activité ATPasique de la myosine vis & vis de la tempé-

rature. Cette activité diminue quand Ta température diminue et présente un

Q10 8gal & 1.41 (GODT et LINDLEY, 1982).

C -~ Comparaison de deux contractions consécutives

Notre préparation biologique est fragile car dépouillée de 1la
structure élastique que constitue le sarcolemme, elle céde rapidement aux
tensions isométriques auxquelles elle est soumise. Cette fragilité nous a
conduit a& vérifier que deux contractions successives sont comparables c'est-
d-dire que la fibre répond de facon similaire & des sollicitations iden-
tiques. L'expérience ayant permis cefte vérification est illustrée & 1la
figure 35. Elle a consisté a charger maximalement le RS et & induire un
largage calcique maximal, a 1'aide d'une solution caféinique 20 mM. Deux
applications successives de ce protocole ont &té effectuées. L'analyse

des contractions induites montrent que Teurs cinétiques et leurs amplitudes
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Figure 36 : Effet du traitement brij sur le réticulum sarcoplasmique.

En haut : avant le traitement au brij, contraction induite par une solution
caféinique 20 mM (Caf 20) aprés charge calcique maximale (5 mn) du RS 3
1'aide de la solution pCa 6.6 ;

En bas : aprés traitement au brij, absence de contraction caféinique.

W indique 1'application de la solution de Tavage.

R indique 1'application de la solution relaxante.

Fibre n°® 250483.
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sont comparables. En effet le temps de mise sous tension maximale est
respectivement égal a 17 sec et 19 sec. Les amplitudes sont rigoureusement
identiques (738 mg). I1 s'en suit dpnc que toute modification importante
de Ta cinétique ou de 1'amplitude de contractions développées par une
méme fibre pourra €tre imputable aux modifications du protocole expérj-
mental imposées par 1'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.

D - Destruction du RS par un détergent : le brij 58.

Nous aurons besoin dans 1a suite de notre exposé des résultats
de présenter des expériences ayant &té effectuées aprés un traitement 3
1'aide du détergent bien connu : le brij 58. Cependant, i1 nous est néces-
saire de contrdler qu'effectivement sur notre préparation et auk concentra-
tion et durée d'action utilisées, le brij 58 détruit les foncfions du RS
comme cela a &té mis en évidence sur les fibres musculaires d'Ecrevisse
(voir Matériel et Méthodes). L'expérience suivante a été faite (Fig. 36)
une solution de concentration caféinique &gale & 20 mM est appliquée aprés
avoir chargé de facon maximale le RS (pCa 6.6, 5 min). Ces deux conditions,
nous le savons, permettent. e développement d'une contraction maximale
(voir Fig. 32 et Fig. 34). I1 nous semblait en effet plus adéquat de tester
1'effet du brij dans les conditions qui en présence du RS permettent le
largage calcique le plus important. On observe le développement d'une
contraction qui est reldchée par plusieurs applications de 1a solution re-

laxante. La fibre est ensuite traitée pendant 1 heure par une solution R
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Figure 37 : Comparaison de deux contractions successives (a puis b) induites par
une solution pCa 5.8. La relaxation est induite par plusieurs applications

de la solution R.

Fibre n° 190685.
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contenant 2 % de brij. Cette solution de brij doit &tre trés souvent re-
nouvelée car la destruction du RS entratne une libération de calcium dans

le milieu environnant les protéines contractiles, et cette 1ibération induit
le développement d'une contraction de longue durée qui fragilise la fibre.
Lorsque le traitement au brij est terminé, la fibre est lavée une dizaine

de fois 3@ 1'aide de la solution de lavage, afin d'éliminer toute trace de
détergeﬁt. Ensuite, le méme protocole expérimental que précédemment est
effectué. On observe qu'aucune tension caféiniqug ne se développe méme

aprés 5 minutes de bain dans 1a solution caféinique (20 mM). Ce résultat

est une preuve que le RS n'est plus fonctionnel aprés un traitement au

brij 2 % pendant 1 heure.

[T - LES PROTEINES CONTRACTILES

Notre préparation biologique étant fragile, nous avons, comme dans
le paragraphe précédent testé la reproductibilité de deux contractions con-
sécutives. De plus, un autre contrdle préalable a été effectué : vérifier
que le RS n'intervient pas en modifiant la concentration calcique au

niveau des protéines contractiles.

A ~ Contr8les expérimentaux

1. Comparaison de deux contractions

La figure 37 illustre les réponses mécaniques d'une méme fibre,
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Figure 38 : Contrdle de la non-intervention du réticulum sarcoplasmique.
Contraction induite par une solution pCa 6.4, avant et aprés traitement

au brij. La relaxation est induite par plusieurs applications de la
solution R.

Fibre n° 130484.



147.

induites par»une solution de concentration calcique pCa 5.8. Cette concen-
tration calcique a été choisie car elle est suffisante pour saturer Tles
sites calciques de 1a troponine et permet le développement d'une contrac-
tion maximale (voir Fig. 40). Les résultats montrent que les deux contrac-
tions successives sont sensiblement identiques, tant en tension qu'en ciné-
tique. En effet, les caractéristiques de la premiére contraction sont les
suivantes : amplitude, 236 mg ; latence, 100 sec ; temps de mise sous
tension maximale, 98 sec., Celles de 1la seconde contraction sont respective-
ment égales a 237 mg, 85 sec et 121 sec. Constatant cela, tout changement
dans la seconde contraction, lors de 1'application d'un milieu physiologique

modifié par une drogue, pourra &tre attribué 3 1'effet de cette drogue

et non d une détérioriation de 1'état physiologique de Ta préparation.

2. Contrdle de la non-intervention du réticulum sarcoplasmique

Nous savons (voir Historique) que le RS joue un rdle capital dans
la régulation du calcium, permettant en particulier la relaxation du muscle

en captant activement le calcium sarcoplasmique et en 1'accumulant.

I1 est bien é&vident qu'en cas d'apport calcique sur la face sa}co—
plasmique de Ta membrane réticulaire, les mécanismes de pdmpage du RS ris-
quent d'étre activés. A 1'inverse, la théorie "Ca-induced-Ca release"
permet d'envisager qu'un apport de calcium sensé tester 1'activité des

protéines contractiles induirait un largage a partir du RS,



148.

C'est pourquoi nous nous assurons que le RS ne modifie pas la
réponse contractile induite par diverses solutions pCa. Pour cela, comme
nous venons de 1'indiquer, i1 est possible de détruire le RS en imposant

d la fibre pelée un bain d'une heure dans une solution de brij a 2 %.

Afin d'effectuer ce contrdle expérimental, une solution de concen-
tration calcique pCa 6.4 a été appliquée avant et aprés traitement au brij.
La concentration calcique de pCa 6.4 a été choisie car elle ne permet pas
le développement d'une contraction maximale (voir Fig. 40). De ce fait,
toute augmentation ou diminution de 1'amplitude de la contraction aprés
destruction du RS sera détectable. Avant traitement au brij, on observe
(Fig. 38) qu'aprés une latence de 98 secondes, une tension se développe
avec un temps de mise sous tension maximale égal Tui aussi & 98 secondes.
et atteint un plateau d'une amplitude de 121 mg. La fibre est ensuite
relachée par plusieurs applications de solution relaxante (R) puis traitée
pendant 1 heure par une solution R contenant 2 % de brij. Cette solution
de brij est trés souvent renouvelée afin d'éviter une fragilisation de
la fibre due & la libération de calcium dans le milieu environnant les
protéines contractiles. Lorsque le traitement brij est terminé, la fibre
est lavée une dizaine de fois 4 1'aide de la solution de lavage, afin
d'éliminer toute trace de détergent. Ensuite, une solution pCa 6.4 est
d nouveau appliquée. On observe qu'aprés une latence de 102 sec, une
tension d'amplitude égale d 119 mg se développe avec un temps de mise

sous tension maximale égal & 100 sec.
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On peut conclure que la présence du RS non chargé en calcium par
1'expérimentateur modifie peu 1'amplitude de 1'activité mécanique des
protéines contractiles ainsi que la cinétique du développement de 1a

tension.

B - Dépendence calcique de la contraction

Afin de tester 1'affinité des protéines contractiles pour le cal-
cium, Teur sensibilité au calcium et leur capacité d& développer une tension
mécanique, des solutions de concentrations calciques variées, exprimées en

unité pCa (pCa = - log lﬁa]), sont appliquées sans charge préalable du RS.

La fibre, montée dans la solution relaxante R, est lavée deux fois
(solution Wash ou W) puis la contraction est provoquée par 1'application
d'une solution dite pCa X (X = 7.0 & 4.8). Une fois le plateau atteint, la
fibre est relachée par la solution R rencuvelée si nécessaire jusqu'au retour

au niveau de base. La réponse contractile est estimée directement grace au

matériel décrit précédemment,

Une courbe de la tension en fonction de pCa est construite. Elle
permet, par la détermination de l1a valeur de pCa pour laquelle la contrac-
- tion est &gale & 50 % de Ta tension maximale (pCaSO), d'évaluer 1'affinité
de 1a troponine pour le calcium : plus la valeur de pCaSO est élevée, plus
1'affinité est importante (FUCHS, 1977). Elle permet également d'évaluer
1a sensibilité des proté@ines contractiles au calcium par la détermination de

1a valeur de pCa pour laquelle la plus petite contraction se développe : plus
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Figure 39 : Dépendance calcique de la contraction.

Tracés des contractions induites par des solutions de pCa variées sans charge
préalable du RS. Le moment précis d'application des solutions correspond &

la deuxiéme déflexion rapide avant le déclenchement de la contraction. Les
tensions sont reldchées par la solution relaxante R.

Fibre n° 160484.
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cette pCa est élevée, plus les protéines contractiles sont sensibles au
calcium. Enfin, la concentration calcique nécessaire & une contraction

maximale est déterminée.

1. Analyse des enregistrements

La figure 39 illustre les contractions obtenues sur une méme fibre
pour des pCa variées. On observe que plus la pCa est faible plus 1'amplitude
de Ta contraction est &levée et plus le temps de mise sous tension maximale
est réduit. D'autre part, la latence existant pour_des pCa de G.é é 6.0
diminue quand la pCa diminue pour &tre nulle pour des pCa iﬁférieures a 6.0.
L'amplitude varie de 0 & 173.94 mg et le temps de mise sous tension maximale
auquel est ajouté la 1aténce varie de 192 & 19 sec quand 1a pCa diminue. Notons

que l'ensemble des contractions obtenues sont des contractions maintenues.

2. Courbe tension-pCa

Les amplitudes des contractions illustrées a la figure 39 sont
reportées en fonction de la pCa appliquée (Fig. 40). Le seuil de déclenche-
ment de la contraction se situe pour une pCa égale & 6.6. Puis, plus la
pCa est faible, plus 1'amplitude de la tension est grande ; elle atteint
un maximum pour une pCa voisine de 5.6. Ce maximum se maintient pour des
pCa plus faibles. Des résultats qualitativement comparables ont &té obtenus
sur 4 autres fibres. Cependant, les valeurs absolues des amplitudes sont
trés variables d'une fibre a 1'autre. D'autre part, 1'allure trés elliptique
des fibres musculaires pelées de crabe ne nous a pas permis d'exprimer de

fagon satisfaisante 1'amplitude des contractions en kg/cmz.



Amplitude de la contraction (mg)

152.

200
—- ™~ o
150 +
100
50 |
0 PR - ' I | L J
70 65 60 55 50

pCa

Figure 40 : Dépendance calcique de la contraction.
Relation entre 1'amplitude de la contraction exprimée en mg (ordonnée)

et la concentration calcique des solutions appliquées, exprihée en pCa
(abscisse).
Méme fibre qu'd la figure 39.
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Figure 41 : Dépendance calcique de la contraction.
Relation entre 1'amplitude de la contraction (T), exprimée par rapport

d la contraction maximale ) (ordonnée, T/T

, en fonction de la pCa

(Tmax max)

des solutions (abscisse).
Méme fibre qu'aux figures 39 et 40.
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Figure 42 : Absence d'effet du traitement brij sur les protéines contractiles.

En haut : contraction calcique maximale (Po) avant le traitement au brij.
En bas :

: contraction calcique maximale (PO) aprés le traitement au brij.
Fibre n° 281082.
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Le report des amplitudes de tension exprimées en pourcentage de
1a tension maximale (Tmax) (Fig. 41) outre les informations reportées ci-
dessus nous donne la valeur de pCa pour laquelle la tension est égale &
50 % de la tension maximale (pCaSO). Elle est égale 3 6.45. Le calcul
du coefficient de Hill donne une valeur de 4.50. L'existence d'une valeur
du coefficient de Hill supérieure au nombre de sites calciques existant

sur la troponine C sera discutée dans le chapitre discussion.

3. Activité mécanique maximale

L'activité mécanique maximale est testée par 1'application d'une
solution de concentration calcique largement suffisante pour saturer les
sites calciques de la troponine (Fig. 42). Sur notre préparation biologique
nous utilisons 0.3 mM Ca dilues dans la solution de lavage. Dans ces condi-
tions une contraction appelée P0 se développe rapidement (temps de mise sous
tension maximale 8gal & 4 sec) et atteint un plateau d'amplitude égale &
186.5 mg. La fibre se reldche quand la solution R est appliquée. La moyenne
obtenue sur 6 fibres est telle que PO est égal & 195.62 +/- 20.17 mg
(mean +/- SEM). Bien que le contrdéle de 1'absence d'effet du brij sur une
contraction submaximale ait été fai{ (voir Fig. 38) nous avons voulu
vérifier 1'absence d'effet du détergent sur la contraction maximale. On
observe effectivement (Fig. 42) qu'aprés un bain d'une solution contenant
du brij 2 % pendant une heure, la contraction maximale induite par 0.3 mM Ca
est d'amplitude équivalente & Po avant brij : elle est égale & 187 mqg.

Le développement de la contraction est cependant ralenti puisque le temps

de mise sous tension maximale est &gal & 9.5 sec. Cependant, ce ralentissement
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n'a pas toujours été observé et ne semble pas &tre une conséquence de la
destruction du RS. Ceci est d'ailleurs confirmé par 1'expérience illustrée
d la figure 38 puisque la contraction induite par une solution pCa 6.4

n'est pas ralentie aprés la destruction fonctionnelle du RS.

En conclusion, le réticﬁ]um sarcoplasmique dans sa fonction de
largage et de capture du calcium et les protéines contractiles dans leur
capacité & développer une contraction, sont fonctionnels sur les fibres
mécaniquement pelées de crabe et dans les conditions expérimentales utilisées.
De plus, le brij appliqué 3 une concentrat%oh de 2 % pendant 1 heure
détruit fonctionnellement le RS sans éffecter les propriétés des protéines

contractiles.
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MISE EN EVIDENCE D'UN LARGAGE CALCIQUE INDUIT PAR DES CATIONS
DIVALENTS,

I - ROLE DU CALCIUM®

A - Largage induit par une solution d'activité calcique faible

Afin de savoir si une solution d'activité calcique faible peut
induire un largage calcique 3 partir du réticulum sarcoplasmique, 1'expé-
rience suivante a été effectuée (Fig. 43). Le réticulum sarcoplasmique
est chargé par une solution pCa/6.6 pendant 5 minutes. Ce temps est nous
1'avons vu suffisant pour induire une charge calcique maximale (voir Fig.
34). Ensuite la solution de lavage (W) est appliquée 2 fois afin d'éliminer
toute trace de calcium de la solution précédente. Enfin la fibre est baignée
par une solution d'activité calcique faible (Caf). On observe en haut de
la figure 43 qu'une tension se développe lentement. Ses caractéristiques
sont Tes suivaﬁtes : latence, 140 sec ; temps de mise sous tension maximale,
145 sec ; amplitude, 184.25 mg. La contraction est maintenue jusqu'd ce que
la solution relaxante, R, soit appliquée plusieurs fois. Les résultats
obtenus sur 5 fibres donnent les moyennes suivantes (moyennes +/- %:%)
latence 87.75 +/- 26.39 sec ; temps de mise sous tension maximale, 162.33

+/- 8.77 sec ; anmplitude, 187.55 +/- 10.96 mg. L'amplitude de la contraction

induite par la solution d'activité calcique faible, exprimée en pourcentage

& Cette étude a fait l'objet de la publication d'un article (GOBLET et

MOUNIER, 1986).
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Figure 43 : Mécanisme de "Ca-induced Ca release".

En haut : avant traitement au brij, contraction induite par une solution

de concentration calcique faible (Caf) aprés charge calcique maximale

du RS (pCa 6.6, 5 mn). La contraction est relachée par Ta solution relaxante,
R.

En bas : aprés traitement au brij, absence de contraction en présence de

la solution de concentration calcique faible.

Fibre n° 191182.
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de la contraction maximale que les protéines contractiles peuvent développer
(PO) est égale 3@ 95.87 % Po‘

Afin de s'assurer que cette contraction induite par Ca, est une

f
conséquence d'un largage calcique et non d'une activation directe des pro-
téines contractiles par le calcium présent dans la solution, la méme expé-
rience que celle décrite ci-dessus a été effectuée aprés avoir fait subir

& la fibre un traitement & 1'aide d'un détergent : le brij 58 & une concen-
tration de 2 % pendant une heure. En effet, nous avons vu précédemment que
le brij détruit les diverses fonctions du réticulum sarcoplasmique (voir
Fig. 36) sans modifier 1'aptitude des protéines contractiles & développer
une activité mécanique {(voir Fig. 42). Dans ces conditions, quand la solu-
tion d'activité calcique faible est appliquée aucune contraction ne peut

8tre enregistrée méme aprés 5 minutes de bain (Fig. 43,en bas).

La détermination de 1'activité calcique de 1la solution d'activité

calcique faible a &té effectuée & 1'aide d'une &lectrode sensible au

T M et 1.25 1077 n.

calcium (ORION). Les valeurs varient entre 1.6 10~
En conclusion, une concentration calcique aussi faible que

1.6 10'7 da 1.25 10'7 M insuffisante pour activer directement les protéines

contractiles induit un largage calcique d partir duRS. Le mécanisme de

1ibération du calcium par le RS sur les fibres musculaires de crabe serait-

de type "Ca-induced Ca release".
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Figure 44 : Détermination de 1'activité calcique minimale pouvant induire

une Tibération calcique a partir du réticulum sarcoplasmique. De haut en

bas tensions induites, aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6,

5 mn), par la solution de concentration calcique faible (Caf) sani,puis
avec 1, 5, 7.5 et 10 uM EGTA.

Fibre n° 081182.
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B - Caractére gradué du mécanisme de "Ca-induced Ca-release" et dé-

termination de 1'activité calcique minimale pouvant induire

une 1ibération calcique 3 partir du RS.

La valeur de 1'activité calcique minimale ou encore valeur seuil

de Ca 1libre induisant un largage par le RS a &té& déterminde par 1'expé-

N

=

rience illustrée 3 la figure 44. Elle consiste & appliquer aprés charge
calcique maximale du RS une-solution Caf puis des solutions Caf contenant
des concentrations croissantes d'EGTA (1, 5, 7.5, 10 uM), le RS é&tant
rechargé aprés chaque développement de tension. On observe que pour des
concentrations croissantes d'EGTA, la latence de mise sous tension croft
de 1 minute & 4 minutes 10 secondes et la vitesse de mise sous tension

diminue.

Pour une concentration d'EGTA égale 4 10 uM aucune tension ne
se développe. I1 s'ensuit que la valeur seuil de Ca 1libre induisant
une libération de calcium par le RS correspond 3 1'actiyité calcique d'une
solution Caf comprenant entre 7.5 uM d'EGTA et 10 uM d'EGTA. Sachant que

la constante d'association de 1'EGTA pour le calcium, KCaEGTA est égale &

1.919 106 M'1 (ORENTLICHER et coll., 1977) et que la [?é] totale est comprise

7

! Met 1.6 107" M on peut conclure aprés calcul que la con-

entre 1.25-10°
centration en calcium libre déclenchant la libération calcique par le RS

9 M et 1.08 1078 M,

‘se situe entre 8.24 107
En outre, plus la concentration calcique extraréticulaire est

&levée (de 8.24 1077 M a 1.25 1077 M) plus la contraction est rapide et

importante. Cela signifie que le largage calcique est plus rapide et plus

important.
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Figure 45 : Stimulation du mécanisme de "Ca-induced Ca release” par la
caféine.

Enregistrements des contractions induites aprés charge calcique maximale
du RS, par une solution de concentration calcique faible (Caf) san%/puis
avec 0.2, 0.4, 0.5 et 2.5 mM caféine (Caf).

La fibre est reldchée par la solution relaxante, R.

Fibre n° 141282.



C - Stimulation du mécanisme de "Ca-induced Ca release" par la

caféine,.

La caféine est une drogue connue pour stimuler le mécanisme de

calcium-induced calcium release. Afin de tester cet effet stimulant de

la caféine sur le largage calcique, 1'expérience illustrée & la figure 45

a été effectuée. Elle consiste d appliquer aprés une charge calcique maxi-

male du RS (pCa 6.6, 5 min) une solution de concentration calcique faible

seule ou & laquelle ont été ajoutées des concentrations variées de caféine

(0.2, 0.4, 0.5 et 2.5 mM). Pour chaque solution testée, une tension -dant

lTes caractéristiques sont résumées dans le tableau ci-dessous, se développe.

concentration nombre de amplitude de la con- Latence + temps de

caféinique fibres traction (X +/- SEM) mise sous tension
(mM) (n) (mg) maximale (Y +/- SEM)

(sec)

0 ) 5 187.55.+/- 10.96 250.09 +/- 17.58
0.2 11 175.62 +/- 11.54 177.09 +/- 32.77
0.4 4 197.31 +/- 0.49 131.00 +/- 4.24
0.5 6 160.19 +/- 9.83 31.00 +/- 6.28
2.5 4 163.63 +/- 26.25 21.00 +/- 13.43

Plus 1a concentration caféinique est élevée plus le développement

de Ta contraction est rapide. I1 n'y a cependant aucun effet significatif

de la caféine sur 1'amplitude de la contraction. Les modifications de ciné-

tique sont résumées sur la courbe représentant le temps de mise sous tension

maximale en fonction de la concentration caféinique (Fig. 46). On observe que
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Figure 46 : Stimulation du mécanisme de "Ca-induced Ca release"” par la
caféine.

Relation entre le temps de mise sous tension maximale exprimé en sec.
(ordonnée) et Ta concentration caféinique exprimée en mM (abscisse).
Méme fibre qu’d la figure 45.
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Te temps de mise sous tension maximale diminue de fagon importante quand la
concentration caféinique augmente de 0 & 0.5 mM et qu'ensuite la diminution
est beaucoup plus faible lorsque la concentration caféinique passe de 0.5

d 2.5 mM.

En conclusion, plus la concentration caféinique est &levée plus le
mécanisme de largage calcique est rapide. Cependant son amplitude ne semble

pas &tre accrue.

IT est intéressant de comparer ici les résultats illustrés d la
figure 31 et ceux reportés sur la figure 45. En effet, on observe que
lorsque 1a caféine a €té ajoutée non pas & une solution de concentration
calcique faible mais & une solution de lavage (Fig. 31), les concentrations
.nécessaires pour obtenir la plus petite contraction décelable et la contrac-
tion maximale la plus rapide sont trés nettement augmentées. En effet,
2.5 mM de caféine sont nécessaires pour observer une contraction lente et
faible et 20 mM pour induire une contraction comparable a Eéi]e obtenue
avec 2.5 mM caféine dans une solution de concentration ca1cique faible. La
comparaison des contractions induites par 2.5 mM de caf@ine dans ces deux
milieux est & ce titre indicatrice. En milieu de lavage 1'amplitude de la
contraction est égale a 20.8 % de la contraction caféinique maximale et son
temps de mise sous tension maximale égal 3 63 sec. En milieu calcique faible
T'amplitude de la contraction caféinique est proche de 100 % de la contraction
caféinique maximale et le temps de mise sous tension maximale &gal & 20 sec.
La présence d'une faible quantité de calcium dans la solution activatrice
multiplie donc par 5 1'amplitude du largage induit par une méme concentration

de caféine.
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Figure 47 : Largage calcique induit par deux concentrations en jons Sr
(0.02 et 0.1 mM) aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6, 5 mn).
En bas, effet d'ﬁhe sotution G.1 mM Sr aprés traitement au brij.

W indique 1'application de la solution de lavage.

R indique 1'application de la solution relaxante.

Fibre n° 250383.



A Tla lumiére de ce résultat on ne pgut que penser aux résultats
obtenus sur les fibres intactes et illustrés aux figures 29 et 30 montrant
que la caféine seule induit un largage mais qu'en présence de calcium,
elle induit un largage beaucoup plus important multipliant &galement par

5 1'amplitude de la contracture caféinique enregistrée.

IT - ROLE DU STRONTIUM

Afin de renforcer le résultat selon lequel un cation divalent,
le calcium, induit un largage calcique & partir du RS, nous avons testé

les effets d'un autre cation divalent : le strontium (Sr).

A - Largage calcique induit par les ions strontium

L'expérience permettant de déterminer si les ions Sr induisent
un largage calcique a partir du RS est illustrée 3 la figure 47. Aprés
avoir chargé le RS en calcium (pCa 6.6) pendant 5 minutes, puis lavé 2
fois la fibre, une solution de concentration en ions strontium (Sr) égale
d 0.02 mM est appliquée. Une tension lente se développe sur laquelle se
greffent des pics de tension de cinétique rapide. Cette tension complexe
peut &tre séparée en deux composantes : i) une composante Tente d'ampli-
tude égale 3@ 7.78 mg maintenue jusqu'd ce que la solution relaxante soit
appliquée, son temps de sous mise sous maximale est &gal d§ 6 min 3 sec.
ii) des pics phasiques de tension de cinétique rapide se développant au
hasard sur la premiére composante. Leurs amplitudes varient entre 1 et

3.5 mg.
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Ces deux composantes ont une amplitude accrue lorsqu'une concentra-

tion supérieure en strontium est appliquée (0.1 mM, Fig. 47). La composante
lente atfeint une amplitude égale d 138.4 mg et 1'amplitude des pics de
tension varie entre 5 mg et 30 mg. Le développement de la composante lente
est accéléré puisqu'elle atteint son maximum en 3 min 9 sec. Notons ici

que 1'amplitude des deux composantes de tension varie d'une fibre & 1'autre.
Les valeurs moyennes obtenues sur 6 fibres donnent une amplitude de la com-
posante lente égale a 106.99 +/- 35.32 mg (x +/- SEM) et une amplitude des
pics de tension variant entre 1.51 et 57.53 mg ; la moyenne est égale &

18.57 +/- 4.82 mg (x +/- SEM).

Afin de déterminer si la tension complexe décrite ci-dessus est
due soit d un Targage calcique par le RS soit d une activation directe
des protéines contractiles par les jons Sr, la fibre a, & nouveau, été
baignée par une solution contenant 0.1 mM Sr aprés avoir effectué un
traitement au brij (2 %, 1 heure). Les résultats montrent (Fig. 47) la
disparition des pics phasiques de ‘tension et une réduction trés importante
de Ta composante lente. Elle est sur cette fibre &gale & 8.75 % (12.11 mg)

de la composante lente observée avant le traitement au brij.

I1 apparait donc qu'une faible part de la contraction est due 3
1'activation directe des protéines contractiles par les ions Sr. La majo-
rité (90 %) de 1'amplitude de la composante lente de tension et les pics
phasiques de tension sont dus au largage calcique induit par les ions
strontium. De plus, 1'amplitude du largage induit par un mécanisme de
“strontium induced calcium release" est dépendant de la concentration en ionrs

strontium. Plus cette concentration est é&levée plus le largage est important.
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Les ions Sr comme les ions Ca peuvent induire un largage calcique.
La différence réside dans le fait que la concentration minimale de strontium
Tibre nécessaire pour induire une libération calcique est de 1'ordre de
1000 fois plus &levée que la concentration minimale de calcium libre néces-

saire pour induire le largage.

Les faits connus selon lesquels le strontium peut se substftuer
aux ions calcium dans les divers mouvements calciques conduisant & la con-
traction mais avec une efficacité moindre, associés & 1'existence démontrée
dans ce travail d'un mécanisme de "Sr-induced Ca release" viennent renforcer

1'existence d'un mécanisme de "Ca-induced Ca release" étudié dans ce travail.

11 nous faut cependant nous assurer que les ions Sr peuvent sur
les fibres musculaires de crabe se substituer aux ions Ca dans les diffé-
rents mécanismes conduisant au développement de la contraction c'est-a-dire
le largage calcique par le réticulum sarcoplasmique, la capture du calcium
par 1'ATPase calcique du RS et la fixation des ions calcium sur les sites

calciques de la troponine C.

B » Pompage et libération du strontium par le RS

Afin de déterminer si les ions Sr sont pompés par 1'ATPase
calcique du RS et/ou largués par le RS, 1'expérience suivante a été effectuée
(Fig. 48). La quantité de calcium ou de strontium larguée a &té évaluée
a 1'aide de 1'indicateur métallochromique bien connu : 1'arsenazo III et
non par 1'amplitude de la contraction développée car nous verrons plus loin
(voir Fig. 49) que les ions Sr ont une moins grande efficacité que les ions

Ca dans 1'activation directe des protéines contractiles.
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Figure 48 : Contrdle de la perméabilité du RS aux ions Sr 4 1'aide de

1'arsenazo.

Tracés des variations d'absorptions Tlumineuses de 1'arsenazo a 660 nm et

660 nm - 570 nm et de la contraction (T) induites par une solution caf&inique

20 mM (Caf 20).

En haut : aprés charge calcique du RS (pCa 6.6, 5 mn).

En bas : aprés charge en strontium du RS (pSr 6.6, 5 mn).
! indique 1'application de 1a solution de lavage.

R indique 1'application de la solution relaxante.

La présence d'arsenazo dans les solutions est précisée par une accolade

horizontale au-dessous de laquelle est indiqué Ars.
Fibre n° 260583.
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Le RS est tout d'abord chargé de facon maximale durant 5 minutes
& 1'aide d'une solution pCa 6.6 ne contenant pas d'arsenazo III afin de ne
pas chélater le calcium présent dans cette solution. Ensuite la fibre est
lavée deux fois avec une solution W contenant 0.1 mM d'arsenazo. Finalement
la solution caféinique contenant 0.1 mM d'arsenazo est appliquée. Les

enregistrements obtenus d 660 nm et au niveau du signal différentiel 660 nm -

570 nm révélent une augmentation de 1'absorption lumineuse. Parallé&lement

une tension d'amplitude égale & 90.40 mg se développe lentement. Le temps

de mise sous tension maximale est &gale 3 15 secondes. La solution relaxante
contenant 0.1 mM arsenazo est ensuite appliquée. On observe une diminution
de 1'absorption lumineuse jusqu'au niveau de base ainsi que le reldchement

de la fibre. L'application de la solution caféinique contenant de 1'arsenazo
a ensuite été appliquée plusieurs fois sans charge préalable du RS. Durant
ces bains répétés en caféine (20 mM) 1'absorption lumineuse décroit ainsi que
1'activité mécanique jusqu'a 1'annulation des 3 signaux enregistrés. Lorsque
nous sommes assurés qu'il n'y a p1Us de calcium disponible pour le largage
calcique, Te RS est chargé par une solution de concentration en strontium

pSr égale & 6.6 pendant 5 minutes. Le largage est ensuite induit par la
caféine. On observe une augmentation de 1'absorption 1umineﬁse‘au niveau

du signal 660 nm et 660 nm - 570 nm ainsi que le développement d'une

© contraction ayant les caractéristiques suivantes : amplitude, 7.61 mg ;

temps de mise sous tension maximale, 608 sec. Ceci est donc une indication
que les ions Sr ont é&té captés par 1'ATPase calcique du RS. La détermination
de la quantité de calcium largué lors de la premiére application de caféine
et de strontium Targué aprés la.charge en strontium du RS a &té effectuée

d 1'aide des courbes étalons illustrées & 1a figure 21. La moyenne déterminée

d partir des résultats obtenus sur 5 fibres donnent les valeurs suivantes :
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Figure 49 : Comparaison de 1'effet des ions Ca et Sr sur les protéines
contractiles.

A : contractions induites par 0.3 mM Ca et 0.3 mM Sr. Notez la différence
de sensibilité de 1'amplitude.

B : relation entre 1'amplitude de la contraction (T) exprimée par rapport
3 1'amplitude de la contraction maximale (Tmax) en fonction de pCa ()
et pSr (0).

Fibre n° 250383.
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270 +/- 13.21 um (méan +/- SEM) de calcium largué et 103.7 +/- 6.32 uM

(mean +/- SEM) de strontium 1ibéré. La quantité de strontium 1ibérée est

donc égale a 34.4 % de la quantité de calcium larquée. Cette diminution im-
portante du largage strontium peut &tre due soit & une perméabilité inférieure
de Ta membrane du RS soit & une capture plus faible des ions Sr par 1'ATPase

calcique.

. . . ++ . .
C - Fixation des ions Sr  sur les protéines contractiles

L'activité maximale des protéines contractiles en milieu calcium

Ca
(pg

par 1'application de 0.3 mM SrC12 (Fig. 49 A). Sur la fibre illustrée 3 la
Ca

) induite par 0.3 mM CaC12 est comparée d 1'activité mécanique obtenue
figure 49, PO atteint une amplitude de 236.5 mg en 10 sec et 1'activité
mécanique induite par 0.3 mM Sr atteint une amplitude de 155.8 mg en 11
minutes. En milieu Sr++,v1a tension obtenue est donc égale & 66 % de POCa.

Les moyennes obtenues sont pour ces deux types de tension respectivement
égales & 219.86 +/- 16.60 mg (x +/- SEM, 8 fibres) et 159.0 +/- 13.5 mg

(X +/- SEM, 5 fibres). Les ions Sr++ peuvent donc se substituer aux ions

Ca++ sur les sites de la troponine et activer 1'actomyosine ATPase. Cependant,
ces protéines semblent présenter une sensibi]ifé plus faible pour™le strontium

que pour le calcium. De plus la cinétique de développement de la contraction

est trés nettement ralentie.

Afin de déterminer si les sites calciques de la troponine ont
une affinité plus faible pour les ions strontium et/ou la quantité maximale
d'ions strontium fixés est différente de celle des ions calcium, les rela-

tions liant d'une part 1'amplitude de la contraction en fonction de pCa et
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d'autre part 1'amplitude des contractions induites par des pSr variées ont
été établies (Fig. 49 B). En présence d'ions Ca le seuil de développement
de la contraction se situe pour une pCa égale a 6.6. En outre, plus la

pCa est faible, c'est-d-dire plus la concentration d'ions Ca augmente,
plus 1'amplitude de contraction augmente pour atteindre un maximum voisin
de 190 mg. En présence d'ions Sr (pSr) le seuil de développement de 1'ac-
tivité mécanique est déplacé vers des valeurs plus faibles de pSr : le
seuil est &gal & pSr 4.6. Plus la concentration en ions Sr est &levée plus
la contraction est de grande amplitude pour atteindre un maximum (POSr)
égal & 193 mg pour pSr 2.0. Les valeurs de pCa et pSr pour lesquelles les

Ca et 50 % POSr sont

contractions sont respectivement égales a 50 % PO
une indication de 1'affinité des protéines contractiles pour ces deux cations
divalents. En effet, comme nous 1'avons déja indiqué, plus cette valeur de

pCa ou pSr est &levée plus T'affinité est élevée. A partir de cette expérience,
on peut donc conclure que 1'affjnité des protéines contractiles pour Sr++

est plus faible que leur affinité pour Ca++. De plus, POSr a une amplitude

. . C
voisine de P0 a

. I1 s'ensuit donc que Tes quantités maximales d'ions Ca

et Sr fixés sur la troponine sont égales mais que 1'apport d'ions Sr doit
8tre plus important que 1'apport d'ions Ca pour obtenir cette fixation
maximale. Enfin, la détermination du coefficient de Hi11l donne une valeur
de 1.59 avec un coefficient de corrélation de 0.96. Cette faible valeur du
coefficient de Hill comparée & celle obtenue lors de 1'activation cé1cique
des protéines contractiles (4.50) Tlaisse supposer que le nombre de sites

calciques impliqués dans le développement de 1'activité mécanique due aux

. ++ _ s e - NP
ions Sr  ou que leur coopérativité sont trés nettement diminués.
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D - Conclusion

En conclusion, les ions Sr peuvent se fixer sur les protéines
contractiles, induire un largage calcique et &tre pompés et libérés par le
RS. Ils se substituent donc aux ions Ca dans ces quatres mécanimses mais
avec -une efficacité moins grande que les ions calcium. Le développement
d'une contraction en présence de 0.1 mM Sr due essentiellement & un méca-
nisme de "Sr-induced Ca release” est un résultat en faveur de 1'existence
d'un mécanisme de "Ca-induced Ca release" sur les fibres musculaires de
Crabe. La différence réside dans le fait que la concentration minimale de
strontium 1ibre nécessaire pour induire une libération calcique est de
1'ordre de 1000 fois plus élevée que la concentration minimale de calcium
1ibre nécessaire pour induire le largage. On devrait de fagon plus générale

parier d'un "divalent-cation induced Ca release".
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Figure 50 : Relation effet-dose en ADP.

Enregistrements des contractions induites par 0.312 mM et 2.5 mM d'ADP
aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6, 5 mn, non indiqué sur la
figure). La fibre est reldchée par la solution relaxante, R.

Notez la différence de sensibilité de 1'enregistrement.

Fibre n° 270485.
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ROLE DE L'ADP DANS LE MECANISME DE LIBERATION CALCIQUE
ET MISE EN EVIDENCE D'UN EFFET SPECIFIQUE SUR LE RS

L'étude porte sur la capacité de 1'Adénosine-Di-Phosphate (ADP)
d induire un largage calcique & partir du RS. L'amplitude du largage cal-
cique est évaluée par 1'amplitude de la tension qui se développe. Deux
types d'expériences ont été effectués afin d'établir 1a dépendance du
Targage calcique vis a vis d'une part de la céﬁcentration en ADP de 1la
solution et d'autre part de 1'amplitude de la charge calcique. De plus,
des contrfles expérimentaux ont été effectués afin de s'assurer que les
contractions observées en présence d'ADP sont bien dues & un Targage cal-

cique a partir du RS et non au développement d'une tension dite de "rigor"

due & un excés d'ADP au niveau des protéines contractiles.

I - LIBERATION CALCIQUE INDUITE PAR L'ADP

A - Relation effet-dose en ADP

Le protocole expérimental est le suivant : le RS est chargé de
facon maximale en calcium (pCa 6.6, 5 minutes). Aprés un double Tavage,
des solutions physiologiques de concentrations variées en ADP (0.312,
0.625, 1.25, 2.5 et 5 mM) sont appliquées. Dans ces solutions, la concen-
tration habituelle en Mg ATP est maintenue afin de permettre le dévelop-
pement de la force contractile, le Mg ATP &tant en effet connu comme substrat

de 1'hydrolyse de 1'ATPase de 1a myosine (voir HISTORIQUE).
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Figure 51 : Relation effet-dose en ADP.
Courbe exprimant la dépendance de 1'amplitude de la contraction (ordonnée)

vis 4 vis de la concentration en ADP exprimée en mM (abscisse).

Méme fibre qu'd la figure 50.
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Les enregistrements des contractions obtenues sur une méme fibre
pour une concentration de 0.312 mM et 2.5 mM d'ADP sont i1lustrés i lé
figure 50. Pour une concentration de 0.312 mM aprés une latence de 11 sec
une tension se développe Tentement atteignant un plateau de 110.68 mg aprés
144 sec. La contraction se reldche lors de 1'application de la solution
relaxante. Pour 2.5 mM ADP une contraction b1us rapide et plus ample se
développe sans latence. Son amplitude est.égale d 576.68 mg et le temps de

mise sous tension maximale & 58 sec.

L'ensemble des résultats obtenus sur cette méme fibre sont résumés :
sur la courbe reliant 1'amplitude de la contraction & la concentration en
ADP (Fig. 51). Plus la concentration en ADP est importante plus 1'amplitude
de la contraction est élevée. E17e atteint un maximum pour une concentration
&gale & 2.5 mM. Des résultats comparables ont &té obtenus sur 3 autres

fibres.

B - Relation entre Te 1arg@gé induit par 1'ADP et le temps de

charge du RS

Le réticulum sarcoplasmique est chargé en calcium (pCa 6.6) pendant
des durées variables (30 sec, 1,2, 3 et 5 minutes). Pour chaque temps de
charge une solution contenant 2.5 mM ADP est appliquée. Cette concentration
a été choisie car elle permet le développement d'une contraction maximale

pour 5 minutes de charge du RS (voir Fig. 51).
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Figure 52 : Influence de la variation du temps de charge.
Enregistrements des contractions induites par une solution contenant

2.5 mM ADP (ADP 2.5) pour des temps de charge variés du réticulum sarco-
plasmique & 1'aide de Ta solution pCa 6.6. Les temps de charge sont indiqués
a droite des enregistrements.

Fibre n® 181084.
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Les enregistrements illustrés d& la figure 52 montrent que plus le
temps de charge est long, plus 1'amplitude de Ta contraction est élevée
et plus Te développement de la tension est rapide. Les amplitudes sont
respectivement égales a 67.5, 138, 264, 312 et 324 mg. Les contractions
induites aprés 30 sec, 1 min, 2 min et 3 min de charge présentent une
latence d'une durée respectivement égale a 125, 93, 37 et 8 sec. Les temps

de mise sous tension maximale (latence incluse) sont 209, 167, 153, 107

et 23 sec.

L'ensemble des résultats est résumé sur la courbe 1iant la durée
du temps de charge calcique du RS d T1'amplitude de la contraction (fig. 53).
Plus le temps de charge est élevé plus la contraction est ample. Elle atteint
un maximum pour un temps de charge proche de 3 min. Des résultats comparables

ont &té obtenus sur 5 autres fibres.
En conclusibn, 1'ADP induit,méme & faible dose, un largage

calcique a partir du RS et un largage calcique induit:bér 2.5 mM ADP peut

méme avoir lieu lorsque le RS est faiblement chargé.

IT - CONTROLES EXPERIMENTAUX

Afin de s'assurer que les contractions observées en présence d'ADP

sont bien dues au largage calcique a partir du RS et non au développement
d'une tension dite de "rigor" due & un excés d'ADP au niveau des protéines
contractiles, deux séries d'expériences ont été effectuées. La premiére

-

consiste & traiter la fibre musculaire au brij 2 % pendant 1 heure
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Figure 53 : Influence de la variation du temps de charge.
Courbe traduisant 1'évolution de 1'amplitude de la contraction induite

par 2.5 mM ADP (ordonnée) en fonction du temps de charge (abscisse).

Méme fibre qu'd la figure 62.
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pour détruire le RS et @ appliquer ensuite une solution contenant de
1'ADP. La seconde consiste 3 appliquer sur des fibres musculaires ayant
un RS intact, une solution contenant_outre le Mg ATP et 1'ADP, un régéné-
rateur d'ATP : 1'arginine phosphate. La régénération de 1'ATP s'effectue

selon la réaction biochimique suivante :
ADP + ARg v P——> ATP + Arg 1)
avec Arg ~ P = arginine phosphate et Arg = arginine.

A - Comparaison des effets de 1'ADP sur un fibre ayant un RS

intact puis détruit.

Cette expérience consiste & comparer la réponse de la fibre mus-
culaire aprés une charge calcique maximale (pCa 6.6, 5 min) lors de 1'ap-
plication d'une concentration d'ADP permettant le développement d'une
contraction maximale (2.5 mM) ceci avant et aprés traitement au brij 2 %
pendant une heure. Nous savons que ce traitement est suffisant pour annuler
tout largage calcique du RS (voir Fig. 36). L'expérience illustrée 3 la
figure 54 montre le développement, avant la destruction du RS, d'une contrac-
tion atteignant une amplitude maintenue de 605.8 mg en 76 sec aprés une
latence de 5 sec. La fibre se relache lors de 1'application de la solution
relaxante. Une fois le RS détruit, une méme concentration d'ADP induit
aprés une latence importante (57.5 sec), le développement d'une tension
faible (61.16 mg) et lé&gérement plus rapide (temps de mise sous tension
maximale égale & 66 sec). Notons de plus que les légéres oscillations
toujours visibles sur 1'ensemble de nos tracés avant la destruction du RS

ont totalement disparu aprés le traitement au brij.
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Figure 54 : Contrdle d'un effet spécifique de 1'ADP sur le réticulum sarco-
plasmique. »

En haut : avant traitement au brij, contraction induite par 2.5 mM ADP
aprés charge calcique maximale du RS {pCa 6.6, 5 mn, non indiqué sur le
tracé).

En bas : aprés traitement au brij, existence d'une contraction de faible
amplitude aprés application d'une solution contenant 2.5 mM ADP.

Notez la sensibilité plus importante de 1'enregistrement situé en bas.
Fibre n° 110185.
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IT s'ensuit donc que 90 % de la contraction observée avant trai-
tement brij sont le résultat d'une activation calcique et donc d'un largage
calcique alors que 10 % sont la conséquence d'une tension de rigor par

excés d'ADP.

B - Largage calcique induit par 1'ADP en présence d'arginine

phosphate (Fig. 55)

Aprés charge calcique maximale du RS une solution contenant 2.5 mM
ADP et 10 mM d'arginine phosphate induit le développement sans latence
d'une contraction d'amplitude égale & 454.35 mg et un temps de mise sous
tension maximale de 42 sec. Des oscillations sont présentes. Lorsque le
plateau de contraction est atteint, 1'application de la solution R induit
son reldchement. Le RS est ensuite une nouvelle fois chargé en calcium
(pCa 6.6, 5 min) et une solution contenant 2.5 mM ADP méié pas d'arginine
phosphate est amenée dans la cuve expérimentale. Une contraction plus
lente (temps de mise sous tension maximale, 209 sec) et d'amplitude com-
parable @ la précédente ma‘s cependant plus faible, se développe. L'ampli-
tude est égale a 419.4 mg soit 92 % de la précédente. Des oscillations
existent.

Cependant, avant de conclure que la contraction observée en
présence d'arginine phogphate n'est effectivement pas due & un excés
d'ADP, des expériences ont été effectuées afin de s'assurer de 1'existence
sur les myofibrilles des fibres mécaniquement pelées de crabe, de 1'enzyme

permettant le déroulement de la réaction 1) : 1'arginine kinase.
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W W ADP R R

Figure 55 : Contrdle d'un effet spécifique de 1'ADP sur le réticulum sarco-
plasmique.

En haut : enregistrement d'une contraction induite par une solution contenant
outre 2.5 mM ADP, 10 mM d'arginine phosphate (ADP + Arg P) aprés charge
calcique maximale du RS (pCa 6.6, 5 mn, non indiqué sur la figure).

En bas : enregistrement d'une contraction induite par une solution contenant
uniquement 2.5 mM ADP, aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6,

5 mn, non indiqué sur la figure).

W indique 1'application de 1a solution de lavage.

R indique 1'application de la solution relaxante.

Fibre n° 290185.
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Ces expériences ont pu &tre menées au laboratoire de physiologie
cellulaire cardiaque, Unité INSERM 241 (ORSAY-France) grdce aux compétences

scientifiques du Dr R, VENTURA-CLAPIER.

La mesure de 1'activité enzymatique de 1'arginine kinase est basée
sur la mesure de la fluorescence du NADPH (Nicotineamide de nucléotide
phosphate réduit). En effet cette molécule excitée par une longueur d'onde
égale a 340 nm émet une fluorescence a 460 nm. La séquence de réactions

biochimiques conduisant & la production du NADPH est la suivante :

Arg K

ADP + Arg ~ P —=—> ATP + Arg 1)
ATP + gTucose-—Jﬂi——e> G6P + ADP 2)
6P + NADP——C30PDH 5 6 shosphogluconate + NADPH  3)

avec ADP = adénosine diphosphate ; Arg ~ P = arginine phosphate ; Arg K =
arginine kinase ; ATP = adénosine triphosphate ; HK = hexokinase ;

G6P : glucose 6 phosphate ; NADP = nicotine amide de nucléotide phosphate ;
G6PDH = é]ucose 6 phosphéte deshydrogénase ; NADPH = nicotineamide de

nucléotide phosphate réduit,

Les concentrations dés différents substrats en enzymes ont été
choisies de fagon telle que les réactions 2) et 3) ne soient pas limitantes
c'est-d-dire qu'elles soient rapides par rapport & la réaction 1); Les |
résultats obtenus montrent qu'il existe une activité arginine kinase sur
les myofibrilles des fibres mécaniquement pelées de crabe. Cette activiteé

exprimée par mg de protéines est égale & 320,06 +/- 34.10 nmoles/min/mg
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(x +/- SEM,'n = 2) & 17°C. Donc, 1'enzyme permettant la transformation d'un exceés
d'ADP en ATP lorsque 1'arginine phosphate existe dans le milieu, est présente

au sein des fibres musculaires testées. I1 s'en suit que la contraction

observée en présence d'arginine phosphate n'est pas une contraction de

rigor due & un excés d'ADP.

En conclusion, 1'arginine phosphate ne modifie pas 1'amplitude
du largage calcique d partir du RS. Celui-ci est donc bien une conséquence
de 1'action de 1'ADP sur le RS. Par contre, la cinétique de développement
de la contraction est nettement accélérée. Cette accélération peut Etre
due soit 3 une augmentation de la vitesse de largage soit & une augmentation
de la vitesse de formation des ponts entre 1'actine et la myosine et/ou

une diminution de la vitesse de détachement de ces mémes ponts (voir

HISTORIQUE). Ce fait sera abordé et discuté dans le chapitre "DISCUSSION".

ITT - CONCLUSION

Bien qu'une faible fraction (10 %) de la contraction obtenue ne
soit pas due & une activation calcique des protéines contractiles par le
calcium largué mais & un état de rigor dd a 1'excés d'ADP, 1'Adénosine-
Di-Phosphate a un effet propre sur le réticulum sarcoplasmique tel qu'elle
induit un largage calcique d'autant plus important que la dose d'ADP est

élevée et que la charge calcique intraréticulaire est importante.

Le mécanisme de libération calcique fait donc peut-&tre intervenir

1'ATPase calcique du RS.
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EFFETS DES INHIBITEURS POTASSIQUES SUR LES PROTEINES
CONTRACTILES ET LE RETICULUM SARCOPLASMIQUE,

Dans .1e cadre de 1'étude du couplage excitation-contraction effec-
tuée par 1'enregistrement simudtané des courants ioniques membranaires et
de la contraction, deux iﬁhibiteurs 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 tetraéthylammonium (TEA)

et la 4-aminopyridine (4 AP).

I - LE TETRAETHYLAMMONIUM X

A - Courants ioniques membranaires et activité mécanique en présence

de tétraéthylammonium.

L'enregistrement simultané des courants ioniques membranaires I et

de 1'activité mécanique (T) obtenu & 1'aide de 1a technique du double pont

2 Une partie de cette étude a été effectuée en collaboration avec Laurence
LECONTE dans le cadre de la préparation de son DEA (LECONTE, 1985). Les

aragraphes concernés seront indiqués d'un astérisque ().
p q q
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Figure 56 : Comparaison des amplitudes des courants ioniques (I) et des
tensions (T) pour une dépolarisation imposée (V) de 40 et 60 mV et de
durée 15 msec.

A : en solution physiologique normale

B : en présence de TEA (50 mM)

Fibre n° 2108739.



191.

de saccharose est illustré & la figure 56. Pour deux niveaux de dépolari-
sation imposée (40 et 60 mV) d'une durée courte (15 msec) afin de n'enre-
gistrer que la composante phasique de 1'activité mécanique (voir Fig. 24),
on compare les enregistrements obtenus en solution physiologique normale
(Fig. 56 A) et en présence d'un inhibiteur des courants potassiques : le
tétraéthylammonium ou TEA & une concentration de 50 mM (Fig. 56 B). On
observe, en solution normale, les courants ioniques décrits par MOUNIER
et VASSORT (1975 a et b) : - le courant entrant (Ii)’ résultat de 1'acti-
vation simultanée avec des cinétiques similaires du courant entrant cal-
cique, ICa’ et du courant sortant potassique, IK1 ; - le courant sérfant
potassique transitoire, IKl' Le courant sortant potassique refardé, IKZ
également décrit par MOUNIER et VASSORT (1975 a et b) n'est pas visible
car la durée de la dépolarisation est trop courte pour permettre son dé-
veloppement. Les courants I; et IK1 se développent pour les deux niveaux
de polarisation illustrés. I1s sont plus amples pour la dépolarisation
imposée de 60 mV. Simultanément, une contraction phasique appara¥t, plus

ample lorsque la dépolarisation imposée est égale & 60 mV.

En présence de TEA, le courant IK1 est inhibé et le courant en-
trant Ii devient de grande amplitude. La contraction phasique dépendante
du courant entrant calcique est trés nettement augmentée en présence de
TEA pour les deux niveaux de polarisation illustrés (Fig.56B). I1 s'en suit donc
que 1'augmentation importante de Ii en milieu TEA n'est pas uniquement

un démasquage par 1'inhibition de IK1 d'un I._ déjad existant dans les

Ca
conditions normales mais une augmentation réelle du flux entrant calcique.
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IT semblerait donc que 1'augmentation de contraction phasique
observée puisse 8tre due & une augmentation du courant calcique entrant.
Cette augmentation pourrait &tre le résultat d'un effet pharmacologique
propre du TEA sur le canal calcique. Une autre hypothése est avancée :

le courant sortant IKl et le courant entrant I passeraient par le méme

Ca
canal et le flux sortant d'ions K génerait 1'entrée des ions Ca. En pré-

sence de TEA, 1'inhibition de Ik, faciliterait donc 1'entrée des ions Ca.

Cependant, avant d'émettre ces deux hypothéses, i1 faut s'assurer
que 1'augmentation de la contraction phasique est due uniquement a& 1'aug-
mentation de ICa' Pour cela, i1 faut vérifier que le TEA qui pénétre dans
Ta cellule n'augmente ni le largage calcique & partir du RS ni 1'affinité
des protéines contractiles vis-d-vis du calcium ni la tension maximale que
les protéines contractiles peuvent développer. Enfin, i1 faut également
savoir si le TEA inhibe ou non le pompage du calcium par le réticulum sar-
coplasmique. Tester les effets du TEA sur le réticulum sarcoplasmique et

sur les protéines contractiles fait 1'objet de 1a suite de 1'exposé.

B - Influence du tétraéthylammonium sur les proté&ines contractiles x

Le but de cette série de manipulations est 1'étude de 1'influence
du chlorure de TEA (TEA C1, 50 mM) sur 1'activité contractile des fibres
musculaires pelées de Crabe, induite par les solutions pCa définies dans

le chapitre "Matériel et Méthodes".

Etant donnée la variabilité des valeurs de tension obtenues d'une

fibre & 1'autre pour une méme concentration calcique, et ceci indépendam-
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ment du diamétre de ces fibres, nous avons été amené 3 tester successive-
ment, sur une méme fibre et dans les conditions les plus identiques possi-
bles, les réponses mécaniques induites par une solution de pCa donnée clas-

sique et par une solution de méme pCa additionnée de TEA C1.

Deux contrdles préalables ont &té eFféctués de fagon & 1) vérifier
que le RS n'intervient pas en modifiant la concentration calcique au niveau
des protéines contractiles lorsque le chlorure de tétraéthylammonium est
présent dans la solution, ii) dissocier les effets propres du TEA de ceux

des ions chlorure.

1. Contrdles expérimentaux

a - Contrdle de la non—intervention du réticulum

sarcoplasmique (Fig. 57).

Nous savons (voir Historique) que le RS joue un réle capital dans
la régulation du calcium, permettant en particulier la relaxation du muscle

en captant activement le calcium sarcoplasmique et en 1'accumulant.

[T est bien &vident qu'en cas d'apport calcique sur la face sarco-
plasmique de Ta membrane réticulaire, les mécanismes de pompage du RS ris-
quent d'Etre activés. A 1'inverse, la théorie "Ca-induced Ca release"
permet d'envisager 1'hypothése d'un Targage de calcium déclenché par le

calcium sensé tester 1'activité des protéines contractiles.

C'est pourquoi nous nous assurons que le RS ne modifie pas la ré-

ponse contractile induite par diverses solutions pCa. Pour cela, il est
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aprés traitement au brij :

-

pCa 5.8 - RR R

Figure 57 : Role du RS Tors de 1'application d'une solution calcique
tamponnée (pCa 5.8) en présence de TEA €1 (50 mM).

La destruction du RS par le traitement brij ne modifie pas 1'amplitude de
Ta contraction

Fibre n° 050185.
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possible de détruire le RS en imposant & Ta. fibre pelée un bain d'une heure
dans une solution de brij a@ 2 %. Ce détergent est connu pour détruire fonc-
tionnellement le réticulum sarcoplasmique. Dans les conditions physio-

s

logiques normales, ce contrdle a d&ja été rapporté (voir Fig. 38 ). Les
résultats montrent que, avant et aprés destruction du RS, Ta réponse méca-
nique est identique quelle que soit 1a pCa testée. IT1 nous est cepéndant
apparu imporfant de répéter ce contrfle en présence de TEACT, puisque nous

ignorions 1'influence du TEAC1 sur le comportement de la membrane du RS et

de 1'ATPase calcique.

Afin d'effectuer ce contrdle expérimental, une solution de concen-
tration calcique pCa 5.8 contenant du TEAC1 a été appliquée avant et aprés
traitement au brij. La concentration calcique de pCa 5.8 a &té choisie
car elle ne permet pas, en présence de TEAC1, le développement d'une con-
traction maximale (voir Fig. 60). De ce fait, toute augmentation ou diminu-
tion de 1'amplitude de la contraction aprés destruction du RS sera détec-
table). Avant traitement au brij, on observe (Fig. 57) qu'aprésﬁuhe latence
de 253 secondes, une tension se développe avec un temps de mise sous tension
maximale égal @ 147 secondes et atteint un plateau d'une amplitude de 62 mg.
La fibre est ensuite reldchée par plusieurs applications de solution rela-
xante (R) puis traitée pendant 1 heure par une solution R contenant 2 %
de brij. Cette solution de brij doit &tre trés souvent renouvelée car la
destruction du RS entraTne une libération de calcium dans le milieu environ-
nant les protéines contractiles, et cette 1ibération induit le développement
d'une contraction de longue durée qui fragilise la fibre. Lorsque le trai-
tement brij est terminé, la fibre est lavée une dizaine de fois & 1'aide

de Ta solution de lavage, afin d'éliminer toute trace de détergent.
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_ | 233mg
50sec
4 min
pCa 65 R RR R
4r/nin ‘
pCa 6.5 R R R R
+ CI™

@

Figure 58 : Effet de C1~ 50 mM sur 1'activité des protéines contractiles.
La Tlatence est augmentée, la tension s'affaiblit.
Fibre n° 080385.
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Ensuite, une solution pCa 5.8 + TEA C1 est appliquée & nouveau. On observe
qu'aprés une latence de 300 sec, une tension d'amplitude égale & 61.7 mg

se développe avec un temps de mise sous tension maximale é&gal & 620 sec.

On peut conclure que la présence du RS non chargé en calcium par
1'expérimentateur ne modifie pas 1'amplitude de 1'activité mécanique des
protéines contractiles. Cependant, on observe un trés net ralentissement
du développement de la contraction lorsque le RS est détruit. Ce point

sera discuté dans le chapitre "Discussion".

b - Effet des ions chlorures sur les protéines contractiles

(Fig. 58)..

Dans la mesure ol le TEA dont nous désirons déterminer les effets
sur les protéines contractiles est apporté sous forme de chlorure, il est

intéressant de distinguer les effets respectifs du TEA 50 mM et de C1™ 50 mM,

Une solution de concentration calcique pCa 6.5 et une solution
pCa 6.5 dans laquelle 50 mM de propionate de potassium ont &té remplacés

par 50 mM de chlorure de potassium (KC1) sont testées successivement.

Les anions perméants, tels C17, ont la propriété de provoquer le
largage du calcium par le R.S. (voir Historique et partie largage de ce
chapitre). Aussi, est-il encore nécessaire d'exclure toute participation
du RS par le traitement au brij, en tenant compte des difficultés que cela
suppose. Nous avons donc réduit les tensions mécaniques, mal supportées

par la préparation, en étirant la fibre & 110 % de sa longueur de repos
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seulement (au lieu de 120 %) et en la soumettant & une concentration rela-
tivement faible de calcium (pCa 6.5). Ces précautions ont pour résultat de
diminuer 1'intensité de la réponse de la fibre, et d'allonger considérable-

ment latence et durée de mise sous tension.

La figure 58 montre que, dans les conditions physiologiques norma-
les, 1'application de la solution calcique (pCa 6.5) provoque une tension
qui se développe lentement et dont les caractérisfiques sont : latence 220
sec ; temps de mise sous tension maximale, 850 sec ; amplitude, 100 mg.
Apreés relaxation de la fibre, la solution pCa 6.5 modifiée est appliquée.
Une tension se développe aprés une latence de 470 secondes ; le temps de

mise sous tension maximale est égal & 860 secondes et 1'amplitude a 68 mg.
En présence de C1~ 50 mM, Ta latence est doublée et 1'amplitude
de la contraction diminuée d'environ 30 % & pCa 6.5. Le temps de mise sous

tension maximale ne semble pas modifié.

2. Relation tension-pCa en présence de chlorure de

tétraéthylammonium

a - analyse des enregistrements (Fig. 59)

La figure 59 illustre les contractions obtenues par application de
solutions de concentations calciques variées (pCa 6.0, 5.8 et 4.8) en absence

et en présence de TEA C1.
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Que ce soit en absence ou en présence de TEA C1, on observe gue
plus la pCa est faible (c'est-d-dire la concentration calcique élevée),
plus 1'amplitude de Tla contraction est grande et plus les temps de latence
et de mise sous tension maximale sont diminués. La comparaison des tensions

obtenues sans et avec TEA C1 améne quelques remarques

- a pCa 6.0, Ta tension obtenue en absence de TEA C1 atteint une amplitude
de 288 mg, valeur é€gale & 78 % de la tension maximale obtenue avec une
solution pCa 4.8. La latence et le temps de mise sous tension maximale sont
respectivement 95 sec et 82 sec. Pour une méme concentration calcique, mais
cette fois en présence de TEA C1, 1'amplitude de la tension observée (43 mg)
est considérablement réduite. Cette valeur correspond @ 12 % de la tension
maximale obtenue avec une solution pCa 4.8 contenant du TEA C1. La latence

et le temps de mise sous tension sont augmentés. Leurs valeurs sont respec-

tivement 122 sec et 135 sec.

- & pCa 5.8, Tes différence§ vont dans le méme sens. Sans TEA C1, 1'amplitude
de la tension est égale d 323 mg c'est-a-dire 87 % de 1a contraction maximale
en absence de TEA C1. La latence et le temps de misé sous tension maximale
sont égaux respectivement a 45 sec et 72 sec. En présence de TEA C1 1'ampli-
tude est diminuée et la latence et le temps de mise sous tension maximale
sont trés nettement augmentés. En effet, les caractéristiques de la contrac-
tion sont les suivantes : amplitude 144 mg (40 % de la contraction maximale
en présence de TEA C1) ; latence, 210 sec ; temps de mise sous tension

maximale, 435 sec.
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Figure 59 : Effet du TEA C1 & différentes pCa.

La cinétique est affectée pour toutes les valeurs de pCa.

L'amplitude de Ta contraction est inchangée d pCa 4.8, elle est diminuée
pour des concentrations calciques plus faibles et ceci d'autant plus que
la pCa est élevée.

pCa 6.0 et 4.8 : fibre n°® 151284.

pCa 6.8 : fibre n° 080185,
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- pour une pCa de 4.8, les contractions sont d'amplitude comparable dans

les deux miljeux testés (369 mg sans et 363 mg avec TEA C1) mais la ciné-
tique est ralentie en milieu TEA C1 puisque sans TEA C1 la latence est nulle
et le temps de mise sous tension maximale &gal & 72 sec, alors qu'en milieu
TEA C1 une latence de 36 sec apparaft et le témps de mise sous tension

maximale est de 110 sec.

Ces résu]tafs permettent de mettre en évidence une trés nette
diminution de la sensibilité des protéines contractiles au calcium et un
ralentissement trés net de la mise sous tension dans un milieu contenant
du chlorure de tétraéthylammonium. Cependant, 1'intensité de 1'activité

mécanique maximale induite par une pCa de 4.8 est inchangée.

b - Etablissement de la_courbe tension-pCa (Fig. 60)

Des résultats similaires obtenus sur une autre fibre sont illustrés
d la figure 60 sous la forme d'une courbe exprimant ]'amp1itude de la con-
traction en fonction de pCa (relation T/pCa). Les amplitudes ont &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 C1 Te seuil de déclen-

chement de la contraction se situe pour une pCa égale d 6.6. Puis, plus la
pCa est ‘faible, plus 1'amplitude de la tension est grande ; elle atteint un
maximum pour une pCa voisine de 6.0. Ce maximum se maint}ent pour des pCa
plus faibles. La valeur de pCa pour laquelle la tension est égale & 50 %

de la tension maximale (pCaSO) est égale 3 6.46.

En présence de TEA C1 Ta courbe T/pCa est tré&s nettement déplacée

vers les pCa plus faibles. Le seuil de développement de la contraction est
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Figure 60 : Evolution de 1'amplitude de la contraction relative (ordonnée)
en fonction de la valeur de pCa (abscisse) dans les conditions normales
(@) et en présence de TEA C1 (50 mM) ( O).

Sans TEA C1l fibre n° 150484

Avec TEA Cl fibre n° 151284
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voisin de pCa 6.3. L'amplitude de la contraction atteint ici un maximum
pour une pCa éga1é a 4.8. Pour des pCa plus faibles (pCa 3.5) ce maximum
est maintenu. La valeur de pCa ﬁour laquelle la tension est égale & 50 %
de T X est égale 3 5.8,

ma

En conclusion, trois points peuvent &tre mis en évidence :

- le déplacement du seuil de 0.4 unités pCa vers les pCa plus faibles
en présence de TEA C1 met en évidence une diminution de la sensibilité des

protéines contractiles au calcium.

- la trés nette diminution de 1a valeur de pCa., en milieu TEA C]

50
met en 8vidence une diminution importante de 1'affinité des sites calciques

de la troponine.

- Ta diminution de la pente de Ta relation T/pCa en milieu TEA C1
serait 1'indice d'une diminution du nombre de sites calciques de la tropo-
nine impiiqués dans 1'activation de Ta contraction. En effet, les valeurs
du coefficient de Hill (nH) en conditions normales et en présence de TEA (50 mM)
sont respectivement égales a 5.74 et 2.29. Les coefficients de corrélation

sont 0.99 et 0.94.

e - Réversibilité (Fig. 61)

Connaissant les effets importants du TEA C1 sur les protéines con-
tractiles, nous avons voulu savoir si cet effet &tait réversible. C'est
pourquoi nous avons effectué 1'expérience illustrée d la figure 20. Une
solution pCa 5.8 a &té appliquée. Une contraction (a) se développe avec
une amplitude de 237 mg, une latence et un temps de mise sous tension

maximale respectivement &gaux 3 85 sec et 121 sec. Aprés relaxation induite
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péa 58 R R R 40 sec
N
pCa 5.8 + TEACI R R R
oCa 58 RR R

Figure 61 : Réversibilité d'action du TEA C1 sur les protéines contractiles.
Pour une pCa 5.8 et aprés une contraction en présence de TEA C1, Ta cinétique

et 1'amplitude de Ta tension sont rétablies par un retour aux conditions
normales.

Fibre n° 190685.
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par application multiple de 1a solution re1axanfe (R), une solution de méme
pCa contenant du TEA C1 est appliquée. Une contraction (b) se développe
alors lentement avec une latence de 528 sec et un temps de mise sous ten-
sion maximale de 375 sec ; elle atteint un plateau de 224 mg d'amplitude.
Une fois reldchée la solution pCa 5.8 est d nouveau appliquée. Les cargcté-
ristiques 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 diminutiop de 1'amplitude de la con-
traction induite par pCa 5.8 ainsi que le raléntissement de son développe-
ment sous 1'influence du TEA C1. L'effet du TEA C1 s'avére réversible puisque
une nouvelle application de la solution pCa 5.8 sans TEA induit un retour
d des caractéristiques proches de celles de la premiére contraction. Notons
cependant que Ta récupération de la cinétique de la contraction n'est pas
totale. Nous pensons que ce fait n'est pas di & une réversibilité partielle,

mais & un 1éger effet de fatigue de la préparation.

En conclusion, le traitement c1assique exécuté entre deux contrac-
tions, c'est-d~dire 1'application de la solution R puis le double Tavage
par Ta solution W, suffit i @liminer les effets d'un bain préalable de
TEA C1 sur les tensions pCa @ venir. Nous verrons 1'importance de cette
constatation pour 1'étude du pompage calcique par le RS en présence de

TEA C1.

3 - Conclusion

Les effets du chlorure de tétraéthylammonium sur les protéines con-

tractiles sont tels que la sensibilité des protéines contractiles au calcium,



206.

1'affinité des sites calciques de Ta troponine et le nombre de sites
calciques impliqués dans la contraction sont nettement diminués. Nous avons
montré également que ces effets ne sont dus ni & une modification du com-
portement de la fibre par les contractions préalables induites par des solu-
tions sans TEA C1 (voir Fig. 37) ni & une conséquence d'un effet du TEA Cl
sur le réticulum sarcoplasmique qui capturerait ou larguerait des ijons
calciques (voir Fig. 57). De plus, les effets observés sont largement attri-
buables 3 une action propre du tétraéthylammonium et non des ijons ch]orurés,
car nous avons rapporté (voir Fig. 58) qu'en présence de chlorures uné
contraction induite par pCa 6.5 (50 mM) n'est diminuée que de 30 % alors
qu'en milieu TEA C1 elle est totalement inhibée. Le temps de mise sous
tension maximale, inchangé en présence d'ions chlorures, est trés nettement

augmenté en milieu TEA C1. Seul 1'allongement de la latence observée en

présence de TEA C1 pourrait &tre imputé aux ions chlorures.

C - Tétraéthylammonium et réticulum sarcoplasmique

Notre projet est 1'étude des effets du TEA C1 sur la capacité de la
membrane réticulaire a larguer le calcium et sur 1'efficacité de 1'ATPase
calcique de cette méme membrane & faire entrer le calcium dans la lumiére
du réticulum sarcoplasmique. Nous envisageons initialement d'effectuer cette
gtude en évaluant 1'amplitude du largage et 1'intensité du pompage par
1'intermédiaire de la mesure de 1'amplitude de la tension mécanique déve-
loppée. Or, les effets importants du TEA Cl sur les protéines contractiles,

décrits au chapitre précédent, nous ont amené & reconsidérer la question.

En particulier, dans le cas de 1'&tude du largage, il est impossi-

ble de faire agir le TEA C1 sur la libération de calcium sans, en méme temps,
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modifier la réponse des protéines contracfiles. La technique de 1'arsenazo
IIT présentée dans le chapitre "Matériel et M&thodes" nous permettra-donc
de détecter plus directement 1'amplitude du largage calcique, par la mesure
de la variation d'absorption lumineuse proportionnelle & la variation de Ta
concentration calcique. du myoplasme. Cette teéhnique nous permettra égale-
ment, aprés avoir pris soin de déterminer les courbes d'étalonnage en milieu

caféinique et en milieu caféine + TEA C1, de quantifier le largage calcique.

Dans 1'étude de 1'effet du TEA C1 sur le pompage, bien que le
protocole expérimental soit tel qu'il ne nécessite pas 1'application de
1a drogue pendant le développement de 1'activité mécanique des protéines
contractiles mais pendant la chargé calcique préalable du RS, nous avons
effectué certaines expériences‘en arsenazo afin d'évaluer avec plus de pré-
cision le largage consécutif 3 un pompage modifié ou non par le TEA C1.
Pour d'autres expériences, le 1érgage calcique a été simplement évalué

par le développement de 1'activité mécanique.

Nous allons donc dans ce paragraphe présenter les résultats
relatifs aux effets du TEA C1 sur, d'une part le largage calcique et,
d'autre part 1'activité de 1'ATPase calcique.

*
1. Largage du calcium par le réticulum sarcoplasmique

a - Action du chlorure de tétraéthylammonium

Les effets du TEA C1 50 mM sur le largage calcique sont iTlustrés
d la figure 62. Le protocole expérimental est ainsi défini : la fibre montée

dans la solution relaxante est lavée deux fois dans la solution W + 0.1 mM
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Figure 62 : Effet du TEA C1 sur le largage calcique.

Enregistrements de la tension caféinique (T) et du signal différentiel
(Diff.) en arsenazo III (Ars 0.1 mM) induite par une solution caféinique
20 mM sans TEA C1 (Caf 20) ou avec TEA C1 50 mM (Caf 20 + TEA C1) aprés
une charge calcique maximale (pCa 6.6, 5 min.).

A : largage induit en absence de TEA C1

B : largage induit en présence de TEA C1.

Fibre n°® 110785.
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arsenazo. Le niveau zéro est réglé 3 cette occasion. Puis le RS est chargé
pendant 5 minutes, par une solution pCa 6.6 sans arsenazo afin de ne pas
chélater le calcium présent dans la solution et par voie de conséquence
diminuer Ta concentration en calcium libre de cette solution. Aprés un autre
double lavage (W et 0.1 mM arsenazo), permettant d'éliminer toute trace de
calcium de la solution précédente, le largage est induit en absence ou en
présence de TEA C1, par une solution de caféine 20 mM contenant 0.1 mM
d'arsenazo. Le développement de la contraction (T) et la variation d'ab-
sorption lumineuse au niveau du signal différentiel (Diff.) sont enregistrées

simultanément.

On observe qu'en absence de TEA C1 (Fig. 62 A) une contraction
d'amplitude égale & 1027 mg se développe sans latence, avec un temps de
mise sous tension maximale de 10 secondes. Simultanément, une augmentation
de 1'absorption différenteille de 1125 mV apparaft avec un temps de montée
&gal a4 9 secondes. D'aprés la courbe d'étalonnage 1a vakiatio; d'absorption

lumineuse observée équivaut d un accroissement de la concentration calcique

dans le myoplasme de 116 uM.

En présence de TEA C1 (Fig. 62 B) 1'amplitude de la tension est
de 300 mg, la latence nulle et le temps de mise sous tension maximal égal

d 17 secondes. Le signal différentiel n'accuse aucune variation notable.

Ce résultat observé sur 3 autres fibres nous conduit donc 3 conclure

qu'en présence de TEA C1 le largage calcique est fortement diminué.

L'absence de signal différentiel alors qu'une contraction se déve-

loppe sera discuté dans le chapitre "Discussion".
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Cl"50mM R R

Figure 63 : Induction d'un largage calcique par les ions chlorure.
Enregistrement d'une contraction induite par 50 mM d'ions chlorures

(C1~ 50 mM) aprés une charge calcique de longue durée (5 min, pCa 6.6).
Fibre n° 030385.
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Cette nette diminution du largage calcique semble &tre le résultat
d'un effet propre du TEA et non celui d'une action des ions chlorures
puisqu'il est depuis longtemps connu que les ions chlorures induisent au
contraire du TEA C1 un largage calcique. Nous avons cependant voulu vérifier

si tel était 1'effet de 50 mM de chlorure sur la fibre musculaire de Crabe.

b - Effet des Zons chlorure sur le largage calcique par

le RS (Fig. 63)

Dans la mesure ol nous voulions simplement vérifier que les ions
chlorures ont un effet opposé au TEA C1 sur le largage calcique, il ne
nous a pas semblé nécessaire d'utiliser une technologie lourde et d'analyse
complexe telle que la technique de 1'arsenazo III dans cette expérience.
Par conséquent le largage calcique a été évalué par le seul développement

de la contraction.

Le réticulum sarcoplasmique est chargé dans les mémes conditions
que celles décrites & la figure 62 c'est-3-dire par une solution pCa 6.6
durant 5 minutes. Aprés avoir lavé deux fois la fibre, une solution W mo-
difiée est appliquée (50 mM de propionate de potassium sont remplacés par
50 mM de chlorure de potassium. On observe le développement d'une con-
traction de 77 mg avec un temps de mise sous tension maximale égal 3

60 secondes.

c = Conclusion

Le chlorure de tétraéthylammonium & une concentration de 50 mM

diminue fortement le largage calcique. La diminution induite par le seul
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jon tétraéthylammonium doit &tre encore plus importante que celle observée
3 la figure 22 puisque 1'ion chlorure a un effet inverse de stimulation
du largage calcique.

*
2. Capture du calcium par le réticulum sarcoplasmique

Afin de déterminer 1'influence du TEA C1 sur la capture du calcium
par 1'ATPase calcique du RS, les expériences sont effectuées en présence

d'arsenazo III.

Le protocole expérimental est le suivant : la fibre montée dans la
solution relaxante est lavée deux fois par la solution de lavage W contenant
0.1 mM d'arsenazo. Le RS est ensuite chargé par une solution pCa 6.6 avec ou
sans TEA C1 (50 mM) ne contenant pas d'arsenazo afin de ne pas chélater le
calcium. Aprés un temps de charge variable (10 sec, 5 min), la solution W
contenant de 1'arsenazo est d& nouveau appliquée afin d'dter toute trace
d'ions calcium de la solution précédente, puis la fibre est soumise & la

solution caféinique (20 mM) contenant 0.1 mM arsenazo.

a - Action du chlorure de tétradthylammonium sur une

charge caleique inframaximale

Expériences effectuées en présence d'arsenazo .

La figure 64 illustre les résultats obtenus sur une méme fibre
aprés 10 secondes de charge calcique sans puis avec TEA C1 (50 mM). La durée
de 10 sec a été choisie car 1'on sait d'aprés des travaux préalables

(voir Fig. 34) qu'elle est insuffisante, en absence de TEA C1, pour
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induire une charge maximale du RS. De ce fait toute augmentation éventuelle
de la charge calcique sous 1'effet du TEA C1 sera décelable. De haut en
bas sont reportées la contraction musculaire (T) et la variation d'absorption
Tumineuse du signal différentiel 660 nm - 570 nm multiplié par 10 (Diff.).
Le niveau de référence des enregistrements des variations d'absorption lu-
mineuse correspond au niveau enregistré en solution W contenant 0.1 mM
arsenazo.

Lorsque la charge calcique a été effectuée en absence de TEA CI
(Fig. 64 A), on observe lors de 1'application de la solution caféinique
(20 mM), le développement d'une contraction d'amplitude &gale & 255 mg et
simultanément une augmentation d'absorption lumineuse différentielle égale
d 2100 mV. Le temps de mise sous tension maximale est de 21 sec et le
temps de montée du signal différentiel proche de 28 sec. D'aprés la courbe
d'étalonnage du signal différentiel en milieu caféinique (20 mM) sans TEA,
1'augmentation de Ta concentration calcique myoplasmique mesurée par 1'ar-
senazo est égale, dans cette expérience & 216.49 uM. I1 s'ensuit donc que
1a qualité globale de calcium larguée est égale & 216.49 uM 3 Taquelle
s'ajoute 1a quantité de calcium fixée sur la troponine enregistrée d 1'aide

de la contraction.

Une expérience identique a &té effectuée en présence de TEA CI
(50 mM) dans 1a solution de charge (Fig. 64 B). Les résultats montrent que
lors de 1'application de la solution caféinique, une contraction de 210 mg
se développe et une augmentation d'absorption lumineuse du signal différen-
t1e1.éga1e a 1550 mV apparait. Le temps de mise sous tension maximale est

égal a 208 sec et le temps de montée du signal différentiel est voisin de
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Figure 64 : Effet du TEA C1 sur la capture de ‘calcium par Te RS pour une
charge de durée 10 secondes.

Enregistrements de la tension caféinique (T) et du signal différentiel
(Diff.) en arsenazo III (Ars. 0.1 mM) induite par une solution caféinique
20 mM (Caf 20) aprés une charge calcique inframaximale du RS (10 sec,

pCa 6.6) en absence (A) ou en présence (B) de TEA C1 (50 mM).

Fibre n° 090785.
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253 sec. D'aprés la courbe d'étalonnage du signal différentiel obtenue en
milieu caféinique (20 mM) sans TEA, 1'augmentation d'absorption lumineuse
observée correspond & un accroissement de la concentration calcique myoplas-
mique de 159.79 uM. Donc, lorsque la charge calcique a été effectuée en
présence de TEA C1, Te largage calcique consécutif, mesuré par 1'amplitude
du signal différentiel et 1'amplitude de la contraction, est diminué. La
vitesse de largage, évaluée par le temps de montée du signal différentiel

et l1e temps de mise sous tension maximale, est plus faible.

En conclusion, on observe un largage réduit et moins rapide aprés
une charge calcique en'présenée de TEA C1. Cette diminution du Targage est la
conséquence d'une quantité réduite de calcium disponible dans le RS. Cela
signifie que la charge calcique induite _par la solution pCa 6.6 durant 10

secondes a été réduite par la présence du TEA C1.

Expériences effectuées en absence d'arsenazo

Certaines expériences identiques a& celle exposée dans le paragraphe
précédent ont été effectuées en absence d'arsenazo. L'amplitude du largage
calcique a.été évaluée par 1'amplitude de la tension. Les résultats obtenus

aprés une charge calcique & 1'aide de la solution pCa 6.6 pendant 10 sec

sans puis avec TEA C1 sont résumés dans le tableau ci-dessous
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sans TEA avec TEA
T (mg) T (mg)
n 4 ) 3
X 191.08 131.1
% 29.15 25.4

BL Les résultats sont présentés sous la forme x +/~ == (erreur
LIk Y n

standard par rapport 4 la moyerne).

On observe comme dans les expériences effectuées & 1'aide de
1'arsenazo une diminution de 1'amplitude du largage calcique traduisant

une altération du pompage calcique par le TEA CT.

b - Action du chlorure de tétraéthylammonium sur une

charge caleique maximale

Une expérience identique 3 celle illustrée & la figure 63 a été
réalisée apreés charge calcique du RS d 1'aide de la solution pCa 6.6 pen-
dant 5 minutes (Fig. 65). Le protocole expérimental, excepté le temps de
charge, est rigoureusement identique & celui utilisé dans 1'expérience de
la figure 24. Notons que la durée de 5 minutes a &té choisie car des expéf
riences préalables (voir Fig. 34) ont montré qu'elle permet une charge

calcique maximale du RS.
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Les résultats montrent que dans le cas d'un pompage effectué en
absence de TEA C1, 1'application de la solution caféinique induit une
augmentation d'absorption lumineuse du signal différentiel d'amplitude
égale & 800 mV et le développement d'une tension biphasique dont le pic
et le plateau sont d'amplitudes respectivement égales & 217.5 mg et 150 mg.
Le temps de montée du signal différentiel et le témps de mise sous tension
maximale sont respectivement 32.25 sec et 1.75 sec. D'aprés la courbe
d'étalonnage 1'augmentation de la concentration calcique mesurée par

1'arsenazo est égale d 82.47 uM.

Lorsque 1e pompage a été effectué en présence de TEA C1 (50 mM) un
signal différentiel de 850 mV apparaft et une tension biphasique se déve-
loppe. L'amplitude du pic est €gale & 165 mg puis la tension se stabhilise
d une ampltitude de 66.25 mg. Le temps de montée du signal différentiel et
le temps de mise sous tension maximale sont 61.5 sec et 1.5 sec respecti-
vement. Dans ces conditions, 1'arsenazo a mesuré une augmentation de concen-

tration calcique myoplasmique égale a 87.63 um.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette derniére expérience
sont difficilement analysables puisque 1'on observe une trés 1égére aug-
mentation de 1la [?a] myoplasmique mesurée par 1'arsenazo'et une nette di-
minution de la contraction. Cette diminution de la contraction est due a
une diminution de la quantité de calcium fixé sur la troponine puisque nous
savons qu'il n'y a pas d'effet rémanant du TEA C1 sur les protéines contrac-
tiles aprés un double lavage & 1'aide de la solution W (voir Fig. 61).
L'importance de la diminution de la tension (55.83 %) comparée & la faible
augmentation du calcium myoplasmique (6.25 %) laisse supposer que lorsque
le pompage a été effectué en présence deTEA C1, le largage calcique est
diminué, conséquence d'une diminution de la charge calcique maximale du RS.

Cette conclusion est renforcée par la diminution de la vitesse de largage
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75mg
T _ |
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‘1000mV
Diff.
Caf 20 R — 10sec
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Figure 65 : Effet du TEA C1 sur Ta capture de calcium par le RS pour une
charge de durée 5 minutes.

Enregistrements de la tension caféinique (T) et du signal différentiel
(Diff.) en arsenazo III (Ars 0.1 mM) induits par une solution caféinique
20 mM (Caf 20) aprés une charge calcique maximale du RS (5 min, pCa 6.6)
en absence (A) ou en présence (B) de TEA C1 (50 mM).

Fibre n° 050785.
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observée au niveau du signal différentiel. L'existence de tensions biphasiques
rend 1'analyse des temps de mise sous tension maximale inutilisable. Ce

phénoméne sera discuté dans le chapitre "Discussion”.

Les résultats montrent que le chlorure de tétraéthylammonium diminue
Ta vitesse de capture du calcium par le réticulum sarcoplasmique puisque la
quantité de Ca présente dans le RS aprés une cha}ge calcique inframaximale
est inférieure lorsque le chlorure de tétraéthylammonium est présent dans
la solution de"cﬁarge. Des modes d'action possibles du tétraé&thylammonium

au niveau de 1'ATPase calcique seront discutés dans le chapitre "Discussion".

3. Influence du TEA sur le mécanisme de "calcium-induced

calcium release"

Dans le cadre de cette &tude deux types d'expériences ont été réa-
1isés. D'une part, nous avons déterminé 1'effet d'une concentration donnée
de TEA sur la contraction induite par une solution de concentration calcique
faible ainsi que sur la plus petite concentration calcique capable d'induire
un largage calcique & partir du RS. D'autre part, nous avons étudié 1'effet
de concentrations variées de TEA sur un largage calcique induit par une

solution de concentration calcique faible additionnée de 0.5 mM de caféine.

a - Modifications des caractéristiques du mécanisme de

"Ca~induced Ca release' par le TEA

L'action du TEA sur le largage calcique induit par une solution de
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Figure 66 : Influence du TEA C1 sur le mécanisme de "Ca-induced Ca release".
De haut en bas, enregistrements des contractions induites aprés charge
calcique maximale (pCa 6.6, 5 min) du RS, par une solution de concentration
calcique faib1er(Caf) (lére ligne de tracé) :

- en présence de TEA C1 10 mM: Caf + TEA (2éme ligne de tracé)

- en présence d'EGTA ajouté & la solution Caf + TEA aux doses de
5, 7.5 et 10 yM (3éme, 4&me et 5&me lignes de tracés).
Les contractions sont reldchées par la solution relaxante R.
Fibre n° 081182.
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concentration calcique faible a été étudiée a 1'aide de 1'expérience il-
lustrée a8 la figure 66. Aprés avoir chargé'1e RS en calcium (pCa 6.6,

5 min), une solution de concentration calcique faible est appliquée. Une
contraction d'amplitude égale & 156.75 mg se développe en 50 sec. La fibre

se reldche lors de 1'application de la solution relaxante. Le RS est une
nouvelle fois chargé, une solution de concentration calcique faible con-
tenant 10 mM de TEA est amenée dans la cuve expérimentale. Une contraction
plus faible (132 mg) se développe avec un temps de mise sous tension maximale

comparable & celui observé en absence de TEA, puisqu'il est &gal & 53 sec.

Le TEA diminue donc faiblement 1'amplitude du largage calcique

induit par le mécanisme de "Ca-induced Ca release”.

Afin de déterminer si le TEA modifie la valeur de la plus petite
concentration calcique capable d'induire un largage calcique & partir du
RS, une expérience comparable & celle rapportée d& la figure 44 a été effec-
tuée. Aprés la charge calcique du RS, des solutions de concentration calcique
faible contenant du TEA (10 mM) et des concentrations variées d'EGTA
(5, 7.5 et 10 uM d'EGTA) ont été appliquées. On observe, quand la concentra-
tion d'EGTA augmente, une diminution de la contraction associée & une aug-
mentation de la latence (L) et du temps de mise sous tension maximale (t).

Les valeurs obtenues sont résumées dans le tableau ci-dessous.

EGTAuM ng Lsec tsec Lt tsec
0 132 0 53 53
5 97.4 122 144 266
7.5 37.5 175 228 403
10 0 - - -




222.

e —

Caf05 RR

b

JEA5 RR
Y |
+TEA10

RR
«LM_,/J”L\
RR

+TEABO

o

| T0mg

r "

Caf05 RR 20sec

Figure 67 : Influence de la dose de TEA sur le mécanisme de "Ca-induced
Ca release". Contractions induites par une solution de concentration

calcique faible additionnée de caféine 0.5 mM sans (Caf 0.5) et avec 5 mM
(+ TEA 5) 10 mM (+ TEA 10) et 50 mM (+ TEA 50) de tétraéthy?ammonium,
aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6, 5 min, non i1lustré sur
la figure). Les contractions sont reldchées par plusieurs applications de
la solution relaxante, R.

Fibre n° 201282.
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11 s'en suit donc que la plus petite concentration calcique permettant
un largage calcique & partir du RS a une valeur comprise entre celle
de la solution contenant 7.5 uM d'EGTA et celle de la solution contenant
10 uM d'EGTA. Ce résultat est identique a celui obtenu en absence de TEA
(voir Fig. 44). Cependant, la mesure de la concentration en calcium 1ibre
dans la solution contenant du TEA, effectuée & 1'aide d'une électrode
sensible au calcium a montré qu'elle était supérieure 3 celle obtenue en
absence de TEA puisqu'elle est égale d 3.98 10'7 M contre 1.25 10'7 M en
absence de TEA. Connaissant cette valeur ainsi que celle de la constante
h

d'association du calcium pour 1'EGTA (1.919 106M' on sait aprés calcul

que la solution contenant 7.5 uM EGTA a une concentration en calcium libre

dgale a 2.71 1078

8

M et celle contenant 10 uM d'EGTA, une activité calcique
de 2.04 10°° M. En conclusion, en présence de 10 mM TEA, la plus petite
concentration calcique permettant le largage de calcium est comprise entre

8 M et 2.71 1078 m.

2.04 107
A 1'issue des expériences exposées ci-dessus, nous pouvons conclure

que le TEA, & une concentration de 10 mM, diminue 1é&gérement le largage

calcique d0 au mécanisme de "Ca-induced Ca release" et augmente la valeur

seuil de la concentration calcique déclenchant ce mécanisme.

b = Influence de la dose de TEA sur l'inhibition dy

mécanisme de '"Ca—induced Ca release'

La fragilité de notre préparation biologique est telle qu'elle

supporte mal le développement lent de contractions. C'est pourquoi, nous
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Figure 68 : Evolution de la contraction en fonction de la concentration
en TEA.

Méme fibre qu'd la figure 67.
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avons testé 1'effet de concentrations variées de TEA sur le mécanisme de

"Ca-induced Ca release" dans des conditions telles qu'il soit accéléré
c'est-a-dire sur des contractions dues & une solution de concentration
calcique faible additionnée de 0.5 mM de caféine. En effet, nous savons
que dans ces conditions le largage calcique est accéléré et par voie de

conséquence la contraction est plus rapide (voir Fig. 45). L'expérience

est illustrée 3 la figure 67.

Aprés charge calcique maximale du RS (pCa 6.6, 5 min) une solution
de concentration calcique faible contenant 0.5 mM de caféine sans ou avec
5, 10 et 50 mM TEA a été appliquée. On observe que plus Tla concentration
de TEA est @levée plus 1'amplitude de la contraction diminue et plus sa
cinétique de développement est ralentie. Les amplitudes de ces contractions
sont égales & 159.50, 88.00, 79.75 et 55.00 mg pour O, 5, 10 et 50 mM TEA

respectivement. Ces modifications sont bien dues & un effet du TEA et non

o1

une fatique de la fibre puisque la sollicitation d'une contraction due

Qn

la solution caféinique 0.5 mM, effectuée en fin d'expérience, induit une
contraction d'amplitude et de cinétique comparable d@ la contraction ini-
tiale. Ses caractéristiques sont les suivantes : amplitude, 163 mg ;
Tatence, 7 sec ; temps de mise sous tension maximale (latence incluse),

29 sec. Les amplitudes des contractions obtenues exprimées en pour cent de‘
la contraction initiale sont reportées en fonction de la concentration en
TEA (Fig. 68). Les contractions sont égales & 55.17 %, 50.00 % et 34.48 %

de la contraction initiale pour 5, 10 et 50 mM TEA respectivement.
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D - Conclusion

Le tétraéthylammonium, ammonium quaternaire couramment utilisé pour
inhiber les courants potassiques se développant au niveau de la membrane
sarcolemmique, a une action sur les composants subcellulaires :les pro-

téines contractiles et le réticulum sarcoplasmique.

Au niveau des protéines contractiles : le TEA

- diminue la sensibilité calcique des protéines contractiles et
1'affinité des sites de la troponine. I1 diminuerait aussi le nombre de

sites calciques impliqués dans la contraction ;

- ne modif%e pas 1'amplitude de la contraction maximale que Ta

fibre est capable de développer ;

- diminue la vitesse de développement de 1'activité mécanique.

Au niveau du réticulum sarcoplasmique : le TEA
- diminue la capacité de largage de la membrane ;
- diminue la vitesse de pompage de 1'ATPase calcique ;

- diminue le largage calcique de type "Ca-induced Ca release"
ainsi que la sensibilité calcique de ce mécanisme. L'inhibition de ce largage

est dépendante de la dose de TEA.
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IT - LA 4-AMINOPYRIDINE

A - Courants joniques membranaires et activité mécanique en présence

de 4-aminopyridine

Sur une fibre ne présentant pas de courant sortant retardé IKZ’
pour une dépolarisation imposée d'amplitude 58 mV et de durée 100 msec,
le courant sortant initial, IKI’ trés ample en milieu ASW, est totalement
inhibé aprés 10 & 20 minutes d'action de la 4AP 3 une cpncentration de 1 mM
(Fig. 69). Le courant entrant caicique est trés fortement augmenté (environ

10 fois sur 1'enregistrement de la Fig. 69).

L'enregistrement sur une autre fibre de la composante de tension
phasique induite par une dépolarisation imposée de 60 mV et de durée 40 msec
en milieu ASW puis en prééence de 4AP (1 mM) est illustré & la figure 70.

On observe que 1'amplitude de la contraction augmente aprés 3 minutes d'action
de la 4AP puisque son amplitude passe de 112 mg & 136 mg puis diminue pour
atteindre une valeur inférieure 3@ la contraction témoin dés 10 minutes
d'action. La chute de contraction se poursuit jusqu'd 16 minutes. L'évolution
ultérieure de cette tension n'a pas été testée sur cette fibre. Cependant,

une expérience identique effectuée sur 3 autres fibres montre qqfau dela

de 15 & 16 minutes d'action de la 4AP (1 mM) la contraction phasique est
annulée. De plus, 1'expérience illustrée & la figure 70 montre que 1'effet

de la 4AP 1 mM est réversible puisque aprés 11 minutes de retour en milieu

normal, la tension a une amplitude comparable & la tension témoin.

Donc, contrairement & ce qui est observé en présence de TEA, la
contraction ne demeure pas augmentée bien que le courant calcique reste

de grande amplitude.

Afin de comprendre la nature du découplage entre 1'amplitude du

courant calcique et 1'amplitude de la tension phasique, des expériences
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Figure 69 : Comparaison des courants ioniques (I) 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 1a diminution de sensibilité de 1'enregistrement situé en bas.
Fibre n° 230980.
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Figure 70 : Evolution de la contraction induite par une dépolarisation
membranaire de 60 mV et de durée 40 msec lors de 1'application d'une solu-
tion 4AP 1 mM et lors du retour en milieu physiologique normale (ASW).

En haut : de gauche & droite, en milieu ASW puis aprés 3 et 6 mn d'action
de Ta 4AP 1 mM.

En bas : de gauche & droite aprés 10 et 16 mn d'action de Ta 4AP 1 mM puis
aprés 11 mn de retour en milieu ASW (R. ASW).

Fibre n° 280982.
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Figure 71 : Influence de la 4AP 1 mM sur Tes protéines contractiles.

A : valeur seuil de déclenchement de Ta contraction calcique : en milieu
physiologique normal (a), aprés 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 aprés 1 min (b) et 5 min (c) d'action
de Ta 4AP 1 mM.

Notez 1'augmentation de sensibilité pour les enregistrements c.

R indique 1'application de la solution relaxante.

Fibre n° 160484.
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ont été effectuées en présence de 4 AP 1 mM sur des fibres musculaires
pelées afin de tester les effets de cette drogue sur les acteurs de la

contraction : les protéines contractiles.

B - 4-aminopyridine et protéines contractiles

L'application de solutions de pCa variées en absence puis en
présence de 4-AP (1 mM) aprés 1 et 6 minutes d'action induit des modifica-

tions des contractions qui se développent.

1. Analyse des enregistrements

La figure 71 (A et B) représente les enregistrements obtenus pour
deux pCa dans les conditions normales (tracés a) puis en présence de 4AP (1 mM)
aprés 1 minute (tracés b) et 5 minutes d'action (tracés c). On observe que la
valeur seuil de pCa est modifiée par la présence de la 4AP (1 mM) et de fagon
différenciée en fonction du temps d'application : la valeur seuil est égale
a pCa 6.6 en absence de 4AP (Fig. 71A, tracé a), & pCa 6.4 aprés 1 minute
d'action de la 4AP (Fig. 71A, tracé b) et 3 pCa_6.0 aprés 5 minutes d'action
de la drogue (Fig. 71A, tracé c). Le seuil d'activation calcique des protéines
contractiles est donc déplacé vers les pCa plus faibles sous 1'action de la

4AP et ceci de fagon d'autant plus importante que le temps d'action est long.

L'analyse des contractions maximales induites par une solution

pCa 4.8 additionnée ou non de 4AP montre une action différente de cette
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Figure 72 : Evolution. de la contraction (ordonnée) en fonction de pCa .
(abscisse) en conditions physiologiques normales (e ), aprés 1 min (O ) et
5 min ( B1) d'action de 1a 4AP 1 mM.

Méme fibre qu'd la figure 71.



233.

drogue selon son temps d'action (Fig. 71B). Aprés une minute d'action
(Fig. 71B,tracé b), 1'amplitude de la contraction n'est pas affectée mais
le temps de mise sous tension maximale est tré&s nettement diminué (com-
parer les tracés a et b). Ils sont respectivement égaux & 19 sec et 52 sec
en absence puis en présence de 4AP. Aprés 5 minutes d'action (Fig. 71B,
tracé c), on observe une diminution trés importante de la contraction
maximale puisqu'elle est égale d 39 mg. Le temps de montée ne semble pas

affecté.

2. Relation tension-pCa

Le report des amplitudes des contractions induites pour un nombre
de pCa plus important que celui représenté.é la figure 71, a &té effectué
dans les trois conditions expérimentales citées ci-dessus. Les courbes
tension-pCa obtenues sont illustrées & la figure 72. Outre les résultats
‘déjé présentés dans la figure précédente, c'est-d-dire le déplacement du
seuil vers les pCa plus faibles et la diminution de 1'amplitude de la
contraction maximale aprés 5 minutes d'action de la 4AP plusieurs observa-

tions peuvent &tre décrites

- aprés 1 minute d'action Ta 4AP induit un déplacement général de la
courbe tension-pCa de 0.16 unité pCa vers les pCa les plus faibles avec une

1égére modification de la pente.

- aprés 5 minutes d'action la 4AP induit un déplacement beaucoup
pius important de Ta courbe vers les pCa plus faibles ainsi qu'une diminu-

tion trés importante de la pente.
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En conclusion, aprés 1 minute d'action, la sensibilité des protéines
contractiles au calcium est diminuée, 1'affinité de la troponine pour Te
calcium est aussi diminuée puisque les valeurs de pCa50 sont respectivement
égales a 6.47 et 6.26 en absence puis en présence de 4AP. Le nombre de
sites calciques impliqués dans te développement de 1a contraction est
diminué, puisque les coefficients de Hill (nH) sont respectivement &gaux &
4.86 ;t 3.56, & moins que leur coopérativité n'ait &té modifiée. La force
maximale est inchangée. La diminution du temps de mise sous tension maximale
pour une contraction d'amplitude inchangée laisse supposer une diminution

de la vitesse du cycle attachement - détachement des ponts entre 1'actine

et Ta myosine.

Aprés 5 minutes d'action, 1a sensibilité des protéines contractiles
est diminuée de fagon encore plus importante ainsi que 1'affinité calcique
de la troponine puisque la valeur de pCa50 est respectivement égale a& 6.47
et 5.62 en absence de 4AP et apré&s 5 minutes de son action. Le nombre de
sites calciques impliqués dans 1a contraction est trés nettement diminué
et/ou leur coopérativité est modifiée. En effet, les coefficients de Hill
sont égaux d 4.86 (sans 4AP) et 2.72 (4AP, 5 min). La contraction maximale

est trés nettement diminuée.

C - Conclusion .

L'analyse des résultats illustrés de la figure 69 3@ 72 permet de
comprendre le découplage, observé sur les fibres intactes, entre le courant
entrant calcique et 1e développement de 1'activité mécanique. L'augmentation

de tension, observée aprés 3 minutes d'action de la 4A5 semble &tre la ré-
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sultante de 1'augmentation du courant entrant calcique et de la diminution
de contraction observée dés 1 minute d'action de la 4AP sur les fibres
pelées. Notons ici qu'il est connu qu'une contraction.muscu]afre sur

fibre intacte n'atteint jamais 1'amplitude d'une contraction maximale sur
fibre pelée. I1 ne faut donc pas pour 1'interprétation des phénoménes con-
tractiles enregistrés sur fibre intacte, tenir compte des résultats obtenus
sur la contraction maximale des fibres pelées. Les diminutions ultérieures
sont la conséquence d'un effet de plus en plus drastique de la 4AP sur

1a machinerie contractile. La quantité de calcium entrant via ICa et son
amplification par le méEanisme de "Ca-induced Ca release" ne sont plus
suffisantes pour contrebalancer les effets propres de la 4AP sur les protéines

contractiles.
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La problématique abordée dans le cadre de ce travail a été axée
essentiellement sur la détermination du mécanisme de libération du cal-
cium par le réticulum sarcoplasmique. Pour effectuer cette étude, trois

techniques ont été utilisées

- une technique électrophysiologique d'enregistrement simultané

des courants ioniques membranaires et de la contraction.

- une technique d'enregistrement de contraction sur fibre pelée
permettant,en fonction du protocole utilisé,d'évaluer le largage calcique
par 1'amplitude et la cinétique de la contraction consécutive a 1'augmen-
tation de la concentration calcique intramusculaire, et aussi de déter-
miner directement les propriétés des protéines contractiles dans des mi-
lieux physiologiques variés et bien que de fagon plus indirecte, 1'activité

de 1'ATPase calcique du réticulum sarcoplasmique.

- une technique photométrique permettant une détermination plus
directe et quantitative du largage calcique sur les fibres pelées : la

technique de 1'arsenazo III.

De plus, 1'utilisation d'inhibiteurs- potassiques dans 1'étude
du couplage excitation-contraction par 1'enregistrement simultané des
courants ioniques membranaires et de la contraction nous a amené d tester
les effets possibles de ces inhibiteurs sur Tes acteurs subcellulaires
du couplage et de T1a contraction : le réticulum sarcoplasmique et les

protéines contractiles.
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Dans le cadre de ce chapitre nous aborderons donc les points &
discuter non pas dans 1'ordre de 1'exposé des résultats mais au sein

de 3 thémes qui seront :

- le largage calcique par le réticulum sarcoplasmique
- 1T'activité de 1'ATPase calcique du RS

- les propriétés des protéines contractiles.
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LE LARGAGE CALCIQUE PAR LE RETICULUM SARCOPLASMIQUE

I - MECANISME DE CALCIUM-INDUCED CALCIUM RELEASE

L'amplitude de Ta contracture caféinique obtenue sur fibre intacte
(Fig. 29) est comparable & celle observée sur les fibres musculaires
intactes d'Ecrevisse par CHIAQA&DINI et coll. (1970). En effet ces auteurs
enregistrent des contractions d'amplitude voisine de 170 mg pour une con-
centration caféinique égale & 5 mM alors que dans nos conditions (6 mM) la
moyenne obtenue sur 4 fibres est égale a 164.83 +/- 6.33 mg. La diminution
importante de la contracture caf@inique obtenue en milieu dépourvu de
calcium laisse supposer un effet synergique du calcium et de la caféine.
Cet effet pourrait &tre la conséquence d'une augmentation de la perméabi-
1ité calcique de repos par la caféine ainsi que cela a été décrit sur les
fibres musculaires de Vertébrés (BIANCHI, 1961) et suggéré par CHIARANDINI
et coll. (1970) sur les fibres musculaires d'Ecrevisse (voir Historique).

Cette augmentation de la conductance calcique de repos serait
comparable & 1'entrée de calcium permanente au repos observée en présence
de ryanodine (GOBLET et MOUNIER, 1981), alcaloide comparable & la caféine.
L'absence de dépolarisation observée, en accord avec les résultats de
AXELSON et THESLEFF (1958), LUTTGAU et OETLIKER (1968) et CHIARAMDINI
et coll. (1970), bien que le flux entrant soit augmenté suggére qu'un

systéme contribue a4 éviter que {?a]i n'atteigne 1'équilibre avec [@g]e.
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Le mécanisme de Na-Ca échange pourrait &tre ce systéme. Cette interprétation
est d'autant plus vraisemblable que nous avons vu dans le chapitre
"Historique" qu'un mécanisme de Na-Ca échange existe sur les fibres mus-

culaires de Crabe.

Les expériences préliminaires effectuées sur fibre intacte Taisse
donc supposer 1'existence d'un mécanisme de "Ca-induced Ca.release" sur

notre matériel biologique.

Le Fésu1tat Te plus important concernant le largage calcique est
qu'une trés petite concentration en calcium libre insuffisante pour activer
directement les protéines contractiles peut induire un largage calcique
4 partir du réticulum sarcoplasmique (voir Fig. 43). Un mécanisme de
"Ca-induced Ca release" a donc été démontré sur la fibre musculaire de
Crabe et la plus petite valeur de Ca™” permettant le déclenchement de ce

et 1.08 x 1077 M (voir Fig. 44).

mécanisme est située entre 8.25 x 10~

Les valeurs rapportées dans la littérature ne se situent pas dans
cette gamme de concentration. En effet, la plus petite valeur rapportée,
1'a &té sur 1'atrium de rat et demeure cependant supérieure 3 ce gque nous

8 M (FABIATO et FABIATO,

avons obtenu puisqu'elle est égale & 3 x 10~
1978 b). Deux facteurs peuvent modifier la plus petite concentration calcique
permettant le largage calcique : i) le temps nécessaire au changement de
solution, ii) 1'espéce animale étudiée. D'aprés FABIATO (1982),

quand le changement de solution est effectué en 0.2 sec, le mécanisme de
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"Ca-induced Ca release" est déclenché par une concentfation en calcium

libre plus basse que ce qui est nécessaire pour activer les protéines
contractiles. Quand le changement de solution est effectué en 10 sec,

la concentration calcique nécessaire pour déclencher le largage calcique

est trés nettement augmentée. Dans nos conditions expérimentales, le

tempé nécessaire pour changer la solution est relativement lent puisqu'il
est égal d& 1.0 sec. Cependant, méme dans ces conditions, qui ne sont pas

les plus favorables pour démontrer 1'existence d'un mécanisme de "Ca-
induced Ca release", nous avons pu déterminer une concentration en calcium
1ibre d&clenchant ce mécanisme, inférieure au seuil d'activation des pro-
téines contractiles. I1 s'en suit donc que cette faible valeur de con-
centration en calcium libre nécessaire pour larguer le calcium, différente
de celle obtenue par FABIATO et FABIATO (1978b) sur 1'atrium de rat, ne

peut 8tre due a la différence du temps de changement de solution. Ce

peut danc &tre d0 aux variations entre espéces rapportées par FABIATO et
FABIATO (1978b). En effet, d'aprés ces auteurs, la plus petite concentration
calcique permettant fe largage calcique augmente au sein des tissus ven-
triculaires de différentes espéces qe mammi féres dans 1'ordre suivant :

rat, chien et chat, homme, lapin. Cette valeur varie de 4 X 10'8 a

1.5 x 107 M.

Cette explication nous semble d'autant plus probable qu'une expérience
semblable a celle illustrée a la figure 44 a été effectuée au laboratoire
sur les fibres musculaires des muscles biceps femoris de Singe et grand
fessier humain. On observe que la valeur seuil de la concentration en cal-
cium libre permettant Te largage calcique est comprise entre 1.20 x 10-8 M

et 2.88 x 10'8 M pour le muscle biceps femoris et comprise entre 2.69 x 107° M
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et 3.48 x 10-8 M pour le muscle grand fessier humain. La concentration
calcique seuil permettant le largage calcique varie donc bien d'une espéce
d 1'autre. Nos expériences effectudes sur des muscles striés montrent

une sensibilité calcique du mécanisme de "Ca-induced Ca release" dans
1'ordre croissant suivant : grand fessier humain, biceps femoris de

Singe et muscle extenseur du méropodite de Crabe.

Les contractions illustrées aux figures 43, 44 et 45 sont treés
lentes. Indépendemment du fait selon lequel les cinétiques des contractions
observées sur les fibres pelées sont toujours plus lentes que celles ob-
servées sur les fibres intactes, la lenteur importante observée peut
8tre la conséquence d'un temps trés important de diffusion radiale dans
1'ensemble de la fibre des ions Ca largués 3 cause du diamétre trés impor-
tant des fibres musculaires de Crabe. D'aprés 1'équation de CRANCK (1975)
Qépportée par FABIATO (1985a), dans une préparation cylindrique, le temps
nécessaire pour que la concentration moyenne en calcium 1ibre atteigne
90 % de sa valeur d'équilibre aprés une modification de la concentration
calcique & la surface externe de la fibre, est &gal a 0.1 r2/D', Dans cette
équation, r représente le rayon de la fibre et D' le coefficient apparent

de diffusion des ions Ca &gal & 1.4 x 107/ cm®.s™" (

KUSHMERICK et PODOLSKY,
1969). A partir de cette équation et connaissant la valeur moyenne du
diamétre des fibres musculaires de Crabe (255.89 +/- 20.33, n = 17), le
temps permettant d'atteindre 90 % de 1'Bquilibre est &gal § 117.2 sec.

La valeur moyenne de la latence + le temps de mise sous tension maximale
observée pour des contractions induites par la solution de concentration

calcique faible est égale & 250.09 +/- 17.58 sec (n = 5). Cette valeur

plus importante que le calcul théorique peut &tre due, comme cela a &té
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souligné par FABIATO (1985a), a un coefficient réel de diffusion plus faible

d cause de 1'existence de sites de fixation calcique dans les myofilaments.

Le développement d'une contraction proche de PO (voir Fig. 43)
due au largage calcique induit par une solution de concentration calcique

" Met1.25x 107 M alors qu'une solution

faible comprise entre 1.6 x 10~
de concentration calcique supérieure (pCa 6.6 = 3 x 1077 M) n'induit pas

de largage, nécessite discussion. L'une des interprétations possibles

est la suivante : la présence de 5 mM d'EGTA dans la solution pCa 6.6
nécessiterait le Targage de 5 mM de calcium pour obtenir un accroissement
calcique tel qu'une contraction proche de P0 se développe. Or Tes résultats
obtenus & 1'aide de 1'arsenazo (voir Fig. 48 et Fig. 62) montrent que le
largage maximal induit par une solution caféinique de concentration 20 mM

est compris entre 216.49 uM et 283.21 uM. I1 est donc possible que sous
1'influence d'une solution pCa 6.6, du calcium soit largué par Tle RS mais

si cela est le cas, il est immédiatement tamponné par 1'EGTA présent dans

la solution ayant une affinité pour le calcium supérieure 3 celle des

sites calciques de la troponine (voir Historique). Notons que c'est la

raison pour laquelle les auteurs qui évaluent le largage calcique par la
tension développée par une fibre pelée utilisent des solutions calciques

non tamponnées (FORD et PODOLSKY, 1972) ou faiblement tamponnées (FABIATO

et FABIATO, 1978b). La sensibilité du largage calcique & 1'EGTA est importante

puisqu'une augmentation de la concentration en EGTA de 5 x 10'5 Ma

10'4 M en maintenant la concentration en calcium libre constante, conduit

d une réduction importante du largage calcique (FABIATO et FABIATO, 1978b).
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L'expérience illustrée & la figure 44 montre que le mécanisme
de "Ca-induced Ca release" est un mécanisme gradué plutdt que de type
tout rien comme cela été rapporté sur les cellules cardiaques pelées par
FABIATO et FABIATO (1975a). I1 dépend donc comme nous 1'avons montré de .
Ta concentration calcique extraréticu1aire en accord avec les travaux de
NAGASAKI et KASAI (1984) sur les vésicules isolées du réticulum sarco-
plasmique. De plus, 1'expérience illustrée & la figure 45 montre que
la vitesse du "calcium-induced calcium release" est stimulée par la
caféine en accord avec des rapports précédents (ENDO, 1977 ; MILLER

et THIELECZEK, 1977 ; MARTONOSI, 1984).

Nous avons rapporté dans le paragraphe "Solutions" du chapitre
"Matériel et Méthodes" que la concentration en magnésium libre est égale
a 4.53 x 10'4 M (pMg = 3.34) dans la solution de concentration calcique
faible. A cette concentration en magnésium libre, le mécanisme de largage
devrait &tre inhibé puisque FORD et PODOLSKY (1972) ont montré qu'une
augmentation de la concentration en magnésium de 0.02 mM § 1.4 mM inhibe
trés fortement la force due au mécanisme de "Ca-induced Ca release" sur
les fibres pelées de grenouille. L'observation, sur notre préparation de
1'existence de ce mécanisme en présence de 0.45 mM de Mg libre pourrait &tre

due au fait que les niveaux physiologiques en Mg sur les fibres musculaires
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de Crustacés sont plus élevés que sur les fibres musculaires squefettiques
de Vertébrés. En effet, sur la balane, Balanus nubilus, la concentration
totale en Mg varie de 17.0 mM (SHAW, 1958) & 10.8 mM (BITTAR, 1971) et

la concentration en Mg libre est inférieure & 5 mM (ASHLEY et ELLORY,
1972). Sur la fibre musculaire de grenouille, la concentration totale

en Mg varie entre 8 mM (BiANCHI, 1968) et 11.3 mM (NANNINGA, 1961) et la
concentration en Mg libre est égale selon les auteurs & 0.9 mM (ENDO,
1977) ou 0.8 mM (ALVAREZ-LEEFMANS et coll., 1985). Ceci pourrait é&galement &tre
dd au fait que le mécanisme de "Ca-induced Ca release" est un processus
physiologique sur notre prépération et non pas sur les fibres musculaires
squelettiques. Ceci a été 1'explication donnée par FABIATO et FABIATO
(1975b) pour expliquer 1'existence de ce mécanisme de Targage sur le

23,16 mM)

muscle cardiaque méme en présence d'une pMg égale & 2.5 ( Mg
dans une préparation ol la Mg++ est similaire § celle du muscle squelet-

tique (PAGE et POLIMENI, 1972).

La signification physiologique du mécanisme de "Ca - induced Ca
release” est renforcée par les résultats de KIM et coll. (1983) qui, sur
des vésicules isolées du RS de muscle squelettique, montrent que des canaux
calciques dé cinétique identique sont responsables du largage calcique
quelle que soit Ta méthode employée pour 1'initier. De plus, ce largage

in vitro est comparable en rapidité au largage physiologique. Récemment,
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le méme groupe (IKEMOTO et coll., 1984), a mis au point une technique
permettant d'associer ou de dissocier le systéme tubulaire transverse aux
vésicules isolées du RS. Leurs résultats permettent de déterminer le réle
du systéme tubulaire transverse dans les divers types de largage calcique.
En effet, 1'association du tubule T au RS joue un rdle primordial dans le
déc]encheﬁent d'un largage calcique par substitution ionique. Par contre,
le mécanisme de "Ca - induced Ca release" ou"caféine - induced Ca release”
n'est pas affecté par la dissociation du tubule T et existerait donc par

stimulation directe de la membrane du RS.

IT - MECANISME DE STRONTIUM-INDUCED CALCIUM RELEASE

L'existence d'un Tlargage calcique induit par les jons strontium
a antérieurement été rapporté sur les fibres musculaires pelées de
Grenouille (ENDO et coll., 1970), de Crabe et de Balane (STEPHENSON et
WILLIAMS, 1980). Un rapport plus récent conclut également sur les fibres
musculaires intactes de Grenouille & 1'existence d'un tel mécanisme
(COGNARD et RAYMOND, 1985). La particularité de notre résultat a &té

de montrer la complexité de Ta contraction induite par 0.02 mM ou 0.1 mM Sr
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aprés charge calcique maximale du RS. En effet, la réponse a pu &tre
divisée en deux composantes : des tensions phasiques se développant au
hasard sur une tension tonique. Les tensions phasiques et 90 % de 1la
tension tonique sont dues au mécanisme de "strontium-induced calcium
release”". La concentration seuil en strontium déclenchant ce mécanisme
est proche de 2 x 10"5 M alors que la concentration seuil en calcium

O M et 1.08 xle_g M. 1T y a donc une sen-

est comprise entre 8.25 x 10~
sibilité du mécanisme de largage trés nettement inférieure aux ions Sr

"~ qu'aux ions Ca.

L'existence de ce mécanisme de "Sr-induced Ca release" est un
résultat en faveur de 1'existence d'un mécanisme de "Ca-induced Ca release".
En effet, dans tous les mécanismes du couplage excitation-contraction qui
avec certitude nécessite la présence d'ions calcium, i1 est connu que les
jons Sr peuvent s'y substituer. C'est notamment le cas pour le canal
calcique des fibres de Crustacés (FATT et GINSBORG, 1958 ; HAGIWARA et
NAKA, 1964 ; MOUNIER et VASSORT, 1975a ; HENCEK et ZACHAR, 1977), la fixa-
tion ca1ciqye sur la troponine C, 1'activati§n de 1'actomyosine ATPase
ainsi que de 1'ATPase calcique du réticulum sarcoplasmique du muscle
squelettique (NAGAI et coll., 1965) du muscle de
Homard (VAN DER KLOOT et GLOVSKY, 1965) et du muscle lisse (SOMLYO et
SOMLYO, 1971). La différence d'efficacité des ions Sr et Ca est trés
souvent rapportée. En effet 1'affinité du canal calcique tubulaire des
fibres de Balane est supérieure pour le calcium que pour le strontium
(HAGIWARA et coll., 1974) ; la constante d'association du strontium pour
les sites de la troponine est inférieure 3 celle du calcium (EBASHI et

coll., 1968) ; 1'obtention d'une activité ATPasique maximale de la myosine
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nécessite une concentration en ions Sr supérieure & la concentration en
ion§ Ca (EDWARDS et coll., 1966 ; EBASHI et coll., 1968) ; enfin, le
réticulum sarcoplasmique capte de facon moins efficace les ions Sr que
les ions Ca (VAN DER KLOOT et GLOVSKY, 1965 H TOMKAVA' et KONTSEKOVA,
1980 ; SCHUURMANS-STEKHOVEN et BONTING 1981). Cependant, GOGNARD et
RAYMOND (1985) ont récemment rapporté 1'existence d'une affinité des

jons Sr supérieure & celle des ions Ca pour des sites intraréticulaires.

En conclusion, dans tous les mécanismes du couplage excitation-
contractien, le strontium se substitue au calcium. L'existence du
"Sr-induced Ca re1ease" vient donc renforcer 1'idée de T1'existence du
mécanisme de "Ca-induced Ca release" ayant une signification physiologique.
Cette jdée est renforcée par les résultats de NAGASAKI et KASAI (1984)
qui ont montré sur des vésicules isolées du RS 1'existence d'un canal
calcique appelé "Ca-induced Ca release channel"” qui peut &tre ouvert
soit par Sﬁ/soit par Cg,de facon telle que la constante apparente de
dissociation du site d'activation du canal est 1égérement supérieure pour
les ions Sr que pour les ions Ca. Par contre, la constante apparente de
dissociation pour le site d'inhibition est identique pour les ions Sr et

Ca. .

IIT - EFFET SPECIFIQUE DE L'ADP SUR LE RETICULUM SARCOPLASMIQUE

Deux interprétations de la création d'un largage calcique par
/
1'Adenosine Di Phosphate peuvent E&tre proposées. La premiére consiste a

considérer que ce largage calcique est la conséquence de 1'inversion de
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de 1'ATPase calcique avec syntheése éoncommittante d'ATP. Cette hypothése
a 8té présentée dans le chapitre "Historique". La deuxiéme consiste & envi-
sager un role de modulation de 1'amplitude du mécanisme de Ca-induced Ca
release comme cela a été proposé par FABIATO et FABIATO (1975 a) sur les

cellules cardiaques. De nombreux &l1éments expérimentaux semblent prouver

que 1'inversion de la pompe n'est pas un mécanisme physiologique.

Des expériences antérieures effectuées sur des cellules cardiaques
pelées (FABIATO et FABIATO, 1978 a ; 1978 b) et sur des vésicules isolées
du RS (KIRCHBERGER et WONG, 1978) ont conduit & envisager que le mécanisme
de "Ca-induced Ca release" utiiise une partie du mécanisme impliqué dans
1'accumulation calcique. En effet, 1'addition d'AMP cyclique (FABIATO et
FABIATO? 1978 c¢) ou 1'augmentation du pH (FABIATO et FABIATO, 1978 d) deux
conditions augmentant 1'accumulation calcique par le RS, diminue la concen-
tration calcique seuil nécessaire au largage calcique. Cependant, une
augmentation en magnésium libre qui augmente 1'accumulation calcique,
augmente la valeur seuil d'ions Ca nécessaires au largage calcique
(FABIATO et FABIATO, 1975 b). I1 semble donc que 1'hypothése d'une participa-
tion directe du mécanisme d'accumulation calcique doive &tre abandonné.
De plus, des expériences effectuées sur des fibres pelées de muscle sque-
1ett{que montrent que non seulement 1'ATP mais aussi 1'ADP et 1'AMP
stimulent le largage calcique & partir du RS, alors que seul 1'ATP stimule
la pompe calcique (ENDO, 1981). A 1'inverse, les analogues de 1'ATP qui

- stimulent 1a pompe calcique ne stimulent pas le largage calcique.

L'absence de similitude d'effets de ces divers constituants cel-
lulaires sur la pompe calcique et le mécanisme de largage calcique nous

oblige & dissocier ces deux mécanismes. I1 n'est cependant pas impossible
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que 1'ATPase calcique soit une zone de passage des ions calciques largués

(CHIESI et coll., 1981),.

IV - LARGAGE DE CALCIUM EN PRESENCE DE TEA C1.

Les résultats exposés précédemment montrent que Te TEA C1 (50 mM)
diminue Te largage calcique & partir du RS. Nous avons tout Te long de
1'exposé signalé les points qui méritent discussion. Nous allons les

aborder ici.

A - Incidence du TEA C1 sur 1'absorption lumineuse du complexe

Ca-Arsenazo

L'établissement des courbes d'étalonnage en arsenazo doit Etre
impérativement fait dans les milieux dans lesquels seront baignées les
fibres pendant 1a mesure optique. En effet, tout apport d'un composé dans
la solution arsenazo est susceptible de modifier la conformation de la
molécule d'arsenazo (1ibre ou complexée au calcium), et par conséquent son
spectre d'absorption. Le phénoméne a &té récemment rapporté par BEST et
ABRAMCHECK (1985). Ces auteurs ont mis en évidence que Ta caféine forme un
compliexe de stoechiométrie 1 : 1 avec 1'arsenazo. La création de ce complexe

induit une diminution de 1'amplitude de 1'absorption Tumineuse.

De facon comparable, nous pourrions expliquer Ta différence d'am-
plitude entre 1'absorption lumineuse différentielle du milieu caféinique
et celle du milieu caféine + TEA C1. On peut en effet envisager que le

TEA C1 a un effet direct sur les propriétés optiques de 1'arsenazo libre
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et/ou du complexe Ca-arsenazo, ou qu'il modifie 1'interaction entre la

caféine et 1a molécule d'arsenazo.

B - Largage calcique par le RS

Aprés le commentaire de la figure 62 nous avons conclu qu'en
présence de TEA C1 le largage est réduit, car la tension enregistrée est
diminuée et le signal différentiel nul ou, plus précisement, inférieur
a la sensibilité de nos éppare11s d'enregistrement. L'estimation de la
concentration de calcium myoplasmique donnée par 1'arsenazo est de 116 uM,
ce qui correspond & une pCa inférieure & 4.0. L'on sait que dans ces con-
ditions la tension développée par la fibre est maximale et que Te TEA C1
50 mM n'induit alors aucune chute de 1a tension développée par les protéines
contractiles (Fig. 60). Nous pouvons ainsi attribuer, sans erreur possible,

la diminution de la tension 3 une diminution du Targage.

L'absence de variation du sigha1 différentiel, malgré 1'existence
manifeste d'un largage calcique (la tension), peut &tre expliquée par les
valeurs différentes des constantes d'association apparentes des sites de

la troponine et de 1'arsenazo pour le calcium. SCARPA et coll. (1978)

4 1

donnent pour 1'arsenazo une valeur comprise entre 1.67 10" et 6.67 lO4 M,

tandis que la constante d'association des deux sites de la troponine spé-

cifiques au calcium, déterminée par POTTER et GERGELY (1975), est de

2 105 M'l. Cela signifie que 1'affinité de T1a molécule d'arsenazo pour le

calcium est inférieure & celle de la troponine, etque la faible quantité de
calcium larguée dans 1'exemple cité (en présence de TEA C1), va préféren-

tiellement se fixer sur les sites d plus haute affinité c'est & dire 3 la
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troponine : le signal de tension se trouve favorisé par rapport au signal

d'absorption.

Le fait qu'une tension se développe alors que le signal d'absorp-
tion lumineuse reste inchangé prouve que le signal différentiel arsenazo
que nous utilisons permet d'éviter la perturbation de la mesure par ce
qu'on appelle un "artefact de mouvement". En effet, SCARPA et coll. (1978)
rapportent que tout mouvement de Ta fibre est susceptible de créer une
déflexion du signal arsenazo ne correspondant pas d& une augmentation de
la concentration calcique, mais & une modification de réfringence des

myofilaments. Ces mémes auteurs conseillent 1'utilisation d'un signal

di fférentiel pour contourner ce probléme technique.

En conclusion, on peut émettre les hypothéses suivantes pour le

mode d'action du TEA au niveau de la membrane du RS =

- soit le TEA altére directement la structure moléculaire de la
membrane du RS d'une fagon telle que la capacité de largage calcique est
d1m1nuee/

- soit le TEA diminue la sensibilité de 1a membrane & la caféine

sans modifier sa capacité de largage.
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ACTIVITE DE L'ATPase CALCIQUE DU RS : INTENSITE DE LA

CAPTURE DU CALCIUM,

I - ACTIVITE ATPasique DANS LES CONDITIONS NORMALES

D'aprés la figure 34 le temps nécessaire pour charger maximalement
le réticulum sarcoplasmique lorsqu'une solution de concentration pCa 6.6
.est 6;ésente dans le milieu extraréticulaire, est voisin de 5 minutes.
Cette lenteur ne permet pas d'expliquer la relaxation rapide (de 1'ordre
de 50 msec) observée sur des contractions induites par une dépolarisation
membranaire (voir Fig. 25). Une des explications serait que la concentra-
tion calcique intracellulaire au pic de Ta secousse musculaire est trés
certainement plus élevée que la concentration calcique correspondant a
pCa 6.6. Or, nous avons vu dans le chapitre "Historique" que 1'activité
de 1'ATPase calcique est fonction de la concentration calcique extraréti-
culaire. On peut donc envisager qu'au pic ou méme avant le pic de Ta
contraction, la concentration calcique soit plus favorable da 1'activité
de 1'ATPase calcique que Tla solution de concentration pCa 6.6, Ceci semble
d'autant plus exact que WOOD (1978) a montré sur les fibres musculaires
humaines par une méthode identique & Ta nftre que le temps nécessé{?e
pour que le RS soit chargé maximalement est d'autant plus court que la
pCa est faible (comparaison entre pCa 7.0 et 6.4). Une autre explica-
tion serait que sur les fibres intactes, le réticulum sarcoplasmique est
moins chargé en calcium qu'il ne 1'est lors de la charge calcique maximale

que nous effectuons sur les fibres pelées (pCa 6.6, 5 min), Comme la
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Auteurs Préparation Technique Activité ATPasique T
nmol Ca/mg/sec umol Ca/1 fibre/sec
HASSELBACH (1964) 50 & 500
INEST et SCARPA Vésicules isolées "Stop flow
(1972) de Lapin apparatus" 70 350 25°¢
MADEIRA (1975) Vésicules isolées Electrode sensible 11 55 18°C
BRIGGS et coll. Vésicules ,isolées Millipore filtration
(1977) 166 830 2570
KOMETANI et Vésicules isolées Dispersion 20 100
KASAI (1978) Tumineuse
VERJOVSKI-ALMEIDA Vésicules isolées
et INESI (1979) de Poulet 6.5 = 7.5 32.5 - 37.5
FORD et PODOLSKY Fibre pelée Mesure de la
(1972) contraction 270 21°C
ENDO (1977) Fibre pelée de Mesure de la
Grenouille contraction 70 @*C
SALVIATI et Fibre pelée dispersion
coll. (1982) rapide humaine lTumineuse 90 20°C
fibre pelée de dispersion
psoas de Lapin Tumineuse 20 - 30 25°-29°C

Les nombres inscrits en italiques ont été calculés en admettant l'existence de 5 g de protéine

de la membrane du RS par litre de fibre (LUFF et ATWOOD, 1971)
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vitesse du transport est d'autant plus élevée que 1a concentration

calcique intraréticulaire eét faible (voir "Historique"), i1 est compré-
hensible que la vitesse de relaxation soit plus rapide que la vitesse de
charge maximale du RS. Cependant, ces deux explications ne sembﬁent pas
suffisantes pour expliquer la trés grande ditférence de rapidité de ces
deux phénoménes. En effet, récemment GILLIS (1985) dans une revue de
-questions fait état des vitesses maximales du transport calcique via la
Ca-ATPase, obtenues par divers auteurs, sur divers muscles & 1'aide de
techniques variées soit sur des vésicules isolées du RS soit sur des

fibres pelées. Ces valeurs reportées dans le tableau ci-aprés montrent

la grande variabjlité des résultats obtenus. Dans nos conditions expérimen-
tales et sur Ta fibre de Crabe, en admettant que la charge calcique maxi-
male est égale & 20 mM (HASSELBACH et OETLIKER, 1983), nous obtenons une
vitesse du transport calcique égale & 67 umol/1fibre/sec. Certes, si nous
nous situons dans la large gamme de valeurs rapportées, on ne peut s'at-
tendre , dans 1'état actuel des techniques, qu'da obtenir des valeurs

de la vitesse maximale de 1'activité ATPasique ne permettgpt pas d'expliquer
la rapidité avec laquelle une fibre musculaire intacte Se);elache lors du
déve]oppemént d'une contraction induite par une dépolarisation membranaire.
Donc ni les vésicules isolées du RS ni les fibres musculaires pelées ne
sont un bon matériel pour déterminer 1'activité ATPasique in vivd de
1'ATPasique calcique. De plus, bien qu'un article récent de LUDI et
HASSELBACH (1985) démontre la possibilité d'isoler cette ATPase, ils
obtiennent par gddition de myristoy]g]ycé}ophosphochOWine une activiteé
ATPasique comparable & celle obtenue sur les vésicules isolées du RS.

La nécessité d'apport de phospholipides est compréhensible puisque nous

avons vu dans le chapitre "Historique" que 1'environnement phospholipidique
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Figure 73 : Evolution de 1'amplitude de la contraction caféinique exprimée
en % de la contraction caféinique maximale (ordonnée) en fonction du temps
de charge du RS par une solution pCa 6.6 (abscisse) :

( ® ) sur Te muscle extenseur du méropodite de Crabe.

D'aprés la courbe illustrée d la figure 34 de cet ouvrage.

(O ) sur le muscle grand fessier humain.

D'aprés MOUNIER et GOBLET (1983).
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est une condition nécessaire & 1'expression de 1'activité ATPasique de

1a Ca-ATPase.

Cependant si la technique permettant une détermination de
1'activite ATﬁasique de 1'ATPase calcique conciliable avec la vi-
tesse de reldchement de la contraction n'existe pas encore, il n'en
demeure pas moins que soit la technfque utilisant les vésicules isolées
du RS, soit celle utilisant les fibres pelées permettent d'effectuer des
comparaisons de muscle d muscle ou encore des comparaisons sur un méme
muscle dans des conditions physiologiques variées. C'est ce que nous avons
effectué pour les fibres musculaires de Crabe et les fibres musculaires
du muscle grand fessier humain. Les courbes traduisant 1'évolution sur
ces deux muscles de 1'amplitude de la contraction caféinique (Caf 20 mM)
exprimée en % de 1'amplitude de 1a contraction caféinique maximale en
fonction du temps de charge calcique par la solution pCa 6.6 sont iTlus-
trées @ la figure 73 . On observe une allure de courbe différéhte. En
effet, sur le muscle de grand fessier humain, la vitesse d'abord lente
semble s'accélérer au-deld de 3 minutes pour a nouveau se ralentir aprés
5 minutes. Le maximum est atteint vers 6 minutes. Sur Te muscle de Crabe,
la vitesse du transport calcique est tout d'abord trés rapide puis elle

Y

tend 3 se ralentir de facon constante jusqu'd 1'atteinte de la charge
calcique maximale vers 6 minutes de charge. Cette éourbe obtenue sur la
fibre de Crabe est facilement explicable par le fait é&tabli et rapporté
dans le chapitre "Historique" que la vitesse du transport calcique est
d'autant plus ralenti que la concentration calcique intraréticulaire est

8levée. Plus le temps de charge est long, plus la concentration calcique

intraréticulaire est élevée et donc plus la pente de la courbe variation
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Figure 74 : Evolution de 1'amplitude de la contraction caféinique exprimée
en % de la contraction caféinique maximale (ordonnée) en fonction du temps
de charge du RS par une solution pCa 6.8 {abscisse)

(® ) sur le muscle gastrocnémien de Rat.

D'aprés GOBLET et coll. (1984).

(O ) sur le muscle biceps femoris de Singe.

Résultats non publiés.
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du temps de charge, traduisant la vitesse du transport calcique, est
affaiblie. Pour la fibre musculaire du muscle grand fessier humain,
1'interprétation est plus complexe. Comment expliquer la vitesse lente
puis rapide entre 3 et 5 minutes de charge? Pour 1'instant aucun &lément

bibliographique n'existe.

‘Un méme type d'expérience a &té effectué sur deux autres muscles
le muscle biceps femoris de Singe et le muscle gastrocnémien de Rat.
Cependant, les résultats ne peuvent &tre comparés d ceux antérieurement
décrits dans la mesure ol pour ces deux muscles la solution de charge
choisie a été pCa 6,8. En effet, sur ces deux muscles le seuil d'activation
directe des protéines contractiles est abaissé et lors d'une charge cal-
ciqhe d pCa 6.6, le muscle développe une contraction. Méme si le dévelop-
pement de cette contraction n'est pas susceptible de modifier la vitesse
et 1'amplitude du transport calcique par le RS, la mise sous tension pendant
plusieurs minutes fragilise les fibres interrogées. Cette différence de
solution calcique de charge rend impossible la comparaison avec les deux
muscles présentés ci-dessus puisque nous avons vu dans le chapitre
"Historique" que la vitesse du transport calcique est fonction de la

concentration calcique extraréticulaire.

La comparaison des courbes exprimant 1'évolution de 1'amplitude
de la contraction caféinique (exprimée en % de la contraction caféinique
maximale pour chaque muscle) en fonction du temps de charge est illustrée
a la figure 74, Cette figure montre clairement une vitesse du transport
calcique beaucoup plus rapide sur le muscle gastrocnémien de Rat que sur
le muscle biceps femoris de Singe. Enfin les maxima sont atteints pour

2 minutes et 10 minutes de charge respectivement.

En conclusion, une comparaison entre muscles dans des conditions
expérimentales identiques permet de comparer la vitesse de fonctionnement

de la Ca-ATPase.
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Les enregistrements illustrés & la figure 31 montrent que quelle que

soit la concentration caféinique utilisée les contractions sont maintenues.
Ce résultat différe de ceux que nous avons obtenus sur les fibres humaines
chimiquement peléés (MOUNIER et GOBLET, 1983). En effet, sur ces derniéres,
on observe qu'une contraction induite par 2.5 mM caféine aprés une charge
calcique maximale (pCa 6.6, 5 minutes) tend & se reldacher. Cette différence
pourrait étre due & une sensibilité plus forte de la Ca-ATPase a la caféine.
Le pompage serait donc plus fortement inhibé que sur Tes fibres musculaires
humaines et la contraction maintenue. I1 pourrait étre également dU indé-
pendamment de 1'action de la caféine da une vitesse de capture calcique plus
élevée sur le muscle grand fessier humain que sur le muscle de Crabe comme

cela est illustré a la figure 73.

IT - ACTIVITE ATPasique EN PRESENCE DE TEA C1

Notre étude du pompage montre une diminution du fonctionnement de
1'ATPase calcique en présence de TEA C1 50 mM. Avant d'exposer les hypo-
théses d'action du TEA C1 sur 1'activité ATPasique du RS, nous voudrions
commenter 1'aspect particulier des tensions présentées a la figure 65. Cela
nous améne a& aborder & nouveau les phénoménes de la contraction musculaire
au niveau des protéines contractiles. Ces tensions dites biphasiques pré-
sentent un pic initial de forte amplitude qui ne correspond pas 4 un accrois-
sement paralléle de la concentration calcique. JULIAN et coll. (1978)
proposent une interprétation de la tension biphasique selon laquelle le
raccourcissement des différents sarcoméres d'une fibre pelée et fixée aux
deux extrémités ne serait pas homogéne. I1 y aurait, dans un premier temps,
raccourcissement des sarcoméres localisés prés des points de fixation et

élongation des sarcoméres situés au centre de la fibre. Dans un second



263.

temps, i1 s'effectuerait une redistribution Aes forces aboutissant & des
longueurs hombgénes de sarcoméres tout le long de la fibre. C'est pourquoi
on obtiendrait le décours de contraction consistant en une augmentation
rapide de la tension suivie d'une diminution jusqu'au niveau stable

(Fig. 65).

Voyons & présent quelles composantes du mécanisme du pompage de

calcium sont susceptibles d'étre affectées par le TEA C1, par un rappel des

caractéristiques connues de 1'ATPase calcique du RS.-

Nous avons vu dans le chapitre "Historique" que 1'ATPase calcique
du RS est_une protéine présentant 4 classes de sites de fixation pour les
ions divalents. Deux sites ont une grande affinité pour le calcium et sont
situés a 1'extérieur de la membrane. I1s sont responsables de la fixation
calcique initiale avant le transport proprement dit vers la lumiére du RS.
Un autre site est un site de fixation pour le magnésium. Ce site permet
au magnésium de jouer son r6le de catalyseur de la réaction enzymatique.
Enfin, 11 existe uh site calcique situé @ 1'intérieur de la membrane. On
peut envisager que le TEA, ion positif, inhibe de facon compétitive la
fixation soit des ions Ca soit des ions Mg sur leurs sites respectifs, ou

encore qu'il géne par emp&chement stérique l1a fixation de ces deux cations,

diminuant de ce fait la vitesse de capture du calcium par le RS.
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PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES

Avant d'aborder les différents points de discussion i1 faut rappeler
que le Mg ATP est le substrat de Ta réaction ATPasique se situant au niveau
de la partie S1 de T1a myosine et conduisant au développement de la contrac-
tion. I1 est donc impératif que la concentration en MgATP dans nos solutions
activatrices soit une concentration optimale pour le développement de la
contraction. Ceci est le cas car nos solutions activatrices contiennent

2.0 x 1073

M de Mg ATP. Or, CHAEN et SUGI (1982) ont rapporté sur les fibres
musculaires de Crabe des valeurs en Mg ATP pour le développement optimal

de la force et de 1'activité ATPasique respectivement é&gales & 10'5 M

et 10'4 M. Ces optima se maintiennent pour des concentrations supérieures

51073 .

I - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES DANS LES CONDITIONS NORMALES

A. Stabilité des contractions calciques

La figure 37 nous a révélé qu'amplitude et cinétique globale
(Tatence + temps de mise sous tension maximale) de deux contractions succes-
sives induites par une méme solution pCa sont inchangées. Le choix d'une
solution pCa 5.8 induisant une contraction maximale pourrait &tre critiqué,
dans la mesure ol une éventuelle augmentation de la seconde tension ne peut
8tre repérée. Cependant, le choix de cette pCa se justifie dans la mesure

ol i1 nous permet de nous mettre dans des conditions favorables & une dimi-
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nUtion éventuelle des réponses de la fibre musculaire due 4 la fatigue

(amplitude élevée de Ta contraction), tout en nous laissant la possibilité
de déceler une éventuelle facilitation de 1a seconde contraction par 1'ob-
servation de la cinétique, En effet, si 1'amplitude de la contraction in-
duite par une solution pCa 5.8 est maximale, son temps de mise sous tension
est plus lent que celui de la contraction induite par une solution pCa 4.8
(voir Fig. 39). On observe que 1'amplitude de la seconde contraction est
inchangée et que son temps de mise sous tension maximale est 1égérement
augmenté. I1 n'y a donc ni facilitation ni diminution notable de l1a seconde
contraction. Paradoxalement, la latence est diminuée de 15 %. Cette diminu-
tion du temps de latence pourrait &tre due & la persistance de ponts a lon-
gue durée de vie, créés entre actine et myosine lors de la premiére con-
traction et maintenus dans 1'état attaché malgré 1'application d'une solu-
tion relaxante. Un tel &tat des ponts a été appelé "long-life state of
—-attachment of cross-bridges" (CECCHI et coll., 1982). Puisque 1'augmentation
de la force est proportionnelle au nombre de ponts formés, 1'existence de
ponts de longue vie permettrait d'expliquer que pour une concentration
calcique donnée, 1a seconde contraction devient décelable en un temps plus

court.,

B. Interprétation de la courbe tension-pCa

IT est classiquement é&tabli que Tes valeurs de pCa., et du coeffi-

50
cient de Hi11 (n)déterminées & partir de la relation tension relative-pCa
sont respectivement le reflet de 1'affinité des sites calciques de la
troponine et du nombre de sites calciques impliqués dans la contraction.

Cependant, des rapports récents viennent modifier cette conception (BRANDT

et coll., 1980 ; 1982).
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1. Détermination du coefficient de Hill

Le coefficient de Hill est détermine en ajustant les points

expérimentaux & 1'Bquation suivante :
P/Py = (C.K)" / 1+ (C.K)"

o0l C est la concentration calcique et P/P0 1a tension normalisée.
K est 1a constante d'assoc{ation du calcium pour la troponine.

Si le coefficient refléte effectivement le nombre de sites calciques
de la troponine impliqués dans la contraction, en admettant une coopérativité
maximale entre tous les sites, n ne peut &tre supérieur @ 4. Or, nous obtenons
sur la fibre musculaire de Crabe une valeur de n comprise entre 4.50 et 5.75.
Si de nombreux auteurs rapportent une valeur de n égale d 3 (BRANDT et
coll., 1972 ; JULIAN, 1972 ; ORENTLICHER et coll., 1977 ; FABIATO et
FABIATO, 1978 e ; MOISESCU et THIELECZEK, 1979) et méme inférieure (HELLAM
et PODOLSKY, 1969 ; DONALDSON et HERRICK, 1975) des rapports plus récents
font état de valeurs supérieures & 4 (BRANDT et coll., 1980 ; 1982 ; GODT
et LINDLEY, 1982 ; SHINER et SOLARQ, 1984). BRANDT et coll. (1980) proposent
1'interprétation suivante. Parmi les mécanismes qui pourraient modifier
la pente de Ta courbe tension-pCa par rapport & celle de la courbe tradui-
sant la fixation des ions Ca en fonction de la pCa, 1'un deux est la rela-
tion existant entre le temps mis par un pont (unité S1 de la myosine) pour
effectuer son cycle d'attachement - détachement avec 1'actine et 1a durée
de vie du complexe Troponine-Ca++. La 1/2 vie du complexe tropom’ne—Ca++

a récemment 8té estimée a 2-3 msec (JOHNSON et coll., 1979) et on peut
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estimer que la durée du cycle attachement-détachement est plus Tongue que

le temps de fixation du calcium sur le troponine. Dans ces conditions, la
concentration nécessaire en calcium pour atteindre 50 % de la force maximale
sera moins importante que celle nécessaire a la demi -saturation des sites

régulateurs de la troponine . Dans ces conditions, si le temps d'attachement -

détachement des ponts ne varie pas lorsque la tension augmente, la relation
tension-pCa sera paralléle d la'courbe reliant la quantité de Ca fixé §ﬁr
la troponine 3 la pCa. Cependant, sur les fibres intactes il est établi

que la force interne diminue la vitesse du cycle des ponts. S'il en est de
méme sur les fibres pelées, 1a relation tension-pCa ne sera pas paraliéle

d la courbe reliant la quantité de calcium fixé & la pCa. De plus, si le
temps mis par un pont pour effectuer son cycle d'attachement - détachement
augmente quand la tension augmente, la courbe tension pCa obtenue expérimen-
talement sera une courbe composite produite par un déplacement le long
d'une famille de courbe (Fig. 75). Cette famille consiste en:des courbes
toutes paralléles a 1a courbe quantité de Ca fixé-pCa avec le point milieu
déplacé vers la gauche en fonction de 1a durée du cycle des ponts. Ce dé-

placement progressif aboutit & une relation tension-pCa qui est plus raide

que la courbe quantité de Ca fixé-pCa.

Si cette théorie est correcte on doit admettre que des conditions
expérimentales permettant d'éliminer la force développée par la fibre mus-
culaire doivent donner des résultats tels que la courbe traduisant la vitesse
de 1'hydrolyse de 1'ATP par 1'ATPase de la myosine en fonction de la pCa doit

avoir une pente proche de la courbe reliant la quantité de Ca fixée sur la
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Tension

Figure 75 : Relation tension-pCa sur la fibre du muscle psoas de Lapin {(O)
et famille de courbes tension-pCa hypothétiques calculées en admettant

que les ions ca’r se fixent indépendamment sur deux sites de la TnC et
qu'ils doivent &tre tous les deux occupés pour permettre le développement
de la tension. La courbe numérotée 1 est construite en admettant un

pKd = 5.3 ; les autres courbes sont construites en admettant une augmen-
tation de pKd de 0.2 unités.

D'aprés BRANDT et coll. (1980).
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troponine & la pCa c¢'est-d-dire une pente moins raide que 1a relation tension-
pCa. Effectivement, chaque fois que la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP a &té mesurée
sur des protéines isolées ou des préparatibns myofibrillaires ne pouvant
développer de contraction, on observe un parallélisme entre les courbes

vitesse de 1'hydrolyse de 1'ATP-pCa et quantité de calcium fixé - pCa

(POTTER et GERGELY, 1975). Par contre, 1'&tablissement de la courbe vitesse

de 1'hydrolyse de 1'ATP-pCa sur des fibres pelées conduit & 1'obtention de

courbes présentant une pente plus raide (LEVY et coll., 1976).

En conclusion, assimiler la relation tension-pCa & la courbe reliant
la quantité de calcium fixé sur la troponine 4d la pCa, c'est ne pas tenir
compte du fait que le développement de la tension est une résultante de

trois étapes importantes
- la fixation du calcium sur Ta troponine C
- 1'hydrolyse de 1'ATP par 1'ATPase de la myosine

- le développement de la force.

11 s'en suit donc que le coefficient de Hill ne traduit pas fidélement

le nombre de sites calciques impliqués dans la contraction.

2. Détermination de 1'affinité des sites calciques de la troponine

La valeur de pCa pour laquelle la contraction est égale a 50 %
de la tension maximale est supposée donner une image de 1'affinité des

sites calciques de la troponine : plus la pCa est faible plus 1'affinité
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est faible (FUCHS, 1977). Cependant cette &quation suppose une identité
entre la courbe tension-pCa et la courbe quantité de calcium fixée sur

la troponine-pCa. Or, pour les raisons exposées dans le paragraphe précé-
dent, nous savons qu'il n'en est rien. C'est pourquoi BRANDT et coll.
(1982) proposent une autre interprétation. Comme nous 1'avons vu précédem-
ment une non égalité entre le temps mis pour un pont d effectuer le cycle
d'attachement - détachement et la durée de fixation des ions Ca sur la
troponine conduit & un déplacement parall&le de la relation tension-pCa
par rapport d la relation quantité de Ca fixée - pCa, le long de 1'axe des
pCa. C'est pourquoi, d'aprés ces auteurs tout déplacement paralléle d'une
courbe tension-pCa par rapport & une autre traduira une modification de la
relation existant entre la vitesse de mouvement des ponts et le temps de
fixation du calcium : un déplacement de Ta relation tension-pCa vers la
gauche dans des conditions expérimentales particuliéres pourra &tre le
résultat de Ta diminution de la vitesse de mouvements des ponts s'il est
admis que la durée de fixation calcique est inchangée par ces nouvelles

conditions physiologiques.

Notons cependant qu'il existe des conditions pour lesquelles un
déplacement de la relation tension-pCa le Tong de 1'axe des pCa peut E&tre
le résultat d'une modification de 1'affinité calcique de la troponine. C'est
Te cas par exemple d'une augmentation en Mg++ créant un déplacement vers

les pCa plus faibles (DONALDSON et KERRICK, 1975).

L'interprétation exposée ci-dessus est encore & 1'état d'hypotheése.
C'est pourquoi tout le long de 1'exposé des résultats nous avons rapporté

les valeurs de pCa50 ainsi que den, lorsqu'elles ont &té modifiées par des
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milieux physiologiques anormaux. Nous discuterons dans la suite de ce
chapitre de la signification physiologique de ces modifications d'une
part dans le cadre des théories classiquement admises et d'autre part

dans le cadre de la théorie de BRANDT et coll. {1980, 1982).

IT - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES EN PRESENCE DES IONS STRONTIUM

Les résultats rapportés a la figure 49 indiquent que les ijons
strontium peuvent activer directement les protéines contractiles. Cepen-
dant, Ta comparaison de la tension induite par 0.3 mM Sr et 0.3 mM Ca
montre que les ions Sr sont beaucoup moins efficaces dans 1'activation

de ces protéines.

A partir des relations tension-pCa et tension-pSr, trois points

peuvent &tre soulignés : i) la quantité maximale d'ions Sr fixés est iden-
Ca et P Sr ont des

tique @ la quantité maximale d'ions Ca fixés puisque Po o

amplitudes identiques, i) pCa50 et pSr50 sont respectivement égaux a
6.46 et 4.14, iii) la pente de la relation tension-pSr est plus faible
que la pente de la relation tension pba puisque les ny sont respectivement

égaux a 1.59 et 4.50.

Ca o Sr

0
Etre en contradiction avec les résultats de STEPHENSON et WILLIAMS (1980)

L'existence d'une amplitude identique pour P t P0 semble

selon lesquels POSr est égal a 10% de Pga sur la fibre musculaire de Crabe.

Cependant, ils font remarquer que POSr peut &tre égal & 90 % de POCa si

la fibre musculaire interrogée a été disséquée peu de temps avant 1'expé-
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rimentation. Cette modification des résultats en fonction de la frafcheur
de la préparation m'incite & faire état d'un résultat préliminaire concer-
nant le dosage d'arginine kinase tel que nous 1'avons décrit dans le
chapitre "Résultats". En effet, nous avons rapporté une activité arginine
kinase égale & 320.06 +/- 34.10 nmoles/min/mg & 17°C. Cependant, lors de
1'expérimentation nous avons remarqué un autre lot de fibres donnant une
valeur de 1'activité arginine kinase égale a 44.73 +/- 4.20 nmoles/min/mg

a4 17°C. Parmi plusieurs possibilités permettant d'expliquer cette différence

importante, 1'une d'entre elles est la suivante‘:rle premier 1ot de fibres

M

a été expérimenté juste aprés la dissection"et le pelage. Le second Tot

t

M
D

a maintenu approximativement 1 heure dans Ta solution relaxante con-
tenant de 1'ATP, aprés dissection et pelage. Bien que pour confirmer cette
hypothése i1 faille faire un nombre d'expériences plus important, il semble-
rait en effet que la fraicheur de la préparation disséquée soit un élément

d prendre en considération dans les résultats obtenus. Signalons ici

que pour toutes les autres expériences, la dissection et le pelage ont eu

lieu juste avant 1'expérimentation. De plus la fragilité de notre prépara-

tion ne nous a jamais permis d'effectuer des expériences de longue durée.

Les valeurs différentes de pCa50 et pSr50 sont en accord avec
Tes résultats de STEPHENSON et WILLIAMS (1980) puisque dans Teurs condi-
tions expérimentales, pCa50 est égal a 5.45 et pSr50 varie entre 4.10 et
4.35. En accord avec FUCHS (1977) cela signifierait que 1'affinité de la
troponine pour les jons Sr est moindre que pour les ions Ca. Ceci est en
accord avec le résuitat de EBASHI et coll. (1968) selonlesquels la constante
d'affinité des ions Sr est é&tale § 1/27 de 1a constante d'affinité des

ions Ca pour Tla troponine. Si 1'on tient compte de la théorie de BRANDT



273.

et coll. (1982), le déplacement de la valeur de pSr50 vers la droite

(pSr p]us'faib1es) par rapport d la valeur de pCa50 peut signifier une
augmentation de la vitesse du cycle attachement - détachement des ponts

de T1a myosine. Cependant, ceci ne semble pas &tre le cas dans les condi-
tions expérimentales présentes puisque le temps de mise sous tension maxi-
male de 1'activité mécanique est beaucoup plus important en présence

d'ions Sr qu'en présence d'ions Ca, ou encore le rapport géfest plus

faible. Dans la mesure ol géyest le reflet de la vitesse avec laquelle

les ponts entre 1'actine et la myosine se forment, én présence d'ions Sr
cette vitesse est beaucoup plus lente. I1 s'en suit, que dans ces conditions
expérimentales, le déplacement de 1a courbe vers la droite n'est pas le
reflet d'une modification de comportement des ponts mais plus le reflet

de 1'existence d'une affinité moindre des ions Sr pour la troponine. Ce
résultat n'est d'ailleurs pas fondamentalement en désaccord avec BRANDT

et coll. (1982) puisque ces auteurs rapportent que dans certaines conditions
le déplacement de la relation tension-pCa vers les pCa plus faibles (vers

la droite) peut.8tre une conséquence d'un amoindrissement de 1'affinité

de la troponine pour le calcium.

La diminution de la pente peut &tre due, dans le cadre de 1'inter-
prétation classique, & 1'existence d'une relation quantité d'ions Sr fixés-pSr
moins pentue que 1a‘re1at{on quantité d'ions Ca fixés - pCa. Dans ce
cas, en admettant qu'il n'y ait pas de modification de la coopérativité
des sites, cela signifie qu'il y a moins de sites de la troponine impliqués
dans 1'activation des protéines contractiles par les ions Sr que par les
jons Ca. Dans le cadre de la théorie de BRANDT et coll. (1980) on peut

admettre qu'il n'y ait pas de modification de la pente de la courbe quantité
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de Sr fixée - pSr comparativement d Ta courbe'quantité de Ca fixée - pCa
mais que 1'augmentation de la contrainte interne de la fibre est moindre
lorsque 1'on sollicite l'augméntation de 1'activité mécanique de
la fibre en faisant varier la valeur de pSr de 4.8 & 2.0 que lorsque 1'on
sollicite cette augmentation d'activité mécanique dans la gamme de pCa
allant de 7.0 & 4.8 {(voir Fig. 76). Dans ce cas, le passage d'une courbe
3 1'autre dans le faisceau de courbes paralléles illustré a la figure 76
s'effectuerait un nombre de fois moins important en présence d'ions Sr

qu'en présence d'ions Ca.

ITI - PROPRIETES DES PROTEINES CONTRACTILES EN PRESENCE DE TEA C1

1. Etude cinétique

En ce qui concerne 1'effet du TEA C1 sur la cinétique de tension,

nous pouvons d ce stade formuler plusieurs hypothéses

D'aprés la théorie de HUXLEY (1957) 1'amplitude de la tension (P)
est liée & 1a vitesse de formation (f) et & la vitesse de détachement (g)

des ponts entre 1'actine et la sous-unité S1 de la myosine par la relation

c'est-d-dire qu'il existerait une relation inverse entre 1'amplitude de la
contraction et le temps de mise sous tension (& savoir que plus 1'amplitude
de Ta contraction est grande, plus Te temps nécessaire pour 1'atteindre est

court).
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On pourrait donc attribuer le ralentissement des contractions en
milieu TEA C1 & 1'affaiblissement de la contraction. Cependant, le tableau
ci-dessous dressé a partir de nos résultats utilisant le protocole décrit

pour 1'€tude des protéines contractiles montre qu'il n'en est rien.

Sans TEA (n = 6) avec TEA C1 50 mM (n = 13)
284 + 26 288 + 60
T(mg) ~ -
dT 5.6 + 0.7 1.05 + 0.07
dt
(mg/s)
_ a
Les résultats sont présentés sous la forme x +/- — (erreur standard
"

par rapport d la moyenne).
T exprime L'amplitude de la contraction en mg.
%% exprime en mg/s, la vitesse théorique du développement de la

tension.

Remarquons qu'il est fait abstraction des valeurs des solutions pCa
utilisées afin de permettre la comparaison d'échantillons de tension dont
Ta moyenne est similaire. La comparaison des valeurs de %% obtenues sans
et avec TEA C1 montre clairement que la cinétique est affectée indépen-
damment de la tension puisqu'en présence de TEA C1 la vitesse moyenne de
mise sous tension est divisée par 5,3. Cette remarque est confirmée par la

figure 76, oli nous avons superposé les contractions induites par une solu-

tion pCa 4.8 en absence et en présence de TEA C1, déja présentées a la
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_1120mg
10sec

weeee gvec TEA-CI R R
— sans TEA-CI R R R RR R

Figure 76 : Effet du TEA C1 sur la cinétique d'une contraction d'amplitude
maximale.
Le TEA C1 diminue la vitesse de mise sous tension d'une fibre activée par

une solution pCa 4.8, alors qu'il ne modifie pas 1'amplitude finale de la
contraction,

Fibre n° 151284.
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figure 59. Ce montage nous rappelle que te TEA C1 n'a aucun effet sur
T'amplitude de la tension maximale provoquée par une solution pCa 4.8,
alors méme qu'il ralentit trés sensiblement la cinétique du phénoméne.

Dans ce cas, 1'allongement du temps de mise sous tension ne peut &tre

relié & une diminution de la force développée par la fibre, puisque 1'am-
plitude finale est identique & 2 % prés. Compte-tenu de 1'@quation précé-
demment citée,*le TEA C1 - soit uniquement diminue la vitesse de formation
des ponts, f, - soit diminue f et simultanément augmente la vitesse de
détachement des ponts. Cet effet est un effet propre du tétraéthylammonium,
puisque nous avons vu que les jons chlorure ne modifient pas le temps de

mise sous tension maximale (voir Fig. 58).

2. Interprétation de la courbe tension-pCa

Le déplacement de 1a relation Tension-pCa vers les pCa plus faibles,
associé a une contraction maximale inchangée en présence de TEA C1 (voir
Fig. 60), laisse supposer 1'existence d'une compétition entre le calciur et
Te TEACT pour la fixation sur les sites calciques de la troponine. La déter-
mination de la faiblesse des effets des ions chlorure (voir Fig. 58) par
rapport & ceux provoqués par le TEA C1, nous permet de nréciser que la
diminution de tension doit &tre essentiellement attribuée 3 Ta molécule de
TEA.

Notons ici que la diminution de 1'amplitude de la contraction induite
par les ions chlorure vient confirmer les résultats obtenus par ASHLEY et
MOISESCU (1977) sur les fibres musculaires de Balane. Elle serait le résultat

de T'inhibition de 1'activité ATPasique de la myosine par les anions C1 .
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APPORT DES CONTROLES EFFECTUES SUR LES FIBRES PELEES EN PRESENCE D’ INHI-
BITEURS POTASSIQUES, SUR LA COMPREHENSIUN DU FONCTIONNEMENT DU CANAL
CALCIQUE

Nous avons observé & la figure 56 qu'en présence de TEA (50 mM),
le courant potassique transitoire IKl est inhibé et le courant entrant Ii
devient de grande amplitude. Simultanément, la contraction phasique dépen-
dante du courant entrant calcique est trés nettement augmentée. L'une de
nos hypothéses pour expliquer ce résultat fut que 1'augmentation importante
de Ii en milieu TEA n'est pas uniquement due § un démasquage, par 1'inhi-
bition de IKl’ d'un ICa déja existant dans les conditions normales, mais &
une augmentation réelle du flux entrént calcique.

Nous avons cependant voulu auparavant tester les effets du TEA sur
les composantes subcellulaires intervenant dans la contraction. Nos résul-
tats ont montré que le TEA diminue les performances de tous ces é&léments
permettant le développement de la contraction. Il en résulte donc que
1'augmentation de contraction observée ne peut &tre due qu'a 1'augmentation
réelle du courant entrant calcique. Cette conclusion est confortée par les
résultats suivants: STINNAKRE et TAUC (1973) ont montré que la fluores-
cence obtenue par injection d'aequorine dans Tes neurones actifs d'Aplysie
est augmentée de la méme facon aprés injection de TEA et aprés application
d'une solution normale enrichie en ions Ca++. I1s en concluent que le
TEA pourrait maintenir ouvert le canal calcique. De méme, ATWATER et coll.

(1974) ont montré sur la fibre nusculaire de la balane Megabalanus posittacus
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par mesure du flux du radioisotope 450a, qu'en présence de TEA (60 mM) le
flux calcique est augmenté (Fig.77): d'une valeur moyenne de 6.2 pmole/sec

dans les conditions normales i1 atteint une valeur moyenne de 16.5 pmole/sec.

L'augmentation du courant calcique entrant pourrait 8tre le résultat
d'un effet pharmacologique propre du TEA sur le canal calcique. Une autre
hypothése est avancée: le courant sortant IKl et le courant entrant ICa
passeraient par le méme canal et le flux sortant d'ions k" génerait 1'entrée

des ions Ca++. En présence de TEA, 1'inhibition de IK faci]iterait"donéﬁ-

1
1'entrée des ions Ca++.

L'observation des effets de 1a 4 AP (1 mM) sur Tes courants ionigques
membranaires ( voir Fig. 69) et la contraction associée ( voir Fig. 70) est
d'interprétation plus délicate. L'augmentation transitoire de contraction

alors que I, est inhibé et Ii trés nettement augmenté pourrait &tre due

K
comme lors di la présence de TEA, a@ la facilitation de 1'entrée des ions
Ca quand IK1 est inhibé. La diminution ultérieure de la contraction bien
que Te courant Ii reste de grande amplitude, semble &tre le rdsultat d'un
effet direct de 1a 4 AP sur les protéines contractiles conduisant 3§ une
inhibition du développement de la force par les ponts entre 1'actine et

1a myosine.

En conclusion, 1'utilisation de ces deux inhibiteurs potassiques
sur les fibres musculaires intactes, nous a permis, aprés un contrdle de

leur action spécifique sur les acteurs subcellulaires de la contraction,
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Figure 77 : Effet du TEA sur 1'influx de 45Ca sur les fibres musculaires
de Balane.

(D'aprés ATWATER et coll., 1974)



281.

de conclure d& 1'existence probable d'une géne a 1'entrée des jons Ca dans

la cellule par 1'efflux potassique. De plus, les effets de ces drogues

au niveau subcellulaire mettent en évidence les précautions avec lesquelles
les résultats obtenus sur des fibres intactes doivent &tre interprétés, lors

de 1'action de drogues diverses.
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Le mécanisme permettant 1'accroissement de la concentration cal-
cique intracellulaire, condition nécessaire au développement de la con-
traction, a été étudié sur les fibres musculaires intactes et pelées du

crabe Carcinus maenas. Les résultats ont montré que le mécanisme de 1i-

bération calcique par le réticulum sarcoplasmique (RS) est de type "Ca-
induced Ca release" gradué en fonction de Ta concentration calcique extra-
réticulaire. Cela signifie qu'une faible augmentation de la concentration
calcique myoplasmique due aux flux entrants d'ions Ca (ICa ou 1'échange Na4CaL
insuffisante pour activer les protéines contractiles, stimule le 1argagé
calcique par le RS et permet le développement de la contraction. L'ampli-
tude de la 1ibération des ions calcium est fonction de 1'amplitude de la
faible augmentation initiale de [?é}i. De plus, 1'ATPase calcique située
dans la membrane du RS semble intervenir par un mécanisme encore indéter-
miné qui pourrait &tre une modulation du mécanisme de "Ca-induced Ca release”
par 1'adénosine diphosphate. Enfin, un autre cation divalent, le strontium,

stimule Tui aussi le largage des ions calcium par le RS avec une moins grande

efficacité.

Le type d'expériences effectué ainsi que le matériel biologique utilisé
nous a permis.d‘obtenir, en outre, des informations concernant la capture
du calcium par le réticulum sarcoplasmique et la fixation des ions calcium
sur les protéines régulatrices de la contraction. On observe également que
outre le calcium, le strontium peut &tre activement transporté par 1'ATPase

calcique et peut se substituer au calcium sur les sites ‘régulateurs de la

troponine, avec cependant une efficacité moindre.
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Enfin, 1'intérét des inhibiteurs des courants potassiques dans 1'étude
du couplage excitation-contraction, nous a conduit 3@ tester les effets de
deux d'entre eux, le tétraéthylammonium et la 4-aminopyridine, sur les acteurs
subcellulaires de la contraction: le réticulum sarcoplasmique et les protédines
contractiles. Les résultats montrent que le tétraéthylammonium diminue
1'ensemble des performances de ces é&léments subcellulaires tout en maintenant
cependant la capacité qu'ont les protéines contractiles d développer une
activité mécanique maximale. Quant 3 la 4-aminopyrid{ne, elle a, sur les
protéines contractiles, une action différenciée au cours du temps pour aboutir
aprés 5 minutes d'action & une réduction trés importante de 1'activité

mécanique.
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