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ABREVIATIONS UTILISEES

AMPc : 3-5 adénosine monophosphate cyclique
4-AP 5 4-amino pyridine

ATP : adénosine triphosphate

Ba : barium

Ca : calcium

Cd : cadmium

Co : cobalt

Cs : césium

D.P.A 50 : durée du potentiel d'action mesurée a 50% de la
repolarisation

e : exponentielle

ECa : pile d'équilibre aux ions Ca

Eex : potentiel d'inversion de 1'échange Na-Ca
E.G.T.A. : éthyléne glycol tétra acétique
Em : potentiel de membrane

ENa : pile d'équilibre aux ions Na

g : gramme

GMP : guanosine mono phosphate

HP : holding potential

I : courant

Im : courant de membrane

Isi : slow inward current

Iti : transient inward current

Ito : transient outward current

log : logarithme



Mn : manganése

Na : sodium

Ni : nickel

Niféd : nifédipine

P.A : potentiel d'action

résistance

=

R.S : réticulum sarcoplasmique

seconde

)]
e

S : siemens

Sr : strontium

TTX : tétrodotoxihe

V : potentiel

Vm : potentiel de membrane

V/s : volt par seconde



INTRODUCTION

Depuis les années 70, un nombre important de travaux traitent
de 1'origine de la contraction des cellules cardiaques. Cette
contraction serait constituée de 2 composantes : 1l'une, phasique,
corrélée directement ou indirectement au courant entrant lent de
calcium ("slow inward current", ISi) ; 1'autre dite tonique, corrélée

au mécanisme d'échange Na-Ca.

A partir de 1981, Hume et Giles décrivent deux courants
entrants de calcium dans les cellules cardiaques ; ces deux courants,
1'un rapide, 1'autre lent ne correspondent pas au mécanisme d'échange
Na-Ca (Brown, 1984). De ce fait, 3 influx de Ca peuvent étre

déclenchés lors de l'activité des cellules cardiaques.

Cette étude a été menée dans le but de clarifier le probléme
liant les 3 influx de Ca a la contraction. Dans des conditions
expérimentales permettant la suppression de 1'échange Na-Ca et du
courant entrant rapide de Na (milieu hyperpotassique sans sodium
additionné d'isoprotérénol) deux composantes de contraction sont
enregistrées., Elles sont corrélées aux deux courants entrants de

calcium.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE : LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION DES

CELLULES CARDIAQUES.

1) Les influx de calcium.

Les cellules myocardiques ventriculaires présentent un
potentiel d'action caractéristique en ce sens qu'elles restent
dépolarisées pendant plusieurs centaines de ms (plateau du potentiel
d'action). Durant cette phase de dépolarisation, un flux de Ca entre
dans la cellule, flux correspondant au courant entrant de calcium qui a
fait 1'objet de nombreuses études depuis une quinzaine d'années. Les
limitations techniques ne permettent cependant pas toujours une bonne
définition des diverses composantes de ce courant. Au cours des 5
derniéres années, grice a la technique de potentiel imposé sur
cellules isolées, les auteurs sont parvenus a disséquer le courant
calcique de fagon plus précise (Powell et Twist, 1976 ; Kao et al, 1980
; Lee et Tsien, 1982, 1983, 1984 ; Isenberg et Klocner, 1982 ; Marban
et Tsien, 1982 ; Mc Donald, 1982 ; Tsien, 1983 ; Hume et Giles, 1983 ;

Mitchell et al, 1983 ; Bean, 1985).

A) Enregistrement des courants entrants calciques sur cellules isolées.
En 1967, Reuter met en évidence sur une préparation
multicellulaire cardiaque, en conditions de potentiel imposé et en
absence de Na, un courant entrant dont 1'amplitude dépend de la
concentration extracellulaire en Ca (fig 1). Lors d'une ample et

durable dépolarisation (de -80 & +34 mV) ce courant s'active en 100 ms



0 caCl,

7:2 mm-CaCl,

114 mv 114 mVv

'Fig 1:

D'aprés Reuter (1967).

Mise en évidence d'un courant entrant de calcium sur des fibres de
Purkinje. La préparation est dépolarisée de -80 & +34 mV.

partie gauche : solution sans Na et sans Ca.

partie droite : solution sans Na et contenant 7.2 mM de Ca.

Le temps au pic de courant est de 100 ms. Ce courant n'est pas
complétement inactivé aprés 500 ms de dépolarisation.,

11



12

et requiert plusieurs centaines de ms pour s'inactiver.

Depuis cette date, de nombreux auteurs décrivent 4 1l'aide de techniques
similaires ce courant entrant de Ca (slow inward current, Isi) dont la
constante de temps d'inactivation varie de 20 ms pour Rougier et al
(1969) a plus de 500 ms pour Beeler (1970). Des travaux plus récents
réalisés sur des cellules isolées, montrent qu'en fait le courant
entrant de Ca s'active complétement en 2 a 5 ms et s'inactive en 10 a
20 ms (Isenberg et Klockner, 1982 ; Lee et Tsien, 1982 ; Hume et Giles,
1983 ; Mitchell et al, 1983 ; Lee et al, 1984 ; Brown et al, 1984 ;
Josephson et al, 1984 ; Kokubun et Irisawa, 1984 ; Thomas et al, 1985 ;
Bean, 1985) (fig 2). Deux éléments permettent de donner une explication

a la discordance de ces résultats :

- Existence d'une importante résistance série dans les

préparations multicellulaires.

L'existence d'une importante résistance série dans la plupart
des préparations multicellulaires utilisées (1.6 KOhm.cm2 pour Atwell
et Cohen, 1977) comparée a celle trouvée dans des préparations de
cellules isolées (30 Ohm.cm2 pour Isenberg et Klockner, 1982) pourrait
expliquer les différences de cinétique d'activation et d'inactivation
du courant calcique. En effet, Isenberg et Klockner (1982), montrent
lors d'une étude sur cellule isolée que 1'introduction d'une résistance
série (Rsa) entre 1l'électrode de référence et le potentiel de terre
entraine une mauvaise imposition du potentiel transmembranaire Vm (Vm
= Vi - Vo). Vo qui est égal au produit de Im par Rsa, provoque une
déviation positive de Vm lorsque le courant est dans le sens entrant et

une déviation négative de Vm lorsque le courant est dans le sens
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a) D'aprés Kokubun et Irisawa (1984).

Enregistrement du courant entrant rapide de calcium sur cellule
ventriculaire isolée de cobaye. Le potentiel de départ est de -30 mV et
1l'amplitude de l'impulsion de 40 mV. Les tracés de droite sont obtenus
aprés 3 et 5 minutes de perfusion d'une solution de Tyrode contenant 0.0l
mM de Ca.

b) D'aprés Hume et Giles (1983)

Enregistrement du courant calcique rapide sur cellule auriculaire isolée
de grenouille.

Le potentiel de départ (HP) est de -80 mV.

Le courant calcique rapide atteint son amplitude maximale en 5 ms et
s'inactive en 20 ms au potentiel de +10 mV. Un courant "maintenu" est
aussi présent a ce potentiel,

c) D'aprés Mitchell et al (1983).

Enregistrement du courant calcique rapide sur cellule ventriculaire isolée
de rat, Le potentiel de départ est de -40 mV. Le courant atteint son
amplitude maximale en 3 ms et s'inactive avec une constante de temps de 10
ms au potentiel de O mV.



14

sortant (fig 3). Dans ces conditions, le potentiel est mal imposé
puisqu'il varie dans le temps. Etant donné que Vm n'est pas constant,
le courant capacitif est associé au courant de membrane durant une
grande partie de 1'impulsion dépolarisante et de ce fait "parasite" 1le
courant entrant rapide calcique. De plus, "1'échappement" du potentiel
de membrane di & Vo modifie la cinétique et 1'amplitude du courant
calcique dépendantes du potentiel., Ces observations montrent donc sans
ambiguité que 1l'existence d'une importante résistance en série avec la

préparation entraine une distorsion importante du courant calcique.

-~ Existence d'un courant sortant transitoire.

La résistance série ne permet cependant pas d'expliquer
entiérement les différences de résultats rapportés dans la littérature.
En effet, méme avec une résistance série importante (Isenberg et
Klockner, 1982), le temps au pic de courant de Ca n'est que de 13 ms
alors que pour les préparations multicellulaires ce temps au pic de
courant calcique est de 1'ordre de 100 ms (Reuter, 1969). Siegelbaum et
Tsien (1980) puis Marban et Tsien (1982) montrent que 1l'injection
intracellulaire d'EGTA ou de Cs dans des préparations multicellulaires
permet de démasquer un courant calcique rapide de forte amplitude
malgré 1'importante résistance série (fig 4). L'EGTA et le Cs
permettent de supprimer le courant sortant transitoire (Ito)

(Bassingthwaighte, 1975 ; Isenberg, 1977).
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a) D'aprés Isenberg et Klockner (1982).

Schéma du montage utilisé pour mettre en évidence 1'influence de la
résistance série sur le contrdle du potentiel et les caractéristiques du
courant entrant de Ca.

b) D'aprés Isenberg et Klockner (1982).

Effet de 1'addition d'une résistance série sur le contrble du potentiel
et sur les caractéristiques du courant calcique entrant.

Le potentiel de départ est de -50 mV et 1'amplitude de 1'impulsion de 50
mV.

Vi est imposé correctement mais Vi-Vo varie dans le temps.
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a) D'aprés Marban et Tsien (1981).

Effet du Cs introduit dans le milieu intracellulaire sur le courant de
calcium des fibres de Purkinje. Aprés addition de Cs au milieu
intracellulaire, le courant de Ca est de forte amplitude et de cinétique
rapide.

b) D'aprés Siegelbaum et Tsien (1980).

Le potentiel de départ est de -46 mV et 1'amplitude de 1l'impulsion de 47
mV ou de 54 mV. Aprés injection d'EGTA, le courant obtenu sur cette
préparation multicellulaire (fibres de Purkinje) ressemble & celui observé
sur cellule isclée.
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B) Existence de deux courants entrants de calcium correspondant & deux

Dés 1976, un courant calcique maintenu résiduel correspondant
probablement au courant entrant lent est décrit par Kass et al et
Reuter et Scholz sur des préparations multicellulaires (fig 5d).

Sur des cellules isolées, Lee et Tsien (1982, 1983) , Mc Donald (1982),
Marban et Tsien (1982), Tsien (1983), Hume et Giles (1983), Noble
(1984), Lee et al (1983, 1984), Josephson (1984), Bean (1985) décrivent
deux courants entrants de Ca (fig 5). Le premier est de cinétique
rapide et s'active pour des potentiels relativement négatifs alors que
le second de cinétique plus lente, s'active pour des potentiels moins
négatifs, Cela vient d'étre confirmé par Nilius et al (1985) qui
décrivent dans des conditions de "patch clamp", deux types de canaux
calciques correspondant aux deux courants calciques précédemment

décrits (fig 5).

Deux types de canaux calciques sont aussi décrits sur d'autres
préparations (non cardiaques) par Hagiwara et al (1975) sur les oeufs
d'étoile de mer, Deitmer (1984) sur le cilié Stylonichia, Fox et Krasne
(1984) sur les oeufs de Polychaete, Jdaiaa et Guilbault (1986) sur la
fibre musculaire d'écrevisse, sur les neurones par Ilinas et Yarom
(1981), Nowycky et al (1984), Carbone et Lux (1984), Tsanoo et al
(1984, 1985), Yoshi et - al (1984), Mattesson et Armstrong (1984),
Fedulova et al (1985), Armstrong et Mattesson (1985), Cohen et Mc

Carthy (1985), Chesnois Marchais (1985).
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— Le courant entrant calcique rapide.

Bean (1985) montre que le courant calcique rapide des cellules
isolées d'oreillette de chien étudiées selon la technique de '"whole
cell attach" (dialyse du milieu intracellulaire en présence d'EGTA, de
Cs et en 1l'absence de Na externe) n'est présent que si le potentiel de
départ (Holding Potential, HP), est trés négatif (fig 5a). Ce courant
s'inactive rapidement (10 ms au potentiel de 10 mV). De plus il est
insensible a4 la TTX mais bloqué par les ions Co. L'étude concernant les
fluctuations de ce courant montre que la conductance unitaire est de 8
pS et que cette derniére est identique lorsque le Ca ou le Ba est
utilisé comme transporteur de charges. Ce canal calcique rapide est
également insensible aux dihydropyridines et & 1'isoprotérénol. Nilius
et al (1985) dans des conditions de "patch clamp" montrent que la
conductance unitaire du canal calcique rapide est bien de 8 pS et
qu'elle demeure inchangée lorsque le Ca est remplacé par le Ba (fig
.5b). Ces auteurs montrent en outre que le courant correspondant
s'active pour des potentiels relativement négatifs et reste présent
dans la configuration "inside out patch". Le courant global est 1la

encore insensible aux dihydropiridines et au Cd.

I1 faut cependant noter que l'utilisation des techniques de
"whole cell attach" et de "patch clamp" respectivement par Nilius et al
(1985) et Bean (1985) leur permet en particulier de contrfler trés

précisément la composition des milieux intra et extracellulaire. Ces
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auteurs ajoutent en outre au milieu interne de 1'EGTA et au milieu
externe sans Na du Ca ou du Ba. En effet 1'utilisation de 1'EGTA dans
le milieu interne et du milieu externe sans Na permet de bloquer
1'échange Na-Ca et ainsi d'éviter le développement d'un courant
d'échange (courant transitoire entrant, (Iti). De méme 1'EGTA permet
de bloquer le courant transitoire sortant (Ito) qui est activé par le
Ca intracellulaire (Siegelbaum et Tsien, 1980), et qui perturbe le

décours du courant calcique rapide (fig 4).

Josephson et al (1984) montrent sur des cellules isolées de
ventricule de rat et de cobaye étudiées dans des conditions de
potentiel imposé & 1'aide d'une microélectrode unique, que la 4AP et le
TEA n'ont pas d'effet sur le courant entrant calcique rapide.
L'inactivation de ce courant n'est donc pas due a un courant sortant
transitoire puisque la 4 AP en particulier est bien connue pour bloquer
ce courant (Siegelbaum et Tsien, 1980). Ces auteurs montrent de plus
que 1'addition d'EGTA au milieu intracellulaire ralentit la cinétique
d'inactivation du courant rapide. De ce fait, ils concluent a un

mécanisme d'inactivation dépendant de l'entrée de Ca.

Lee et Tsien (1982), Hume et Giles (1983), Lee et al (1984),
Noble (1984) montrent que le Cd bloque spécifiquement le courant
calcique rapide. Mitchell et al (1983) montrent dans les mémes
conditions d'enregistrement du courant membranaire que le Ni, le Mn, la
nifédipine, la nimodipine et le D600 inhibent le courant calcique
rapide et que le Sr et le Ba ralentissent la cinétique d'inactivation
de ce courant. Une réduction de la concentration extracellulaire en Na

entraine aussi selon ces auteurs, une nette diminution de son
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amplitude. Lee et al (1985) montrent que, sur des cellules isolées de
cobaye étudiées selon la technique de "whole cell attach" en présence
de Cs intracellulaire et en absence de Na extracellulaire,
1l'inactivation du courant calcique rapide est aussi ralentie lorsque le
Ca est remplacé par le Ba. Par contre pour des dépolarisations
importantes, la constante de temps d'inactivation de ce courant rapide
est diminuée en présence de Ca et augmentée en présence de Ba. Ceci
traduit selon ces auteurs une inactivation dépendante du potentiel et

de 1'entrée de Ca.

Isenberg et Klockner (1982) montrent également sur des cellules
myocardiques isolées étudiées & 1'aide de 2 microélectrodes que le
courant entrant calcique rapide est bloqué par le D600, le Ni et le Co
; par contre 1'isoprotérénol augmenterait 1l'amplitude de ce courant. Le
potentiel d'inversion de ce courant est de + 60 mV, valeur identique a
celle déterminée par Lee et Tsien (1982, 1983). De méme Kokubun et
Irisawa (1984) montrent grice a la technique de "whole cell attach"
que l'augmentation de la concentration externe de Ca augmente
1'amplitude et la cinétique d'inactivation du courant rapide. En
réduisant la PCai de 9 a 6.8, ces auteurs observent également une
diminution de l'amplitude du courant ; par contre, la cinétique
d'inactivation reste inchangée. De ce fait ils proposent que la
réduction d'amplitude du courant calcique rapide est due & une
diminution de la conductance par le biais du Ca entrant dans la cellule

(indépendamment de la diminution du gradient électrochimique des ions (Ca).
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En résumé, des différences notables apparaissent entre les
résultats décrits ci-dessus, certains auteurs décrivant en effet le
canal calcique rapide comme étant sensible aux dihydropyridines, au Cd,
a 1'isoprotérénol alors que d'autres montrent qu'il est insensible &
ces mémes substances. De plus Bean (1985), Nilius et al (1985)
montrent que la cinétique d'inactivation du canal calcique rapide n'est
pas affectée lorsque le Ca est remplacé par le Ba alors que Lee et al
(1982, 1983), Kokubun et Irisawa (1984), Josephson et al (1984)
obtiennent des résulats inverses. En fait, 1'analyse approfondie des
données de la littérature révéle que la dépolarisation membranaire
induit 3 composantes de courant entrant : deux courants (courant
calcique rapide et courant calcique lent) s'écoulent au travers de
canaux ; quant au troisiéme, il correspond au courant dii au mécanisme
d'échange Na-Ca. En prenant en compte 1l'existence de ces 3 courants,
les résultats des différents auteurs en apparence divergents péuvent

étre conciliés,

— Problémes relatifs a la dissection du courant entrant

calcique rapide.

Di Francesco et al (1982), Lee et al (1983, 1984), Brown et al
(1983) montrent qu'il existe une troisiéme composante de courant
entrant différente de celles correspondant aux courants calciques
rapides et lents (fig 6a). Il s'agit du courant d'échange Na-Ca. Ce
courant apparait étre similaire & celui décrit par Lederer et Tsien
(1976) et Eisner et Lederer (1979) (fig 6b et 6¢). Ces derniers auteurs
montrent qu'en 1l'absence d'activité de la pompe Na-K (absence de K

externe ou utilisation de digitaliques), un courant entrant dont
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l'activation et 1'inactivation sont de méme durée, apparait lors de
la repolarisation. Ce courant est contemporain des post-contractions ;
il est appelé courant transitoire entrant (Iti). Il peut-&tre inhibé
par la caféine ou la tétracaine (Eisner, 1979) (fig 6¢c). Brown (1984)
observe que ce courant d'échange Na-Ca, stimulé par les augmentations
de 1'activité du Ca intracellulaire apparait dans les conditions
normales (fig 6a). Il montre que pour des "HP" négatifs, une seule
composante de courant précoce apparait. Il s'agit en fait de la somme
algébrique du courant calcique rapide et du courant entrant d'échange
Na-Ca. Pour des HP moins négatifs, seul le courant d'échange Na-Ca
serait présent, 1'autre courant étant inactivé ; dans ces conditions,
la disponibilité de la conductance calcique rapide serait quasiment

nulle (Bean, 1985).

Selon Reuter (1968), Glitsh et al (1980), Mullins (1981),
Horackova (1984), cet échange Na-Ca est électrogéne. Il peut étre
schématisé de la facon suivante : un transporteur mobile peut
s'associer de facon compétitive avec 1 ion Ca ou n ions Na (n étant
supérieur ou égal a 3) de chaque cdté de la membrane (fig 7). La
réaction est rapide, le mouvement du transporteur dans la membrane est
de vitesse limitée et dépend des gradients électrochimiques de ces
cations. L'échange est bidirectionnel et les mouvements des cations
dépendent du potentiel de membrane. Un tel systéme peut donc produire
un courant entrant ou sortant dont 1'amplitude dépendrait selon les
auteurs de la différence (Em - Eex). La valeur du potentiel d'inversion
du courant d'échange Na-Ca (Eex) est donnée par 1'équation 2ENa - ECa
pour n = 4, D'aprés Mullins (1981) et Horackova et Vassort (1979), 1la

valeur de ce potentiel d'inversion est de -40 mV. Cependant Arlock et
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a) D'aprés Brown (1984).
" Enregistrement du courant d'échange Na-Ca sur cellule isolée du noeud
sino-auriculaire de lapin. En d, le courant d'échange est fusionné avec le

courant calcique rapide ; en a, le courant calcique rapide est inactivé et
seul le courant d'échange subsiste.

b) D'aprés Lederer et Tsien (1976).

Enregistrement du courant d'échange Na-Ca lors de la repolarisation de la
membrane au potentiel de -72 mV sur des fibres de Purkinje aprés une
dépolarisation de 5 sec aux potentiels de -6 ou de -22 mV et aprés
traitement a la strophantidine.

c) D'aprés Eisner (1979)
Enregistrement du courant d'échange Na-Ca sur des fibres de Purkinje

dépolarisées de -58 & —40 mV. Ce courant est inhibé par la caféine et la
tétracaine.
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Katzung (1982), Karagueuzian et Katzung (1983) ne trouvent pas de
potentiel d'inversion pour les cellules ventriculaires. Herning et
Verecke (1983) montrent clairement que le courant induit par 1'échange
Na-Ca est nul pour les potentiels compris entre -40 mV et O mV et
de&ient ensuite légérement de sens sortant pour des potentiels plus
positifs. Noble (1984) propose que ce courant d'échange ne posséde pas
de potentiel d'inversion tel que celui décrit selon le modéle
d'Hogkin-Huxley puisque ce courant d'échange est contr8lé d'une part
par la concentration de Ca intracellulaire et d'autre part par le
potentiel. Mullins (1981) suppose n égal a 4 et montre que le courant
induit par 1'échange Na-Ca est de sens entrant puis de sens sortant
durant le potentiel d'action (fig 7a). Ainsi ce courant, s'ajoutant
algébriquement au courant entrant calcique rapide peut aussi expliquer
la faible valeur estimée de son potentiel d'inversion (+ 60 mV) (fig

7b).

L'existence de ce courant composite peut expliquer les
résultats en apparence surprenants obtenus par certains auteurs. Ainsi
Mitchell (1983) indique qu'une diminution de la concentration sodique
extracellulaire réduit 1'amplitude du courant entrant calcique rapide.
La diminution de la concentration sodique extracellulaire induirait une
augmentation de 1'influx de Ca via 1'échange Na-Ca entrainant une
réduction du courant d'échange dans le sens entrant. De ce fait la
diminution apparente de 1'amplitude du courant calcique rapide ne

correspondrait en fait qu'a la diminution du courant d'échange Na-Ca.



26

Em weed Seert' 2
«-80L w=d \nmr—
[}
xCC
.0
Ic..x ¢ e .
Fig 7 :

a) D'aprés Mullins (1981).
Evolution théorique de ICa, I, Em, E et ICa+I durant un potentiel d'action
en supposant n égal a 4.

b) D'aprés Mullins (1981).
Courbe courant-potentiel théorique du courant calcique pur, du courant
d'échange et de la somme des courants calcique et d'échange.
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Les différents résultats décrits par les auteurs concernant la
sensibilité du courant calcique rapide vis-a-vis du Cd, de
1'isoprotérénol et des dihydropyridines peuvent aussi s'expliquer.

En effet Bean (1985) et Nilius et al (1985) qui travaillent dans des
conditions permettant de bloquer d'une part 1'échange Na-Ca (EGTA dans
le milieu interne et absence de Na dans le milieu extracellulaire) et
d'autre part les courants sortants (le Ba étant utilisé comme
transporteur de charges) enregistrent un courant calcique rapide "pur".
Ils montrent que dans ces conditions ce courant est insensible a
1'isoprotérénol, au Cd et aux dihydropyridines mais qu'il est bloqué

spécifiquement par le cobalt.

En résumé, dans les conditions de potentiel imposé si des
précautions ne sont pas prises, le courant entrant rapide de Ca est
souvent un courant composite (courant calcique rapide et courant
d'échange Na-Ca). De la méme fagon, il est possible d'envisager que
toute drogue modifiant le courant entrant lent (agoniste ou
antagoniste) entrainera une modification de l'activité intracellulaire
du Ca et indirectement du courant d'échange Na-Ca qui est fusionné avec

le courant calcique rapide.

I1 est important de noter en outre que le courant rapide
conserve les mémes cinétiques d'activation et d'inactivation, qu'il
soit ﬁransporté par les ions Ca ou par les ions Ba (Nilius et al, 1985
; Bean, 1985). L'inactivation de ce canal serait donc dépendante du
potentiel, Le canal par lequel passe le courant rapide présente une

faible conductance de 8 pS (Bean, 1985 ; Nilius et al, 1985), valeur
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identique a celle qui peut &tre calculée a partir des enregistrements
de courant unitaire obtenus récemment par Chesnois Marchais (1985) en

configuration de "outside out patch clamp" sur des neurones d'Aplysie.
- Le courant entrant calcique lent.

Déja en 1976, Kass et al et Reuter et Scholz décrivent, sur des
fibres de Purkinje, un courant entrant résiduel correspondant selon eux
a une inactivation incompléte des canaux calciques (fig 5d). I1
s'agirait en fait de 1'enregistrement du courant calcique lent, ce
courant étant augmenté par 1'adrénaline et inhibé par le D600. Lee et
al (1984), grice a une dissection pharmacologique, démasquent un
courant entrant calcique lent différent du courant entrant calcique
rapide (fig 5c). Ce courant lent n'est pas bloqué par le Cd et la TTX.
A —60-mV, il présente une amplitude maximale aprés 200 ms et ne
s'inactive pas. Ce courant calcique entrant est a 1l'origine de
potentiels d'action lents dont l'inversion de potentiel s'effectue a 0O
mV et dont le plateau est situé entre -10 et -30 mV,

Selon Lee et al (1983, 1984), ce courant serait responsable du plateau
du potentiel d'action recueilli en conditions standard. Hume et Giles
(1983) observent sur les fibres auriculaires de grenouille un courant
maintenu de Ca ne s'inactivant pas en fonction du temps et résistant au
Cd. Josephson et al (1984) (fig 2b) démontrent également au niveau des
cellules myocardiques ventriculaires de cobaye 1'existence d'un tel
courant lent qui serait par contre inexistant sur les cellules
ventriculaires de rat. Récemment, Bean (1985) décrit un courant
calcique entrant lent sur les cellules auriculaires de chien. Ce

courant peut &tre déclenché a partir d'une valeur de potentiel de



29

membrane faiblement négative et s'active lentement en fonction du temps
(fig 5a). Bean (1985) montre en outre que le courant est plus ample
lorsque le Ca est remplacé par le Ba comme transporteur de charges et

qu'il est sensible aux dihydropyridines et a 1'isoprotérénol.

Reuter (1983) observe en '"patch clamp" que la conductance
unitaire du canal lent est de 25 pS, que cette conductance ne varie pas
en fonction du potentiel et que la probabilité d'ouverture des canaux
augmente avec la dépolarisation. Cet auteur trouve un temps moyen
d'ouverture de 1 ms & 25°C et montre que 1'isoprénaline n'affecte pas
la conductance unitaire du canal mais plutét la probabilité
d'ouverture. Récemment, Cavalié et al (1983) observent sur des myocytes
de cobaye que pour de fortes dépolarisations, les ouvertures des canaux
se groupent préférentiellement au début de 1'impulsion ; de plus dans
la mesure ou la conductance est de 18 pS, le canal correspondrait
probablement au canal lent calcique puisque la conductance du canal
rapide, n'est que de 8 pS. La formation d'un "inside out patch"
entraine la disparition rapide du courant. Ces auteurs observent que
les temps moyens d'ouverture de ce canal correspondent & une
distribution du premier ordre alors que ceux de fermeture correspondent
a une distribution du second ordre. A la lumiére de ces résultats, ils
proposent donc un schéma fonctionnel a 3 étapes : un état ouvert et
deux états fermés dont les constantes de transition dépendraient du

potentiel.
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A 1'appui de ce schéma fonctionnel du canal lent calcique & 3

états, Hess et al (1985) montrent que les dihydropyridines agonistes
augmentent la probabilité selon laquelle le canal serait dans un état.
de longue ouverture et de bréve fermeture. Par contre, les
dihydropyridines antagonistes augmenteraient la probabilité selon
laquelle ce canal se trouverait dans un état fermé (fig 9). Reuter
(1983), considérant les effets de 1'isoprotérénol, propose lui aussi
1'hypothése selon laquelle la probabilité d'ouverture des canaux serait

augmentée par modification des constantes K1, K2 et K-2 (fig 9).

Récemment Nilius et al (1985) proposent pour la conductance
unitaire du canal lent une valeur de 25 pS et observent que le courant
entrant lent est plus ample lorsque le Ba est utilisé a4 la place du Ca
comme transporteur de charges (fig 5b). Ce courant s'active pour des
potentiels relativement peu négatifs. I1 disparait en "inside out
patch". Il est bloqué par les dihydropyridines antagonistes et le Cd,

augmenté par le BAY K 8644.

- Problemes relatifs a la dissection du courant entrant calcique

lent.

Le canal calcique lent apparait étre sensible aux diverses
substances généralement utilisées pour appréhender les mécanismes de
fonctionnement des canaux calciques. Cependant pour Lee et al (1984) et
Noble (1985), le courant entrant lent est insensible au Cd alors que
Nilius et al (1985) et Bean (1985) rapportent son inhibition par ce
méme ion. De plus, Lee et al (1984) montrent que la réduction du K
intracellulaire (augmentation de la concentration intracellulaire en Na

par blocage de la pompe Na-K), diminue 1'amplitude du courant entrant
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a) D'aprés Bean (1985)

Enregistrement des courants entrants rapide et lent en présence de Ca et
de Ba. Pour le courant rapide, le potentiel de départ est de -80 mV et
pour le courant lent, il est de -30 mV.

b) D'aprés Lee et al (1984). ‘

Enregistrement du "courant entrant' en présence de Cs intracellulaire sur
des fibres de Purkinje. Le potentiel de départ est de -36 mV et
1'amplitude de la dépolarisation de 38 mV.

A: 5.4 mM de Ca

B : 5.4 mM de Sr

C: 5.4 mM de Ba

c) D'aprés Lee et al (1984)

Enregistrement du "courant entrant" en présence de Cs intracellulaire sur
cellule ventriculaire isolée de cobaye. Le potentiel de départ est de -40
mV et 1'amplitude de la dépolarisation de 60 mV.

A: 5.4 mM de Ca ’

B: 5.4 mM de Sr-

C: 5.4 mM de Ba

U n
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D'aprés Hess et al (1985)

Schéma fonctionnel du '"canal calcique'". Effets des dihydropyridines
agonistes et antagonistes.
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lent. Les résultats apparaissent également différents selon les auteurs
concernant 1'inactivation des canaux calciques : pour certains cette
inactivation dépend du potentiel (Bean, 1985) (fig 8a) et pour d'autres

du potentiel et de 1l'entrée de Ca (Lee et al, 1985) (fig 8b).

A la lumiére de ces récents résultats, il semble que les
interprétations relatives au courant calcique lent doivent étre
reconsidérées. En effet, Bean (1985) montre bien que le courant entrant
rapide est identique qu'il soit porté par les ions Ba ou les ions Ca
(fig 8). Par contre, le courant entrant lent est plus ample quand il
est porté par le Ba. De ce faié, en présence de Ba, le ralentissement
apparent de la cinétique d'inactivation du courant entrant calcique
rapide peut ne correspondre qu'a une augmentation de 1'amplitude du
courant entrant lent venant se superposer au courant calcique rapide.
Le protocole consistant a utiliser 1'EGTA dans le milieu interne pour
mettre en évidence une inactivation dépendante du Ca doit étre lui
aussi reconsidéré. En effet 1'EGTA est bien connu pour bloquer les

courants transitoires entrants et sortants par le biais d'une

diminution de l'activité du Ca intracellulaire.

Les répercussions apparentes de modifications des activités du
Na et du Ca intracellulaires sur 1l'amplitude du courant calcique lent
peuvent aussi s'expliquer par 1l'existence du mécanisme d'échange Na-Ca
conduisant & un mouvement de charges (en d'autres termes d'un courant)
qui s'ajouterait algébriquement au courant entrant lent de Ca. De ce
fait on comprendrait mieux les résultats des différents auteurs

apparemment sinon contradictoires, du moins différents selon



34

1'importance prise dans les conditions expérimentales diverses par le
courant calcique lent et par le courant d'échange Na-Ca dans le décours

global du courant "calcique".

En résumé 1'analyse des données de la littérature montre que
beaucoup de résultats d'expériences devraient é&tre reconsidérés avec
prudence puisque la "dissection" des courants n'est pas toujours
parfaite. Quoiqu'il en soit, il apparait maintenant évident que dans
les conditions physiologiques normales, 3 influx de Ca peuvent
apparailtre lors d'une dépolarisation membranaire des cellules
cardiaques : 1) 1l'un, précoce, correspond au courant entrant calcique
rapide passant par le canal rapide insensible a diverses drogues ; 2)
un second, plus lent, passant par le canal lent qui est, contrairement
au précédent, sensible a diverses drogues ; 3) enfin, le dernier
correspondant au mécanisme d'échange Na-Ca. Ainsi, 1'importance d'un
influx calcique par rapport aux autres peut conditionner le décours des
activités électrique et mécanique. En effet, certaines espéces animales
comme le cobaye présentent une composante de courant lent plus marquée
que d'autres tel le rat expliquant ainsi le décours différent des
potentiels d'action. (Mc Donald, 1982 ; Lee et Tsien, 1982, 1983 ;
Mitchell, 1983 ; Stephenson, 1983). De méme, les cellules
ventriculaires possédent une composante lente de courant entrant de Ca
plus marquée que les cellules des noeuds sino-~auriculaire et
auriculo-ventriculaire (Gettes et Reuter, 1974 ; Beeler et Reuter, 1977

; Reuter et Scholz, 1977 ; Mc Donald et Trautwein, 1978 ; Noma et al, 1980).
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2) R6le des influx calciques dans le couplage excitation-contraction.

A) Réles des courants calciques entrants rapide et lent dans

e e e - - == e e e —— - ——_— ———— — " —— -

En étudiant 1'effet de "microinjections" de Ca qui simulent la
cinétique des deux courants calciques, Fabiato (1985) montre sur des
fibres pelées de Purkinje que le courant calcique entrant rapide
déclenche la contraction selon le mécanisme de Ca-induced Ca release
(libération de Ca par le RS déclenchée par 1'entrée de Ca) (fig 10).
Fabiato et Fabiato (1979), Fabiato (1982, 1983, 1985) montrent en outre
que le mécanisme de Ca-induced Ca release n'est pas di 4 une variation
en valeur absolue de la concentration de Ca extraréticulaire mais
plutdt a la vitesse de cette variation. Fabiato (1985) montre aussi
que le courant lent entrant de Ca servant a la recharge du RS permet
d'augmenter 1'amplitude de la contraction suivante du fait d'une
libération accrue de Ca par le RS, cette libération étant elle méme

déclenchée par le courant entrant rapide de Ca.

Fabiato (1985) montre que le courant calcique rapide ne produit
plus aucune contraction lorsque le RS des fibres pelées est
préalablement détruit par un traitement par le Brij alors qu'au
contraire le courant entrant lent produit une tension mécanique qui
peut en outre &tre maintenue (fig 10c¢). Cet auteur conclut que la .

tension produite dans ces conditions est indépendante de la vitesse a
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laquelle la solution calcique est mise au contact de la fibre
musculaire pelée. Il apparait donc évident que le Ca véhiculant le
courant entrant lent peut provoquer une contraction par activation
directe des protéines contractiles. Lee et al (1983) montrent en
conditions de potentiel imposé que le courant entrant lent peut étre a
l'origine d'une composante de contraction maintenue et Mitchell (1983)
(fig 1lla) observe, sur des cellules isolées de cobaye, que le courant
entrant lent de Ca est aussi 4 1'origine d'une contraction alors que
celle-ci est inexistante dans le cas des cellules myocardiques de rat

dépourvues de canaux lents (Josephson et al, 1984) (fig 5c)

Plusieurs auteurs décrivent des contractions biphasiques. Ainsi
Allen et al (1974) proposent que les deux composantes de contraction
soient dues a la libération de Ca par le RS (fig 11b). Par contre
Seibel (1978) attribue la premiére compésante a4 une libération de Ca
par le sarcolemme et la seconde a une libération de Ca par le RS (fig
lle). Beresewicz et Reuter (1977), Bogdanov (1978) et plus récemment
King et Bose (1983), Malécot et al (1984), Honoré et Challice (1985,
1986) et Honoré et al (1986a,b,c) décrivent des contractions
biphasiques et imputent en accord avec les données de la littérature,
la premiére composante a une libération de Ca par le RS et la seconde
composante 4 une activation directe des protéines contractiles par le

Ca entrant dans la cellule via le canal calcique (Isi) (fig 11).
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B) R6le de 1'influx de Ca via 1'échange Na-Ca dans le couplage _
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exclrarion-contraction,

Ces contractions biphasiques ne semblent pas correspondre aux
contractions a deux composantes décrites dés 1972 par Vassort et
Rougier. Ces auteurs montrent que la contraction des cellules
auriculaires de grenouille induites par une dépolarisation correspond a
deux composantes : 1'une phasique dépendant directement du courant lent
entrant (Isi), l'autre tonique dépendant de 1'échange Na-Ca (fig 12d).
Une relation directe entre le courant calcique entrant et 1'amplitude
de la contraction phasique a été démontrée sur le myocarde de
grenouille par Beeler et Reuter (1970), Léoty et al (1970), Gibbons et
Fozzard (1971, 1975), Vassort et al (1971), Einwachter et al (1972),
New et Trautwein (1972), Horackova et Vassort (1976, 1979), Horackova
(1984). La relation entre le courant entrant et la contraction phasique
apparait complexe dans le myocarde de mammifére, du fait de
1'importance du RS (Horackova 1984). Quant & la composante tonique,
elle est observée tant sur le myocarde de grenouille (Vassort et al,
1971 ; Vassort et Rougier, 1971 ; Léoty et Raymond, 1972 ; Einwachter
et al, 1972 ; Vassort, 1973 ; Benniger et al, 1976 ; Horackova et
Vassort, 1972, 1974, 1978, 1979) que sur le myocarde de mouton et de
veau (Mc Guigan, 1968 ; Wood et al, 1969), de chat (New et Trautwein,
1972 ; Trautwein et al, 1975), de cobaye (Ochi et Trautwein, 1971) et
sur les fibres de Purkinje (Coraboeuf et al ,1981 ; Eisner et al,

1983).

Vassort (1973) montre sur la fibre auriculaire de grenouille la

nécessité de la présence de Na et de Ca dans le déclenchement de la
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a) D'aprés Reuter (1974)
Effet du dbAMPc et de la noradrénaline sur le potentiel d'action et sur la
contraction du t:abécule ventriculaire de veau.

b) D'aprés Morad et Trautwein (1968)
Effet d'une prolongation de la durée du potentiel d'action sur la
contraction du trabécule ventriculaire de mouton.

¢) D'aprés Coraboeuf et al (1975)
Effet de la toxine II du venin de scorpion sur le potentiel d'action et la
contraction du muscle papillaire de rat.

d) D'aprés Horackova (1984)
Mise en évidence d'une composante tonique et d'une composante phasique sur
la fibre auriculaire de grenouille.
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composante tonique. De plus, Horackova et Vassort (1972, 1974) puis
Honer jager et Reiter (1975) montrent que la vératridine, qui augmente
la concentration intracellulaire de Na, accroit 1'amplitude de la
composante tonique. Selon ces auteurs la composante tonique serait liée
a un influx de Ca via 1'échange Na-Ca et dépendrait fortement de
l'activité du Na intracellulaire. De méme, Morad et Trautwein (1968),
Braveny et Sumbera (1970), Reuter (1974), Coraboeuf et al (1975)
décrivant une contraction a deux composantes du muscle papillaire de
mammifére attribuent la premiére & une libération de Ca par le RS et la

seconde a un influx de Ca via 1'échange Na-Ca (fig 12).

-

L'analyse approfondie des données de la littérature relative
la relation liant les activités électrique et mécanique des cellules
myocardiques met en évidence 3 mécanismes possibles responsables d'une
entrée de Ca dans la cellule et pouvant étre plus ou moins reliés au
développement de 1'activité mécanique : deux courants entrants de
calcium (rapide et lent) correspondant chacun au développement d'une
contraction phasique ou "maintenue" et un influx de Ca via 1'échange

Na-Ca correspondant au développement d'une composante tonique.

Le but de ce travail a été de montrer que les deux influx de Ca
via les deux types de canaux calciques sont bien a l'origine,
respectivement, des deux composantes de contraction (obtenues en milieu
hyperpotassique et en présence d'isoprotérénol) indépendantes du

mécanisme d'échange Na-Ca.
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MATERIEL ET METHODE

Les expériences sont réalisées sur des fragments de coeurs de
cobaye, de rat et de grenouille "taureau'" adultes. Les animaux sont
assommés puis saignés. Leur coeur est rapidement prélevé et plongé dans
une solution de Tyrode oxygénée par un mélange de 957 d'oxygéne et de
5% de dioxyde de carbone. Un muscle papillaire du ventricule droit
(coeurs de rat et de cobaye) ou un trabécule (ventricule de grenouille)
est disséqué avec soin en évitant au maximum tout traumatisme. La
préparation est placée dans une cuve de 3 ml et perfusée a débit
constant (3ml/min) par une solution oxygénée de Tyrode. Le pH de cette
solution est de 7.35+0.01. En normoxie, la P02 a pour valeur 575% 10
mm Hg et 1la PCO2 34%2 mm Hg. La température est maintenue constante
grice a un systéme thermostatique (36°C pour le muscle papillaire de
mammifére et 22°C pour le trabécule de grenouille). La partie
tendineuse du muscle papillaire est accrochée, par 1'intermédiaire d'un
levier en acier inoxydable, & un transducteur (Bioscience, UF1l) fixé a
un micromanipulateur. L'autre extrémité du muscle papillaire est fixée
a l'aide de fines aiguilles d'entomologiste sur le fond de la cuve

expérimentale.

La composition des solutions utilisées est donnée dans le
tableau 1. Les substances pharmacologiques sont ajoutées aux
différentes solutions précédemment décrites. Leur origine est la
suivante : caféine : Sigma ; procaine : Lavoisier ; isoprotérénol :
Winthrop ; nifédipine : Bayer ; TEA : Merck ; TTX : Sigma ; Mn : Sigma

; Cd : Prolabo ; BAY K 8644 : Bayer ; acétylcholine : Lematte et Boinot.
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— Stimulation, enregistrement des activités électrique et

mécanique.

Les préparations sont stimulées électriquement par
1'intermédiaire d'une électrode de platine (0.2 mm de diamétre) isolée
jusqu'a son extrémité et d'un stimulateur GP1-GE219-CRE. La durée de
la stimulation est de 5 ms et 1l'intensité choisie est double de
1l'intensité seuil. Les potentiels d'action sont enregistrés au moyen
d'une microélectrode de verre étiré remplie de KC1 3M (voir schéma
synoptique). La résistance de pointe est de 10 a 15 meghoms. La
microélectrode est reliée a un adaptateur d'impédance (WPI, modéle
750). L'électrode indifférente impolarisable est constituée d'un fil
d'argent chloruré et d'un pont de KC1 3M gélosé. L'amplificateur
opérationnel 2 est utilisé pour maintenir le potentiel extracellulaire
au potentiel de terre. Le courant de stimulation mesuré par
1'intermédiaire de la chute de tension qu'il provoque aux bornes de la
résistance R est comparé a celui délivré par un générateur de tension
rectangulaire par 1'intermédiaire de 1'amplificateur opérationnel 1. La
vitesse maximale de dépolarisation est mesurée grédce a un circuit RC
différenciateur dont les caractéristiques sont les suivantes : R = 120
kohm ; C = 33 nF. Les contractions sont mesurées a l'aide d'un
transducteur (Bioscience UF1l) relié a son amplificateur . Le potentiel
d'action et la contraction sont enregistrés sur un oscilloscope a

mémoire Tektronix 5111. Les traces mémorisées sont photographiées.
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Schéma synoptique du montage utilisé.
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~ Protocole expérimental

Le muscle papillaire est étiré avec précaution gréce au
micromanipulateur sur lequel est fixé le transducteur, jusqu'ad ce que
soit atteinte la contraction d'amplitude maximale (maximum de la
relation tension-longueur). Puis le muscle est stabilisé en solution de
Tyrode pendant 120 minutes. Durant cette période, le muscle est stimulé
4 une fréquence de 0.6 Hz. La préparation est ensuite perfusée par la
solution hyperpotassique (17 mM) pendant 10 minutes ce qui conduit a
1'inexcitabilité cellulaire. L'isoprotérénol est alors ajouté a la
concentration de 3.10-7 M a la solution hyperpotassique (solution de
référence) pour restaurer 1'excitabilité cellulaire. Aprés 20 minutes
de stabilisation dans ces nouvelles conditions , les différentes
substances pharmacologiques a étudier sont ajoutées a la solution de

référence.

Les différents parametres mesurés sont les suivants :
- 1'amplitude, 1'inv¢rsion de potentiel, la durée a 507 de la
repolarisation, le potentiel diastolique du potentiel d'action.
- 1'amplitude et le temps au pic de contraction de chacune des

composantes de contraction.

Les résultats sont exploités a 1l'aide des appareils suivants :
HP 85, MACINTOSH, APPLE 2. Ils sont sont présentés sous forme de
moyennes affectés de leur erreur standard. n représente le nombre

d'expériences réalisées dans chaque protocole expérimental.
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RESULTATS
—~ Obtention de la contraction biphasique (n = 32).

L'augmentation de la concentration extracellulaire en K produit
une dépolarisation membranaire qui entraine 1l'inexcitabilité
cellulaire (fig 13b). Dans ces conditions, la cellule myocardique
présente un potentiel diastolique de -54 £0.9 mV. L'addition
d'isoprotérénol a la solution hyperpotassique restaure 1'excitabilité
cellulaire (fig 13c). A la fréquence de stimulation de 0.6 Hz, le
potentiel d'action dans ces derniéres conditions, présente une vitesse
de dépolarisation de 13.5%0.9 V/s et une durée mesurée a 50% de la
repolarisation de 172*9.1 ms. La contraction induite dans ces
conditions présente un décours biphasique (fig 13c). La premiére
composante de contraction présente un temps au pic de contraction de 90+
4.8 ms et une amplitude similaire a celle enregistrée en solution de
Tyrode (54* 7 mg). Le temps au pic de contraction de la seconde
composante est comparable a celui des contractions qui peuvent étre
enregistrées en solution de Tyrode aprés 15 minutes de quiescence (190%
14,6 ms). Son amplitude est environ deux fois supérieure a celle de la
premiére composante (117* 12 mg). Quelques préparations (environ 5% des
cas) présentent en plus des deux composantes de contraction une
post-contraction déclenchée par un post-potentiel pour des
concentrations d'isoprotérénol supérieures é.]yuM. Le retour aux
conditions initiales (solution de Tyrode) conduit au développement

d'une contraction monophasique.



Fig 13 :

Enregistrement d'une contraction biphasique en milieu hyperpotassique
additionné d'isoprotérénol.

a) Solution de Tyrode

b) Solution hyperpotassique (17 mM)

c) Solution hyperpotassique additionnée d'isoprotérénol 3.10-7 M.

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz.

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 14 :

Enregistrement d'une contraction biphasique en milieu hyerpotassique (17
mM) additionné d'isoprotérénol (10 -6 M).

Le potentiel d'action présente un post-potentiel qui déclenche une
post—-contraction.

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz.

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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— Maintien des deux composantes de contraction en milieu

inhibant 1'échange Na-Ca (n=5).

Dans le but de déterminer l'origine des deux composantes de
cohtraction, 1'échange Na-Ca est rendu inopérant. Pour ce faire, le
NaCl de la solution de référence est remplacé par du LiCl. Cette
manoeuvre entraine des modifications immédiates et importantes du
décours du potentiel d'action et de la contraction (fig 15) : le
potentiel d'action se raccourcit et l'amplitude des deux composantes de
contraction augmentent. Pendant les 5 premiéres minutes de perfusion,
1l'amplitude de la premiére composante devient supérieure a celle de la
seconde et une post-contraction apparait (fig 15b). Aprés cette
période, les deux composantes de contraction fusionnent et une
contracture se développe graduellement au cours du temps entrainant
ainsi 1'inexcitabilité cellulaire (fig 15e et 16). Le retour aux
conditions initiales (solution de référence) provoque une disparition
progressive de la contracture et une restauration de l'excitabilité
cellulaire (fig 15f et 15g). La réapparition de la premiére composante
précéde toujours celle de la seconde (fig 15f), cette derniére étant
toujours contemporaine de 1l'augmentation de 1'amplitude et de la durée

du potentiel d'action (fig 15g).

L'inhibition de 1'échange Na-Ca par la solution dépourvue de Na
entraine des modifications importantes de l'activité électrique et
mécanique. Une contracture se développe aprés 5 minutes de perfusion
provoquant 1'inexcitabilité cellulaire. Du fait de la contracture qui
se développe dans ces conditions, il ne nous est pas possible de

conclure quant a la dépendance des deux composantes de contraction
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Fig 15 :

Effet de la suppression du Na extracellulaire sur la contraction
biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
b) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
sans Na pendant 1 minute

c) idem aprés 3 minutes

d) idem aprés 8 minutes

e) idem aprés 15 minutes

f) Retour solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol
aprés 8 minutes

g) idem aprés 16 minutes

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 16 :

Evolution au cours du temps de 1l'amplitude de la contraction et de la
contracture en milieu hyperpotassique (17 mM) additionné d'isoprotérénol

(3.10-7 M) sans Na.
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vis-a-vis de 1'échange Na-Ca. Dans le but d'éviter le développement de
cette contracture, l'expérience a été réalisée en présence de 25 mM de

NaC1.

- Evolution des deux composantes de contraction en milieu

inhibant partiellement 1'échange Na-Ca (n = 6).

Une solution contenant 25 mM de Na est perfusée aprés obtention
de la contraction biphasique en solution de référence (fig 17b). Comme
le montre la figure 17, les deux composantes de contraction augmentent
durant les 5 premieres minutes. Les deux composantes de contraction
fusionnent dés la cinquiéme minute de perfusion. Ces modifications du
décours de la contraction sont contemporaines d'une diminution de la
durée du potentiel d'action. Puis aprés 30 minutes, 1'amplitude de la
contraction se stabilise finalement & un niveau supérieur au niveau
initial (fig 18 et 17e). Aucune contracture ne se développe et les
paramétres électriques et mécaniques sont stables. Le temps au pic de
contraction est de 103+ 9 ms correspondant au temps au pic de
contraction de la premiére composante de contraction (90% 4.8 ms). Le
retour aux conditions initiales (solution de référence) entraine une
nette diminution de 1l'amplitude de la contraction (fig 17f). La
contraction biphasique réapparait ensuite et recouvre ses

caractéristiques initiales aprés 30 minutes de perfusion (Fig 17g).

Les activités électrique et mécanique enregistrées en solution
hyposodique (25 mM de Na) se stabilisent aprés quelques minutes de
perfusion. Gréice probablement a un reliquat d'échange Na-Ca, il

n'apparait aucune contracture. Cependant, les deux composantes de
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01g |40mV

100ms

Fig 17 :

Effet de la réduction de la concentration extracellulaire en Na (25 mM)
sur la contraction biphasique.

a) Solution de Tyrode

b) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
c) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
avec 25 mM de Na pendant 1 minute

d) idem apres 6 minutes

e) idem apres 30 minutes

f) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d' 1soproterenol (3.10-7 M)
aprés 6 minutes

g) idem aprés 14 minutes

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction



55

600
500
400

pmg ' . {
_300 .
200
100 + + + - + —— { _

5 10 15 - 20 25 30
TEMPS mn
Fig 18 :

Evolution au cours du temps de l'amplitude de la contraction en milieu
hyperpotassique (17 mM) additionné d'isoprotérénol (3.10-7 M) et en
présence de 25 mM de Na.
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contraction fusionnent. La durée du potentiel d'action est fortement
réduite, empéchant le développement de la seconde composante. La
dépendance de la contraction biphasique vis-a-vis de 1'échange Na-Ca ne
peut toujours pas étre clairement établie. Afin de démontrer le rdle
éventuel de 1'échange Na-Ca, la méme expérience a été réalisée a
nouveau, en présence de TEA et en milieu hyposodique. Le TEA a pour
effet notamment de prolonger la durée du potentiel d'action par le
blocage du courant sortant potassique retardé qui contrble la durée du

potentiel d'action.

— Evolution des deux composantes de contraction en milieu

hyposodique contenant différentes concentrations de TEA (n = 3)

Les effets du TEA sont analysés a différentes concentrations
pour montrer 1l'importance de 1'inhibition du courant sortant potassique
sur le développement de la seconde composante de contraction. La figure
19 montre que 1'accroissement de la concentration en TEA entrafne en
milieu hyposodique une augmentation de la durée du potentiel d'action
et un net démasquage de la seconde composante de contraction. Pour de
fortes concentrations de TEA, un post-potentiel et une post-—contraction

apparaissent (fig 19g).

L'origine de chacune des deux composantes de contraction,
semble &tre indépendante d'un influx calcique via 1'échange Na-Ca. De
plus il apparalt que le démasquage de la seconde composante est

d'autant plus net que la durée du potentiel d'action est plus allongée.



Fig 19 :

Effet des ions TEA sur la contraction enregistrée en milieu
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100 ms

hyperpotassique additionné d'isoprotérénol et en présence de 25 mM de Na.

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
en présence de 25 mM de Na
b) Solution hyperpotassique (17 mM) additionné d'isoprotérénol (3.10-7 M)

en présence de 25 mM de Na et 10 mM de TEA aprés 15 minutes

c) idem
d) idem
e) idem
f) idem
g) idem
h) idem

avec
avec
avec
avec
avec
avec

La fréquence
Tracé supérieur : potentiel d'action
Tracé inférieur : contraction

20 mM de TEA
30 mM de TEA
40 mM de TEA
60 mM de TEA
40 mM de TEA
60 mM de TEA
de stimulation est de 0.6 Hz
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Dans la mesure ol il est maintenant admis qu'au niveau de
nombreuses structures, deux types de canaux calciques existent, en
particulier au niveau des cellules cardiaques (Noble 1984 ; Hume et
Giles 1983 ; Bean 1985 ; Nilius et al 1985 ; Lee et al 1985), il est
permis de penser que les deux composantes de contraction sont liées a

deux influx calciques empruntant deux types de canaux calciques.

La dépendance des deux composantes de contraction vis-a-vis du
potentiel de membrane a été étudiée pour démontrer 1'existence de ces

deux types de canaux.

~ Dépendance des deux composantes de contraction vis-a-vis du

potentiel de membrane (n = 5).

Les préparations, placées en solution de Tyrode normal, sont
progressivement dépolarisées par élévation graduelle de la
concentration extracellulaire en K (de 4 a 33 mM) en présence
d'isoprotérénol (3.10-7 M). Pour un léger excés de K extracellulaire (6
mM) les deux composantes de contraction sont fusionnées (fig 20a). Dans
ces conditions la contraction présente un plateau. Les deux composantes
apparaissent plus distinctement aux concentrations supérieures & 6 mM
(fig 20b, 20c, 20d), l'amplitude de la premiére composante étant
inférieure a celle de la seconde. Pour des concentrations de K
supérieures a 25 mM, la premiére composante est inhibée et 1'amplitude
de la seconde réduite (fig 20f). Ceci peut s'expliquer par la forte

dépolarisation membranaire entrainée par 1'excés de K. Cette



Fig 20 :

Effet du potentiel de membrane sur la contraction biphasique
a) solution hyperpotassique (6 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)

b) idem avec 12
.¢c) idem avec 17
d) idem avec 22
e) idem avec 25
f) idem avec 33
La fréquence de

Tracé supérieur :

Tracé inférieur

mM de K

mM de K

mM de K

mM de K

mM de K

stimulation est de 0.6 Hz
potentiel d'action

¢ contraction
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diminution du potentiel de membrane aurait pour effet de diminuer la

disponibilité de la conductance calcique.

Cette observation est en accord avec les résultats de Bean
(1985) qui démontre 1l'existence de deux courants calciques entrants
correspondant, en fait, a deux types de canaux calciques. Dans cette
perspective, l'influence du potentiel de membrane sur 1l'amplitude des
deux composantes de contraction a été analysée. Comme le montre la
figure 21, la relation liant le rapport de 1l'amplitude normalisée de
chaque composante de contraction au potentiel de membrane diastolique
(fonction de la concentration externe en K) peut traduire la relation
liant la disponibilité de chaque conductance calcique au potentiel de
membrane. La figure 21 montre que le rapport de 1'amplitude normalisée
de chaque composante de contraction en fonction du potentiel de
membrane diastolique est de type sigmoide. Toutefois, la premiére
composante de contraction disparalt pour un potentiel de membrane
nettement plus négatif que la seconde. La valeur de Em correspondant a
la demi~disponibilité de la premiére composante de contraction est de -
47 mV, valeur que 1'on peut rapprocher de celle (-41 mV) trouvée par
Bean (1985) lorsqu'il décrit 1'inactivation en fonction du potentiel de
la conductance calcique rapide. En ce qui concerne la seconde
composante, la valeur de Em correspondant & la demi disponibilité est

de -36 mV.

I1 semble que les relations liant 1'amplitude normalisée des 2
composantes de contraction au potentiel de membrane diastolique
traduisent bien la disponibilité des conductances calciques en fonction

du potentiel de membrane et que les deux composantes phasiques de
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contraction correspondraient a deux influx calciques passant par deux
types de canaux différents., Il est intéressant de noter que la valeur
de k dans 1'équation traduisant la relation liant la disponibilité de
la conductance calcique rapide au potentiel de membrane donnée par Bean
(1985) est de 4,8 ; cette valeur est extrémement voisine de celle
déterminée dans ce travail pour la premiére composante de contraction
(k = 5). Pour une concentration extracellulaire en K de 25 mM, 1la
disponibilité de la premiére composante n'est que de 10% alors que

celle de la seconde composante est encore de 55%.

Ces résultats montrent en outre que 1l'échange Na-Ca n'est pas
impliqué dans la contraction biphasique et semblent renforcer
1'hypothése selon laquelle, deux influx différents de calcium
déclenchés lors du potentiel d'action lent seraient & 1'origine des
deux composantes de contraction. D'autre part, un influx sodique ne
pourrait é&tre invoqué pouvant conduire au mécanisme de Na-induced Ca
release (Bonvallet et al, 1985 ; Harrisson et Miller, 1985). En effet
puisque le potentiel d'action, dans nos conditions expérimentales, est
de ~ 54 % 0,9 mV du fait de 1'élévation de la concentration
extracellulaire en K, on pourrait invoquer une certaine disponibilité
de la conductance sodique. Pour s'assurer de 1'absence d'effet de
1'influx sodique & ce niveau de potentiel membranaire dans le
déclenchement de la contraction biphasique, des expériences sont

‘réalisées dans les mémes conditions mais en présence de TTX qui bloque

totalement 1'influx sodique.
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- Indépendance des deux composantes de contraction vis-a-vis de

1'influx sodique rapide (n = 5).

Dans nos conditions expérimentales (K 17 mM, isoprotérénol
3.10-7 M), la vitesse maximale de dépolarisation est de 13,9%1,8 V/s.
Cette valeur témoigne d'une absence presque totale de la participation
d'un courant sodique a la phase de dépolarisation. Aprés addition de
10-5 M de TTX & la solution de référence, la vitesse maximale de
dépolarisation est de 12,3%1,6 V/s. Comme le montrent les tracés de la
figure 22d, 1'amplitude des deux composantes de contraction n'est
réduite que d'environ 10 % en présence de TTX. Cette diminution
d'amplitude des deux composantes de contraction en présence de TTX peut
s'expliquer par la suppression totale de deux mécanismes : 1)
Na-induced Ca release (Harrisson et Miller, 1985 ; 2) modification de
l'activité intracellulaire sodique entrainant ainsi une modification
de 1'influx de Ca via 1'échange Na-Ca (Fozzard et al, 1985). On peut
donc considérer que la participation sodique a la génése de la

contraction biphasique est négligeable.

Nos résultats ont montré que deux influx calciques semblent
étre impliqués dans la génése de la contraction biphasique. I1
. apparait important de préciser leur rdle respectif en étudiant la
modification de 1'amplitude de ces deux influx sous 1'influence de
variations de la concentration externe en Ca et en présence de divers

agonistes et antagonistes des canaux calciques.
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Fig 22 :

Effet de la TTX sur la contraction biphasique

a) Solution de tyrode

b) Solution hyperpotassique (17 mM)

¢) Solution hyperpotassique additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
d) idem avec 10-5 M de TTX

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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- Dépendance des deux composantes de contraction vis & vis du

Ca extracéilulaire (n=17).

L'augmentation de la concentration externe en Ca entraine une
augmentation de l'inversion de potentiel, de la vitesse maximale de
dépolarisation et une diminution de la durée du potentiel d'action (fig
23). L'inversion de potentiel augmente de fagon linéaire avec le
logarithme de la concentration externe en Ca (fig 24), la variation est
de 31 mV par décade. La relation liant les modifications de la vitesse
maximale de dépolarisation en fonction du logarithme de la
concentration externe en Ca est aussi linéaire. Ces relations sont
représentatives de la modification de 1'intensité du courant de Ca en
fonction du logarithme de la concentration extracellulaire. La durée du
potentiel d'action mesurée a 50 7 de la repolarisation diminue
linéairement avec le logarithme de la concentration extracellulaire en
Ca (fig 26). Cette diminution serait liée d'une part & 1'augmentation
d'un courant sortant transitoire activé par le Ca intracellulaire
(Isenberg, 1977 ; Bassinghtwaighte et Reuter, 1972) et d'autre part a
la diminution du gradient électrochimique aux ions Ca. La figure 27
représente la variation d'amplitude de la premiére composante en
fonction du logarithme de la concentration extracellulaire en Ca. la
relation est de type complexe alors que la relation liant 1'amplitude
de la seconde composante au logarithme de la concentration en Ca est
linéaire (fig 28). Cette relation linéaire traduirait un réle direct
de 1'influx calcique sur les protéines contractiles ; par contre un

relai serait impliqué pour la premiere composante.
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Fig 23 :

Effet du Ca sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
en présence de 0.9 mM de Ca

b) idem avec 1.8 mM de Ca

c) idem avec 3.6 mM de Ca

d) idem avec 7.2 mM de Ca

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 24 : @

Evolution de 1l'amplitude de 1l'inversion de potentiel en fonction du log de
la concentration externe en Ca.
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Fig 25 :

Evolution de la vitesse maximale de dépolarisation en fonction du log de
la concentration externe en Ca.
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Fig 26 :

Evolution de la durée du potentiel d'action mesurée a 50 % de la
repolarisation en fonction du log de la concentration externe en Ca.
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Fig 27 :
Evolution de 1'amplitude de la premiére composante de contraction en

fonction du log de la concentration exerne en Ca.
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Fig 28 :
Evolution de l'amplitudevde l= seconde composante de contraction en

fonction du log de la concentr:tion externe en Ca.
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- Effets des inhibiteurs calciques sur les deux composantes de

contraction.

a) La manganése (n = 5).

Sous 1l'effet du Mn le potentiel d'action devient triangulaire .
Les figures 29 et 30 montrent que les ions Mn inhibent avec la méme
éfficacité les deux composantes de.contraction. L'effet est d'autant
plus important que la concentration est plus élevée. Les deux
composantes sont totalement abolies & la concentration de 1 mM de Mn.
La concentration de Z/MM (fig. 30) entraine une diminution de 50 7 de

chaque composante,

b) Le cadmium (n = 6).

Les figures 31 et 32 montrent que le Cd apparait étre un
inhibiteur plus spécifique de la seconde composante de contraction. En
effet, a la concentration de 0,1 mM, la contraction biphasique devient
monophasique par suite de 1'inhibition de la seconde composante de
contraction. Comme le montre la figure 32 la DE50 est de 1,§/4M.
L'amplitude et la durée du potentiel d'action sont plus fortement

déprimées en présence de Mn qu'en présence de Cd.
c) La nifédipine (n = 5).
La nifédipine tout comme le Cd semble également bloquer plus

spécifiquement la seconde composante de contraction correspondant au

second courant entrant calcique (fig 33 et 34). Cependant cet effet de
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Fig 29 :

Effet du Mn sur la contraction biphasique
a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol {3.10-7 M)

b) idem avec 3.10-7 M de Mn

c) idem avec 3.10-6 M de Mn

d) idem avec 3.10-5 M de Mn

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
Tracé supérieur : potentiel d'action
Tracé inférieur : contraction
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Fig 30 :

Evolution de 1'amplitude des deux composantes de contraction en fonction
du log de la concentration en Mn
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50mg I 40mV
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Fig 31 :

Effet du Cd sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
b) idem avec 10-6 M de Cd

c) idem avec 10-5 M de Cd

d) idem avec 10-4 M de Cd

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction



Fig 32 :

Evolution de 1'amplitude des deux composantes de contraction
du log de la concentration externe en Cd.
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Fig 33 :

Effet de la nifédipine sur la contraction biphasique
~a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)

b) idem avec 3.10-7 M de nifédipine

c) idem avec 10-6 M de nifédipine

d) idem avec 3.10-6 M de nifédipine

e) idem avec 10-5 M de nifédipine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
Tracé supérieur : potentiel d'action
Tracé inférieur : contraction
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Fig 34 :

Evolution de 1l'amplitude des deux composantes de contractlon en fonction

~ du log de la concentratlon de nifédipine.
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la nifédipine apparait étre moins spécifique que celui du Cd,
puisque, aux plus fortes concentrations de nifédipine, la premiere
composante est également supprimée. La dose efficace 50 est de 3/uM
pour la premiére composante de contraction alors qu'elle n'est que de

0,35/UM pour la seconde.

L'ensemble de ces résultats est en accord avec ceux de Bean
(1985) et Nilius et al (1985) obtenus sur des cellules cardiaques
isolées étudiées respectivement en ''whole cell" et en "patch clamp'.
Ces auteurs concluent a un effet spécifique des dihydropyridines sur le
courant entrant lent. L'amplitude et la durée du potentiel d'action en
particulier DPA 50 sont moins affectées en présence de nifédipine qu'en

présence de Mn.

Ces résultats concernant les effets des inhibiteurs de la
perméabilité calcique confortent 1'hypothése selon laquelle deux types
de canaux calciques existent dans la membrane de la cellule cardiaque.
En effet, les deux composantes de contraction supposées correspondre
chacune a un influx de Ca sont influencées différemment et
spécifiquement selon 1'inhibiteur calcique considéré. Pour étayer
davantage 1'hypothése selon laquelle la contraction biphasique dépend
bien de deux influx de Ca, il apparait utile d'étudier aussi les
effets de la substitution des ions Ca par d'autres ions divalents (Sr,
Ba) sur la contraction biphasique. Ces ions divalents sont bien connus
pour modifier la cinétique d'inactivation du courant entrant de Ca

(Tillotson et Horn, 1978 ; Tillotson, 1979 ; Eckert et Shad, 1984 ;
Ashcroft et Stanfield; 1982 ; Standen et Stanfield, 1982 ; Mitchell et

al, 1983).
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— Dépendance des deux composantes de contraction vis a vis des

cations divalents.

a) Substitution du Ca extracellulaire par le Sr (n = 5).

Aprés 1'inexcitabilité cellulaire obtenue par 1'élévation de la
concentration en K a4 17 mM (fig 35), le Ca extracellulaire est
totalement remplacé par du Sr (1,8 mM). Les ions Sr diminuant la
conductance potassique, 1l'excitabilité cellulaire est restaurée et un
potentiel d'action peut é&tre déclenché sans addition d'isoprotérénol.
La durée du potentiel d'action mesurée a 50 7 de la repolarisation est
de 220 ¢ 24 ms pour une fréquence de stimulation de référence de 0,6 Hz.
La contraction devient monophasique et seule la seconde composante,
estimée par le temps au pic de contraction (259 + 37 ms a la fréquence
de référence de 0,6 Hz), est présente (fig 35a). Pour une fréquence de
stimulation plus lente (0,1 Hz), 1'évolution de la contraction au cours
du temps suit celle du potentiel d'action (fig 35b). De plus si 1'on
exprime 1'amplitude de la contraction normalisée en fonction du
_ potentiel diastolique, on obtient une relation sigmoide (figure 36)
dont 1'équation est identique‘é celle qui permet de décrire 1'amplitude
de la seconde composante de contraction en solution de référence. Un
argument expérimental supplémentaire en faveur de 1l'absence de la
premiére composante de contraction en présence de Sr est illustré dans

la figure 37. Cette figure montre les effets du Cd associés a ceux du
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Fig 35 :

a) Décours du potentiel d'action et de la contraction en solution
hyperpotassique (17 mM) en présence de 1.8 mM Sr et en absence de Ca.
La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz.

b) idem mais la fréquence de stimulation est de 0.1 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction

Notez la différence d'échelle de temps entre A et B.
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Fig 36 :

Evolution de 1'amplitude normalisée de la seconde composante de
contraction en présence de Sr en fonction du potentiel diastolique.

La relation est décrite par 1'équation P/P Max = 1/{1 + e ([Em - EK] /k)j
avec Ek = =36 mV, k = 8,2. o

08
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Fig 37 :

Effet du Cd sur la seconde composante de contraction obtenue en milieu
hyperpotassique (17 mM) en présence de 1.8 mM de Sr et en absence de Ca.
a) Solution hyperpotassique (17 mM) en présence de 1.8 mM de Sr

b) idem avec 0.1 mM de Cd aprés 3 minutes

¢) idem avec 0.1 mM de Cd aprés 7 minutes

d) idem avec 0.1 mM de Cd et 0.1 mM de Ca

e) idem avec 0.1 mM de Cd et 0.5 mM de Ca

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Sr. Les tracés obtenus en présence de Sr montrent en particulier que le
potentiel d'action n'est associé qu'a la seconde composante de
contraction. Le Cd est ajouté au milieu dépourvu de Ca qui est remplacé
par le Sr. Les tracés b et ¢ de la figure 37 montrent qu'aprés 3
minutes de perfusion, la durée et 1'amplitude du potentiel d'action
ainsi que celle de la contraction diminuent. Aprés 7 minutes de
perfusion les activités électrique et mécanique sont supprimées (fig
37c). Par contre, un faible apport de Ca extracellulaire (0.1 mM) en
présence de Sr et de Cd permet la restauration rapide des activités
électrique et mécanique qui correspondent & la premiére composante de
contraction compte tenu du temps au pic de contraction, qui est dans

ces conditions de 91%14 ms (fig 37d et 37e).

b) Substitution du Ca extracellulaire par le Ba (n = 3).

Aprés 1'obtention de 1'inexcitabilité cellulaire (K 17 mM) (fig
38a), le Ca extracellulaire est remplacé par du Ba (1.8 mM). Dans ces
conditions, comme le montre la figure 38b, 1'excitabilité cellulaire
est restaurée sans addition d'isoprotérénol. Aprés 5 minutes de
perfusion, une contracture se développe et un automatisme apparalt
(fig 38c et d). La contracture serait provoquée selon Potreau et
Raymond (1985) par l'incapacité du Ba 4 remplacer le Ca dans le

_ mécanisme d'échange Na-Ca.

I1 apparait qu'en présence de Sr, la premiére composante de
contraction est inhibée. Ce résultat est pleinement en accord avec les
travaux de King et Bose (1983). Ces auteurs montrent qu'en présence de

Sr, seule est présente la seconde composante de contraction et que la
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Fig 38 :

Effet d'une substitution du Ca par le Ba sur 1l'activité contractile
a) Solution hyperpotassique (17 mM)

b) Solution hyperpotassique (17 mM) en présence de 1.8 mM de Ba et en
absence de Ca aprés 4 minutes

c) idem aprés 6 minutes ; un automatisme et une contracture se
développent.

d) idem aprés 9 minutes ; un automatisme et une contracture se
développent.

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
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premiére composante de contraction est restaurée en présence d'une

faible quantité de Ca (0.1 mM).

L'ensemble des résultats présentés ci-dessus permettent de
supposer que 1‘'influx de Ca & 1'origine de la premiére composante de
contraction obtenue dans les conditions de référence, ne peut étre
remplacé par un influx correspondant de Sr ou que le Sr ne peut se
substituer au Ca dans les processus intracellulaires impliqués dans le

déclenchement de la premiére composante de contraction.

L'amplitude de la seconde composante de contraction est liée
linéairement avec le logarithme de la concentration extracellulaire de
Ca. Ceci peut correspondre a un effet direct des ions Ca entrant dans
la cellule sur les protéines contractiles. Par contre, en ce qui
concerne la premiére composante de contraction, son amplitude ne varie
pas linéairement avec le logarithme de la concentration externe en Ca.
I1 semble indispensable d'impliquer une étape supplémentaire
c'est-a-dire une relai intracellulaire pouvant é&tre le RS. Ces données
tendent donc & conforter 1'hypothése selon laquelle la premiére
composante de contraction serait liée a une libération de Ca par le RS
selon le mécanisme de Ca-induced Ca release (Fabiato 1985), mécanisme
qui serait déclenché par 1'influx de Ca s'écoulant & travers des canaux

calciques rapides.
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Ces interprétations sont renforcées par deux types
d'expériences décrites ci-aprés : 1) 1'effet de variations de la
fréquence de stimulation dont on connait le retentissement sur le
stockage et la libération de Ca par le RS ; 2) 1l'effet de substances
pharmacologiques connues pour modifier la translocation du Ca au niveau

du RS (caféine et procaine).

- Effets de la fréquence de stimulation sur la contraction

biphasique (n = 8).

Aprés une période de quiescence de 15 minutes (''rested-state
contraction'), la contraction est monophasique (fig 39a) : la premiére
composante est absente et la seconde présente une amplitude importante.
A la fréquence de stimulation de référence (0.6 Hz), les deux
composantes de contraction sont présentes et facilement discernables
(fig 39b), la premiére composante ayant une amplitude inférieure a
celle de la seconde. Pour une fréquence de stimulation plus élevée (1
Hz), 1'amplitude de la premiére composante augmente et la seconde
composante semble disparaitre (fig 39c et 40). Il a été montré
précédemment que 1l'inversion de potentiel et la durée du potentiel
d'action varient linéairement avec le logarithme de la concentration
extracellulaire en Ca. Il est donc apparu intéressant de corréler
également 1'amplitude des 2 composantes de contraction a ces 2
paramétres électriques qui sont représentatifs de 1'intensité du

courant calcique.
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Fig 39 :

Effet de la fréquence de stimulation sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
; premiére contraction aprés 15 minutes de quiescence.

b) idem ; la fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

c) idem ; la fréquence de stimulation est de 1 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contractioen
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Fig 40 :

Effet de la fréquence de stimulation sur la contraction biphasique

1) Solution hyperpotassique (22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M) ;
la fréquence de stimulation est de 0.2 Hz

2) idem ; la fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

3) idem ; la fréquence de stimulation est de 1.5 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Ainsi les relations liant 1'amplitude de la seconde composante
a ces deux paramétres électriques sont linéaires (fig 42 et 44). Par
contre, les relations liant 1'amplitude de la premiére composante a
1'amplitude de 1'inversion de potentiel et a la durée du potentiel
d'action mesurée a 50 7 de la repolarisation sont complexes (fig 41 et
43). De ce fait, il semble qu'un relai soit nécessaire pour expliquer
la génése de la premiére composante de contraction. Le RS apparait
étre un maillon important dans le développement de la premiére
composante de contraction : en effet, aprés une période de quiescence
de 15 minutes, la contraction est monophasique. On sait que pendant la
quiescence, le RS se vide de son calcium (Allen, 1976 ; Koch-Weser,
1963) alors qu'a 1'inverse, lors d'une activité itérative, il se charge
en Ca. Cette charge en Ca se traduirait par le développement de la
premiére composante qui résulterait d'une libération de Ca au niveau du
RS déclenchée par 1'influx calcique rapide selon le mécanisme de

Ca-induced Ca release (Fabiato 1985).

L'étude des effets de substances pharmacologiques, la caféine
et la procaine, bien connues pour provoquer respectivement la
libération du Ca intraréticulaire et son blocage pourrait confirmer

cette hypotheése.

- Effets de la caféine et de la procaine sur les deux

composantes de contraction.
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Evolution de 1l'amplitude de la premiére composante de contraction en
fonction de 1l'amplitude de 1l'inversion de potentiel
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Fig 43 :

Evolution de 1l'amplitude de la premiére composante de contraction en
fonction de la durée du potentiel d'action mesurée a 50 % de la
repolarisation.
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Fig 42 :

Evolution de 1'amplitude de la seconde composante de contraction en
fonction de 1'amplitude de 1l'inversion de potentiel
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Fig 44 :

Evolution de 1'amplitude de la seconde composante de contraction en
fonction de la durée du potentiel d'action mesurée a 50 7 de la
repolarisation.



a) Effets de la caféine (n = 7). 91

composante est totalement inhibée a la concentration de 1 mM (fig 45 et
fig 46). La seconde composante de contraction est augmentée par la
caféine a partir de la concentration de %fM. Lorsque des
post-contractions associées a des post-potentiels sont présents, ils
sont supprimés pour des concentrations de caféine supérieures a 0.1 mM

(fig 45).

b) Dépendance de la seconde composante vis-a-vis du potentiel

membranaire en présence de caféine (n = 4).

En présence de 1 mM de caféine, concentration pour laquelle la
pemiére composante de contraction est inhibée, 1l'effet du potentiel de
membrane sur 1l'amplitude de la seconde composante de contraction est
analysée, La figure 47 montre que la diminution du potentiel de
membrane obtenue par élévation de la concentration en K extracellulaire
se traduit par une diminution de 1'amplitude de la seconde composante
de contraction. La relation liant 1'amplitude de la contraction
normalisée au potentiel de membrane (fig 48) se traduit comme en 1'
absence de caféine (solution de référence), par unevrelation sigmoide.
Ce dernier résultat mérite d'étre souligné car il montre en effet
qu'il ne semble pas exister de chevauchement important entre les deux
composantes de contraction dans les conditions de référence.
L'estimation quantitative de 1'amplitude des 2 composantes peut donc
étre prise en compte., Par ailleurs, puisque la relation liant
1'amplitude de la seconde composante de contraction au potentiel de
membrane traduit la disponibilité de la conductance calcique lente en
fonction du potentiel de membrane, ces résultats montrent que la

caféine est sans effet sur 1'inactivation du canal calcique lent.
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Fig 45 :

Effet de la caféine sur la contraction biphasique

1) Solution hyperpotassique (22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)
2) idem avec 1 mM de caféine aprés 2 minutes

3) idem avec 1 mM de caféine aprés 4 minutes

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
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Fig 46 :

Evolution de l'amplitude des deux composantes de contraction en fonction
du logarithme de la concentration de caféine.

Pl : premiere composante de contraction

P2 : seconde composante de contraction
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Fig 47 :

Effet du potentiel de membrane sur 1l'amplitude de la seconde composante de
contraction obtenue en milieu hyperpotassique additionné d'isoprotérénol
- (3.10-7 M) et en présence de 1 mM de caféine.

a) K: 6 mM
b) K : 12 mM
c) K: 18 mM
d) K : 30 mM
e) K : 35 mM
La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz



95

1.0 1
09 1
0.8 1
071t
06 1
P/PMax 05S
0.4 1
03 ¢t
021t
0.t 1
0.0 -

w P2 Ref

o P2 Caf <’v\\
iy o )
{ ;

1
HARW
y

Ao

4
et

70 80

Fig 48 :

Evolution de 1'amplitude normalisée de la seconde composante de
contraction obtenue en solution hyperpotassique additionnée
d'isoprotérénol (3.10-7 M) et en présence de 1 mM de caféine en fonction
du potentiel diastolique.

Ld relation est décrite par 1'équation P/P Max = 1/{1 + e ({Em - Ek]/kﬂ
avec Ek = -36 mV, k = 8,2.
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c) Effets de la procaine (n = 7).

La procaine exerce, a toutes les concentrations utilisées, un
effet inhibiteur sur la premiére composante de contraction (fig 50).
Cette derniére est inhibée totalement pour des concentrations
supérieures & 3 mM. Par contre, 1l'effet de la procaine sur 1'amplitude
de la seconde composante dépend de la concentration utilisée. Aux
faibles concentrations (3.10 -8 M et 10 -6 M), elle augmente en moyenne
de 10 7 1'amplitude de cette seéonde composante alors qu'aux fortes
concentrations, elle la diminue. La figure 49 résume les effets de 1la
procaine aux concentrations de l/uM et de 1mM sur la contraction
obtenue en milieu hyperpotassique additionné d'isoprotérénol. Il faut
remarquer que pour l/bM de procaine, la seconde composante augmente
alors que la premiére diminue ; cette augmentation de 1'amplitude
serait due 4 1'augmentation concomitante de la durée du potentiel
d'action (non illustré). Pour une de concentration de 1 mM, la premiére
composante de contraction disparait et 1'amplitude de la seconde

composante diminue fortement.
d) Effets de la procaine en présence de caféine (n=7).

En présence de 1 mM de caféine (qui inhibe la premiére
composante), la procaine exerce les mémes effets sur la seconde
composante de contraction qu'en solution de référence (fig 51 et 52) :
une augmentation de 1'amplitude de la seconde composante de contraction
aux faibles concentrations (fig 52) et une diminution aux fortes

concentrations. Cet effet biphasique en fonction de la concentration de

sur les tracés de la figure 51,
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Fig 49 :

Effet de la procaine sur la contraction biphasique

a)Solution hyperpotassique (22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)
b) idem avec 10-6 M de procaine

c) idem avec 1 mM de procaine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

97
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Fig 50 :

Evolution de 1'amplitude des deux composantes de contraction en fonction
du logarithme de la concentration en procaine.

Pl : premiére composante

P2 : seconde composante
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Fig 51 :

Effet de la procaine sur la seconde composante de contraction obtenue en

- milieu hyperpotassique additionné d'isoprotérénol et en présence de 1 mM
de caféine. ’

a) Solution hyperpotassique (K 22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)

en présence de 1 mM de caféine

b) idem avec 10-6 M de procaine

c) idem avec 1 mM de procaine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
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Fig 52 :

Evolution de 1l'amplitude de la seconde composante de contraction obtenue
en milieu hyperpotassique (22 mM) additionné d'isoprotérénol (10-6 M) et
en présence de 1 mM de caféine en fonction du logarithme de la
concentration de procaine.
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En conclusion, les résultats relatifs aux effets de la caféine
et de la procaine permettent de confirmer 1'hypothése selon laquelle
la premiére composante de contraction est liée a la libération de Ca
par le RS. En effet, la caféine et la procafne, a fortes
concentrations, suppriment la premiére composante de contraction
respectivement en induisant une vidange du RS et une inhibition de la
libération de Ca.

L'augmentation de 1'amplitude de la premiére composante de contraction
aux faibles concentrations de caféine serait relative a l'effet bien
connu de la caféine sur l'accroissement de la libération de Ca par le
RS. Aux fortes concentrations, la reprise du Ca par le RS serait
bloquée entrainant ainsi la vidange du RS en Ca. La caféine augmente
en outre 1'amplitude de la seconde composante -de contraction pour des
concentrations supérieures a %/‘M. Cette substance agit donc bien par
deux mécanismes différents sur les deux composantes de contraction.
L'effet de la caféine sur la seconde composante de contraction serait
directement 1ié a 1'effet inhibiteur des phosphodiestérases conduisant
ainsi a 1'augmentation bien connue de la éoncentration intracellulaire
en AMPc et de ce fait a 1'activation des protéines kinases qui
permettent la phosphorylation des canaux calciques. Il faut cependant
signaler 1l'effet direct de la caféine sur les myofilaments, qui peut
rendre compte d'une partie de son effet inotrope positif et que 1l'on
relie actuellement a une augmentation de 1'affinité calcique des sites

de 1'actomyosine (Wendt et Stephenson 1983).
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La procaine 4 faible concentration provoque une inhibition de la

la conductance potassique qui se traduit par un allongement du
potentiel d'action permettant une entrée accrue de Ca et de ce fait une
augmentation de l'amplitude de la seconde composante de contraction. A
forte concentration, la procaine par un effet non spécifique (bien
connu des anesthésiques locaux) réduirait la conductance calcique
entrainant ainsi une réduction de la seconde composante de

contraction.

- Effets des ions TEA (n = 3).

Dans le but de déterminer les rapports éventuels entre les deux
mécanismes responsables de la contraction biphasique, les effets des
ions TEA sont étudiés. Le TEA permet 1'augmentation notable de la durée
des potentiels d'action et ainsi l'accroissement indirect de 1'influx
de Ca entrant correspondant au courant entrant lent dont 1'inactivation
au cours du temps est faible. De maniére a ne pas modifier le mécanisme
d'échange Na-Ca intervenant aussi dans le développement de la
contraction, le TEA est ajouté a la solution de référence sous forme de
chlorure sans compensation osmotique par le NaCl., En dépit de
1'élévation de force ionique et de pression osmotique, les ions TEA a
faible concentration (10 mM) (fig 53b), ne modifient pas 1'amplitude
des deux composantes de contraction., La seconde composante de
contraction s'individualise cependant mieux car son temps au pic de
contraction est augmenté. Cela est associé a 1l'augmentation de la durée
du potentiel d'action. A plus forte concentration (40 mM) (fig 53c),
1'amplitude de la premiére composante de contraction augmente de fagon
importante (70 7 environ). La seconde composante de contraction

augmente en durée et présente un plateau. Ces modifications sont
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Fig 53 :

Effet du TEA sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
b) idem avec 10 mM de TEA

C) idem avec 40 mM de TEA

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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associées a un allongement important de la durée du potentiel d'action
(20 Z). Cet allongement de la durée du potentiel d'action provoque le
maintien du courant lent entrant de Ca entrainant une augmentation de
1'amplitude de la premiére composante de contraction qui pourrait étre
liée a une charge plus importante du RS. Il faut signaler également que
la seconde composante de contraction augmente en durée mais diminue en
amplitude., Ceci peut refléter divers mécanismes : 1) effet de
1'hypertonie provoquée par le TEA ; 2) effet d'une diminution du
gradient électrochimique des ions Ca provoqué par la libération
importante de Ca par le RS durant le déclenchement de la premiére
composante ; 3) effet d'une inactivation du canal lent par le calcium

qui entre dans la cellule.

- Effets de 1'isoprotérénol, du BAY K 8644 et de

1'acétylcholine sur la contraction biphasique.

a) Effets de 1'isoprotérénol (n = 5).

Aprés 1'inexcitabilité cellulaire obtenue en présence de 17 mM
de K (fig 54b), des concentrations croissantes d'isoprotérénol sont
ajoutées au milieu hyperpotassique. A la concentration de 10-7 M, les
deux composantes de contraction ont une amplitude sensiblement
identique. A plus forte concentration d'isoprotérénol (3. 10 -7 M),
seule est augmentée la seconde composante de contraction (fig 54 et
55). A cette augmentation de la seconde composante de contraction est
associée un accroissement de 1'amplitude de 1l'inversion de potentiel et
de la durée du potentiel d'action. La seconde composante de contraction

apparait étre la seule sensible a 1'effet de 1'isoprotérénol. La
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100 ms

Fig 54 :

Effet de 1'isoprotérénol sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-7 M)
b) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
c) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)
La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 55 :

Evolution de l'amplitude de la seconde composante de contraction obtenue
en milieu hyperpotassique en fonction du log de la concentration en
isoprotérénol :
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Fig 56 :

Effet de 1'isoprotérénol sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée de 0.2 mM de Ba
b) idem avec 10-9 M d'isoprotérénol

c) idem avec 3.10-9 M d'isoprotérénol

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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concentration minimale pour restaurer 1'excitabilité cellulaire est de
10 -7 M. Cependant, un léger effet inotrope positif apparait sur la
premiére composante de contraction a la concentration d'isoprotérénol
de 10 -9 M quand 1'excitabilité cellulaire est préalablement restaurée
par le Ba a l1la concentration de 0.2 mM (fig 56). Cet effet est
probablement 1ié a 1'augmentation de la prise par le RS du Ca qui entre
dans la cellule via le canal lent ; le Ca intraréticulaire pouvant

étre ultérieurement libéré par le mécanisme de Ca-induced Ca release

déclenché par le courant calcique rapide.

b) Effets du BAY K 8644 (n = 3).

Aprés restauration de l'excitabilité cellulaire par addition de
10-7 M d'isoprotérénol au milieu hyperpotassique (17 mM), les effets du
BAY K 8644 sont étudiés (fig 57). Le BAY K 8644 augmente 1'amplitude de
la seconde composante de contraction. Cette augmentation est
contemporaine d'une augmentation de la durée et de 1'amplitude de
1'inversion de potentiel du potentiel d'action. L'effet du BAY K 8644
est superposable a celui de 1'isoprotérénol puisqu'il permet la
modulation des canaux calciques lents. Ceci est en accord avec les
récents travaux de Noble (1984), Brown (1984), Bean (1985) et Nilius et

al (1985).

c¢) Effets de 1'acétylcholine (n = 3).

La figure 58 montre que l'acétylcholine agit principalement

sur la seconde composante de contraction. Les effets sont d'autant plus
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Fig 57 :

Effet du BAY K 8644 sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-7 M)
b) idem avec 10-7 M de BAY K 8644

c) idem avec 3.10-7 M de BAY K 8644

d) idem avec 10-6 M de BAY K 8644

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 58 :

Effet de 1'acétylcholine sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
b) idem avec 3.10-7 M d'acétylcholine

c) idem avec 10-6 M d'acétylcholine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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marqués que la concentration est plus élevée. A la diminution
d'amplitude de la seconde composante de contraction est associée une
diminution de 1'amplitude de 1'inversion de potentiel et de la durée du

potentiel d'action.

En accord avec les données de la littérature, 1'effet de
1'acétylcholine sur les cellules ventriculaires serait double : 1)
diminution de la disponibilité des canaux calciques lents (reflétée par
la diminution de 1'amplitude de 1l'inversion de potentiel) ; 2)
augmentation de la conductance potassique (reflétée par la diminution
de durée du potentiel d'action). L'augmentation de la conductance
potassique conduirait bien & une diminution de 1'entrée du Ca passant
par les canaux lents. Le site d'action de 1'acétylcholine
correspondrait a celui de 1'isoprotérénol puisque, avec des effets
opposés, ces deux substances agissent en modulant principalement
1l'amplitude de la seconde composante de contraction, c'est-a-dire le
canal calcique lent. La régulation de lfamplitude de la contraction
biphasique se réalise donc par une action directe des substances (en

particulier les neuromédiateurs) sur les canaux lents.,

I1 faut cependant souligner que 1l'amplitude de la premiére
composante peut aussi &tre modulée mais de fagon indirecte par le
courant entrant calcique lent (charge du RS en Ca). Il semble donc que
la régulation "fine" de la contraction se fasse par 1'intermédiaire
d'une action directe sur le courant entrant lent. La régulation plus
indirecte de la premiére composante s'effectuerait, semble-t-il, dans
des conditions particuliéres d'expérience (effet du TEA, effet de

1'absence de Na) correspondant généralement & une "surcharge calcique".
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- Effets de 1'hypoxie sur la contraction biphasique (n = 3).

La figure 59 illustre les effets de 1'hypoxie sur les activités
électrique et mécanique du muscle papillaire de cobaye placé
initialement dans les conditions de référence (fig 59a) (PO2 : 510 mm
Hg) puis en hypoxie (fig 59b) (P02 : 120 mmHg). L'hypoxie entraine une
diminution de 1'amplitude de 1'inversion de potentiel et de la durée du
potentiel d'action et une diminution de 1l'amplitude de la seconde
composante de contraction. Ce résultat confirme bien 1'hypothése selon
laquelle 1l'amplitude de la seconde composante de contraction est
directement associée & la durée et a l'inversion de potentiel du
potentiel d'action. De plus 1'hypoxie est bien connue pour diminuer le
stock intracellulaire en ATP et par conséquent la concentration
intracellulaire en AMPc. La sensibilité des canaux lents (seconde
composante de contraction) a la concentration intracellulaire en AMPc

semble ainsi confirmée.

-~ Relation structure-fonction.

Le but de cette expérimentation est de montrer que : 1) la pauvreté ou
la richesse en RS des diverses préparations cardiaques interrogés
conditionne 1'amplitude de la premiére composante de contraction ; 2)
1'amplitude et la durée du courant entrant lent calcique reflétées par
le plateau du potentiel d'action est associée a 1l'amplitude de la

seconde composante de contraction.
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100 ms

Fig 59 :

Effet de 1l'hypoxie sur la contraction biphasique

a) Solution hyperpotassique additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M) en
présence d'une PO2 de 510 mmHg

b) Solution hyperpotassique additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M) en
présence d'une PO2 de 120 mmHg aprés 1 minute.

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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a) Muscle papillaire de rat (n = 7).

Les cellules myocardiques de rat sont connues pour étre riches
en RS .A cette richesse relative en RS est associée un potentiel
d'action ne présentant pas de plateau (fig 60) et dont la durée mesurée
a 50% de la repolarisation n'est que de 33+ 3 ms. En milieu
hyperpotassique additionné d'isoprotérénol, la contraction
correspondante est monophasique. Seule est présente la premiére
composante de contraction estimée par le temps au pic de contraction
(90 * 8ms a la fréquence de stimulation de 0.6 Hz) et par les effets de

la caféine (1 mM) qui diminue notablement 1'amplitude de la contraction

(fig 61).
b) Oreillette de Cobaye (n = 9).

Dans les conditions de référence, il est possible d'enregister une
contraction monophasique dont le temps au pic de contraction n'est que
de 88%* 5 ms, correspondant ainsi a4 la premiére composante de
contraction (fig 62b). Comme pour les cellules myocardiques
ventriculaires de rat, le décours du potentiel d'action est
triangulaire. La durée du potentiel d'action mesurée a 50% de la
repolarisation est de 30% 6 ms. Lorsqu'un allongement du potentiel
d'action est provoqué par 1l'addition d'ions TEA (60 mM) au milieu de
référence, la contraction reste monophasique bien que d'amplitude
supérieure (fig 62c). Ce rdle majeur de lé premiére composante de
contraction dans le déroulement de 1'activité mécanique de 1'oreillette

de cobaye est aussi confirmé par 1'étude de l'effet du remplacement des
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Décours du potentiel d'action et de la contraction du muscle papillaire de

rat placé en conditions hyperpotassiques (22 mM) et en présence

d'isoprotérénol
La fréquence de
Tracé supérieur
Tracé inférieur

(10-6 M)
stimulation est de 0.6 Hz

.

potentiel d'action
contraction
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260 mg
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Fig 61 :

Effet de la caféine sur la contraction du muscle papillaire de rat

a) Solution hyperpotassique (22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)
b) idem avec 1 mM de caféine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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ions Ca par les ions Sr., Comme les ions Sr empruntent
préférentiellement le canal lent plutdt que le canal rapide (voir
ci-dessus), il apparait dans ces conditions logique d'observer la
disparition de la contraction de 1l'oreillette de cobaye comme
1'illustre la figure 63. Un faible apport de Ca (0.1 mM) restaure la
contraction montrant que le Ca passant par le canal rapide permet la

libération des ions Sr du RS (fig 63f, g, h).

c) Myocarde ventriculaire de grenouille (n = 6).

La pauvreté en RS du myocarde de grenouille est bien décrite
(Page et al, 1971 ; Page, 1978). Ainsi, en milieu hyperpotassique
additionné d'isoprotérénol, la contraction est monophasique, seule est
présente la seconde composante de contraction (fig 64) comme en
témoigne le temps au pic de contraction qui est de 805%49 ms a la
fréquence de stimulation de 0.6 Hz pour une température de 22°C. Le
potentiel d'action a une durée de 510*49 ms. La cafeine exerce
seulement un trés faible effet inotrope négatif qui s'explique par la

pauvreté en RS de cette structure (fig 65).

En résumé ces derniers résultats apportent des éléments
complémentaires en faveur de 1'existence de deux influx calciques
responsables chacun du déclenchement d'une composante de contraction :
1) par le canal calcique rapide non sensible aux diverses drogues, 1le
courant entrant calcique rapide permet la stimulation du RS selon le
mécanisme de Ca-induced Ca release qui produit la premiére composante
de contraction ; 2) par le canal calcique lent, le courant entrant

calcique sensible & diverses drogues, permet d'une part, la stimulation
q g P
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Fig 62 :

Décours du potentiel d'action et de la contraction de 1l'oreillette de
cobaye.

a) Solution de Tyrode

b) Solution hyperpotassique (17 mM) additionnée d'isoprotérénol (3.10-7 M)
c) idem avec 60 mM de TEA

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz

Tracé supérieur : potentiel d'action

Tracé inférieur : contraction
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Fig 63 :

Effet d'une substitution du Ca par le Sr sur l'oreillette de cobaye
a) Solution de Tyrode '

b) Solution hyperpotassique (17 mM) en présence de 1.8 mM de Sr et en
absence de Ca aprés 1 minutes

c) idem aprés 3 minutes

d) idem aprés 4 minutes

e) idem aprés 5 minutes

f) idem avec 0.1 mM de Ca

g) idem avec 0.2 mM de Ca

h) idem avec 0.5 mM de Ca

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz



40mV

120

520 mg

400 ms

Fig 64 :
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Décours du potentiel d'action et de la contraction du trabécule
ventriculaire de grenouille placé en conditions hyperpotassique (22 mM)
additionné d'isoprotérénol (10-6 M) a la température de 22°C.

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
Tracé supérieur : potentiel d'action
Tracé inférieur : contraction



121

400 ms

B

Fig 65 :

Effet de la caféine sur la contraction du trabécule ventriculaire de
grenouille _

a) Solution hyperpotassique (22 mM) additionnée d'isoprotérénol (10-6 M)
b) idem avec 1 mM de cafeine

La fréquence de stimulation est de 0.6 Hz
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directe des protéines contractiles contrélant ainsi 1'amplitude de la
seconde composante de contraction (régulation fine) et d'autre part, le
contréle de la premiére composante de contraction par le biais de la

régulation de la charge du RS en Ca (régulation indirecte).
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DISCUSSION

L'origine des ions Ca impliqués dans la génése des contractions
des cellules cardiaques est encore controversée. Dans le coeur, a
1'opposé du muscle squelettique, la suppression du Ca du milieu
extracellulaire conduit en quelques minutes a une abolition compléte de
la contraction (Ringer, 1883 ; Rich et Langer 1975). Pour Langer (1974)
les ions Ca qui sont a4 1'origine de la contraction des cellules
cardiaques proviennent du sarcolemme, Cette hypothese est cependant en
désaccord avec celle énoncée plus récemment selon laquelle le Ca est
libéré par le RS (Bassinghtwaighte et Reuter, 1972 ; Fabiato et
Fabiato, 1979). Ces deux hypothéses bien que différentes en ce qui
concerne l'origine du Ca proposent cependant l'existence d'un seul site

de libération du Ca.

Dés 1976, Allen et al suggérent que le Ca peut étre libéré a
partir du réticulum sarcoplasmique en deux temps. Plus récemment King
et Bose (1983), Malécot et al (1984), Bogdanov (1978), Honoré et
Challice (1985, 1986), Honoré et al (1986a,b,c) proposent que la
contraction biphasique est déclenchée par les ions Ca provenant de deux
sources différentes. En analysant les contributions relatives du Ca
provenant du RS et du milieu extracellulaire, Bers (1985) conclut gque,
durant le potentiel d'action, le Ca peut effectivement provenir de ces
deux sources. Reuter (1974) calcule que le Ca entrant dans la cellule
durant un potentiel d'action provoque une augmentation de l'activité du
Ca intracellulaire de 1 & S/AAM. En tenant compte des résultats en
particulier de Solaro et al (1974) concernant la relation liant la

tension mécanique des myofilaments a la concentration de Ca, Reuter
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conclut que cet apport est insuffisant pour produire une contraction.
I1 semble que Reuter (1974) ait sous—-estimé probablement la quantité de
Ca entrant dans la cellule durant le potentiel d'action puisque le
courant calcique qu'il enregistre dans des conditions de potentiel
imposé au niveau de préparations multicellulaires est de faible
amplitude comparée a celui enregistré sur une cellule cardiaque isolée
(Isenberg et Klockner, 1982). A 1'inverse, Fabiato (1985) montre, par
la simulation du courant de Ca correspondant a celui enregistré sur
cellule isolée, que cette quantité de Ca entrant est suffisante pour
permettre le développement de la contraction (30% de la tension
maximale) au niveau de la fibre pelée traitée par le Brij donc sans RS
fonctionnel. Ces données montrent que le Ca entrant dans la cellule
peut directement activer les protéines contractiles, sans qu'il soit
obligatoirement nécessaire de passer par un systéme amplificateur tel

que le RS.

L'analyse de la littérature permet donc de supposer que la
contraction peut é&tre déclenchée par du Ca provenant de 4 sources : 1)
le RS (Fabiato, 1985) ; 2) le sarcolemme (Langer, 1979) ; 3) le milieu
extracellulaire via les canaux calciques (Lee et al, 1984 ; Mitchell et
al, 1983 ; Bers, 1985 ; Fabiato, 1985) ; 4) le milieu extracellulaire

via 1'échange Na-Ca (Vassort et Rougier, 1972 ; Horackova, 1984).

Nos résultats montrent que la contraction du muscle papillaire
de cobaye présente, en milieu hyperpotassique et en présence
d'isoprotérénol, deux composantes de contraction qui sont influencées

différemment selon les manoeuvres expérimentales.
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Notre étude a eu pour but de préciser l'origine de ces deux
composantes de contraction du muscle papillaire de cobaye. Elle
démontre que ces deux composantes sont déclenchées par deux courants

entrants de Ca.

- R6le de 1'échange Na-Ca dans le développement de la

contraction biphasique.

Lorsque tout le Na du milieu extracellulaire est remplacé par
du Li, une contracture se développe aprés 5 minutes de perfusion
provoquant 1'inexcitabilité cellulaire. Niedergerke (1958, 1963),
Horackova et Vassort (1979), Horackova (1984) observent que 1'effet
contracturant de solutions sans sodium est di 4 un influx de Ca via le
mécanisme d'échange Na-Ca. Mullins (1981) montre que la réduction du Na
extracellulaire provoque une diminution de ENa et ainsi une diminution
du potentiel d'inversion du courant d'échange Na-Ca. Le sens du courant
est donné par la différence de potentiel suivante : 2ENa - ECa - Em en
supposant que 4 ions Na sont échangés contre un seul ion Ca., Quand la
concentration externe en Na est réduite (2ENa -~ ECa - Em) devient
négatif et ainsi facilite l'entrée du Ca via ce mécanisme d'échange

Na-Ca.

Afin d'éviter le développement de la contracture induite par la
suppression totale du sodium, une solution ne contenant que 25 mM de
Na, (le reste du Na étant remplacé par du Li) est utilisée. Aprés une
augmentation initiale importante de 1'amplitude de la contraction,

celle-ci se stabilise & une valeur d'environ 507 supérieure a la valeur
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initiale. De ce fait, 1'augmentation d'amplitude de la contraction en
milieu hyposodique correspond a une charge en Ca plus importante de la
cellule que dans les conditions de référence. Parallélement est observé
une réduction importante de 1l'amplitude et de la durée du PA. Ce
résultat indique que dans ces conditions, la pile d'équilibre aux ions
Ca est vraisemblablement plus faible. Si l'emploi de ce milieu
hyposodique présente l'avantage d'éviter la contracture, il ne permet

cependant 1'obtention que d'une contraction monophasique.

Deux hypothéses peuvent &tre émises pour expliquer 1'obtention
d'une contraction monophasique : 1) dans les conditions de référence,
la premiére composante de contraction dépendrait de 1'influx de Ca
s'écoulant au travers des canaux calciques et la seconde de 1'influx de
Ca via 1'échange Na-Ca ; 2) le blocage du mécanisme d'échange Na-Ca
permettrait le développement de 2 composantes de contraction mais ces
- deux composantes seraient '"fusionnées'" ou la seconde inexistante du
fait d'une charge calcique intracellulaire importante. Le blocage de
1'échange Na-Ca entralnant une diminution du gradient électrochimique
des ions Ca, 1'augmentation de 1l'activité Ca intracellulaire activerait
le courant sortant transitoire de K (Bassinghtwaighte et al, 1975,
Isenberg 1977) avec pour conséquence la diminution de la durée du

potentiel d'action.

La contraction monophasique observée en milieu hyposodique
devient biphasique lorsque les ions Li sont ensuite remplacés en partie
par les ions TEA (de 10 a 60 mM). Les ions TEA bloquent pour une trés
large part les courants sortants dynamiques et favorisent ainsi

1'augmentation de la durée du potentiel d'action qui assure le maintien
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de la composante lente du courant entrant de Ca et donc le maintien de

la seconde composante de contraction.

I1 semble donc que le mécanisme d'échange Na-Ca ne puisse-étre
invoqué dans le déclenchement de la contraction biphasique en
conditions de référence puisque son inhibition ne transforme pas la

contraction biphasique en contraction monophasique.

- Réle des deux courants entrants de Ca dans le développement

de la contraction biphasque.

Dans le but de déterminer si les deux composantes de
contraction sont bien dues & deux influx de Ca s'écoulant au travers
des canaux calciques, la dépendance de ces deux composantes de
contraction vis-a-vis du potentiel de membrane est analysée. Les
relations liant 1'amplitude normalisée de chaque composante au
potentiel de membrane sont de type sigmoide et correspondent trés
exactement 3 celles traduisant pour 1'une la disponibilité de la
conductance calcique rapide et pour 1l'autre la disponibilité de la

conductance calcique lente (Bean, 1985).

En effet, pour Bean (1985) la disponibilité de la conductance
calcique rapide est nulle pour des potentiels faiblement négatifs (-35
mV) et la disponibilité de la conductance lente est encore importante a
ce potentiel. Les résultats rapportés dans ce travail montrent
également que la disponibilité de la premiére composante de contraction

est nulle pour la méme valeur de potentiel (-35 mV) et que celle de la

seconde composante de contraction est encore de 50% & ce potentiel.
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L'étude des effets des inhibiteurs calciques confirme
1'existence de deux populations de canaux. Le Mn inhibe les deux
composantes de contraction avec la méme efficacité. Par contre la
nifédipine et le Cd en particulier sont plus spécifiques puisqu'ils
inhibent seulement la seconde composante de contraction. Nilius et al
(1985) et Bean (1985) montrent que les dihydropyridines sont des
inhibiteurs spécifiques du canal calcique lent alors que le Co bloque
les deux types de canaux comme le Mn bloque les deux compésantes de

contraction.

Ces données renforcent 1'hypothése selon laquelle les deux
composantes de contraction sont bien dues a deux influx de Ca.
L'échange Na-Ca ne serait pas nécessaire au développement de la
contraction biphasique et, étant donné le niveau de polarisation
membranaire diastolique, un influx sodique ne peut é&tre invoqué,
impliquant 1l'annulation du mécanisme de "Na-induced Ca release"
(Bonvallet et al, 1985, Harrisson et Miller 1985). Ceci est confirmé en
outre par le fait que la TTX ne modifie pas le décours et 1'amplitude

de la contraction biphasique.

- Origine de la premiére composante de contraction.

La relation liant 1l'amplitude de la premiére composante de
contraction au logarithme de la concentration externe en Ca est de type

complexe. Ces données laissent donc supposer qu'un relai existe pour

rendre compte du développement de cette composante de contraction.
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Lorsque le calcium est remplacé en totalité par le Sr, la
premiére composante de contraction disparait. Aucune contracture
n'apparait puisque a 1'inverse du Ba, le Sr peut remplacer le Ca au
niveau du mécanisme d'échange Na~Ca (Van Kerkhove et Carmeliet, 1971).
Ces résultats sont tout-a-fait en accord avec ceux de King et Bose
(1983) qui montrent qu'en présence de Sr et en 1l'absence de Ca la
premiére composante est absente mais peut réapparaitre quand est

ajoutée une faible quantité de Ca (0.1 mM).

Deux hypothéses peuvent &tre formulées pour expliquer 1'absence
de la premiére composante de contraction en présence de Sr : 1) le Sr
ne passe pas par le canal calcique rapide et ainsi ce courant rapide
non présent ne peut déclencher la libération de Ca par le RS ; 2) le Sr
_pénétrant par le canal rapide dans le milieu intracellulaire serait

inefficace pour permettre la libération d'ions divalents par le RS.

Dans la mesure ol les ions Ba peuvent emprunter le canal
calcique rapide et dans la mesure ou le courant de Ba est identique a
celui de Ca (Bean, 1985 ; Nilius et al, 1985) il est permis de penser
qu'il en est de méme avec le Sr et que dans ces conditions, le courant
de Sr passant par le canal rapide serait incapable de déclencher 1la
libération des ions Sr par le RS. En effet, Endo (1970) montre que les
ions Sr sont 20 fois moins efficaces pour déclencher une libération de
cations divalents par le RS. De plus, Winegrad (1973) montre que le RS
peut stocker 20 fois plus de Sr que de Ca. Enfin, Donaldson et al
(1978) et Kernick et al (1980) décrivent une efficacité identique du Ca

et du Sr au niveau des protéines contractiles.
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Etant donné que d'une part 1'amplitude de la premiére
composante de contraction n'est pas reliée linéairement a 1'amplitude
de 1'inversion de potentiel (donc au log de la concentration
extracellulaire en calcium) et que d'autre part cette premiére
composante est abolie en présence de Sr et en 1l'absence totale de Ca,
on peut conclure & l'existence d'un relai pour le déclenchement de
cette premiére composante de contraction entre 1'influx calcique et
1l'activation des protéines contractiles. Ce relai correspondrait a la
libération de Ca par le RS qui serait donc un systéme amplificateur du

courant entrant calcique rapide.

La nécessité d'un relai est renforcée par les relations de type
sigmoide liant d'une part 1'amplitude de 1'inversion de potentiel et
d'autre part la durée du PA & 1'amplitude de la premiére composante.
Apres une longue période de quiescence (15 minutes), au cours de
laquelle le RS s'est vidé de son contenu en Ca (Blinks et Koch-Weser,
1961 ; Allen et al, 1976 ; Beresewicz et Reuter, 1977 ; Wohlfart et
Noble, 1982) la premiére composante est absente. Dés lors il est permis
de proposer que la premiére composante de contraction soit dfie a une
libération de Ca par le RS. Comme cette composante dépend aussi du
courant calcique rapide, il peut étre suggéré que le courant calcique
rapide induit la libération de Ca par le RS selon le mécanisme

Ca-induced Ca release (Fabiato, 1985).
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La caféine a faible concentration augmente 1'amplitude de la

premiére composante de contraction alors qu'a forte concentration elle
1'inhibe. Trois mécanismes peuvent &tre invoqués pour expliquer
1'augmentation de 1'amplitude de la premiére composante aux faibles
concentrations de caféine : 1) augmentation de la phosphorylation des
canaux (Sutherland et Rall, 1958 ; Butcher et Sutherland, 1962 ; Blinks
et al, 1972 ; Goto et al, 1979 ; Yatani et al, 1984 ; Bers, 1985 ; 2)
augmentation de la libération de Ca par le RS (Herz et Weber, 1965 ;
Ogawa, 1970) ; 3) effet direct sur les myofilaments (Wendt et
Stephenson, 1983), Par contre, a forte concentration la caféine
entraine une augmentation de la libération du Ca par le RS et une
inhibition de sa reprise (Herz et Weber, 1965 ; Ogawa, 1970). La
vidange du RS de Ca par cette forte concentration de caféine explique

1'inhibition de la premiére composante.

La procaine exerce un effet inhibiteur sur la premiére
composante de contraction a toutes les concentrations étudiées. Selon
Caputo (1976), Caputo et Dipolo (1978), Suarez-Kurtz et Sorenson
(1979), Suarez-Kurtz (1982) la procaine inhibe la libération du
calcium par le RS. Cette inhibition n'est pas due & une altération des
protéines contractiles (Orentlicher et al, 1974 ; Suarez-Kurtz, 1982)
mais bien due a une réelle inhibition de la libération du Ca (Lea et
Ashley, 1981). Cela a été montré sur des fibres musculaires
squelettiques (Chiarandini et al, 1970) et également sur des vésicules

isolées de SR (Yamamoto et Kasai, 1982)

Ainsi en considérant les effets de la caféine et de la
procaine, il est permis de proposer que la premiére composante de

contraction soit due a la libération de Ca par le RS, 1libération



132

déclenchée par le courant entrant rapide selon le mécanisme de

Ca-induced Ca release (Fabiato, 1983).

La premiére composante est insensible aux effets de
1'isoprotérénol et du BAY K 8644, De méme, 1'acétylcholine et
1'hypoxie ne modifient pas sensiblement 1'amplitude de la premiére

composante de contraction.

- Origine de la seconde composante de contraction.

La relation liant 1l'amplitude de la seconde composante de
contraction au logarithme de la concentration externe en Ca est
linéaire. On peut alors penser que la seconde composante soit due a une
stimulation directe des protéines contractiles par le Ca entrant dans
la cellule par les canaux calciques. Ce type de relation directe entre
le courant calcique et 1'amplitude de la seconde composante de
contraction a été mis en évidence sur le myocarde de grenouille par
Léoty et al (1970), Vassort (1971), Einwachter et al (1972), Horackova
et Vassort (1976, 1979). Pour le coeur de mammifere, cette relation est
plus complexe du fait de 1'abondance du RS (Gibbons et Fozzard, 1971,

1975 ; New et Trautwein, 1972 ; Horackova, 1984).

Lorsque la totalité du Ca est remplacée par du Sr, la
contraction est monophasique. Son amplitude est cependant plus

importante qu'en présence de Ca. Cette observation peut étre
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rapprochée des données rapportées par Lee et al (1985) montrant que le
courant entrant lent (Isi) de Sr est plus important que celui de Ca. De
plus Donaldson et al (1978) et Kernick et al (1981) décrivent une

efficacité identique du Sr au niveau des protéines contractiles.

La contraction monophasique obtenue en présence de Sr et en
absence totale de Ca correspond probablement a la seconde composante de
contraction obtenue dans les conditions de référence puisque la
relation liant l'amplitude de la contraction normalisée au potentiel
diastolique en milieu contenant du Sr est en tout point identique a
celle obtenue en conditions de référence. Cela signifie que la
disponibilité de la conductance calcique lente est identique quel que
soit 1'ion divalent considéré. L'inactivation de la conductance lente
ne dépendrait donc que du potentiel. L'augmentation de l'amplitude de
la seconde composante en présence de Sr serait vraisemblablement liée a
1'augmentation du courant entrant lent (Bean 1985). En présence de Cd,
qui est un inhibiteur spécifique du courant entrant lent et par
conséquent de la seconde composante, la contraction est inhibée ; ce
résultat renforgcant 1'hypothése relative a 1'absence de la premiére
composante de contraction en milieu Sr. A la disparition de la
contraction monophasique est associée une disparition du potentiel
d'action. Lorsque une faible quantité de Ca (0.1 mM) est introduite
dans le milieu, 1l'activité électrique réapparait en mefle temps qu'une
contraction monophasique dont le temps au pic est bref ce qui
correspondrait au développement de la premiére composante. Il peut donc

8tre supposé que le canal calcique rapide est imperméant aux ions Sr.
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Les relations liant 1'amplitude de 1la seconde composante de

contraction 4 1'inversion de potentiel et a la durée du potentiel
d'action mesurée a 50% de la repolarisation sont linéaires. Aprés une
période de quiescence de 15 minutes, séule est présente la seconde
composante qui est d'amplitude importante. Ces données confirment
1'hypothése selon laquelle la seconde composante de contraction
correspond a4 une activation directe des protéines contractiles par le

Ca entrant dans la cellule via les canaux calciques lents.

En présence de caféine, 1l'amplitude de la seconde composante de
contraction augmente de fagon "dose-dépendante". Cet effet inotrope
positif serait 1ié a 1'inhibition des phosphodiestérases conduisant a
1'élévation de la concentration intracellulaire en AMPc qui augmente la
probabilité d'ouverture des canaux calciques lents (Reuter et al

(1982), Brum et al (1983), Reuter (1983), Tsien (1983)).

Par contre la procaine exerce un effet biphasique sur la
seconde composante de contraction (augmentation de 1'amplitude aux
faibles concentrations, diminution de 1'amplitude aux fortes
concentrations). L'effet inotrope positif observé aux faibles
concentrations de procaine serait dii selon Kurihara (1975), Kurihara
et Sakai (1976), Casteels et al (1977) a une diminution de la
conductance potassique qui aurait pour conséquence de retarder la
repolarisation membranaire et de ce fait permettrait un influx calcique
de durée plus importante. L'effet inotrope négatif observé a forte
concentration serait d{i selon Jacobs et Keatinge (1974), Casteels et
al (1974), Kurihara et Sakai (1976) a une diminution de la conductance

calcique.
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La seconde composante de contraction apparait étre la seule
sensible aux effets de 1'isoprotérénol et du BAY K 8644 aux
concentrations utilisées dans ce travail. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Bean (1985) et de Nilius et al (1985) qui montrent que
seul le canal calcique lent est sensible a ces deux substances.
L'accroissement de 1'amplitude du courant entrant lent se traduit donc
par 1'augmentation de 1'amplitude de la seconde composante de
contraction. Cet effet stimulant de 1'isoprotérénol sur le courant
entrant lent serait dii & la phosphorylation des canaux calciques par
les protéines kinases activées par 1'AMPc (Vassort et al, 1969 ; Tsien,
1973 ; Reuter, 1974 ; Niedergerke et Page, 1977 ; Reuter et Scholz,
1977 ; Nargeot et al, 1983). Les récents travaux réalisés en 'patch
clamp" mettent en évidence que la phosphorylation des protéines
intramembranaires augmente la probabilité d'ouverture des canaux
(Reuter et al, 1982 ; Brum et al, 1983 ; Reuter, 1983 ; Tsien, 1983).
Cependant Bean (1984) rapporte que cet effet serait 1ié a une
augmentation de la conductanée élémentaire du canal calcique lent ainsi
qu'a une altération des cinétiques d'activation et d'inactivation.
L'augmentation de la concentration intracellulaire en AMPc est
consécutive a la stimulation des récepteurs 6 1 adrénergiques qui
activent une protéine G (dépendante du GMP, Berridge, 1985) elle méme
activant une lipoprotéine, l'adényl-cyclase (Sutherland et al, 1962 ;
Reuter, 1974 ; Engelhad et al, 1976) qui assure donc la conversion
d'ATP en AMPc. Egalement les protéines kinases activées par 1'AMPc
phosphorylent les phospholambanes du RS. De ce fait, les agonistes des
récepteursf}l adrénergiques produisent donc un effet relaxant puissant
en stimulant la reprise de Ca par le RS comme le montrent Morad et

Rolett (1972), Katz (1973), Tada et al (1975), Mattiazi et Cingolani

(1981), Fabiato (1981), Brum et al (1983) (fig 67).
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Le BAY K 8644 augmente spécifiquement 1'amplitude du courant
entrant lent et de ce fait peut aussi moduler 1'amplitude de la seconde
composante de contraction (Schramme et al, 1983 ; Brown et al, 1984 ;
Renaud et al, 1984 ; Hess et al, 1985 ; Thomas et al, 1985). Le BAY K
8644 augmente la probabilité de trouver les canaux dans un état de
longue durée d'ouverture et de bréve durée de fermeture (Kokubun et
Reuter, 1984 ; Sanguinetti et Kass, 1984 ; Brown et al, 1984 ; Hess et

al, 1985 ; Thomas et al, 1985).

En présence d'acétylcholine la seconde composante de
contraction est inhibée de fagon spécifique. Prokopczuk et al (1973),
Giles et Tsien (1975), Kemoto et Goto (1975), Garnier et al (1976), Ten
Eick et al (1976), Nargeot et al (1981) proposent que 1l'acétylcholine
diminue directement le courant entrant lent (Isi). Cette diminution
serait due a une rédpction de la conductance maximale (Nargeot, 1981).
Le GMPc ne serait pas impliqué comme second messager de 1'acétylcholine
(Imbrid et Lefkowitz, 1975 ; Nawrath, 1977 ; Trautwein et al, 1982 ;
Brum et al, 1983 ; Nargeot et al, 1983) puisque 1l'effet inotrope
négatif ne semble pas étre relié a la concentation intracellulaire du
GMPc (Brooker, 1973 ; Mirro et al, 1979). Selon Berridge (1985), la
stimulation des récepteurs muscariniques conduirait a une diminution de
la concentration intracellulaire en AMPc. En effet 1'activation d'une
protéine membranaire dépendante du GTP par le récepteur muscarinique
inhiberait 1l'activité de 1'adénylcyclase. L'acétylcholine dans ces

conditions, provoquerait une diminution de la phosphorylation des
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canaux lents et par conséquent une diminution de 1'amplitude de la
seconde composante de contraction (fig 67). De plus, l'acétylcholine
est bien connue pour activer un courant sortant potassique s'écoulant
au travers du canal de rectification de sens entrant (Garnier et al,
1976 ; Ojeda et al, 1969 ; Mubagwa, 1983 ; Momose, 1984)., Cependant les
études réalisées en "patch clamp" infirment cette hypothése et montrent
que le canal impliqué possede des propriétés différentes de celles du
canal de rectification de sens entrant. Ainsi, 1'acétylcholine en
réduisant la conductance calcique lente et en activant un courant
sortant de K réduirait donc 1'amplitude de la seconde composante de

contraction.

L'hypoxie a un effet inhibiteur immédiat et spécifique sur la
seconde composante de contraction. Hearse (1979) propose que 1'hypoxie
conduisant a une diminution du stock intracellulaire en ATP
provoquerait de ce fait une diminution de la concentration
intracellulaire en AMPc. Cela conforte encore 1'hypothése selon
laquelle les canaux calciques lents sont trés sensibles au taux d'AMPc

(Bean, 1985 ; Nilius et al, 1985).
- Interrelation des deux composantes de contraction.
Dans les conditions de référence, la durée du PA est fortement

augmentée par les ions TEA et un effet inotrope positif apparait sur

la premiére composante de contraction. Ces observations sont en accord
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avec les résultats de Fabiato (1985). Cet auteur démontre que le Ca
entrant dans la cellule par les canaux lents est recyclé dans le RS et
peut &tre utilisé durant la systole suivante dans le déclenchement de
la premiére composante. Ainsi, la régulation de 1l'amplitude de la
premiére composante peut étre réalisée indirectement par le contrdle

de 1'amplitude du courant entrant lent qui conditionne lui-méme
1'amplitude de la seconde composante de contraction. La diminution de
1'amplitude de la seconde composante de contraction sous 1l'influence du
TEA serait liée a l'accroissement de la pCai provoquée par 1'importante

libération de Ca du RS déclenchée par le courant calcique rapide.

— Relations entre 1'ultrastructure et le décours de 1la

contraction.

Comme la contraction biphasique apparait é&tre due d'une part a
une libération de Ca par le RS et d'autre part a4 une stimulation
directe des protéines contractiles par le Ca entrant dans la cellule
via les canaux lents, il semblait intéressant de vérifier cette
hypothése en analysant dans nos conditions de référence la contraction
de préparations plus ou moins riches en RS et dont le potentiel

d'action présente un plateau de dépolarisation plus ou moins marqué.

Le muscle papillaire de rat, en conditions de référence,
présente une contraction monophasique correspondant & la premiére
composante de contraction étant donné d'une part son temps au pic de

contraction et d'autre part son inhibition par la caféine. De plus, le
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potentiel d'action de cette préparation présente un aspect triangulaire
qui témoigne, en accord avec les travaux de Mitchell (1983) et de
Stephenson (1984) de 1'absence de courant entrant calcique lent. Cette
donnée explique 1'absence de seconde composante de contraction en
milieu hyperpotassique et en présence d'isoprotérénol du muscle

papillaire de rat.

Dans les conditions de référence, la contraction de
l'oreillette de cobaye est monophasique. Comme le potentiel d'action
présente un aspect triangulaire, il est permis de penser que le courant
entrant lent n'existe pas comme dans le muscle papillaire de rat et
donc que la seconde composante de contraction soit inexistante. En
effet, nos résultats montrent que méme en présence d'un allongement du
potentiel d'action induit par le TEA (60 mM), la contraction reste
monophasique. De plus, lorsque le Ca est totalement remplacé par le Sr,
les activités électrique et mécanique disparaissent. Ces données
confortent les hypothéses d'une part selon lesquelles le Sr ne
passerait pas par le canal calcique rapide et que d'autre part les
canaux calciques lents ne seraient pas présents dans cette structure.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Gettes et Reuter
(1974), Beeler et Reuter (1977), Reuter et Scholz (1977), Mc Donald et
Trautwein (1978), Noma et al (1980) démontrant 1'absence de courant
entrant lent au niveau des cellules des noeuds sino auriculaire et

auriculo ventriculaire.
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La contraction du myocarde de grenouille est monophasique dans

les conditions de référence. La caféine ne modifie pas ou peu cette
contraction monophasique qui semble de ce fait correspondre a la
seconde composante de contraction enregistrée au niveau du muscle
papillaire de cobaye. L'absence de la premiere composante de
contraction peut é&tre reliée a 1'extréme pauvreté du myocarde de
grenouille en RS (Niedergerke et Page, 1963 ; Page et al, 1971 ; Page,
1978). Cependant, la caféine exerce un léger effet inotrope négatif
(10%) en accord avec les travaux de Chapman et Miller (1974) montrant
que le RS pourrait jouer un rdle dans le déclenchement de la
contraction du myocarde de grenouille. Cet effet de la caféine sur le
RS contrebalancerait 1'effet inhibiteur des phosphodiestérases qui
conduit normalement a 1'augmentation de 1'amplitude de la contraction.
La contraction des cellules myocardiques de grenouille en conditions de
référence serait donc principalement due & une stimulation directe des
protéines contractiles par le Ca entrant dans la cellule par les canaux

calciques lents.

En conclusion, le myocarde de cobaye serait donc une structure
intermédiaire entre celui de rat et celui de grenouille puisque les
cellules myocardiques de cobaye possedent les deux types de canaux et
un RS bien développé pouvant ainsi rendre compte de la contraction

biphasique (fig 66 et 67).

A 1'appui de ces résultats, des travaux récents réalisés sur le
muscle squelettique montrent 1'existence d'une contraction biphasique
(Ildefonse et al, 1985) probablement liée a deux influx de Ca

correspondant 4 deux populations de canaux calciques (Cota et Stéfani,
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1986). La contraction biphasique apparait donc &tre une propriété
générale des cellules musculaires possédant du RS et les deux types de

canaux calciques.
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RESUME ET CONCLUSION GENERALE.

En 1'absence du mécanisme d'échange Na-Ca, il peut &tre
enregistré au niveau de certaines préparations cardiaques une
contraction biphasique.

La premiére composante de contraction est liée a la libération
de Ca par le réticulum sarcoplasmique déclenchée par le courant entrant
calcique rapide.

La seconde composante de contraction est liée & 1l'activation
directe des protéines contractiles par le calcium transporté par le
courant entrant lent.

Seuls les canaux calciques lents sont sensibles aux diverses
substances telles que 1'isoprotérénol, 1l'acétylcholine et les
dihydropyridines.

Les effets particuliers des ions Sr lorsqu'ils substituent les
ions Ca en totalité tendent bien a montrer que le canal calcique rapide
est plus spécifique aux ions Ca que ne l'est le canal calcique lent.

La contraction des cellules cardiaques pourrait de ce fait
correspondre a trois composantes :

- deux composantes phasiques liées aux deux courants entrants de Ca
- une composante tonique liée a 1'influx de Ca produit par 1l'activation

du mécanisme d'échange Na-Ca.
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MISE EN EVIDENCE ET ORIGINE DE DEUX COMPOSANTES DE LA
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Mots-clefs : Couplage Excitation-Contraction
Canaux Calciques - Contraction Biphasique
Potentiel d'Action - Neurotransmetteurs
Strontium - Dihydropyridines
Inhibiteurs Inorganiques du Ca

RESUME DE LA THESE

En 1l'absence du mécanisme d'échange Na-Ca, il peut étre enre-
gistré au niveau de certaines préparations cardiaques une contra-
ction biphasique.

La premiére composante de contraction est liée a la libération
de Ca par le réticulum sarcoplasmique déclenchée par le courant
entrant calcique rapide.

La seconde composante de contraction est liée a 1l'activation
directe des protéines contractiles par le calcium transporté par
lescourant ientyvant Slents

Seuls les canaux calciques lents sont sensibles aux diverses
substances telles que 1'isoprotérénol, l'acétylcholine et les dihy-
dropyridines.

Les effets particuliers des ions Sr lorsqu'ils substituent les
ions ca en totalité tendent bien & montrer que le canal calcique
rapide est plus spécifique aux ions Ca que ne l'est le canal calci-
gue lenkt.

La contraction des cellules cardiaques pourrait de ce fait
correspondre a trois composantes

- deux composantes phasiques 1liées aux deux courants entrants
de Ca

- une composante tonique liée & 1'influx de Ca produit par 1'activa-
tion du mécanisme d'échange Na-Ca.
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