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INTRODUCTTION




La maturation ovocytaire et 1'ovulation concernent les processus

qui traduisent notamment les changements de perméabilité ionique membra-
naire de 1'ovocyte et de 1'oeuf. Les recherches relatives & leurs pro-
priétés é&lectriques ont pour but 1'analyse des mécanismes de 1'ovogénése
et des premiers stades embryonnaires (pour de plus amples détails, voir

la revue de HAGIWARA et JAFFE, 1979). En effet, i1 est connu qu'une aug-
mentation de la perméabilité sodique de 1'ovocyte d'amphibien apparaft
lors de la maturation ; cette perméabilité jouant un r&le dans 1'augmenta-

tion de 1'activité du sodium intracellulaire, N3P ® (SCHLICHTER, 1983 a-b).

Cette élévation de q\ai durant le développement, pourrait rendre compte

de‘la disparition de la perméabilité sélective aux ions Kt observée dans
1'ovocyte d'amphibien (Maeno, 1959 ; Morill et al., 1966) et dans 1'oeuf
d'étoile de mer (MIYAZAKI et al. 1975).

Trés récemment, i1 esf‘ﬁroposé que chez les amphibiens, les ions
H seraient impliqués lors de la stimulation métabolique de 1'ovocyte et
de 1'oeuf correspondant aux mécanismes de maturation et d'activation ovo-
cytaires (BARISH et BAUD, 1984). Cette stimulation métabolique se traduit
par une augmentation de la synthése protéique (SHIH et al. 1978)
associée a une alcalinisation intracellulaire (LEE et STEINHARDT, 1981 ;
HOULE et WASSERMAN, 1983). Selon certains auteurs, cette synthése protéique
serait en effet contrglée par le pH intracellulaire dans 1'ovocyte d'amphibien

(GRAINGER et al. 1979 ; WINKLER et al., 1980).



A 1'heure actuelle, deux mécanismes bien connus peuvent rendre
compte de la régulation du pH intracellulaire, 1'un concerne le mécanisme
d'échange Na-H, 1'autre concerne 1'activation membranaire d'une conductance
aux ions H'. En ce qui concerne 1'ovocyte d'oursin, WHITAKER et STEINHARDT
(1982) proposent que 1'alcalinisation intracellulaire est produite lors
de la stimulation métabolique par 1'activation du mécanisme d'échange
Na-H. Par contre, pour BARISH et BAUD {1984), la mise en évidence d'une
activation d'une conductance trés spécifique aux protons rendrait compte
par 1'apparition d'un courant sortant de protons, de la diminution de CHp

et donc de 1'augmentation du pH intracellulaire.

En accord avec les travaux de BARISH et BAUD (1984), i1 est montré
dans ce travail qu'il existe aussi chez 1'ovocyte de Rana esculenta un
courant sortant de protons, IH, activé lors de dépolarisations membranaires.
La mise en évidence de cette conductance trés spécifique aux protons, est
proposée aussi en 1985 par LAMGHARI MOUBARRAD. L'analyse de cette conduc-
tance dépendant du potentiel et du temps fait 1'objet de ce mémoire.

En effet, ce courant IH observé sur 1'ovocyte de Rana constitue une trés

large part du courant dynamique sortant global activé lors de dépolarisations

membranaires d partir d'un potentiel de membrane de 1'ordre de - 50 mV.
La sensibilité du potentiel d'inversion de IH d la concentration extracel-
lulaire en ions Wt suggére que la conductance correspondante est trés for-

tement sélective aux protons. Il est montré également, en accord avec les

observations de BARISH et BAUD (1984) sur 1'ovocyte d'Ambystoma, qu'associée

a l'activation de la conductance aux protons, une activation également

spécifique aux ions k" apparaTt. Enfin dans 1'ovocyte de Rana esculenta,



tout comme dans de nombreux ovocytes de différentes espéces et en particulier
dans 1'oeuf d'étoile de mer (HAGIWARA et al., 1976 ; HAGIWARA et YOSHII,
1979), i1 existe une conductance activée lors d'hyperpolarisations membra-
naires ; par les canaux ioniques correspondants passe un courant entrant

porté par les ions K+.




DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES CONCERNANT LES DIFFERENTS
COURANTS SPECIFIQUES MIS EN EVIDENCE DANS LA

MEMBRANE DE L’OVOCYTE ET DE L‘OEUF,



Les ovocytes et les oeufs possédent des canaux ioniques sélectifs
dont 1'activation dépend du potentiel de membrane (voir les revues de
HAGIWARA et JAFFE, 1979 et de HAGIWARA, 1983). Ces canaux présentent beau-
coup de similitudes de fonctionnement avec ceux présents dans les membranes
excitables. Parmi les courants les plus communément mis en évidence et
analysés, citons les courants de Na, K, Ca, C1 et plus récemment de protons.
Les canaux membranaires par ol passent ces courants présentent une sélec-

=

tivité plus ou moins stricte vis & vis d'une espéce ionique.

1/ COURANT SODIQUE (INa)

Chez les anoures (Rana, Xenopus) et chez les pleurodéles (Ambystoma)
une conductance sodique dépendant du potentiel, sans inactivation, est
observée § différents stades du développement de 1'ovocyte (BAUD et al,,

1982 ; SCHLICHTER, 1983 a).

L'excitabilité de la membrane de 1'oeuf est mise en évidence pour
la premiére fois en 1972 chez les tuniciers par MIYAZAKI et al, Cette exci-
tabilité, bien que dévolue & 1'activation d'une conductance aux ions Na+,
correspond généralement pour les ovocytes et les oeufs des diverses espéces
animales étudiées, & 1'activation de canaux sélectifs aux jons Ca++ (pour
plus de détails, voir la revue de HAGIWARA et JAFFE, 1979). Récemment,
1'activation de canaux sodiques permettant la génése d'une activité élec-
trique, de méme nature que celle des membranes excitables, est retrouvée

dans 1'ovocyte d'amphibien : chez Rana par SCHLICHTER (1983 a) et chez

*



Xenopus par KADO et al. (1979) ; BAUD et al. (1982) ; BAUD (1983) et
BAUD et KADO (1984). Le canal sodique de Xenopus différe des autres mis
en évidence dans la membrane de 1'oeuf de tunicier et de grenouille,
dans la mesure ol i1 doit &tre rendu disponible pour pouvoir lors de la
dépolarisation, &tre activé ; cette disponibilité apparaissant suite a
une trés ample et durable dépolarisation. Ces canaux sodiques dans les
ovocytes, activés par le potentiel ne présentent pas, comme dans le cas

d'une fibre excitable nerveuse ou musculaire, de processus d'inactivation.

Quant & la signification biologique de ce courant INa dans les pro-

cessus de maturation ovocytaire, aucun argument expérimental décisif n'a encore
été apporté. Cependant, 1'interprétation que donne SCLICHTER (1983 b) est

Nai)
produite par le "potentiel d'actiod' (activation de gNa) peut &tre & 1'ori--

la suivante : 1'accroissement de 1'activité du Na intracellulaire (a

gine de la maturation ovocytaire. Cette interprétation est en accord avec
les résultats obtenus sur 1'ovocyte de Xemopus ol i1 est montré que 1'ac-
tivation de 1'ATPase dépendant du Na intracellulaire et du K extracellulaire
(pompe Na/K) inhibe la maturation ovocytaire (WALLACE et STEINHARDT, 1977),
alors qu'a 1'inversa 1'inhibition de cette enzyme la facilite (VITTO et
WALACE , 1975).4En 1985, une autre interprétation est donnée par PERES et
MANCINELLI. Décrivant également un courant sodique dans 1'oeuf de Xenopus,
ils proposent que ce courant intervient lors de la fécondation en empéchant
une dépolarisation par trop ample de la membrane cellulaire, dépolarisation
survenant lors du potentiel d'activation qui est 1'équivalent du potentiel
d'action. Ce potentiel d'action est d@ & un courant entrant porté par les
ions C17, ce qui, compte-tenu de la charge de ces anions, conduit & un

=

efflux de ces ions chlorure & travers la membrane.




2/ COURANT D'IONS CHLORURE : IC]

Un courant d'ions C1~ s'@coulant & travers la membrane d'ovocyte
de Xenopus et de Rana, activé par des dépolarisations membranaires est
observé par différents auteurs. C'est ainsi qu'en 1979, ROBINSON décrit
le premier, dans 1'ovocyte immature de Xenopus, un canal spécifique aux
ions C1~ dont 1'activation recquiert certes une dépolarisation membra-
naire, mais &galement un accroissement de 1'activité du Ca intracellulaire.
Sur la méme préparation, MILEDI (1982), BARISH (1983), PERES et BERNARDINI
(1983) décrivent ce méme canal C1 dépendant du voltage et de 1'entrée de
Ca. Ce courant de C1 est mis aussi en &vidence par SCHLICHTER (1983) sur
1'ovocyte mature de Rana pipiens. De m@me PERES et MANCINELLI (1985)
signalent également sa présence dans 1'ovocyte mature de Xeﬁopus, d la
condition que 1'activation ovocytaire soit induite, ce qui améne & pénser

selon ces derniers auteurs que les canaux par o0 s'écoule I., serait

C1
fonctionnellement différents de ceux décrits dans 1'ovocyte'immature.

. En effet, pour PERES et MANCINELLI, i1 existerait soit deux types de canaux
C1 présentant des caractéristiques d'activation différentes, soit un seul
type de canaux possédant une structure de base mais dont le mécanisme de

fonctionnement changerait au cours de la maturation.

Quant 3 la signification biclogique de ce courant C1, comme dans

s

le cas de INa’ on n'est confronté qu'd des hypothéses. Pour certains auteurs,
les variations de perméabilité aux ions chlorure, en bref 1'activation de
canaux C1 dans la membrane ovocytaire, pourrait &tre impliquées dans des

processus en relation avec des changements de potentiel de membrane, telles




que la réponse a 1'acétylcholine (KUSAND, MILEDI et STINNAKRE, 1977, 1982)

et & 1'adénosine (LOTAN, COHEN, DASCAL et LASS, 1982). Le courant de C1
observé lors de 1'activation ovocytaire associée au processus de maturation,
serait responsable de la dépolarisation membranaire des ovocytes d'amphibiens
au moment de la fécondation. Ce potentiel d'activation, correspondant &

une forte dépolarisation membranaire, assurerait un blocage rapide de ia

polyspermie selon PERES et MANCINELLI (1985).

3/ COURANT CALCIQUE : ICa

Le courant entrant calcique s'écoulant & travers la membrane de
1'oeuf paraft présenter des caractéristiques trés voisfnes de celles dé-
crites pour le courant ICa qui s'écoule & travers les membrane§ excitables
(pour plus de détails voir la revue de HAGIWARA et BYERLY, 1981 et celle
de ECKERT et CHAD, 1984).

En fait, ce sont deux courants entrants de Ca qui passent & travers
Ta membrane de 1'oeuf de tunicier, ainsi qu'd travers celle de 1'oeuf
d'étoile de mer (OKAMOTO et al., 1976 ; HAGIWARA et al. 1975). Plus récem-
ment, FOX et KRASNE (1984) décrivent également deux composantes de courant
calcique dans 1'oeuf d'un polychéte marin, Neanthes arenaccodentatus. lLes
deux types de canaux & travers lesquels passent ces composantes calciques
sont appelées par HAGIWARA et al. (1975) canal I pour ICaI et canal I1

pour ICa . Si le fonctionnement du canal II apparaTt le méme dans les
I

trois structures (oeuf de tunicier, oeuf d'étoile de mer et oeuf du



polychéte marin), il n'en est pas de méme en ce qui concerne le canal I.

En effet, des différences apparaissent d'un oceuf & 1'autre ; en particulier
si dans 1'oeuf de Neanthes le Ca s'écoule d travers le canal I, c'est par
contre le Na qui passe & travers ce canal dans 1'oceuf de tunicier alors

que dans 1'oceuf d'étoile de mer le Ca ne peut 1'emprunter qu'en présence

de Na extracellulaire. Ainsi, ces différences peuvent n'@tre que-

fortuites dans la mesure ol les oeufs sont interrogés d des stades diffé-
rents de développement. Cependant, le possible fonctionnement différent

du canal I pourrait également traduire de vraies différences évolutives.

De méme, 1'absence d'une composante sodique de courant entrant & un

stade de développement de 1'ovocyte peut se concevoir dans la mesure ol

en 1985 0'DONNEL décrit au niveau de 1'ovocyte d'insecte non une composante
sodique, mais une composante calcique responsable dans les conditions de
courant imposé, du potentiel d'action ; de 1'analyse de ses travaux et de
ceux de différents auteurs, ce dernier auteur est amené § proposer que la

réponse calcique apparaTt au cours de 1'embryogénése avant la réponse sodique.

Enfin, comme i1 est connu que 1'influx de Ca au niveau des terminaisons
synaptiques induit la 1ibération de transmetteurs (KATZ et MILEDI, 1967,
1969, 1971) et qu'il est & 1'origine de la contraction des fibres muscu-
laires, i1 est possible de supposer avec de nombreux auteurs, que le courant
de Ca a travers les canaux calciques de 1'oeuf puisse jouer un éﬁ]e impor-
tant dans les processus cellulaires tels que 1'activation de 1'oeuf et le
clivage. En effet, plusieurs travaux suggérent que la libération du Ca

intracellulaire contrfle 1'activation de 1'oeuf (STEINHARDT et EPEL, 1974 ;




STEINHARDT et al., 1974). En accord avec ces interprétations, il est proposé
que les changements d'activité du Ca intracellulaire, suite & un courant
entrant de Ca, pourrait servir de signal pour induire le développement de
1'oeuf (voir revue de WHITAKER et STEINHARDT, 1982). Cependant, en 1985,
0'DONNEL sugg@re que ces canaux pourraient ne pas &tre impliqués dans les
processus associés 3 la fécondation mais qu'ils devraient &tre présents a
1'état latent en prévision de leur développement ultérieur en particulier
dans les cellules excitables. De méme, BARISH (1984) suggére que les divers
types de canaux ioniques peuvent se répartir dans des proportions liées

aux différents types cellulaires apparaissant au cours du développement.

La méme répartition de ces canaux serait la cause de 1'existence d'une
excitabilité cellulaire chez le jeune embryon comme cela est montré par

JAFFE et GUERRIER (1981) chez le mollusque Dentaliwm.

4/ COURANT DE PROTONS : IH

Dans les neurones de mollusques, BYERLY et al., (1984) décrivent
un courant sortant porté par les protons, courant correspondant & celui
décrit comme "non spécifique" par THOMAS et MEECH (1982) dans les neurones
d'Hélix, par BYERLY et HAGIWARA (1982) dans les neurones perfusés de
Lymnae et par KOSTYUK et al. (1977) dans ceux d'Aélix. Ce courant correspond
aussi au courant résiduel observé dans la fibre musculaire de balane
(KEYNES et al., 1973). Le courant IH trouvé dans 1'ovocyte d'amphibien
Ambystoma (BARISH et BAUD, 1984) et de Rana (LAMGHARI MOUBARRAD, 1985) a
beaucoup de caracté@ristiques en commun avec ces divers courants non spé-

cifiques et le courant I, décrit par BYERLY et al., (1984). Ces divers



courants ont en commun le fa%t qu'ils résistent aux ions TEA, qu'ils pré-
sentent des cinétiques d'activation en fonction du temps et du potentiel
équivalentes, que leur potentiel d'inversion se déplace dans la direction
dépolarisante avec 1'augmentation de concentration extracellulaire de
protons et qu'enfin leur amplitude est trés fortement réduite en présence

de faibles concentrations de Cd,.

Comme ce courant IH est trés similaire chez les vertébrés et les
invertébrés, il apparaTt donc actuellement jouer | un r6le majeur dans
la régulation du pH intracellulaire. En effet, cette interprétation est
maintenant avancée suite aux travaux concernant le maintien du pH intracel-
lulaire dans de nombreux types cellulaires (pour plus de détails voir la
revue de ROOS et BORON (1981)et les travaux de BYERLY et al. (1984), de
BYERLY et MOODY (1986 ). Cette régulation du pH interne par 1'activation
d'une conductance aux protons dépendant du pofentie] est avancée pour la
premiére fois en 1982 par THOMAS et MEECH. De méme, lors de la maturation
et de 1'activation ovocytaires, 1'alcalinisation intracellulaire suite &
une sortie d'ions H' conduit & attribuer aux ions H' un réle régulateur
dans la stimulation métabolique de 1'ovocyte et de 1'oeuf (SMITH, 1981 ;
WHITAKER et STEINHARDT, 1982). Ainsi, i1 apparaft possible d'envisager que
le flux d'ions HY s'écoulant d travers les canaux correspondants puissent
contribuer aux variations physiologiques du pH intracellulaire des ovocytes
comme cela est particuliérement bien décrit dans les photorécepteurs et
le muscle squelettique (BROWN et al., 1976 ; BROWN et MEECH, 1979';

Mac DONALD et JOBSIS, 1976). La conductance aux protons activée lors de la

dépolarisation contribuerait & la régulation du pH intracellulaire dans

10.

les cellules qui présentent un ample potentiel d'action; cette interprétation



11.

est proposée par différents auteurs et en particulier par BYERLY et al.
(1984). Ces auteurs suggérent que le rdle des canaux aux ions H dans Tles
neurones de mol]usqueé est de permettre de compenser 1‘'acidification du
milieu intracellulaire par le biais du courant sortant IH activé par la
dépolarisation. Ainsi, la rapide acidification intracellulaire qui
survient aprés une suite de potentiels d'action pourrait de ce fait Etre

compensée (AHMED et CONNOR, 1980).

5/ COURANT POTASSIQUE : IK

KATZ en 1949 étudiant les propriétés de la membrane de la fibre
musculaire squelettique de grenouille en milieu isotonique de sulfate de
potassium, montre que la résistance membranaire est faible lors de 1'aug-
mentation d'amplitude du potentiel de membrane (hyperpo]arisatian membra-
naire), mais élevée pour de faibles dépolarisations. I1 s'agit de la mise
en évidence de deux propriétés de rectification de la membrane : 1) la-
rectification de sens entrant ou rectification anormale qui apparaft lors
des hyperpolarisations ; 2) la rectification de sens sortant ou rectifi-
cation normale apparaissant lors des dépolarisations. Ces deux rectifica-
tions correspondent & 1'activation de deux types de canaux ioniques par
ol s'écoulent les ions K produisant soit un courant entrant de K quand
i1 est associé & la rectification anormale, soié un courant sortant de K

quant i1 est associé & la rectification normale.




12.

Pour 1a premiére fois, la rectification anormale est décrite dans
1'oeuf de tunicier par TAKAHASHI et al. (1971) puis confirmée sur cette
méme préparation par MIYAZAKI et al. en 1974. De méme, HAGIWARA et al.
(1976, 1977 et 1979) décrivent cette rectification dans 1'oceuf d'étoile
de mer. Dans ces deux préparations, 1'activation de la conductance de
membrane conduit d 1'apparition d'un courant entrant de K. De plus, ce
courant de rectification de sens entrant chez 1'oeuf d'étoile de mer est
fortement réduit voire supprimé quand les ions K" extracellulaires sont
remplacés par des ions Rb+ ou Cs+ (HAGIWARA et al., 1976). Cette abolition
du courant entrant de rectification est conforme aux résultats acquis
antérieurement dans les mémes conditions ioniques sur la fibre musculaire
de grenouille par ADRIAN (1964), BENZANILLA et AMSTRONG (1972), GAY et
STANFIELD (1977) et ISENBERG (1976). Par contre, si le TEA, présent a
faible concentration dans le milieu extracellulaire, inhibe le courant de
rectification IK de 1a fibre musculaire de grenouille (STA&FIELD, 1970)
il n'a, par contre, aucun effet sur celui de 1'oceuf d'&toile de mer

(HAGIWARA et al, 1976). .

En ce qui concerne le courant sortant de rectification, porté
par les ions K+, si sa présence lors du potentiel d'action des cellules
nerveuses et musculaires contribue & la repolarisation de la membrane, sa
signification biologique dans 1'oeuf n'est pas encore déterminée. De toute
fagon, comme cela est montré en particu1ie} par BARISH et BAUD (1984) sur
1'ovocyte d'Ambystoma, la participation de ce courant potassique au courant
sortant global est faible, puisque ces derniers auteurs montrent que la
composante majoritaire est celle qui correspond au courant sortant de

protons.



MATERTEL ET METHODES




1/ PREPARATION

Les grenouilles femelles (Rana esculenta), en provenance du
Centre d'Elevage d'Ardenay, sont maintenues dans des bacs contenant de

1'eau réguliérement renouvelée & une température de 10°C.

Les ovaires sont dégagés et extirpés aprés une petite incision
effectuée au niveau de la paroi abdominale des animaux préalablement
"démédull1és" et "décérébrés". Les ovocytes sont ensuite dégagés de leur
gangue et placés dans le liquide physiologique de référence (liquide de
Ringer) en vue de leur séparation. Une fois les ovocytes séparés, le
mieux possible des uns des autres, par une dilacération mécanique a
1'aide de pinces fines, -i1s sont ensuite incubés dans le milieu de Ringer
dépourvus de.Ca et additionné de collagénase (Type IA) & raison de
2 mg/ml pendant 2 &3 3 h & température ambiante. Aprés ce temps, les
ovocytes ainsi "défolliculés" sont rincés dans le Rinqer et chaque
ovocyte d tester est placé dans la cuve d'expérimentation dont le schéma

synoptique est donné 3 la figure 1.

2/ MESURES ELECTRIQUES

=

Le schéma électrique du montage utilisé est présenté 3 la figure
2. Le potentiel de membrane est mesuré par 1'intermédiaire de 2 microélec-
trodes, 1'une de référence (microélectrode 1) au contact du milieu extra-

cellulaire, 1'autre (microélectrode 2) implantée dans 1'ovocyte. Chaque

13.
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Figure 1
Schéma synoptique de la cuve d'expérimentation et enm particulier du

maintien de l'ovocyte (0v) au centre de la cuve par une dépression LP.
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Fiﬂre 2

Schéma synoptique du montage électrique utilisé pour 1'ernregistrement

du courant de membrane dans les conditioms de potentiel imposé.
A.I. Adaptateur d'impédance ; A.0. Amplificateur opérationnel.



électrode par 1'intermédiaire d'un adaptateur d'impédance mesure un poten-

tiel par rapport au potentiel de terre. La différence de ces deux potentiels

correspondant au potentiel transmembranaire, est mesurée par 1'intermédiaire
| de 1'amplificateur opérationnel AO1 monté de telle fagon que le gain en
tension soit de 1. Dans les conditions de potentiel imposé, ce potentiel
de membrane est & chaque instant comparé au potentiel que 1'on désire
| imposer, ceci par 1'intermédiaire de 1'amplificateur AO2 monté en contre
réaction totale. Le courant débité par AOZ’ correspondant au courant mem-
branaire, est mesuré par 1'intermédiaire de la chute de tension qu'il pro-
voque aux bornes de la résistance r' placée entre Te hi]feu extracellulaire

et le potentiel de terre.

3/ SOLUTIONS

Le milieu physiologique de référence utilisé est le liquide de
Ringer dont Ta composition ionique emr mM est la suivante :

NaCl = 96 ; KC1 = 2 ; CaCl, = 1,8 ; MgC]2 =1 ; HEPES =5

2
ajusté au pH 7,4 par addition convenable de NaOH. La composition des dif-

férents milieux utilisé est donnée dans le tableau 1.

16.
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I - POTENTIEL DE MEMBRANE - RESISTANCE ET CAPACITE MEMBRANAIRES

Ces caractéristiques électriques membranaires sont effectuées sur
des ovocytes immatures de Rana esculenta dont le diamétre est d'environ
1 mm, ceci dans le but d'obtenir des résultats homogénes puiqu'il est bien

connu que les perméabilités joniques varient au cours de la maturation.

1/ Potentiel de membrane (Em)

La valeur moyenne du potentiel de membrane dans les conditions de
référence c'est-a-dire pour les ovocytes placés dans le milieu de Ringer &
un pH de 7,4 est de - 50 + 5,3 mV. Cette valeur moyenne de E différe
notablement de celle donnée par ZIEGLER et MORRILL (1977) en ce qui con-
cerne les ovocytes "défolliculés" de Rana (- 77 +2 mV) alors qu'en absence
de "défolliculation", la valeur qu'ils donnent n'est que de - 36 + 2 mV.
Cette différence peut s'expliquer si 1'on tient compte du stade de dévelop-
pement des ovocytes et/ou de la composition ionique du milieu extracellu-
Taire utilisé. I1 est en effet connu que le potentiel de membrane dépend
largement de la composition ionique du milieu extracellulaire. WALLACE et
STEINHARDT (1977) donnent une valeur moyenne de - 65 + 2 mV pour les
ovocytes lA'défoﬂicu]és" de Xenopus alors que ces mémes ovocytes avec leurs
follicules, présentent un potentiel membranaire de 1'ordre de - 27 + 2 mV,
L'accroissement de la valeur du potentiel de membrane qui fait suite a la

“défolliculation" serait, pour ces derniers auteurs, la conséquence de

“1'activation de la pompe Na/K qui serait &lectrogéne.
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Dans les conditions physiologiques anormales, c'est-a-dire dans
les conditions ol les ovocytes sont placds dans le milieu de Ringer modifié,
le potentiel de membrane subit des variations dans la mesure ol : d'une
part le gradient électrochimique d'une espéce ionique pour laquelle la
membrane ovocytaire est perméable, est modifié ; d'autre part, dans la
mesure o0 une.perméabilité ionique de repos est bloguée par son inhibiteur
“spécifique". C'est ainsi que, dans nos conditions expérimentales, le milieu
riche en K provoque une dépolarisation et que la substitution du K par du
Cs s'avére sans effet alors qu'elle devrait entrather une hyperpoiar%sation.
De méme, les ions TEA+ rempiagaﬁt ies ions Na+ entratnent une diminution

du potentiel de membrane comme le font aussi dans nos conditions les ions

2- . < s .
Cd™ ajoutéds & faible concentration (300 uM) dans le milieu de Ringer.

Comme cela est consigné dans le tableau 2, le milieu riche en K
et pauvre en Na du fait du remplacement d'une partie de Na par du K dans
la solution de Ringer (augmentation de 24 fois la concentration normale
de K) entraTne.une dépolarisation membranaire moyenne de 22 mV puisque le
potentiel de membrane normal de - 50 + 5,3 mVY passe & - 28 + 3,7 mV.
L'amplitude de cette dépolarisation, bien qu'importante, est bien sre
moins ample que celle attendue si 1a membrane ovocytaire était exclusive-
ment perméable aux ions K+. I1 est possible malgré tout d'expliquer cette
dépolarisation d'amplitude relativement faible, en invoquant avec WALLACE
et STEINHARDT (1977) la contribution de la pompe Na/K au potentiel de
membrane. Ainsi 1'activation de la pompe due & 1'augmentation de la concen-
tration extracellulaire de K pourrait entraTner une augmentation du courant

résultant sortant dépendant de la pompe et ainsi permettre de compenser

la dépolarisation due & 1'excés de K extracellulaire.
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La perméabilité non exclusive aux ions K+ rend compte €galement
de Ta différence non significative observée entre le potentiel de membrane
moyen en conditions de référence et celui obtenu en Ringer sans K, les
ijons K étant remplacés par des ions Cs+. Cela est tout & fait en accord
avec ce qui est observé au niveau de nombreuses cellules ol Ta substitution
du K extracellulaire ne se traduit pas toujours par une hyperpolarisation

mais parfois par une 1égére dépolarisation.

Nos résultats obtenus au niveau de 1'ovocyte de Rana esculenta en
ce qui concerne 1esdeffetsAde§ ions K" sont tout 3 fait conformes & ceux
obtenus par TUPPER et MALOFF (1978), ZIEGLER et MORRIL (1977) chez Rana
pipiens et par WALLACE et STEINHARDT (1977) chez Xenopus. Enfin, comme
cela sera précisé ultérieurement, la valeur de la pile d'équilibre aux ions
K" en milieu de Ringer c'est-d-dire en présence de 2 mM de K extracellulaire
sefait de - 110 mV, En effet, la valeur de cette pile d'équilibre aux ions
K est en théorie égale & celle du potentiel d'inversion du courant sortant
porté par-les ions K+. La valeur de ce dernier potentiel déterminée en
milieu de Ringer est de - 110 mV {voir ci-aprés). Ainsi, la perméabilité
aux ions 4 est loin d'@tre exclusive puisque la différence Em - EK est trés

&loignée de O mv (- 50.1073 + 110.1073).

En présence de TEA, comme cela estkindiqué au tableau 2, le
potentiel de membrane diminue d'amplitude : en effet ce potentiel passe
en moyenne de - 50 + 5,3 mV & - 45,3 + 4,9 mV. La dépolarisation, trés

significative, est de 5 mV. Cette dépolarisation peut &tre expliquée d'une
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part par le blocage de la conductance de la membrane aux ions K" et/ou

par 1'effet du milieu sans Na. Dans nos conditions expérimentales, les

ions Na+ du Ringer sont en effet remplacés par des ions TEA+. Ainsi, la

diminution de la perméabilité potassique conduirait & faire moins tendre

le potentiel de membrane vers EK et/ou la suppression (en absence de Na)

du courant &lectrogéne produit normalement par la pompe Na/K, tendrait

aussi d diminuer 1'amplitude de Epme
Enfin, W‘gffet du milieu Ringer-Cs-Cd utilisé, entraTne une dépo-

larisation de 1'ordre de 7 mV par rapport aux conditions normales et méme

de 8,5 mV si 1'on compare la valeur moyenne de Em en Ringer Cs (- 51,8 mV)

d celle en Ringer Cs-Cd (- 43,3 mV). Comme cela sera précisé ci-dessus,

le Cd connu pour bloquer la conductance au Ca est aussi un inhibiteur de

1a conductance de la membrane aux protons (BARISH et BAUD, 1984). Dans ces

conditions, si la régulation du pH intracellulaire dépend de 1'activation

de cette conductance comme le suggérent ces derniers auteurs, il s'ensuit

que lors du métabolisme cellulaire, la production d'ions H+ tend &4 accroftre

T'activité intracellulaire de protons. Cette diminution du pH intracellu-

laire modifiant le mécanisme d'échange Na/H (WHITAKER et STEINHARDT, 1982)

perturberait le fonctionnement de la pompe Na/K, déjd touché par 1'absence

de K extracellulaire (Ringer Cs). Dans la mesure o0 1'activité de cette

pompe intervient dans la génése du potentiel de membrane, son activité moindre

pourrait rendre compte de la dépolarisation observée en Ringer Cs-Cd.
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2/ Résistance membranaire

La résistance membranaire mesurée dans nos conditions expérimentales,
devrait correspondre uniquement & celle de la membrane plasmique ovocytaire
puisque les ovocytes sont "défolliculés" suite & leur traitement préalable

par la collagénase,

Dans les conditions de référence, c'est-d-dire pour des ovocytes
placés dans le Ringer, la résistance moyenne est de 461 + 170 Ko . Si
1'on prend comme surface membranaire des ovocytes, celle calculée & partir

2

de leur diamétre (1 mm), sa valeur serade 3,1.10'2 cm~. Dans ces conditions,

la résistance spécifique moyenne en Ringer sera de 14,3 + 5,3 Kn_.cm2

(461 + 170 Ko x 3,1, 1072 cmd

}. Cette valeur est comparable & celle donnée
par VILAIN et al. (1971) en ce qui concerne les ovocytes de méme diamétre
d'un amphibien urodéle : Pleurodeles Waltlii Michah, ainsi qu'd celle

donnée par MAENG (1959) pour les ovocytes de Bufo bufo.

Lorsque le milieu est enrichi en ions K+ (24 fois la concentration
normale), & la dépolarisation observée (voir ci-dessus) est associée une
chute de Ta résistance de membrane. Cette chute atteint en moyenne 70 %
de 1a valeur normale puisque la résistance de membrane spécifique passe

2 a 4,2+ 0,46 K;z..cmz. Cette diminution de résistance

de 14,3 + 5,3 Ko, .cm
g . +
est en accord avec 1'accroissement de la perméabilité aux ions K. générale-

ment observée sous 1'effet des milieux riches en K.
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3/ Capacité membranaire

La valeur de la capacité membranaire d partir de 1'enregistrement
du courant capacitif produit lors d'une variation rectangulaire de potentiel
imposé (V), peut &tre calculée en évaluant la constante de temps de décrois-
sance du courant capacitif. L'équation du courant capacitif en fonction du

temps, est en effet la suivante :

= -t/g
IC Io e

Bt

est la valeur instantanée du courant, 7 est égale

).

Dans cette expression, Io

au produit de la capacité membranaire, Cqe PAr la résistance d'accés (racc

Sachant que r est égale & V/I_, la capacité, c_, est donc égale &
acc 0 m
Cp = O/racc

C, peut &tre déterminée graphiquement, elle correspond au temps pour lequel

, - < -1
le courant IC décroTt de I0 a Io.e .

Dans le cas des ovocytes de Rana esculenta, la valeur de la capacité

. ] . -7
membranaire trouvée dans nos conditions est en moyenne de 3,22.10 F, ce

qui correspond 3 une capacité membranaire spécifique de 10,4 uF/cm2 (en
ne tenant compte que de la surface de la sphére). Cette valeur est voisine
de celle obtenue chez Bufo bufo par MAENO (1959) et chez Xenopus Laevis

par KANNO et LOEWENSTEIN (1963). En partant du principe que toutes les membranes
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biologiques présentent une valeur de capacité de 1 uF/cmZ, Ta surface
réelle de la membrane ovocytaire de Rana esculenta serait donc de 10 fois
supérieure & celle évaluée uniquement d partir de la valeur du diamétre
(4« Rz). Ce facteur multiplicateur de 10 est compris entre celui cal-
culé par DICK et al. (1969) chez 1'ovocyte de Bufo bufo (6 fois) et celui

évalué par KADO et al. (1981) chez 1'ovocyte de Xénopus (20 fois).

IT - COURANTS ET CONDUCTANCES MEMBRANAIRES

D e N I E k) R My Mg S g Vi Ay

Comme au niveau des ovocytes d'étoile de mer, dans des conditions
normales, c'est-d-dire pour des ovocytes de Rana placés dans le liquide de
Ringer, i1 apparaft pour les hyperpolarisations, comme le révéle la figure 3A,
un courant entrant qui varie en fonction du temps et du potentiel. Ce cou-
rant, mis en évidence pour la premiére fois par HAGIWARA et al., (1976)
sur les ovocytes d'étoile de mer, est transporté par les ions K+. En effet,
ces auteurs montrent que la suppression du K externe et son remplacement
par du Cs, conduit comme sur les fibres musculaires de vertébrés, a la
disparition du courant entrant de rectification. Par contre, si le TEA
bloque le courant de rectification de sens entrant sur les fibres muscu-
laires de grenouille (STANFIELD, 1970), i1 n'a aucun effet sur celui de
1'oeuf d'étoile de mer (HAGIWARA et al. 1976). De méme, comme cela est
illustré & la figure 3, cette rectification est aussi présente au niveau

de 1'ovocyte de Rana esculenta. Pour ce qui est de la nature ionique de
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Courant membranaire entrant activé par des hyperpolarisations d

partir d'un HP de - 90 mV. Pour chaque tracé de courant, est indiquée la
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valeur de potentiel auquel est portée la membrane. Tracés obtenus dans les

_conditiong toniques de référence (Ringer) en A ; tracés en Ringer—Cs en B.
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ce courant, il semble comme chez 1'ceuf d'étoile de mer, qu'il soit porté
par les ions K*. En effet, comme le montre la figure 3B, cette rectification
est réduite voire méme abolie en milieu sans K en présence de 20 mM de

C1 Cs (Ringer Cs). Cependant 3 1'inverse de ce qui se passe chez Tes oeufs
d'étoile de mer, le TEA n'est pas sans effet, puisqu'il exerce un effet
inhibiteur sur la rectification dans le sens entrant de 1'ovocyte de Rana

esculenta (Résultats non illustrés).

B/ Courants sortants activés lors de dépolarisations

A O e D D W " e N TR N WS WE G A MR e S Ge W N S e G W R G e G e D e A e L e e GW Sk dn me

D R e e R T e e SN NP gt

1/ Etude du courant sortant global

Dans les conditions ioniques de référence, lorsque les ovocytes
sonf dépolarisés 3 différents niveaux de potentiel, un courant sortant
dépendant du potentiel et du temps apparaTt. Les figures 4A et 4B montrent
1'évolution de ce courant membranaire en fonction du temps pour différentes
valeurs de dépolarisations & partir d'un potentiel de départ (Holding
potential, HP) de - 90 mV. Les dépolarisations,comme le montrent les
figures, permettent 1'activation d'un courant sortant qui croTt en fonction
du temps jdsqu‘a une valeur maximale. Cette activation n'est pas suivie
d'une inactivation puisque le courant dynamique sortant ayant atteint sa
valeur maximale, la conserve par la suite, durant toute la fin de 1'impulsion
dépolarisante. Ce courant sortant est en fait un courant complexe résultant

de deux composantes joniques qui peuvent &tre différenciées par leur niveau

d'activation et leur potentiel d'inversion. En effet, quand la membrane est
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Figure 4

Courants sortants activés par des dépolarisations d partir d'un
HP de - 90 mV (pour chaque tracé de courant est indiquée la valeur de
potentiel correspondant) en milieu de Ringer normal (pH 7,4). A chaque

courant de queue marqué par un astérisque correspond le courant sortant
marqué également par un astérisque.
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portée & un potentiel de - 10 mV, une premiére composante s'active, atteint
sa valeur maximale puis se déactive aprés le retour du poteﬁtie1 d la valeur
HP de départ (- 90 mV) ; ce courant de déactivation se traduit par la pré-
sence d'un courant de queue de sens sortant variant exponentie]lement avec
le temps (courant positif).'La deuxiéme composante s'active pour des poten-
tiels positifs et le courant de queue correspondant lors du retour &

la méme valeur de HP est par contre de sens entrant (figures 4B et 4C),

En fait, lors du retour du potentiel & la valeur HP de départ, le
courant se déactive et le signe de ce courant,appelé courant de queue,cor-
respond 3 celui du gradient é&lectrochimique (HP-EX), EX étant le potentie}
d'inversion du courant qui s'est activé lors de la dépolarisation. Lors de
1'activation d'une seule conductance, le potentiel d'inversion correspond
en théorie au potentiel d'équilibre des jons qui portent ce courant et par
conséquent la détermination du potentiel d'inversion renseigne sur la nature

jonique de la conductance activée lors de la dépolarisation.

Comme le montre la figure 5A1, partant d'un HP de - 90 mV, une

dépolarisation, relativement faible, amenant la membrane & un potentiel

de O mV, ne permet 1'activation que de la premiére composante du courant
sortant. Dans ces conditions, le courant de queue variant exponentiellement
en fonction du temps est de sens sortant lors du retour du potentiel i la
valeur de - 90 mV alors qu'il s'annule par contre quand le potentiel
est amené § - 110 mV. Ce potentiel de - 110 mV correspond donc au potentiel
d'inversion du courant qui s'est activé lors de la dépolarisation. Comme le

montre la figure SAZ’ partant d'un HP de - 110 mV, des dépolarisations
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Figure 5

Détermination du potentiel d'inversion du courant sortant en milieu
de Ringer normal (pH 7,4). Potentiel d'inversion de la premiére composante
(voir texte) déterminé en conditions de double impulsion, E ooy = = 110 mV
(tracés Al) 5 d ce potentiel, le courant de queue marqué par un astérisque
est nul. Evolution du courant sortant global pour trois dépolarisations &
partir d'un HP de = 110 mV, les courants de queue sont dans ce cas tous de
sens entrant (tracés 42). Détermination du potentiel d'inversion du courant
sortant global en conditions de double impulsion ; le courant de queue marqué

par un astérisque, s'annule pour un potentiel de — 30 mV (tracés B).



amenant la membrane & des potentiels permettant 1'activation des deux compo-
santes, donnent un courant sortant global qui s‘active au cours du temps
mais dont le courant de queue correspondant, lors du retour & la valeur HP
de départ (- 110 mV) est de sens entrant; le courant de déactivation corres-

pondant 4 la premiére composante étant nul.

La figure 5B montre qu'une ample dépolarisation portant la membrane
d un potentiel de 60 mV & partir d'une valeur d'HP de - 30 mV permet le
développement d'un ample courant sortant constitué des deux composantes.
Comme le montre la figure, lors du retour a un potentiel HP de - 50, - 30
ou -~ 10 mV, ce courant sortant se déactive permettant cependant de déter-
miner la valeur du'potentiel d'inversion' des deux composantes, cette valeur
est de 1'ordre de - 30 mV. Ceci indique que la deuxiéme composante (montrée
plus loin &tre portée par les ions H+) domine largement Ta premiére dont le
potentiel d'inversion, déterminé ci-dessus, est de 1'ordre de - 110 mV
(fig. 5A). Cette relaxation de la premiére composante correspond selon toute
vraisemblance & la déactivation d'une conductance potassique, dans la
mesure ou une augmentation de Ta concentration externe en K. fait varier
e potentiel d'inversion du courant sortant correspondant comme le prévoit
la relation de Nernst en ce qui concerne le potentiel d'équilibre EK‘ En
effet, quand une variation correspondant 3 une augmentation de 24 fois la
concentration extracellulaire normale de K est réalisée, le potentiel d'in-
version correspondant d la premiére composante devrait passer de - iIO mV
d -~ 30 mV. Dans ces conditions, des dépolarisations activant la conductance
aux ions k' 3 partir d'une valeur de H? de - 30 mV, doivent entrainer 1'an-
nulation de la composante du courant de queue porté par les ions K+, lors

du retour 3 cette valeur particuliére de HP, La figure 6A montre en effet

31.
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Figure 6

Evolution du courant membranaire sortant en milieu hyperpotassique
(24 fois la concentration normale en K) lors de dépolarisations & partir
d'un HP de - 90 mV, @ et d'un HP de - 30 mV, ; au potentiel de - 30 mV,

le courant de queue est nul quelle que soit l'amplitude de la dépolarisation
activant le courant sortant.
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=

que d'amples dépolarisatiohs appliquées 4 l1a membrane & partir d'une valeur
d'HP de - 90 mV, entraTnent globalement 1'apparition d'un courant de queue

de sens entrant. Par contre, si ces dépolarisations sont réalisées & partir

d'une valeur de HP de - 30 mV, ce courant de queue est nul {fig., 6B).

" Enfin, les courbes courant-potentiel présentées & la figure 7,
obtenues en conditions ioniques normales (Ringer) se déplacant en milieu
riche en K dans le sens des dépolarisations, traduisent bien la nature
potassique du courant sortant activé lors de faibles dépolarisations c'est

d dire quand le potentiel est amené & un niveau inférieur ou &gal d 0 mV :

en effet au dela, la deuxiéme composante s'active (voir fig. 4).

2/ Analyse de I

a - Détermination du nombre de particules impliquées dans

. +
1'ouverture des canaux aux ions K

I1 est possible & partir des travaux d'Hodgkin et Huxley (1952) de
déterminer les paramétres de 1'@quation qui traduit 1'évolution de la cor-
ductance en fonction du temps et aussi de connaftre le nombre de particules
impliquées dans 1'ouverture des canaux par ol passe le courant sortant
porté par les ions K+. D'aprés les données d'Hodgkin et Huxley (1952),

1'équation 9y = f (t) est la suivante :
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Figure 7

Relations courant-potentiel établies en fin d'impulsion (ls) aprés
soustraction du courant de fuite, en Ringer normal ( A , @ ) et en Ringer
hyperpotassique ( % , @ ). Le milieu riche en K correspond d 24 fois la
concentration normale en K.

34.




35.

"o est la valeur de la variable d'activation au potentiel HP, n_est la
valeur stationnaire de n en fin de transformation d'un certain nombre de
sites de 1'état 8 (non disponibles) & 1'état a (disponibles) des canaux
potassiques. Ek est la valeur maximale de conductance correspondant d la
valeur de nmX = 1. Au potentiel HP de - 90 mv, Ny peut Etre considérée
comme négligeable (n0 = 0), puisque le seuil de potentiel d'activation de
9, est > & - 50 mV (voir figure 4),valeur donc éloignée de - 90 mV. Dans

ces conditions, en prenant n, = 0, 1'équation (1) se simplifie et devient :

X
9 = ak [ N, (l“e-t/b )]

d'ol
- X -t/z X

9y =gy n, (l-e )
en posant

- X

I - Mo T %K
il vient

-tjz X

9 = g (l-e )

comme

il s'ensuit :

—t
§t
—
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IK étant la valeur maximale atteinte par le courant IK pour une dépolari-

sation donnée (Ei)'

A partir de 1'équation (2) i1 peut &tre écrit

I/x _ -t/t
1 - (IK / IK ) = e

[c <]

-—

Log[l - (I 1 y1/x ]: -t/z

Cette relation satisfait & 1'équation de 1a forme y = - ax, avec
y = Log { 1 - (IK / IK )1/x] et x =t ; 1'ordonnée & 1'origine étant

égale a 0,

En partant des couples de valeurs (t, IK), on constate que 1’ordonnéé
est trés proche de 0 quand 1a valeur 4 est donnée 3 x ; pour x < 4, 1'ordonnée
est positive et pour x > 4, elle est négative. De pius, le coefficient de
corrélation r est ie plus proche de 1 pour‘x = 4, Ce résultat implique que
quatre particules sont requises lors de 1'ouverture du canal potassique de
1a membrane ovocytaire de Rana esculenta, ce qui est en accord avec les
études relatives & la conductance aux ions K+, conductance décrite sur de

nombreuses structures excitables.
. . +
b - Calcul de la conductance maximale aux ions K

La conductance au K, Iy peut &tre calculée § partir de 1'équation

suivante :
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I = 9 (E; - Ey) (3)

ol IK représente 1'intensité du courant pour un potentiel donné d un instant
t, Ei le potentiel imposé et EK le potentiel de la pile d'équilibre aux
ions K+ {(en théorie EK esf égale au potentiel d'inversion de IK).

A partir d'un HP de - 90 mV, une dépolarisation de 90 mV d'ampli-
tude (figure 8) déclenche 1'activation du courant IK, ce courant s'active
au cours du temps pour atteindre une valeur maximale IK puis se déactive
tors du retour au potentiel HP ; le courant de déactiva:ion se traduit par
un courant de queue qui est de sens sortant. Une dépolarisation plus ample
(100 mV d'amplitude), déclenche un courant IK nlus grand mais dont la déac-
tivation correspond & un courant de queue identique au précédent. Dans ces
derniéres conditions (Ei = 10 mV par rapport & Ei = 0 mV), 1'augmentation
du courant IK est donc uniquement due d 1'augmentation du gradient &lec-
trochimique (Ei - EK). Ceci implique qu'au potentiel Ei =0 my, 1'activation
maximale de 9y est déja atteinte. L'équation (3) appliquée aux deux niveaux
de potentiel donne :

I =g ( 10.1073 -

)
Ke ( 10mv) Ko (10 mv) K

I =g (0.1073 - E

)
Ke (0 mv) Ko (0 mv) K

De ces deux équations précédentes, on tire :
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-+ 10 mV

| /’"_-— — 0 mV
| l
- W‘——— [1000 nA

HP=-90mV_ ,

F‘L’ng’e 8

Evolution du courant sortant et du courant de queue correspondant,
pour deux dépolarisations (Ei =0 mV et E. =10 mV,. Lors du retour 4 la
valeur de HP, le courant de queue suite aux deux dépolarisations est identique.

&




I, - 1y = g, (10.107% - E,) - g, (0.1073
o 10 mV) (0 mv) o 10 mV) (0 mv)
or
= g
Ke( 10 mv) Re(omy) K
d'od
L -1, = 5, (10.1077 - 0.107)
of 10 mV) »(0 mV)
ainsi
I -1
— K 1omyy Ke(o my)

Des valeurs de courant IK déterminées pour les deux niveaux de

<o

potentiel (Ei =0mVetE, =10mV), Ta valeur moyenne calculée de Ek est

de 4,5.10°% 5.

3/ Mise en évidence de 1a deuxiéme composante de courant et de la

conductance correspondante aprés dissection du courant sortant

global.

L'étude de la deuxiéme composante du courant sortant ne peut 8tre
analysée que si la composante potassique est supprimée, puisque dans les
conditions ioniques normales (Ringer), & partir d'un seuil de O mV, cette

deuxiéme composante s'active et se trouve ainsi plus ou moins associée au

courant IK‘

39.
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La contamination de la deuxiéme composante par le K est abolie en
milieu TEA, le TEA inhibant 9 - En effet, dans ces conditions, comme le

=

montre la figure 10, les courbes courant-potentiel réalisées & partir des
tracés du courant membranaire pour différents niveaux de potentiel (figure 9A)
se déplacent dans le sens des dépolarisations, Ce déplacement est di & la
suppression, voire la forte réduction du courant IK. Aussi, le courant sortant
résultant ne s'active qu'a partir d'une valeur seuil de potentiel proche

de O mV ; ce seuil correspond au seuil d'activation d'une conductance aux

jons H' (gH) comme cela est démontré ci-dessous. Un résultat identique
(inhibition de gK) est obtenu si au milieu de Ringer sans K est ajouté

20 mM de CsCl. Comme le montrent les tracéds de la figure 9B, partant d'un

HP de - 90 mV, un courant sortant dépendant du temps et du potentiel n'est
bien activé qu'd partir d'un potentiel seuil de O mV. En effet, des dépola-
risations d'amplitude inférieure & 90 mV, ne se traduisent au niveau du
courant membranaire, que par la seule existence d'un courant de fuite doﬁt

1'amplitude ne dépend que du potentiel.

En conclusion, en milieu de Ringer sans K contenant 20 mM de
CsC1 ou en présence de 120 mM de TEA C1 remplagant le NaCl du Ringer, il
est possible d'@tudier correctement cette 28me composante de courant sortant.
Cette composante, comme cela est démontré ci-dessous, correspond & un courant

: . +
sortant porté par les jons H .

4/ Analyse de 9y
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4+ 30 mY

+ 10 mv {1 A
g—:1om |00

- - 50
HP--90mVg ol
[
200ms
Figure 9

Evolution du courant sortant membranaire en milieu de Ringer—-TEA
(pH 7,4), tracés @ ; et en milieu de Ringer—-Cs, tracés
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_100 _50 100
Fiﬂre 10

Relation couvant-potentiel établie en fin d'impulsion (1 s) aprés

soustraction du courant de fuite em Ringer normal ( A » @ ) et en Ringer-TEA
(g, ¥).
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a - Sélectivité des canaux ioniques par o0 passe le

courant dynamique sortant IH

La figure 11 montre des courants de queue enregistrés suite a une
ample dépolarisation d'une durée d'environ 1 s, pour quatre valeurs de pH
externe en milieu de Ringer-TEA. Le potentiel d'inversion correspondant 4
un courant de queue nul (marqué par un astérisque) se déplace dans le sens
des dépolarisations avec 1'augmentation de la concentration externe en ions
H" c'est-a-dire avec la diminution du pH externe. La figure 12 illustre ces
résultats, elle montre la relation linéaire liant le potentiel d'inversion
(Erev) de IH au pH. La variation de Erev atteint une valeur moyenne de
55,7 mV lors d'une variation d'une unité du pH externe. Cette valeur, trés
proche de 58 mV, montre que les canaux par ol passent les ions T sont trés
sélectifs. Ainsi la deuxiéme composante de courant sortant, activée lors
d'amples dépolarisations, est trés fortement voire totalement portée par
les ijons H+, Comme le potentiel d'inversion de IH pour une valeur normale
de bH (7,4) est en moyenne de - 30,4 + 6,2 mV, cela donne pour le pH intra-
cellulaire calculé d'aprés 1'équation de Nernst une valeur moyenne de 6,87
+ 0,10 ; cette valeur est proche de celle donnée par de nombreux auteurs. En
effet, le pH intracellulaire déterminé par BARISH et BAUD (1984) est de 7,2
+ 0,05 {pH externe de 7,4) sur les ovocytes d'dmbystoma ; celui de Xenopus
est de 7,4 + 0,03 pour une valeur de pH externe de 7,8 (LEE et STEINHARDT, 1977)

et de 7,1 + 0,17 pour un pH externe de 7,6 (HOULE et WASSERMAN, 1983). Cette

valeur moyenne de - 30,4 mV pour le potentiel d'inversion du courant de
protons & un pH externe de 7,4, est confortée par la détermination du
potentiel d'inversion du courant sortant activé par une ample dépolarisation
en milieu riche en K. En effet, la figure 13 montre qu'effectivement le

potentiel d'inversion est de - 30 mV ; dans ces conditions ioniques parti-
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et 20 WY /_,ﬂ"'"_" 10 w0
/’_— mgunA V/ [ﬂnnA
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200ms 200ms
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Figure 11
Détermination du potentiel d'imversion en milieu de Ringer-TEA pour
¢ valeurs de pH externe. pH = 7,9, E, =~ 50nmV (&) ; pH = 7,4, Epp =

-30mv (B) ; pH = 6,8, E = 0 mi @ spE=6,4, 8, =+30m (D)
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Erev(mV)

40

20

-40

~60

R

Fiaure 12

Relation linéaire liant le potentiel d'inversion du courant de protons

(Erev) au pH exterme. Le coefficient de corrélation de la droite de régression
ect de 0,894. E

rev

correspond au pH intracellulaire.

est nul pour un pH de 6,93 (indiqué par la fléche), ce pH



[1000 nA

A - 10 mv

HP=-50mV * wewnmpeesesen - 30 mV
AR
i
{
)
[r——
200ms
Figgre 13

Potentiel d'inversion du courant sortant global activé par une
dépolarisation de 120 mV d'amplitude (Ei = + 70 mV) en milteu de Ringer hy-—
perpotassique (24 fois la concentration normale en K, Er'ev = = 30 mV, voir
texte). Au courant de queue nul marqué par un astérisque correspond une

valeur de potentiel (Erev) de = 30 mV.
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culiéres, le potentiel d'inversion du courant sortant de K &tant de - 30 mV
(voir figure 6). Comme & - 30 mV le courant de queue est nul, cela implique

que le potentiel d'inversion de IH est aussi égal a - 30 mV.

Enfin, la forte sélectivité ionique des canaux aux ions H+, démon-
trée antérieurement par une variation du potentiel d'inversion proche de
la variation de la pile d'équilibre aux ions H (55,7 mv au lieu de 58 mV comme
le prévoit 1'&quation de Nernst lors d'une varijation d'une unité de pH externe)
est confortée par les expériences dont 1'illustration est donnée 3 la

figure 14, En milieu isotonique d'acétate de Ca et donc en absence de (1,

K et Na, le potentiel d'inversion du courant sortant activé par d'amples
dépolarisations ne dépend que de la concentration externe en protons. A un
pH de 7,4 pour une valeur de HP de - 30 mV (présumée éga}e au potentiel
d'inversion de IH),en dépit d'amples activations du courant sortant, les
courants de queue correspondants éont inexistants (fig. 14 A) ; cela s'ex-
plique si & - 30 mV le gradient &lectrochimique pour les ions HY est nul,
Pour une méme valeur de pH de 7,4, mais par contre, pour un HP de - 50 mVy,
les tracés B1 de la figure 14 montrent que le courant de queue ne s'annule
que pour une valeur de - 30 mV. Les tracés 82 montrent qu'au courant IH
bien active (Ei = + 40 mV), correspond un courant de queue variant expo-
nentiellement en fonction du temps dont le signe est positif, négatif ou
nul suivant T1a valeur du potentiel de HP ; c'est 13 encore pour une valeur
de HP de - 30 mV que le gradient électrochimique est nul puisqu'd cette
valeur de potentiel, le courant de queue est inexistant, Par contre comme
1'i1lustrent les tracés C de la figure 14, d - 30 mV le courant de queue

est sortant puisque le pH externe est de 7,9 ; il s'annule a cette

valeur de pH pour un potentiel de - 50 mV.
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Figure 14

Détermination 4 l'aide de trois méthodes du potentiel d'inversion
de T g en milieu isotonique d'acétate de Ca pour deux valeurs de pH exterme.
ApH = 7,4 @ le courant de queue est nul avec un HP de - 30 mV. A pH =
754 @ le courant de queue est nul pour un potentiel test de - 30 mV
(double impulsion) @ et pour un HP de - 30 mV  (3) . A pH = 7,9.

E’Pevr—SOmV@ ]



b - Analyse guantitative de 9y

Détermination du nombre de particules impliqudes

lors de l'ouverture du canal I

En accord avec 1'analyse précédente de 9> 1'équation donnant

1'évolution de gy en fonction du temps, pour un potentiel imposé déterminé,

est la suivante :

Au potentiel HP de - 90 mV, 1a variable d'activation n,

d 0 puisque le seuil de potentiel d'activatioq de cette conductance est de

H

est égale

49,

1'ordre de 0 mV. Dans ces conditions, 1'équation ci-dessus peut &tre simpli-

fiée et devient :

gH = —H [nm (1 - e-t/Z)j X

Comme IH = gy (Ei - EH), 1'équation de IH en fonction du temps devient

pour un potentiel déterminé :

(1 - 7HZ X

De 1'équation précédente, i1 vient 1'égalité suivante :

Log [1 - (I, 7 1 )”XJ =-t/g
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Pour les différents tracés de courant IH analysés, la meilleure corrélation,
entre les deux variables Log [1 - (IH / IH )1/X] et t, est trés proche
de 1 en prenant pour x la valeur 1. De plus d:ns ces conditions, 1'ordonnée
a 1'origine_de la droite de régression est dans tous les cas trés proche de
0. Ceci suggére donc, tout & fait en accord avec les travaux de Barish et
Baud (1984), obtenus sur 1'ovocyte immature d'Ambystoma, que 1'ouverture
des canaux protons ne requiert Tors de la dépolarisation activante que le
déplacement d'une particule. Ces résultats sont obtenus en milieu de Ringer-
TEA sans Na et donc dans ces conditions le courant dynamique activé lors
des dépolarisations ne doit correspondre qu'd 1'activation «de la
conductance g,,. L'étude relative & la deactivation du courant I, confirme

bien qu'une seule conductance est activée.
Déactivation de IH

Au courant IH, aprés son activation quasiment compléte (Ei =+ 50 mv),
correspond un courant de queue qui diminue effectivement selon une exponen-

tielle en fonction du temps comme le montrent les courbes des figures 15 et
16. La figure 16 montre en effet que 1a relation liant le logarithme du
courant de déactivation en fonction du temps est linéaire. Comme la déacti-
vation de IH en fonction du temps se fait selon une exponentielle, ceci
confirme qu'en milieu Ringer-TEA sans Na, une seule conductance en apparence

2st activée lors des dépolarisations.

Enfin, comme le montre la figure 17, la relation liant la valeur

instantanée du courant de déactivation en fonction de la valeur du potentiel
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Fiﬂre 15

Déactivation de I g on fonetion du temps lors du retour & différents
niveaux de potentiel. Les courants de queue sont obtenus suite 4 l'activation
du courant sortant par une dépolarisation de 100 mV d'amplitude, pour dif-
férents potentiels test (- 60, — 30, 0 et + 10 mV ; voir encart).
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+10mvV
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- -30mV

T 1 1
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Figure 16

Relation lindaire liant le logarithme népérien du courant de
déactivation au temps. Ces relations sont établies d partir des valeurs
de courant de la figure précédente 15. Les courants instantanés sont obtenus
par extrapolation de l'ordonnée d l'origine des différentes droites de
régression.
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+1000 ~

~1000 -

SUTLLES

Figure 17

Courants instantanés extrapolés (voir fig. 16) en fonction du
potentiel imposé E:. Le potentiel d'inversion de I I dans le cas présenté
est d'environ - 26 mV (indiqué par la fléche).
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auquel est porté la membrane, est linéaire. A la valeur nulle du courant
instantané de déactivation correspond un potentiel qui en théorie est é&gal
au potentiel de la pile d'équilibre aux ions HY. Comme 1'indique cette

figure, la valeur de EH pour cette expérience serait de - 26 mV.

Détermination de la relation liant la variable

d'activation n_ au potentiel

Puisqu'il a été déterminé précédemment qu'une seule particule acti-
vante est requise pour 1'ouverture des canaux protons, cela implique que la
variable d'activation & 1'état stable, n_,est égale au rapport Iy /Eﬁ. Dans

ces conditions, comme la relation qui lie n_ au potentiel Ei’ est de la

forme :

(E/,-E.)/k
n =1/(1 +e 2

fe-]

)

il s'ensuit 1'équation suivante :

_ (E/,-E. )k
gy =9y /(1L +e =

Les paramétres de cette équation sont définis comme suit : E/2 est le potentiel
pour lequel la conductance 9y est égale 3 §h/2, c'est-d-dire aussi pour

n = 0.5 H Ei est la valeur d: potentiel imposé, k qui a les dimensions d'un
potentiel est une constante de mise en forme de la relation sigmoTde. En

prenant en compte les valeurs données par BARISH et BAUD (1984) en ce qui

concerne 1'ovocyte d'Ambystoma, il est ainsi possible sachant que E/2 = 14 mV
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et k = 14 mV, de calculer Ta valeur de la conductance maximale EQ puisque
pour chaque valeur particuliére de Ei’ gy Ppeut &tre calculée, elle est
égale & IH / (Ei - EH). Dans ces conditio;;, en supposant que pour 1'ovocyte
de Rana esZuZenta les valeurs des divers paramétres donnés ci-dessus par
BARISH et BAUD pour un pH externe de 7,4 sont les mémes, 1'@quation de

9y = f(Ei) devient :

o

B (14-E,)/14
G =9y /(1+e ) -

Pour un pH de 6,8 les valeurs des divers paramétres de 1'édquation, données
par ces derniers auteurs sont les suivants : E/2 = 60 mY et k = 20 mV.
Ainsi & pH 6,8, 1'équation devient :

3 (60-E.)/20
gy =9y / (L +e

]

Aussi & partir de ces deux valeurs de pH externe, il a &té possible de cal-
culer respectivement les valeurs de EH. Les courbess théoriques de la figure
18, tracées d partir des relations de BARISH et BAUD (1984) semblent corres-
pondre & celles de Rana esculent&, puisque nos différents points calculés
correspondant a 9y /ah sont trés proches de ces courbes, Comme le montre

la figure, la diminution du pH externe déplace la courbe de 1., (gH /5#) en

fonction du potentiel dans le sens des dépolarisations. De plus, 1la parti-

1T

cule chargée qui conditionne Tors de son déplacement, sous !'influence de
la dépolarisation, 1'ouverture des canaux protoris, voit semble-t-il sa
charge z diminuer avec la diminution du pH puisque pour un pH de 7,4 1a
charge est de 1,8 (z = %% / k) alors qu'elle n'est que de 1,25 pour un pH
de 6,8.
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Figure 18

Variable d'activation (n_ = g_/g) en fonction du potentiel imposé
E?l’ en melieu de Ringer~TEA de pH 7,4 (symboles pleins) et de pH 6,8
(symboles évidés). Les courbes correspondent ad celles établies par BARISH

et BAUD (1984) sur Z'ovoéyte d'Admbystoma.
| n, = g /g puisque pour n ", x est égal a 1 (voir texte).
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Constantes de vitesse o et B dépendant du potentiel

Comme cela est mentionné ci-dessus, le courant IH s'active selon

une relation de la forme I (l-e"t/c )X > 1 et se déactive exponentiellement

H

-]

=

en fonction du temps. Cela suggére que le courant sortant passe d travers

un seul type de canaux sélectifs aux protons. Sous 1'influence d'une dépola-

-

risation & partir de valeurs de HP-30 mV, ces canaux subissent une transi-

tion et s'ouvrent pour laisser s'@couler le courant IH. La transition de

1'état fermé & 1'état ouvert correspond au schéma suivant :

8 5 B8 <
n, = (1 - no) dépo1ar1‘sat1‘onc>nt — > (lfnt) ;N = (1 -n)
o 6] o

- o et B sont des constantes de vitesse qui ne dépendent que du po-
tentiel. Ainsi, sous 1'influence d'une dépolarisation, a partir d'une valeur
de HP é}- 30 mV, le pourcentage de canaux ouverts (no) égal & 0 % (tous les
canaux sont fermés) augmente progressivement au cours cdu temps (nt) pour
finalement atteindre une valeur stationnaire n_, correspondant statistique-
ment au pourcentage de canaux ouverts ; le nombre de canaux dans la membrane

étant arbitrairement fixé & 1 (ou 100 %). Les constantes a et 8 peuvent &tre

déterminées pour chaque niveau de potentiel i partir des deux équations suivantes :

T=1/(a + B) et n, =a/(a + B)

T est la constante de temps d'activation et n_ la variable stationnaire

d'activation qui correspond au pourcentage de canaux ouverts dans la membrane



interrogée pour une valeur particuliére de Ei‘ Des deux équations précé-

dentes, on tire :
a=n_/z et g =(1/T) -a

Les relations liant o et B au potentiel pour un ovocyte, sont illustrées

d la figure 19 pour un pH externe de 7,4. I1 est & remarquer que les cons-
tantes de vitesse sont égales pour un potentiel Ei de 1'ordre de 10 mv.
Cette valeur de potentiel correspondant & la valeur 0,5 pour n_ puisque

» = af (o + B) est voisine de celle donnée par BARISH et BAUD (1984) en

ce qui concerne 1'ovocyte d'dmbystoma. Enfin, & partir des valeurs moyennes
de 7, et de n_, i1 a de méme été possible de tracer les courbes correspon-
dant aux deux relations liant les constantes moyennes de vitesse o et B8

au potentiel. Ces relations illustrées 4 Tla figure 20 montrent en accord
avec BARISH et BAUD (1984) que o est bien égale & 8 pour une valeur de

potentiel de 14 mV, potentiel pour lequel 1'activation de la conductance aux

protons atteint 50 % de sa valeur maximaie au pH de 7,4,

---—_-_---—-———--—--—---—-——-—-o---—--n-——_------

e e R R T e N R L L L LT T

1/ Effet sur le courant IH

La figure 21 illustre les relations courant IH-potentiel en milieu
de Ringer TEA pour différentes valeurs de pH (7,4 ; 6,8 ; 6,4). L'effet

majeur de la réduction du pH externe'sur le courant est de déplacer la
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Figgre 18

Constantes de vitesse a et B en fonction du potentiel, pour un
ovocyte placé en milieu de Ringer-~TEA de pH 7,4.
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Constantes moyennes de vitesse (o et B) en fonetion du potentiel,
déterminées A partir des valeurs moyennes de n_ (fig. 16) et celles de T
(fig. 22) en milieu de Rin.ger-TE’A d pH 7,4. o et B sont égales pour un po-
tentiel Ei de 14 mV.
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Effet du pH extracellulaire sur la relation courant potentiel
établie en fin d'impulsion (1 s) aprés soustraction du courant de fuite,
en milieu de Ringer-TEA pour trois valeurs de pH (7,4 ; 6,8 et 6,4).
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courbe courant-potentiel correspondante dans le sens des dépolarisations. .
Ce déplacement n'est pas uniquement d0 au changement du potentiel d'in-
version de IH mais également dd 3 un déplacement du seuil d'activation de

Ta conductance aux protons dans le sens des dépolarisations., En effet, si

la variation du potentiel d'inversion &tait la seule cause de ce déplacement,
il serait enregistré un courant entrant porté par les ions H dans Ta gamme
des potentiels comprise entre le potentiel d'activation de la conductance

aux protons (3 pH 7,4) et le nouveau potentiel d'inversion de IH au pH

testé. Or i1 n'en est rien, aucun courant entrant n'est enregistré dans

cette gamme de potentiel.

Enfin, 1a conductance maximale aux ions W (Eh) dépend également
du pH externe. En plus du déplacement de 1a courbe traduisant la variable
d'activation n_ (gH /gH) en fonction du potentiel dans le sens des dépola-
risations lors d'unwabaissement du pH externe (fig, 18), i1 apparaTt égale-
ment qu'une diminution de §h soit associée & 1'augmentation de la concentra-
tion extracellulaire des protons et donc 4 la diminution du pH. En effet,
ad partir des relations courant IH - potentiel qui ont &té é&tablies pour
Tes valeurs de pH de 7,4 et 6,8 (fig. 21) et des deux relations qui tra-
duisent n_ en fonction-du potentiel pour ces mémes valeurs de pH (fig. 18),
il est possible de calculer la valeur moyenne de §h d pH 7,4 et 6,8 ; les
valeurs respectives sont 3.10‘5 S et 2.10'5 S pour les différents ovocytes
testés présentant tous le méme diamétre et par conséquent, selon toute
vraisemblance, 1Ta méme surface de membrane interrogée ainsi que le méme stade
de développement. Cette.vraisemb]able diminution de conductance produite par

. . . +
1'augmentation de la concentration des ions H n'est pas en accord avec les

résultats de BARISH et BAUD (1984) qui observent & 1'inverse sur 1'ovocyte

d'Ambystoma une augmentation de conductance avec la diminution du pH extra-
cellulaire mais est par contre en accord avec ceux de BYERLY et al. (1984)

concernant le neurone d'escargot.
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2/ Effet du pH sur les constantes de temps d'activation et de

déactivation

Les constantes de temps d'activation [ 1 et de déactivation T ?
dépendant du potentiel peuvent &tre calculées respectivement 3 partir des

deux relations suivantes :

et I, =1 -t/C2

inst

Z}l et ZZZ peuvent ainsi &tre calculées ou déterminées graphiquement & partir
des tracés de courant membranaire obtenus pour les différents niveaux testés

de potentiel. T 1 est &gal au temps requis pour que le courant correspondant

d 1'activation ait atteint les 2/3 de sa valeur maximale, C'Z est égal au
temps requis pour que le courant de déactivation ait chuté des 2/3 de sa
valeur initiale. Les courbes de la figure 22 illustrent les relations tra-
duisant 1a variation de la constante T 1 (symboles pleins) et 7 2 (symboles
évidés) pour trois valeurs de pH (7,9 ; 7,4 et 6,8), Ces diverses courbes
montrent que ia constante de temps de déactivation est d'autant plus faible
que Ta membrane est portée & des potentiels plus négatifs, par contre la
constante de temps d'activation (symboles évidés) est d'autant plus faible -
que Te potentiel est positif. De plus 1'effet du pH externe sur ces cons-
tantes est, comme le montre la figure, d'augmenter C.Z quand le pH externe
augmente alors qu'a 1'inverse t:1 diminue. La diminution du pH externe traduit
donc un déplacement de ces constantes de temps vers les dépolarisations ce

qui est tout d& fait en accord avec le déplacement dans le méme sens de la

relation sigmoide liant n_ au potentiel.
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Constantes de temps d'activation (symboles pleins) et de déactivation
(symboles évidés) en fonction du potentiel, en milieu de Ringer-TEA pour
trots valeurs de pH extracellulaire : 7,9 (A, A ) ; 7,4 (O, @ ) et
6,8 ( ¥ , * ).
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D/ Effet_du _Cd sur_le courant I,

I1 est connu que le courant sortant résiduel au niveau des neurones

+
de Lymmae est un courant porté par les jons H (BYERLY et al., 1984). Ce
courant est fortement réduit par les agents bloguant les canaux calciques
(BYERLY et HAGIWARA, 1982). Le Cd, inhibiteur du canal calcique, bloque

également le courant I, au niveau des neurones d'Helix (THOMAS et MEECH,

H
1982). Sur les neurones de Lymnae, BYERLY et al. (1984) montrent aussi que

Te Cd a trois effets essentiels sur la conductance 9y d savoir : 1) une
réduction du taux d'activation des canaux aux ions H' ; 11) une réduction

de la conductance maximale ; iii) un déplacement de la courbe d'activation

de la conductance dans le sens des dépolarisations. Sur les ovogytes d'dmbystoma,
BARISH et BAUD (1984) démontrent que le Cd a exactement les mémes effets que

ceux mentionnés ci-dessus. En particulier, ils observent gue 1a conductance

et les constantes de temps décroissent avec 1'augmentation de la concentration

externe en Cd.

Le Cd est également signalé dans la littérature pour ses effets
bloguants sur Tes courants entrants calciques (voir revue de HAGIWARA et
BYERLY, 1981) et les courants sortants passant cependant & travers les
canaux "calciques"” (LEE et TSIEN, 1983). De plus, comme i1 est démontré
par de nombreux auteurs que le Ca n'a pas d'effet sur le courant IH’ 1'effet
du Cd apparaTt donc en définitive s'exercer directement sur les canaux

protons.

Le courant IH de 1'ovocyte de Rana esculenta, comme cela est

illustré & la figure 23 est également réduit par le Cd. En effet, d la
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Courant membranaire sortant obtenu pour différentes dépolarisa—

tions en milieu de Ringer-Cs-Cd de pH 7,4.
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concentration 300 uM en Ringer-Cs, 1'amplitude du courant IH diminue consi-

dérablement comme le montrent les courbes courant-potentiel de la figure 24

obtenues dans les conditions de référence et en présence de Cd associé au Cs.
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Les courants membranaires de 1'ovocyte immature de Rana esculenta
sont étudiés & 1'aide de la technique des deux micrdé1ectrodesf Aucun courant
entrant suite d des dépolarisations n'est détecté & ce stade de développement
(le diamétre des ovocytes étant de 1 mm). Lors d'hyperpolarisations, une rec-
tification dans le sens entrant apparaTt, rectification qui semble &tre

comme chez 1'oeuf d'étoile de mer, de nature potassique, dans la mesure oQ

cette rectification disparaft en présence deTEA ou de Cs.

Lors de dépolarisations, un courant sortant dépendant du temps

et du potentiel est mis en évidence.sur ces ovocytes. Ce courant dynamique

sortant est un courant résultant de 1'activation de deux composantes, dif-
férenciées par leur niveau d'activation et leur potentiel d'inversion :

une composante IK portée par les ions K+ et une composante portée par les
protons IH' Le courant IK a son potentiel seuil d'activation vers - 50 mV

et son potentiel d'inversion vers - 110 mV.

La disparition du courant IK en présence de TEA permet d'étudier
le courant IH. Ce dernier courant qui constitue la majeure partie du courant
sortant chez 1'ovocyte de Rana esculenta, s'active au pH normal 7,4 d un
potentiel seuil de 1'ordre de O mV,présente un potentiel d'inversion de
- 30 mV. La variation de la concentration externe aux ions k* ou aux ions
C1™ est sans effet sur le potentiel d'inversion du courant IH alors qu'une
variation externe d'une unité pH provoque un changement de 56 mV, ce qui
suggére que les canaux & travers lesquels s'écoulent Tes ions Hh sont treés

spéci fiques.
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La relation liant la conductance gy au potentiel est sigmoTde ;

le potentiel correspondant d la demi-activation étant de 1'ordre de 14 mV

a pH 7,4, Les constantes de temps d'activation et de déactivation sont pro-
portionnelles & 1-e'tw€ . Les constantes de vitesse a et B sont égales
pour un potentiel de 14 mV, potentiel pour lequel le taux d'activation de

1a conductance aux protons est de 50 p. 100,

En plus de la dépendance au potentiel, 1'activation du courant IH
est également dépendante du pH externe puisque les différents paramétres
des équations permettant de déterminer 1'évolution du courant IH en fonction
du temps et du potentiel varient avec le pH. En effet, lors d'un abaissement

du pH externe les variations sont les suivantes

- diminution de 1'amplitude du courant IH par suite du déplacement
de la courbe courant-potentiel vers les dépolarisations ; déplacement tra-
duisant en plus de 1'augmentation de Ta valeur du potentiel d'inversion, le

changement du potentiel seuil d'activation dans le sens des dépolarisations ;
- diminution de la conductance maximale aux protons ;

- déplacement de la variable d'activation n_ dans Te sens des
dépolarisations avec une augmentation du paramétre k de Ta relation sigmotde
(ndo = f(Ei), augmentation qui entraine d'aprés le calcul une variation de
la charge de la particule activante dont le déplacement conditionne 1'ouver-

ture du canal aux protons ;
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- & un potentiel donné, augmentation de la vitesse d'activation et

diminution de celle de déactivation dues 3 un déplacement des constantes de

temps correspondantes dans le sens des dépolarisations.

La dépendance de 1'activation de IH au pH pourrait s'expliquer en
supposant 1'existence d'un mécanisme impliquant une liaison des ions H*
avec quelques composantes de la surface membranaire conduisant & la dimi-
nution du potentiel de surface ; cette diminution serait capable d'affecter
aussi les mécanismes d'ouverture et de perméabilité des canaux ionigues

comme 1'ont suggéré OHMORI et YOSHII en 1977,

Enfin, en accord avec les résultats de plusieurs auteurs, le courant
IH chez Rana esculenta est fortement réduit par le Cd. Comme i1 a &té démontré
que le courant IH est indépendant du Ca, 1'effet du Cd parafTt donc s'exercer

directement sur les canaux aux protons.
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