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L'électrophysiologie

Concepts de base
Données moléculaires
(canaux ioniques)

C Berrier 25/26




Progression du cours

I-Formalisme et connaissances de bases

Mouvements ioniques transmembranaires

La différence de potentiel électrique transmembranaire au repos
Le Potentiel d'action

La transmission synaptique

B wnh =

II-Méthodes d'études électrophysiologiques des canaux ioniques

III-Etude de quelques grandes familles de canaux ioniques

Bibliographie pour partie I et partie II
Biochimie et Biophysique des membranes E SCHECTER
Physiologie du neurone D TRITSCH

Neurosciences PURVES 2019
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Questions

Existe-t-il une différence de potentiel électrique transmembranaire dans
toutes les cellules ?

Cette difféerence de potentiel peut elle varier dans toutes les cellules ?

Quelle définition donner a une cellule excitable?

Des exemples ?
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Un peu d'histoire

e 2600 ans avant JC

Les Egyptiens étudient les phénomenes €lectriques liés a I’anguille €lectrique.
* 1790 GALVANI: naissance de I’électrophyiologie

Existence de phénomenes ¢€lectriques au niveau de la matiere vivante.

* 1827: Loi ’OHM.

1868 BERNSTEIN:
L’intérieur et I’extérieur des cellules sont composés d’¢lectrolytes de différentes concentrations

séparées par une membrane permeéable a ces €lectrolytes.

* 1888 NERNST / CAJAL-GOLGI prix Nobel N 1906
Loi de Nernst donnant le potentiel d’équilibre d’un ion
1897 SHERRINGTON prix Nobel 1921

Le concept de synapse./

Théorie neuronale (abandon de la théorie réticulaire)
* 1902 BERNSTEIN: Théorie de la membrane « ¢lectrique »:
- le potentiel de repos est du a la membrane,

Julius Bernstein (1839-1917)

Nernst Berstein

- notion de membrane ¢lectrique et de membrane biologique,
- les concentrations ioniques sont différentes de part et d’autres de la membrane

-au repos la membrane n’est perméable qu’au potassium.
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Un peu d'histoire..suite

. 1921 LOEWI (pN 1936)
Notion de neurotransmetteur

*  1920-1945: 1 er essor de I’¢lectrophysiologie, due aux améliorations techniques apres la I nde guerre mondiale .
Oscilloscope, amplificateurs,

* 1937 HODGKIN:

Théorie ionique du potentiel d’action

. 1952 HODGKIN-andrew HUXLEY (pN 1963):

Technique du voltage clamp

. 1952 CORABOEUF:

Naissance de 1’¢lectrophysiologie cardiaque en France

. 1960 HILL et AMSTRONG hypothese des canaux ioniques.
. 1981 NEHER — SAKMANN (pN 1991) :

Technique de patch clamp. 2 éme essor théorie des canaux ionqiues
. 1982 Noda et coll (Numa)

ler clonage d’un canal ionique (récepteur a 1 acéthylcholine) et canal sodique voltage dépendant
. 1999 Jun et coll

1¢re souris KO pour un canal calcique

. 1998 Mac Kinnon (pN 2003)

1¢re structure tridimensionelle d’un canal

The Journal of

Physiology

Celedrating the work of Alan Hodgkin and Andrew Huxley

ionique potassique résolue a 1’échelle Atomique.
Le début 21 eéme siécle :1 I’obtention des structures 3D

. . . ..
Prix nobel 2021 Jul{us et‘Patapoutllan . . Yo universite
canaux TRPV sensibles a la température et canaux Piezo sensibles au toucher PARIS-SACLAY




L'expérience de Loewi: découverte de I'acéthycholine

On stimule le nerf
Cardiaque du coaur —_—
de grenouille 1

Stlmulateur |

E

HFOQIStrGUI'

Le liquide passe
du premier au
deuxieme bécher

Electrode —— --g. T ?
stimulatrice \ /9 Electrode ,
Nerf =Y (%o __Electrode
cardiaque 0l )i " réceptrice
{
ceur de Coeur de
grenouille 1 o Transfert o grenouille 2
de fluide
Résultats
a3 || I [ N
cardiaque
T Tem
Stimulation (seoondes) (secondes)
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I. Formalisme

Quelle est l'origine de I'existence d’'une différence de potentiel électrique au
niveau de la membrane cytoplasmique des cellules animales?

1) Les mouvements 1oniques transmembranaires

a) Qu’est-ce qui dicte le mouvement d’une particule en solution ?

» La différence de potentiel chimique

b) Qu’est-ce qui dicte le mouvement d’une particule chargée dans
un champ électrique ?




Le mouvement spontané d'un soluté est dicté par la différence de potentiel chimique
a) Le potentiel chimique
us;= us;®+ RT Ln (S)i USe= us’+ RT Ln (S)e

AG = Aug= us, —us;= + RT Ln (S)e/(S)i

HSi HSe
—:|>—> <0 < A I'équilibre: égalité des concentrations

Le mouvement spontané d'un ion est dicté par la différ. de potentiel électrochimique

i e b) Le potentiel électrochimique
Yi_| . Ye
[s= uso+ RT Ln ()4, uSe= HSe%+ RT Ln (S).+zFy,
(S | (sv
us; I HSe AG = ATi,= + RT Ln (S)e/(S)i +zFAy
<0 < A l'équilibre: AG = Apg =0

AV = Wi- We= — RT/zF Ln (S)ie/(S)eeq

Dit le potentiel d’équilibre de I’'ion t'.
ou potentiel de Nernst S |

Transport passif AG <0
Transport actif AC>0




I. Formalisme

2)L’origine de la différence de potentiel électrique transmembranaire
d’une cellule animale. (ddp, Vm, Ay)

Formation de liposomes
a) Cas d’¢cole 1: la membrane est permeable aux ions potassiums

b) Cas d’école 2: la membrane est permeable aux ions chlorures
c) Cas d’¢école 3: la membrane est perméable aux deux ions

- L’équation de Goldman Hodgkin Katz GHK




Dans la vraie vie

—_ Neurone de mammifére

.

milieu intraceltulaire milieu extracellulaire @
(mM/1) (mM/1)

[Na'], = 14 <—r' [No'] = 140 s
(K], =140 ——> [K'), o
- (Plafciqu((ls

!' e
' [CO ] - lo ca ] — l Chloures
[cr], =14 (€], = 147
P" 140
-
Cas de la cellule animale
P-=Molécules organiques chargées négativement (glut., Asp., Ac.Am., protéines...)
mais également HCO3-, PO32-
Principe de 1’¢électroneutralité macroscopique universite
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AU repos

_\\Neurone de mammifére
- 60 mv milieu intraceliulaire milieu extracellulaire
= Vm (mMA) (mMm/)
(Na'), = 14 [Na'], = 140
[K'], =140 [K'], =5
ok+{Ca™ ), = 107 [Ca*],= 1
3 Nat [CI'], =14 [CI"]), = 147
ATP pP-1
Pompe{Na /K e

Transporteurs
Cotransporteur du chlore K+/Cl

Pompe Na /K
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Les canaux ioniques

Un canal ionique existe dans deux états

Deux états

v
Q0 <
T o
o 3
wv > Y-
o + C =
S < wm Q O
Q. Qv Q C oo
w £ O 5
< Q) o <
o < 35 o w
O S 0 Y- o
N~ 4= < 3
—_ v o o
S 2o S +
E3S R
e S.'S Gple
1) v o (o} 4=
0 w v o v .=
Q 0 0O g O < =
£ £ gw <2y
> N o < - 4«

Pore
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stique

érence mécani

4

Diff
entre canaux et transporteurs

Pore

ouvert

Un canal
un transporteur

Fermé
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Les canaux ioniques

Un canal ionique existe dans deux états

Q
=
s |
Y—
Q)
o
X
s |
-
<
-
O
)
Q)
=)

Les canaux a «

porte »
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Trois catégories de canaux a «  porte »

Des exemples

A

Membrane potential

e

Externe

v Ligand
Tension

Voltage-
dependant

T
1gand

Interne
Ligand- Mechano-
dependant sensitive
4\ 4\

- )
J J
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lon Channels: General Charactenstics

exoplas mic a* Na® Ca* K* Na’
& a’ @
Y Y Y
K* cytosohc
resting: voltage-gated: ligand-gated: signal-gated:
always responds to responds to responds to
open change in extracellular intracellular
membrane neuro- signal trans-
Canaux potential transmitter duction event
Potassiques .
de fuite Canaux sgdlques . A
Et potassiques acetylcholine,  cAMP, cGMP,
depenc'iant du glycine, Ca®, G, Gpy,
potentiel y-aminobutyrate inositol-P,

Potentiel 1 l l

de repos PA Transmission synaptique du PA régulation unlver5|té.
PARIS-SACLAY




La super-famille des canaux ioniques

e

QP oo annﬂr 232 genes pour des sous-unités forma
CNG  HCN CavJ Uuum des pores membranaires

CNGA

K,10-12 C"‘?‘?, | \V/ G2 cai
. 1§V” Pathologies neuronales
(Epilepsies)
i e | pathologies musculaires
(Myotonie)
TRPML
q“ i 4 ,3 % du génome
— re L Diversit
/ g7 ANKTM1 iversiie
- Cibles thérapeutiques
o K:(‘Z Y 0 (~15 % du marché du médicament)
v Ky
J K;-Q K6 TRPC Juu U
K TRP
Pathologies | k. pru
. Keat e 1.5 K4
cardiaques e ks K2
(Fibrillation , 1"e 1 T 005substiitionsisite vy & Catterall STKE 2004 .
QT long) bca Kir université
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Le potentiel de repos (Vm)

dispositif expérimental de mesure

0

—40 +40
-80 W\ 7 +80
Microelectrode Reference electrode
filled with in contact with
conducting the solution bathing
salt solution the axon \I

Axon

Axonal membrane

L]
\ : ; universite
A Toutes les cellules possédent un potentiel membranaire de repos PARIS-SACLAY




Le potentiel membranaire de repos

répartition ionique inégale
dispositif expérimental de mesure — Neurone de mammifére

du potentiel membranaire de repos R e -
(Vm) et de ses variations dans un e m \ (mMm/)
[Na'], = 14 [Na'], = 140

neurone
[K'], =140 (K], =5
[Ca™]), = 10° [Ca*]),= 1
voltmetre [cr), =14 [cr], = 147
P-(12

" Génése d’un potentiel de diffusion
extra dloct
de référenc
(mV)
[@apet )
0
[ape2) Er ,
75 Potentiel de diffusion est égal au potentiel
® de Nernst de l'ion le plus perméant
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o - Outside
A o o Py o) o (o] ®
© o ° o
K*)=20 o o
CIK =20 mM , . .
“ Na*/K* pum ) K" channel
e [INa‘|=450 mM .‘. pump © ’

Membrane
potential
—~ 60 mV

A

Sont différents des

o -
“m o ) Canaux K+ potentiel
T/ . /4
o [K*)=400 mM .m . 6 O ) dépendants

e INa*|=50 mM '
o o o o 0 o Inside

Le potentiel de repos de la membrane cytoplasmique des cellules animales
Une répartition inégale des ions
Une perméabilité excessive au potassium

[
Une pompe qui maintient les gradients stables universite
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Un autre scénario

~Ex. 2 : Comparaison cellule animale / cellule végétale

Na"-griven  Flux de pompe important W -ariyen

plasms
memirane

nucleus:

cell wall-—

(&)  ANIMAL CELL 8 PLANT CELL

Proton transporté activement

[
Membrane peu perméable aux protons  universite
PARIS-SACLAY |




Le potentiel d'action: ?

Dispositif expérimental de mesure
du potentiel membranaire de repos
(Vm) et de ses variations

0
—dC/I(——“ +40
—8'3' K\

+80

Microelectrode Reference electrode

filled with in contact with
conducting the solution bathing
salt solution the axon

X

Axon

Axonal membrane

Trois phases

-dépolarisation
-repolarisation
-hyperpolarisation

{a) Depolarization {T) and hyperpolarization { )
+60 [—

+40 1~

Action
potential

40 =
Resting potential
-0 ————— g

+20 —

Membrane potential (mV)

-

o

o
>
<
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- une variation du Vm dans le temps

-une variation des perméabilités ioniques de la membrane
-une variation de probabilité d'ouverture des canaux
ioniques dépendant du potentiel

{a) Depolarization (T) and hyperpolarization ()

nombre de canaux cuverts
+60 [ —— Fua A par ym2 de membrane
V’nVA A
+40 =
= ENa
E +20 — Action
I potential
5 -
o 0 canaux Na
2 A 0 140
Q
[
g -20
£ canaux K* 120
Q
2 4 seuil
Resting potential ! )
______________________________ S !
-60 Vi , : o
| :
80+ | : i
—"'"‘EK EK - : 1 :
| | | v | ] | L 1 1 1 >
~100
1 2 3 4 0 ] ,2 BPR 4 51 temps(ms)
Time (ms) ‘{_q_ A —9\1
ainlue  aedchore
{b} Changes in ion permeabilities @
canaux
= Na*
b —
HES
3 Na*
E Na* permeability
13 K* K*
E 20+
©w
©
2 10 K' permeability canaux (D d) G O@ (D
@ K
£ -
g l l ..
c
§ o 1 2 3 s universite

Time {ms) PARIS-SACLAY




Les propriétés du potentiel d'action

(A) (B)
z 3
£ [=]
> ©
£l £ sl
100 200 100 200
4V p—— — — —J— R T N 1
@ d'acton 52 0
c 5= -
E 0 i, sl i | Qe el el e, m— o S Ce E
S e 25 -
E 5
g; €3 7 -70
e E g 100 200 100 200
c
33 temps (millisecondes) temps (millisecondes)
-
c
(]
|
g ocumen Codage, par un axone, du
w5 5 PPS global sous la forme d’une fréquence
,E: S‘j de décharge de potentiels d’action.
& Une étude comparée de (A) et (B) montre
D Q < < B
T e comment la fréquence de décharge d'un
3 -% axone augmente avec l'accroissement du
oS > § 5 PPS global, tandis que (C) résume
3> stimulation Sa la relation générale.
Sc . g2
E= £5
* I}
17 a -
S = amplitude du PPS global
2 /4
g U d f
n codage en fréquence
=}
- ———— r——
_ infraliminaire Supratimingire -

S p— tomps (on 9 + Il est capable de se propager
-sans perte de l'intensité du signal:
* Existence d'un seuil (Regénératif)

‘Le potentiel d'action obéit - De maniére unidirectionnelle o
g laloi du tout ou rie universite
" PARIS-SACLAY




Propriétés de la propagation passive d'une dépolarisation

- bi-directionnelle
- Sur de courtes distances
- avec atténuation du signal

Site of depolarization

Longitudinal spread

and outward movement * Propﬂga'l'ion décrémentielle

of excess K* ions

—~ —40
> 5
E Large-diameter neuron
?_; or small myelinated neuron
€ -50 *
2
2 Cas de la propagation des
5 —60 Small, . .
L0 ’
£ Unmyelinated potentiels postsynaptiques
s | neuron
—9 I L
03 2 1 0 1 2 3
[ J
Distance from site of depolarization 5
arn) universite
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La propagation du potentiel d'action

(A) Dispositif expérimental

(B) Une propagation

-régénératrice
- ,,, -unidirectionnelle
—_—_,__ -rapide
B | e e e e - sur de longues distances

[ J
universite
PARIS-SACLAY

repolariz. ariz restin




L'inactivation des canaux sodiques:
une condition indispensable a la propagation unidirectionnelle

du PA

{a) Resting Initial (b} Movement of {c) Inactive
state with  depolarization a helix and 05-1.0ms channel
closed > opening (refractory period)
" . <0.1ms
active Na of channel .
_ channel Depolarized membrane
lon-selective A
pore, r ¢Na’
Exterior N\ 3
+ + + + + + 4+ - - - I e e r s
“ +
-
+
- = - - .. . + + + + 4+ + 4+ 4+ + z + 4+ 4
1 !
Crtosol ' A \ Na <
Voltage-sensing/ /= ! ' Vinner Ou}qr
o helix _ - Gate '*’\ vestibule vestibule
o Channel-inactivating segment
][ Slow (several ms)
Repolarization of membrane, closure of gate, and
r displacement of channel-inactivating segment
Ferme : .
Inactive

ouvert
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Modulation de la vitesse de propagation du PA: rdle de la myéline
-=» conduction saltatoire

Olygodendrocytes (b)
dans systéme nerveux Vo
-

Central Schwann cell Membrane-spanning P, cytosolic
helix \ domain \

) =
(O

\ Plasma membrane

Cellule de Schwann ~ ~
dans systeme nerveux

s 5y @
périphérique /

Exoplasmic apposition

Nucleus

Cytosolic apposition

P, exoplasmic domain

(a) Action Node of Myelin
potential\ Na’ Ranvier sheath
Node of | yd
Cytosol of Ranvier = i | /5 RN N
Schwann cell - ; Axon ~——-—— = —— —
e G & )T\ B 5 NG 5/
~ 7 : AN :
Myelin (7// Na Depolarized region
membranes W\ of the membrane
N\ {/4 47 o
— N - AL {b)
Plasma ————— e — 5 A N N o
membrane~<—‘ e e - —_——————————— Na' _ = b
of axon S e G N N N
“/7/y ’,f.‘ & TN \:\4*'\\:».?:“__ = . Na'*
—— ANN—— £ Bt Xl/ 2 L5 2
Plasma - — / — — = °
membrane - ~—— = ~ = — °
of Schwann . : S “T’——"~—" universite
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Le neurone :
une cellule hautement différenciée et spécialisée

PO i codic g =i Le neurone est une cellule excitable et
; ues V4 V4 . . / A
/A ( /) 4 - secretrice qui presente une extreme
2R J, régionalisation de ses fonctions.
afférence arbre -— propagation
oAty =) dendriique s s
. < ' post-synaptiques
noyau cellulaire O | N
q l
— segment « émission des
nitial potentiels d'action
gaine de myéline ——————— ¥ T y
A
1 propagation des
axone « potentiels d’action
noaud de Ranvier >
Y
transmission
} arborisation -— des informations
terminale a d'autres cellules
terminaison axonale
Cortex visuel de chat
Les fonctions métabolique, d'excitabilité et Coloration argentique de Golgi
de sécrétion du neurone sont localisées dans A e é.
des régions précises.
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La transmission synaptique

Vésicule de sécrétion

Cell body

e

y ), @ Synthesis of
Neuromédiateur [/ % \_\‘0 neurotransmitter
# J and formation

"\ o . of vesicles

Neuromédiateur

ADP

y
. * ‘\‘\ ' ( @ Transport of
e \\ neurotransmitter
. '\.‘\ %, down axon Canaux calcique
Antiport "-\o\"\ dépendant du potentiel
proton/neurotransmetteur :,". Presynaptic

iR terminal
© Action \'-.‘o\:«l
potential | '\
travels L\
down ‘\\\\‘

Ca 2+

@ Action potential causes
~ calcium to enter,
evoking release of
neurotransmitter

o - >

L WY °<onant

\\\\0\1;\, & Reuptake of neuro- E?;naphc @ Neurotransmitter
'\‘\ \ transmitter to be attaches to receptor,,
' \,‘\ recycled r :

@Veswles without ' \
neurotransmitter |

transported back 5,

to ce[)o \ '\‘:\
| N
A
s

neurotransmitter
molecules from
receptors
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Les mécanismes moléculaires associés a I'exocytose

V SNARE (SNAP REcepteur)

/ 1
Synaptotagmin-1 Smgbobrevm/
NSF-mediated Assembly of
SNARE complex prefusion SNARE-
disassembly & SM protein complex
vesicle recycling MuncTs

P 13 Proteine SM

snap-2s © Docking ;_Synlaxin-1
ADP+ (I

>&0-( T SNARE
NSF SNAPs

Fully assembled Partly asssembled
{ = Cis-SNARE complex trans-SNARE complex
B~
o o o o0 L . " . 3 ) -
Fusion completnon Priming |
NSF SNAPs
Complexin Activation of
Fusion pore ATP & O prefusion
expansion + i g SNARE/SM
NSF & SNAP PO - oroteln
binding com p‘lex by
complexin

Fus:on pore opening Priming Il

| Ca?*-triggering fusion pore opening |
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Les potentiels postsynaptiques

: PA,
Transmetteur S
excitateur ‘

Transmetteur
inhibileur

Conduction électrotonique

via le canal K* l?-”

~

(et/ou CI) !

Hyperpolarisation
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Les évenements postsynaptiques

‘a"'a
%
\)?6;{
- CaM- f;':’s:-a
kinase II b Y
Preparatzon !
des vésicules

e
T

\\'\«\.\.‘:‘\

v

Liaison du transmetteur 0

au récepteur

|

PPSE, PPSE “PPSE,

Ll

Sommation

|

>
£

ok

b2t
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L'intégration de signaux multiples

PPSE,

\
T T
o >
o (=]

12

Dendrite

[
T
~N
o il
F-1
T
-
w
m
L

Neurone (soma)

—_——
o
o
|
|

La sommation spatiale des signaux

seagead 1.

PPSE

Sananiet Courant PA
électronique Transmetteur ;
(dépolarisant) excitateur 1 mv ‘

e Somme des PPSE Axone \ -701"
‘ [ PPSE
o | ¥4 o | s
4 S ARG ERR
- —> / PA

1

E‘

]
ey e
o ~
=3 =}
F-fRs
J

% Transmetteur
inhibileur

70 \:— PPSE, | s + _\
1 AR A \
i g N Dépolausauon \
§ ) N ——————— Neurone (soma) :

Conducuon électrotonique

' ] P \ B via le canal K- /f’ ——
| ' = : | mv cl
$70 H— PPSE, | ¥ — \\ " m0 o iy (et/ou CIY) ~70 L e
% \ + e | Potentiel d’action ;\‘
=S - 2% (<10 [~ |(PA) i N /
| - L N A ! "
] \\ : ] “
90 i { | /

\§\\ ~
N 5 > Hyperpolarlsauon i\ K_,ﬁ--\-:'».
N omme des i // T
PA,_ L

—-——-—-———-—’
Intervalle \ ms

de temps Courant Neurone ; % \\
électronique postsynaptique Courant électrotomque \

(dépolarisant) hyperpolarisant du \

sommet axonal \

Vers le sommet \

axonal \

La sommation de signaux antagonistes

: - Les PPSE et les PPST .
La sommation femporelle de signaux universite
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