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I N T R O D U C T I O N  

Des t ravaux r~cents ont permis de sugg~rer que le 
syst~me tubulaire transverse de la fibre sque- 
lettique rapide de la grenouille pourrait  ~trc le 
si~ge de propri~t~s ~lectrophysiologiques particu- 
li~res comme la rectification anormale et retard~e, 
pouvant  ~tre en rapport  avec une accumulation 
de potassium ~ ce niveau (8). On  peut alors se 
demander  d a m  queUe mesure il faut attribuer ce 
fait ~ des propri~t~s si~cifiques de la membrane  
tubulairc, ou aux caract~ristiques topographiques 
de cette partie du compart iment  extraceUulaire. 
Des renseignements quantitatifs sur ce dernier 
point sont disponibles en ce qui  concerne la fibre 
squelettique (3, 11), mais en d~pit de l'int~r~t 
que peut presenter la physiologie compar~e des 
diverses fbres  excitables, un  tissu aussi commun~- 
ment  ttudi~ que le myocarde de rat  est real c0nnu 

cet ~gard. Une ~tude morphom~trique du 
syst~me T du myocarde ventriculaire de rat  a done 
~t~ entreprise d a m  ce travail, en consid~rant 
parficuli~rement le volume relatif et la surface 
relative de ce systtme par  rapport  h la fibre elle- 
mtme,  et le rapport  de la surface au volume du 
syst~me proprement  dit. La  complexit~ du systtme 
tubulaire "transverse" du myocarde des main- 
mif~res (4, 6), incite h utiliser un traceur diffusant 
d a m  tout l 'espace extracellulaire, pour mettre en 
~vidence l 'ensemble du syst~me T et r~duire 
d 'au tant  les risques de m6sestimation de son 
volume. L 'emploi  du nitrate de lanthane choisi 
cette fin est discut~ plus loin. De plus, ~tant donn~ 
l'int~r~t de la presence des glycoprot~ines dans le 
systeme T du myocarde, cette ~tude morpho-  
m~trique a ~t~ effectu~e ~galement sur des prepara- 
tions les met tant  en ~vidence. 

M A T E R I A L  A N D  M E T H O D S  

Lcs mesures ont ~t~ effectu~es ~ partir d'~chantillons 
pr~lev~s parmi les trab~cules cylindriques du myo- 
carde vcntriculaire droit de rats adultcs de souche 
Wistar. Ces ~chantillons ont ~t~ prepares en vue de 
l'observation en microscopic ~lectronique, apr~s 
impregnation par le nitrate de lanthanc, d'une part, 
ct apr~s localisation des glycoprot~ines, d'autre part, 
selon les techniques respcctivcs de Revel et Karnovsky 
(13) et Rambourg (12). 

La m~thode dc mesure que nous avons utilis~e est 
inspirit des prlncipes st~r~ologiques ~tablis par 
Underwood (16), ct calqu~e ~troitemcnt sur cello 
dc Weibcl ct al. (18). Noun avons utilis~ dcs micro° 
graphies au grossisscment final de 40,000 obtenues 
apron un ~chantillonnagc syst~matique, et une grille 
similaire A cclle qu'~ d~crite Wcibel (17), de 8 X 8 
cm, comportant 72 points distants de 1 cm les uns 
des autres d~limitant 36 traits parall~les. Les calculs 
ont ~t~ effcctu~s ~ l'aidc des symboles suivants: Z,  
distance entre dcux points voisins; Pt, nombre de 
points de la grille indus dam le syst~me T;  Pc, nombre 
de points dc la grille inclus dans lc sarcoplasme; 
It,  nombre de points d'interscction des points de la 
grille et de la surface tubulaire. 

Les formules suivantes ont ~t~ appliqu~es: (a) 
demit~ de volume du syst~me T par rapport au 
volume ccllulaire (Vvt) : 

Pt  
w t  = = ;  (1) 

l-'c 

(b) densit6 de surface de ce syst~me par rapport au 
volume cellulaire (Svt) : 

4I t  
Svt ---- - -  cm2/cm 3 ; (2) 

P c Z  

(c) rapport de la surface membranaire all volume 
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TABLEAU I 

L'Effet du Lanthane Compar~ ~ L'Ej]et des Glycoprot~ines sur la Densit~ du Volume, la Densitt 
de la Surface, et le Rapport de la Surfaee Membranaire au Volume du Syst$me T du Rat 

No. de 
prepara- No. de 

Technique utilisde tions mesures Vvt Svt S/Vt 

Espace marqu6 par 29 232 
le lanthane 

% cmS/cmS amS/cmS 

1.06 4- 0.17 2450 -4- 350 230,000 

Espace glycopro- 30 240 1.03 4- 0.14 3250 4- 350 315,000 
tdinique 

du systb.me T (S/Vt) : 

Svt 
s /vt  - 

Vvt " 
(3) 

Les rdsultats ont 6t6 trait~s conform~ment aux 
principes de calcul des probabilit~s. 

R E S U L T S  

Nous avons appliqu6 la m~thode pr~c~demment 
d6crite ~t deux categories de pr6parations: les unes, 
impr~gn6es par  le nitrate de lanthane;  les autres, 
trait~es cytochimiquement selon les indications de 
Rambourg  (12). Dans le premier cas, le syst~me T 
est consid6r6 comme sous-compartiment extra- 
cellulaire, et dans le second, comme espace glyco- 
prot6inique. La description qualitative d~taill6e 
de ces rdsultats sera publi6e ulterieurement. ~ Les 
r6sultats des mesures de densit~ de volume, de 
densit6 de surface, et du rapport  de la surface 
membranai re  au volume du syst~me T dans les 
deux catdgories de preparations sont regroup~s 
dans le Tableau  I. 

La Densit~ de Volume du Systkme T par 
Rapport au Volume Celly]aire (Vvt) 

Le volume tubulaire moyen p6n~tr6 par  le 
lanthane repr~sente 1.06 -4- 0.17% du volume 
cellulaire, et l 'espace tubulaire empli  de glyco- 
prot6ines, 1.03 -4- 14%. II a 6t6 calcul~ que la 
difffirence entre ces deux valeurs ~tait tr~s proba- 
blement due au hasard P = 90%. On  peut done 
consid6rer que le compart iment  tubulaire accessi- 
ble au lanthane a un volume identique ~ celui 
oh sont accumul$es les glycoprot~ines. Ce volume 
repr6senterait 1% du volume cellulaire environ. 

i Pager, J .  1971. Z. Zetlforseh Mikrosk. Anat ~ par- 
a~tre. 

La Densit~ de Surface du Syst~me T par 
Rapport au Volume Cdlulaire ( Svt) 

La surface membranai re  de l 'espace tubulaire 
oh diffuse le lanthane,  rapport6e au volume 
cellulaire, est de 2450 -4- 350 cm2/cm 8, celle de 
l 'espace glycoprot6inique, 3250 -4- 350 cm2/cm s. 
Dans ce cas, il y a ~ peine plus de l0 chances sur 
100 pour qu 'une telle diff6rence soit due au hasard 
P = I0%,  ce qui  m6rite d 'etre discut6. 

I,a Densit~ de Surface du Syst~me T par 
Rapport au Volume de ce Systkme (S /Vt )  

Les mesures de la surface membranaire  des 
tubules rapport~es aux mesures de volume du 
m~me compart iment  tubulaire refl~tent une 
difference non n6gligeable, ainsi qu 'on  pouvai t  s'y 
attendre en consid6rant le param~tre Svt: pour 
l 'espace lanthane,  S / V t  est de 230,000 cm2/cm s 
avec une erreur relative de 30%, et pour l 'espace 
glycoprot&ines, de 315,000 cm2/cm ~ avec une 
erreur relative de 25%. Il faut d'ailleurs noter  
que dans le premier  cas, la correlation entre les 
mesures et de surface est satisfaisante (r = 0.91), 
alors qu'el le l 'est moins dans le second (r = 0.52). 

D I S C U S S I O N  

Les mesures de volume et de surface du syst~me T 
ont 6t6 effectu6es sur des preparations soumises 
deux types de techniques. Ii convient d 'examiner  
dans quelle mesure ces techniques mettent  exacte- 
ment  en 6vidence le syst~me T. L 'emploi  du 
lanthane comme traceur de diffusion a 6t$ discut~ 
par  Mat te r  et al. (10), qui  ont ~tudi~ les barri~res 
de perm6abilit~ entre l 'espace de Disse, et les 
canalicules biliaires. Ii ressort de ces travaux que 
le lanthane ne serait pas un traceur de diffusion 
parfait, eu 6gard surtout ~ sa triple charge ~lec- 
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trique, et qu'il provoquerait, du moins dans le 
foie, la rupture des complexes jonctionnels. Dans 
le myocarde du rat, la diffusion du lanthane dans 
le syst~me T a permis d'obtenir des images mor- 
phologiquement identiques ~t celles que Forssmann 
et Girardier (7) ont obtenues avec la peroxydase, 
en particulier en ce qui concerne les ramifications 
longitudinales. Le lanthane peut donc ~tre con- 
sid6r6 comme un traceur convenable pour le but 
de cette 6tude. I1 est h noter que la diffusion du 
lanthane s'arr~te, stir toutes les pr6parations 
examin6es ici, ~t 50 A environ du feuiUet externe 
de la membrane sarcoplasrnique, d6terminant 
ainsi un volume dont l'importance physiologique 
est probablement fondamentale, mais qui n'inter- 
vient pas ici quantitativement, 6rant donn6 sa 
petitesse par rapport ~ la pr6cision des mesures. 
C'est pourquoi aucune diff6rence statistique 
n'appara~t entre les mesures de volume obtenues 
partir de l'espace lanthane et de l'espace glyco- 
prot6ines, bien que ces derni~res occupent route la 
lumigre du systSme T, ainsi qu'il a 6t~ observ6 
par aiUeurs. I1 n'est pas impossible, d'ailleurs, que 
la pr6sence des glycoprot6ines, charg6es n6gative- 
ment, favorise la p6n6tration du lanthane. La 
concordance des images obtenues avec les diverses 
techniques est un argument en faveur de la borme 
conservation des structures et du volume du 
syst$me T lors des diverses 6tapes techniques de la 
preparation des 6chantillons. 

Une autre assurance quant $ la validit6 des 
mesures, peut d6couler de leur comparaison avec 
les rSsultats fournis par d'autres auteurs. Selon 
Fawcett et McNutt (5), le diam~tre des tubules 
transverses est de quatre ~ cinq fois plus grand 
dans le myocarde d 'un mammifSre comme le 
chat, que dans le muscle squelettique du mgme 
animal. Le d$cours enes t  aussi plus complexe, et 
l 'on peut s'attendre ~ ce que le volume en solt 
plusieurs fois sup~rieur. D'apr~s les ~valuations de 
Peachey (11), le volume relatif du syst~me T e s t  
d'environ 0.3efo dans la fibre squelettique de 
grenouille. La valeur de 1% que nous avons 
obtenue pour le myocarde serait donc vraisembla- 
ble. 

En ce qui concerne l'6valuation de la densit6 de 
surface, les valeurs obtenues h partir des deux 
types de pr6parations different de fa~on assez 
significative. Pour ~liminer les plus aberrantes, on 
a examin6 leur correlation avec les mesures de 
volume, consid6r6es comme dignes de confiance. 
Le coefficient de corr61ation calcul6 dans le cas 
du lanthane et atteignant 0.91, indique que les 

mesures sont satisfaisantes ~ cet 6gard. Pour les 
preparations cytochimiques, par contre, la correla- 
tion est nettement plus faible (r = 0.52), ce qui 
tend h nous faire suspecter les valeurs de densit6 de 
surface obtenues avec cette technique. La m&hode 
de mesure utilis6e ic ies t  bas6e sur le comptage 
du hombre d'intersections des trac~s membranaires 
avec les traits de la grille. L'inclusion darts le 
glycolm6thacrylate provoque des distorsions qui, 
sans modifier le volume global des tubules, pour- 
raient les d~former et modifier de ce fait le nombre 
des intersections. I1 est remarquable aussi que les 
r~sultats cytochimiques obtenus sur ces prepara- 
tions varient consid~rablement en fonction du 
temps de r~actions, et qu'~ une minute pros, la 
localisation cesse d'etre s61ective. I1 semble donc 
plus d61icat d'effectuer une 6rude morphom~trique 
~t partir de telles preparations. 

On peut doric admettre que dans le syst~me T 
du myocarde ventriculaire de rat, la densit~ de 
surface est voisine de 2500 cm2/cm 8. Une v~rifica- 
tion des valeurs du volumes et de la surface peut 
d'aiUeurs ~tre faite en calculant le rapport V/St  
du volume Vvt des tubules transverses ~t la surface 
Svt de leur membrane. Ce rapport est en effet 
proportionnel au diam~tre des tubules (18). Etant 
donn6 la forme variable des ramifications du 
syst~me T et les divers plans de coupe, on estime 
pour ce calcul que le diam~tre, d, ou semi-distance 
moyenne les membranes, est compris entre 2 
V/S et 4 V/S. Dans le cas du lanthane, on obtient 
800 A < d < 1600 A. Ces dimensions correspon- 
dent tout ~t fait ~t celles que l'on peut mesurer 
directement ~t partir des micrographies, et qui 
sont 6galement cities par aiUeurs (1, 5, 15). Darts 
le cas de la r~v~lation des glycoprot6ines, l'accord 
entre les valeurs calcul6es et mesur6es est aussi 
6troit, mais leur 6chelonnement va de 6000 ~t 
12,000 A, ce qui confirme l'hypoth~se d'une 
importante distorsion des tubules. Les donn~es 
obtenues apr~s impr6gnation par le nitrate de 
lanthane seront donc seules retenues dans la 
suite de la Discussion. 

I1 reste en effet ~t examiner la surface des tubules 
rapport6e non plus au volume cellulaire, mais au 
volume de l'espace tubulaire: c'est la d6finition 
du param&re S/Vt. I1 n 'a  pas 6t6. tenu compte, 
dans les 6valuations pr6c6dentes, de la sous- 
estimation d~coulant de la perte de profils mem- 
branaires due ~t l'6paisseur des coupes (effet 
Holmes). Cette sous-estimation devient probable- 
ment n6gligeable en ce qui concerne le rapport 
S/Vt: on peut en effet admettre que les profils 
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perdus ne sont pas susceptibles, soit quantitative- 
ment, soit qualifivement, de modifier notablement 
la valeur moyenne de S/Vt.  

A parfir du volume relatif Vvt suppos~ de 1 ~o, 
et de la surface relative Svt suppos6e de 2500 
cm2/cm 3, on obtient une valeur S /Vt  est l'6gal de 
250,000 cm2/cm 3. A titre comparatlf, une ~valua- 
tion de ce param&re dans la fibre squelettique de 
grenouille peut &re effectu6e tt partir  des donn6es 
de la litt6rature. Selon Peachey, la surface mem- 
branaire des tubules transverses de la fibre squelet- 
tique de grenouille est 6gale ~t sept lois celle de la 
membrane plasmatique externe, alors que le 
volume relatif est de 0.3O-/o. Le rapport  S /V de ces 
tubules est donc environ 6gal tt 2300 fois celui de 
la fibre cylindrique. D'apr~s Blanchi et Shanes (3), 
les m~mes fibres ont une surface relative de 300 
cm2/g, et un volume relatif de 0.81 cm3/g, ee qui 
donne un rapport  S /V de 370 em2/cm a. Le rapport  
S /Vt  des tubules transverses du sartorius de 
grenouille serait donc de 850,000 cm2/cm ~. Le 
r6sultat obtenu daus cette 6rude est du m~me 
ordre de grandeur. L'6cart observ6 peut s'ex- 
pliquer au moins en partie par  des diff~rences 
sp6eifiques entre les deux types de fibres. On peut 
en effet constater, en calculant la surface relative 
de divers tissus t~ partir des donn6es r6unies par  
Bianchi (2), que les r6sultats sont tr~s variables: 
on obtient 14,074 cm2/cm a pour le ventricule de 
grenouille, 6600 cm2/cm ~ pour le taenia coli du 
cobaye, et 1235 cm2/cm a pour l'oreillette du m~me 
animal. En consid6rant que ce dernier tissu pr6- 
sente un d6veloppement relatit du syst~me T inter- 
mfdialre entre celui du muscle squelettique de 
grenouille et celui du myocarde ventriculaire de 
rat, soit 0.5°-/o, on obtient pour S/Vt  la valeur de 
247,000, tr~s voisine de celle qui est indiqu6e plus 
haut. I1 est d'ailleurs possible qu'une 6tude mor- 
phom~trique syst6matique de ces param&res dans 
diverses fibres excitables mette en tvidence une 
relation quantitative constante entre la surface 
effective des fibres et leur volume, le d6veloppe- 
ment des tubules ou de la pinocytose (7) pouvant 
compenser la petitesse du rapport  S/V de certaines 
fibres, dans des conditions physiologiques corn- 
parables. 

I1 faut aussi envisager que l '~cart entre les 
valeurs obtenues ~t part ir  des diverses sources dolt 
tenir 6galement aux diff6renees entre les tech- 
niques d'~valuation, et aux distorsions et erreurs 
inhtrentes ~ chacune d'eUes. On peut constater 
que la morphom6trie appliqu6e aux preparations 

utilis6es ici fournit des valeurs trts dispers~es 
autour de leur moyenne. Les formules utilis~es, en 
effet, ont 6t~ ealcul6es en admettant que la distri- 
bution des ~16ments intraeellulaires 6tait parfaite- 
ment isotrope alors qu'elle pr6sente dans la fibre 
musculaire stri~e une t~riodicit6 pseudocristalline. 
Gette anisotropie serait statistiquement ~limin6e sl 
l 'angle form~ par le plan de coupe et raxe  longi- 
tudinal des fibres ~tait quelconque. Ce qul n'est 
pas le cas, les fibres tendant ~t s'orienter dans la 
r~sine en fonction de leur grand axe. Cette con- 
statation impose soit le ealcul d 'un coefficient qui 
tienne compte de cet angle pr6f~rentiel (14), soit 
l 'utilisation d'une technique d'inelusion qui 
permette aux faiseeaux d'Stre orient,s tout ~t fait 
au hasard. I1 est done possible que le rappor t  S /Vt  
soit sous-estlmt, une grande partie du systtme T 
se trouvant dam un plan fr~quemment perpen- 
diculaire au plan de coupe. Ce rapport  pourrai t  
t t re  utilis~, cependant, comparativement 
d'autres param~tres calculus h partir  des m~mes 
pr6parations. Le param&re S/Vt  repr6sentant le 
rapport  d'une surface membranaire tubulaire 
un volume extracellulaire, il serait int~ressant de 
ealculer le rapport  de la surface membranaire 
p~riph~rique des fibres tt l 'espace extracellulaire 
global moins l'espace T, par  les m~mes m6thodes. 
Certaines propri6t6s du syst~me T, comme l'effet 
d'aceumulation du potassium (9), pourraient ne 
pas ~tre 6trang~res tt la plus grande valeur de 
S/V tt ce niveau. 

S U M M A R Y  

A morphometric study of the transverse tubular  
system was performed on rat  ventricular myo- 
cardial fibers. The T system and its ramifications 
were pointed out by means of a lanthanum com- 
pound used as an extracellular marker, and of a 
phosphotungstic acid staining of the glycopro- 
teinaceous material enclosed in the tubules. The 
volumetric density of the tubules per unit cell 
volume (Vvt) was estimated to be 1 °/o. The tubular  
membrane density expressed per unit cell volume 
(Svt) was found to be about 2500 cm2/cm *. The 
ratio of the tubular membrane area to the tubule 
volume was calculated (SFVt = 250,000 cm2/cm 8) 
and compared to the known values for other kinds 
of muscular fibers. The measurement safety is 
discussed considering the systematic errors at- 
tributable to the cytological methods and section- 
ing planes. I t  is concluded that topographical 
parameters could partly explain some electro- 
physiological properties of the T system. 
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