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Etude ultrastructurale des histiocytes bleu marine
dans une lipidose splénique idiopathique
avec surcharge en céroides
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Ultrastructural Study of Blue Histiocytes in a Case
of Idiopathic Lipidosis of the Spleen with Ceroid Overload

Summary. An ultrastructural study was performed in a patient with spleen lipidosis with
ceroid overload. The different inclusions observed in histiocytes of the pulp rods are described.
According to the lesions observed three types of histiocytes are differentiated with sequential
evolution starting with phagocytosis of blood cells and ending with overload of ceroids. The
latter is characterized by true myeline figures related to the granules observed optically in the
blue histiocytes.

This case without particular etiology belongs to the blue histiocytes syndrome described
by Silverstein. The different diseases in which such histiocytes are observed are reported. The
physiopathological meaning of this histiocytosis is discussed.

Résumé. Un cas de lipidose splénique avec accumulation de céroides est étudié en micro-
scopie électronique. Les différentes inclusions des histiocytes des cordons pulpaires sont
décrites. Leur groupement réalise trois types d’histiocytes macrophages réalisant une séquence
commencgant par la phagocytose de cellules sanguines et aboutissant & une surcharge en
céroides. Cette derniére est faite d’inclusions constituées de figures myéliniques vraies corres-
pondant aux grains visibles en microscopie optique des histiocytes bleu marine. Ce cas, sans
étiologie particuliére, entre dans le cadre du syndrome des histiocytes bleu marine de Silver-
stein. Les différentes affections au cours desquelles existent de tels histiocytes sont rapportées.
La signification physiopathologique de cette histiocytose est discutée.

La description de macrophages contenant de volumineux granules d’'un bleu
intense aprés coloration par les solutions de May-Grinwald-Giemsa peut é&tre
trouvée dans le traité de Moeschlin (1951) sur la ponction splénique. De telles
cellules ont été reconnues parfois dans des maladies fort différentes. Mais en 1970,
Silverstein et al. réunissant sous le terme «sea blue histiocyte syndrome» un cer-
tain nombre de malades présentant une symptomatologie évocatrice d’une affec-
tion de surcharge et possédant des histiocytes & grains bleu marine dans la rate
et/ou la moélle osseuse, sans qu’aucune étiologie ne soit reconnue. Les études
ultrastructurales de ces cellules sont fort rares. Nous avons eu l'occasion de pra-
tiquer une telle étude chez un malade présentant une lipidose splénique avec
accumulation de céroides prouvée par les études histochimiques.

Constatations cliniques, biologigunes et histochimiques
Elles ont fait I'objet d’une publication détaillée (Diebold ef al., 1972), bri¢vement résumée
ici.

* Travail du Service Central d’Anatomie Pathologique (Pr. Ag. J. Diebold) et du Laboratoire
de Microscopie Electronique de 'U.E.R. des Cordeliers
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Une splénomégalie est découverte lors d’un examen clinique systématique chez un homme
de 31 ans, sans antécédents particuliers. Une neutropénie avec thrombopénie est alors décou-
verte, représentant la seule modification hématologique. La moélle osseuse est en effet normale.
Une splénectomie est effectuée devant I"augmentation progressive de cette rate. Les explora-
tions biologiques ultérieures montrent une élimination élevée des mucopolysaccharides urinaires
(15,3 mg®/,) alors que les lipides sanguins et le lipidogramme sont normaux'. L’examen histo-
logique de la rate découvre la surcharge lipidique.

Dans cette grosse rate de 620 g, macroscopiquement normale, les cordons pulpaires sont
infiltrés de nombreux macrophages. Certains contiennent des vésicules clairs, d’autres sont
occupés par de multiples grains bleu marine aprés coloration par le May-Grinwald-Giemsa,
enfin un troisiéme type contient, & la fois, des granules et des vésicules.

L’étude histochimique montre que ces grains sont faits d’un lipopigment, de coloration
brunitre, autofluorescent, insoluble dans les solvants organiques et acido-alcoolo-résistant.
Le caractére polyinsaturé de ces lipides est démontré par la réaction 4 ’acide performique
Schiff. Ces différents caractéres sont habituellement considérés comme trés évocateurs des
céroides.

Techniques d’étude ultrastructurale

C’est & partir de fragments congelés dés la splénectomie que sont effectués les prélévements
pour I’étude ultrastructurale. Ils sont fixés dans du glutaraldéhyde & 6,5% pendant 1 heure
puis post-fixés au tétroxyde d’osmium durant une heure, déshydratés et inclus dans la résine
epoxy (Epon 8/12) selon la méthode de Luft. Les coupes ont été effectuées sur un ultramicro-
tome Porter-Blum avec couteau de verre et examinées au microscope électronique Siemens
Elmiskop 1 aprés coloration par 'acétate d*uranyle & pH 5 pendant 20 minutes et par le citrate
de Plomb selon Reynolds pendant 10 minutes.

Résultats
1. Les macrophages des cordons

Parmi la population cellulaire des cordons de la pulpe rouge splénique, s’obser-
vent de trés nombreuses cellules de grande taille (40 & 60 microns), riches en
organelles cytoplasmiques et inclusions d’aspect varié. Ces derniéres leur donnent
un aspect original. Ces cellules ont toutes un noyau semblable. D’assez grande
taille, nucléolé, il présente une membrane trés sinueuse avec une hétérochromatine
marginale et a les caractéres d’un noyau d’histiocyte. Le cytoplasme de ces cellu-
les présente sonvent un aspect filamenteux marqué. Les inclusions trés polymor-
phes peuvent étre groupées en deux catégories:

a) Inclusions lamellaires. 11 s’agit d’inclusions arrondies, trés osmiophiles,
dont le diamétre varie entre 0,5 et 1,5 micron (Fig. 1). Chaque inclusion est con-
stituée de plusieurs granules disposés les uns contre les autres et cernés par deux
4 quatre enroulements de membranes paralléles. Ces granules sont eu-mémes faits
d’enroulements de membranes strictement paralléles, ayant ainsi les caractéres de
figures myélinique vraies (Fig. 2). La périodicité est assez constamment de 60
Angstroms. Cette disposition réalise 'aspect qualifié d’empreintes digitales.

On observe également des enroulements de membranes beaucoup moins ré-
guliers, disposés de telle facon qu’aucune périodicité ne peut étre retrouvée, ré-
alisant de fausses figures myéliniques (Fig. 3). Les zones situées entre les membra-
nes sont transparentes aux électrons ou ocoupées par un matériel faiblement osmio-
phile de nature lipidique. Ces inclusions sont souvent cernées par une membrane
unitaire et ont ainsi un caractére de lysosome secondaire.

Un troisiéme type d’enroulement membranaire réalise des aspects proches du
précédent mais est constitué de membranes plus fines et est situé dans le hyalo-
plasme sans limites nettes (Fig. 4).

1 Ttude des lipides sanguins et du lipidogramme effectuée par le Pr. Ag. Guy-Grand.
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Fig. 1. Inclusions faites de plusieurs granules juxtaposés. En haut & gauche, fausse figure
myélinique. G = 30000 X

Fig. 2. Enroulements membranaires réalisant une «empreinte digitale» avec une périodicité
de 60 Angstroms. G =400000 x
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Fig. 3. Nombreuses fausses figures myéliniques avec aspect vacuolaire clair ou légérement
osmiophile. G=13000 X

Fig. 4. Enroulements membranaires présentant un aspect feuilleté sans périodicité réguliére.
G =26000 X
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Fig. 5. Phagosome complexe fait de vésicules plus ou moins osmiophiles et cerné de membranes.

G =36000 x

Ces derniers aspects sont diversement associés 8 de multiples vésicules clairs
ou osmiophiles réalisant des phagosomes complexes (Fig. 5). On note enfin la
présence de quelques empilements de membranes au niveau de la membrane nu-
cléaire ou cytoplasmique de ces histiocytes.

b) Cellules sanguines phagocytées. Certains histiocytes, en effet, contiennent
des cellules sanguines phagocytées & des étapes variables de digestion. Ces cellules
de différents types sont ainsi plus ou moins identifiables. On reconnait souvent &
leur périphérie une membrane unitaire limitant ainsi un phagosome.

La plupart des cellules sont des hématies aisément reconnaissables lorsqu’elles
viennent d’étre phagocytées car elles conservent leur morphologie. Leur cytoplasme
prend I'aspect finement granuleux plus ou moins osmiophile aprés lyse de la mem-
brane cellulaire. A un stade de dégradation plus avancé, les hématies sont réduites
& des mottes osmiophiles cernées de structures membranaires irréguliéres prenant
un aspect feuilleté (Fig. 6).

Des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles peuvent aussi étre phagocytés.
Leurs noyaux présentent une chromatine répartie en mottes (Fig. 7). Leurs lyso-
somes et en particulier les granulations cristallines des polynucléaires éosinophiles
facilitent leur reconnaissance. Enfin, des plaquettes phagocytées sont également
rencontrées (Fig. 8).

Fréquemment des débris cellulaires dont P'origine est difficile & préciser sont
meélés a des amas de membranes irréguliérement disposés, réalisant des phago-
somes complexes déja cités plus haut.

25 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Vol. 360
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Fig. 6. Hématies phagocytées en cours de digestion entourées de membranes irréguliéres.
G =25000 x

¢) Ces modifications cytoplasmicques s’associent de fagon variable, permettant
ainsi d’individualiser trois types de cellules.

Un premier type représente la plus grande partie des macrophages des cordons
de Billroth. Ces cellules contiennent des phagosomes, divers types de cellules
phagocytes et des amas de fausses figures myéliniques plus ou moins enroulées.
Un deuxiéme type comprend des histiocytes dont le cytoplasme est occupé par
des images plus avancées de phagocytose, des fausses figures myéliniques et de
trés rares figures myeéliniques vraies. Le troisiéme type enfin est fait d’histiocytes
moins nombreux, dont le cytoplasme est entiérement occupé par des figures
myéliniques vraies (Fig. 9) dont le groupement réalise les grains mis en évidence
en microscopie optique par le May-Griinwald- Giemsa. Ces cellules sont des histio-
cytes «bleu marines. Il existe rarement entre ces grains quelques enroulements
membranaires moins réguliers réalisant des faits de passage.

2. Situation des histiocytes macrophages dans la pulpe rouge splénique

Ces histiocytes macrophages occupent la plus grande partie des cordons pul-
paires. Ils y sont souvent groupés au voisinage des artéres pénicillées et de leurs
capillaires terminaux. Entre eux on observe de rares histiocytes sans activité
macrophagique visible ainsi que des hématies, quelques lymphocytes, plaguettes
et polynucléaires.

Dans la lumiére des sinus, on observe aucun histiocyte macrophage. Les cellules
endothéliales qui les bordent sont de morphologie normale, sans aucune surcharge
ni témoin d’activité macrophagique.
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Fig. 7 Fig. 8
Fig. 7. Polynucléaire neutrophile phagocyté. G = 25000 X
Fig. 8. Plaquette phagocytée & c6té d’une fausse figure myélinique. G = 25000 x

Fig. 9. Histiocyte & grains correspondant aux histiocytes bleu marine en microscopie optique.
G =4000 x

25%
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Diseussion

L’étude ultrastructurale de ce cas permet de constater une séquence liant la
phagocytose de cellules sanguines par des histiocytes macrophages spléniques et
leur digestion & I'apparition d’une surcharge en céroides. Les étapes successives de
la dégradation des cellules sanguines phagocytées montrent bien qu’elle aboutit &
Papparition de fausses figures myéliniques d’abord puis de figures myéliniques
vraies. Celles-ci représentent 'aspect élémentaire des grains constituant le surcharge
en céroide.

Les nombreuses études histochimiques (Pappenheimer, 1946; Pearse, 1960;
Hartroft, 1965; Porta, 1969) consacrées & ces lipopigments particuliers que sont
les céroides ont montré qu’ils étaient surtout constitués d’acides gras poly-insaturés.
Ce caractére lié & une oxydation plus ou moin importante des acides gras les
rapprochent des lipofuseines. Pearse (1960) soutient une théorie uniciste suivant
laquelle les céroides se transformeraient en lipofuscines au fur et & mesure qu’aug-
mente 1'oxydation des acides gras qui les constituent.

Selon diverses publications, les aspects ultrastructuraux correspondant a la
définition histochimique des céroides sont trés variables. Certains (Hartroft, 1965;
Porta, 1969) les déerivent comme des mottes complexes plus ou moins osmiophiles
et multivésiculaires ressemblant & ce que d’autres ont déerit comme lipofuscines.
Dans d’autres travaux (Howes et al., 1964 ; Samorajski ef al., 1965; Biava, 1956;
Gyorky ef al., 1967; Ferrans ef al., 1971 ; Rywlin ef al., 1971), ce sont des enroule-
ments de membranes qui sont décrits comme caractéristiques des céroides. Ces
enroulements présentent une morphologie d’empreintes digitales comparables aux
structures que nous avons nous-méme observées. Cette variabilité dans les aspects
ultrastructuraux rend compte peut étre de la filiation possible (Pearse, 1960) entre
lipofuscines et céroides.

Cette surcharge en céroides réalisant des histiocytes bleu marine est observée
dans des affections fort différentes. Il s’agit de maladies avec hyperdestruction
cellulaire, au cours de certains leucémies myéloides chroniques (Sundberg ef al.,
1964 ; Kattlove et al., 1969; Lee, 1971 ; Dosik ef al., 1972), de thrombocytopénies
isolées ou faisant partie d’un purpura thrombopénique idiopathique (Landing et al.,
1961; Saltztein, 1961; Hill ef al., 1963; Dollberg ef al., 1965; Quinton, 1967;
Couderec et al., 1969; Cazal ef al., 1971; Quattrin et al., 1972). Cette surcharge est
parfois rapportée au cours d’affections caractérisées par la perturbation des lipides
sériques. Il s’agit d’hyperlipoprotéinémie (Roberts ef al., 1970), de type 1 (Ferrans
et al., 1971) ou 5 (Rywlin et al., 1971), de dyslipidoses (Terry et al., 1954 ; Kristen-
son, 1966 ; Lowden et al., 1970), d’albinisme avec cholestérol sérique bas (Maranoff
et al., 1972) ou de déficiences en cholestérol acyltransférase (Jacobsen ef al., 1972).
Enfin, des observations ont été rapportées au cours d’une granulomatose chronique
(Ford et al., 1962 ; Bartman ef al., 1967), a 'occasion d’une rupture de rate (Wink-
ler et al., 1969), chez des enfants d’une méme fratrie (Jones et al., 1970; Lake et al.,
1970).

A coté de ces différentes affections, il existe un certain nombre de cas dans
lesquels n’apparait aucune cause & 'existence d’une telle surcharge. Silverstein
et al. (1970, 1972) en ont réuni un certain nombre sous le nom de syndrome des
histiocytes bleu marine. Ces malades ont en particulier une modification présente
dans notre cas. Ils ont une élimination urinaire augmentée des muco-polysaccha-
rides.
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La place nosologique de ce syndrome des histiocytes blen marine n’apparait
pas encore clairement ni méme sa signification physiopathologique. Deux hypo-
théses peuvent étre faites.

Il pourrait s’agir d’une phagocytose excessive de cellules sanguines par les
macrophages professionnels. Cette activité exagérée dépassant leur possibilité de
dégradation. Ainsi s’expliquerait I’accumulation de certains produits de dégrada-
tion incomplétement métabolisés aboutissant aux aspects morphologiques décrits.
Cette phagocytose excessive pourrait représenter soit la phagocytose de cellules
sanguines reconnues comme anormales par les histiocytes, soit la phagocytose de
cellules normales secondaire & une hyperplasie histiocytaire cryptogénétique.

Dans une deuxiéme hypotheése, il s’agirait d’histiocytes présentant une phago-
cytose normale mais une digestion anormale. Cette derniére pourrait étre lide a un
déficit enzymatique ne permettant pas une dégradation compléte des substances
phagocytées. Le syndrome des histiocytes bleu marine correspondrait alors a la
définition des maladies Iysosomiales.
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