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Ul t ras t rue tura l  S tudy  of Blue Histioeytes in a Case 
of Idiopathic  Lipidosis of the Spleen with Ceroid Overload 

Summary. An ultrastructurM study was performed in a patient with spleen lipidosis with 
eeroid 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. 

Rgsumg. Un cas de lipidose spl6nique avec accumulation de c6ro~'des est 6tudi6 en micro- 
scopie 41ectronique. Les diff6rentes inclusions des histiocytes des cordons pulpaires sont 
d6crites. Leur groupement r6alise trois types d'histiocytes macrophages rgalisant une s6quence 
commen~ant par la phagocytose de cellules sanguines et aboutissant £ une surcharge en 
c6ro~'des. Cette dernigre est faite d'inelusions constitu6es de figures my61iniques vraies corres- 
pondant aux grains visibles en microseopie optique des histiocytes bleu marine. Ce cas, sans 
6tiologie particuligre, entre dans le cadre du syndrome des histiocytes bleu marine de Silver- 
stein. Les diff6rentes affections au eours desquelles existent de tels histiocytes sont rapport6es. 
La signification physiopathologique de cette histiocytose est discut6e. 

La description de macrophages con tenan t  de vo lumincux  granules d ' u n  bleu 
intense aprbs coloration par  les solutions de May-Gri inwald-Giemsa peut  gtre 
trouv6e dans le trai t6 de Moeschlin (1951) sur la ponet ion spl6nique. De telles 
cellules ont  6t6 reconnues parfois dans des maladies fort diff6rentes. Mais en 1970, 
Sflverstein et al. r6unissant  sous le terme (~sea blue histioeyte syndrome)) un  cer- 
t a in  hombre de malades pr6sentant  une symptomatologie 6voeatriee d ' nne  affec- 
t ion de surcharge et poss6dant des histioeytes ~ grains bleu marine  dans la rate 
et /ou la moti le  osseuse, sans qu ' aneune  6tiologie ne soit reeonnue. Les 6tudes 
ul t ras t rueturales  de ees eellules sont  fort rares. Nous avons eu l 'oceasion de pra- 
t iquer  une telle 6rude ehez un  malade pr6sentant  une lipidose spl6nique avec 
accumula t ion  de c6roides prouv6e par  les 6tudes histochimiques. 

Constatations cliniques, biologiques et histochimiques 

Elles ont fair l'objet d'une publication d6taill6e (Diebold et al., 1972), bribvement r6sum6e 
ici. 

* Travail du Service Central d'Anatomie Pathologique (Pr. Ag. J. Diebold) et du Laboratoire 
de Microscopic Electronique de I'U.E.R. des Cordeliers 
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Uue spl6nom~galie est d6couverte lors d'un examen clinique syst6matique chez un homme 
de 31 ans, sans ant6c6dents particuliers. Une neutrop6nie avec thrombop6nie est alors d6cou- 
verte, repr6sentant la seule modification h6matologique. La mo~lle osseuse est en effet normale. 
Une spl6nectomie est effectu6e devant l'augmentation progressive de cette rate. Les explora- 
tions biologiques ult6rieures montrent une 6limination 6lev6e des mucopolysaccharides urinaires 
(15,3 mg°/00) alors que les lipides sanguins et le lipidogramme sent normaux 1. L'examen histo- 
logique de la rate d6couvre la surcharge lipidique. 

Dans cette grossc rate de 620 g, macroscopiquement normale, les cordons pulpaires sent 
infiltr6s de nombreux macrophages. Certains eontiennent des v6sicules clairs, d'autres sent 
oecup6s par de multiples grains bleu marine apr~s coloration par le May-Griinwald-Giemsa, 
enfin un troisi~me type contient, & la lois, des granules et des v6sicules. 

L'6tude histochimique montre que ces grains sent faits d'un lipopigment, de coloration 
brungtre, autoflaorescent, insoluble dans les solvants organiques et acido-alcoolo-r6sistant. 
Le caraet6re polyinsatur6 de ces lipides est d6montr6 par la r6action £ l'acidc performique 
Schiff. Ces diff6rents caract~res sent habituellement consid6r6s comme tr6s 6vocateurs des 
c6roi'des. 

Techniques d' dtude ultrastructurale 
C'est £ partir de fragments congel6s d~s la spl6nectomie que sent effectu~s les pr6l~vements 

pour l'6tude ultrastructurale, lls sent fixes dans dn glutarald~hyde £ 6,5% pendant 1 heure 
puis post-fix6s au t6troxyde d'osmium durant une heure, d6shydrat6s et inclus dans la r6sine 
epoxy (Epon 8/12) selon la m6thode de Luft. Les coupes ont 6t6 effectu6es surun ultramicro- 
tome Porter-Blum avec couteau de verre et examin6es an microscope 61ectronique Siemens 
Elmiskop 1 apr~s coloration par l'ac6tate d'uranyle ~ pH 5 pendant 20 minutes et par ]e citrate 
de Plomb selon Reynolds pendant 10 minutes. 

R~sultats 

1. Les macrophages des cordons 

P a r m i  la popu la t ion  cellnlaire des cordons de la pulpe  rouge spl6niquc, s 'obser-  
ven t  de tr~s nombreuses  cellules de grande  fail le (40 ~ 60 microns),  r iches en 
organelles  cy top lasmiques  et  inclusions d ' a spec t  vari6. Ces derni~res leur donnen t  
un aspec t  original.  Ces cellules ont  routes  un noyau  semblable.  D'assez grande  
tai l le,  nucl~ol~, il  pr~sente une m e m b r a n e  tr~s sinueuse avec une h6t6rochromatine 
margina le  et  a les caract~res d ' u n  n o y a u  d 'h is t iocytc .  Le ey top lasme  de ces cellu- 
les pr4sente  souvent  un  aspect  f i l amenteux  marqu6.  Les inclusions tr&s po lymor -  
phes  peuven t  6tre group6es en deux eat4gories : 

a) Inclusions lamellaires. I1 s ' ag i t  d ' inelusions  arrondies ,  tr6s osmiophiles,  
d e n t  le d iam~tre  var ie  entre  0,5 et  1,5 micron  (Fig. 1). Chaque inclusion est con- 
s t i tu4e de plusieurs  granules  dispos4s les uns cent re  les au t res  et  cern6s pa r  deux 
£ qua t re  enroulements  de membranes  parall~les. Ces granules  sen t  eu-m6mes fairs  
d ' en rou lements  de membranes  s t r i c t ement  parall~les,  a y a n t  ainsi  les caraet6res de 
figures my41inique vraies  (Fig. 2). La  p4riodicit4 est  assez c o n s t a m m e n t  de 60 
Angs t roms.  Cette d isposi t ion r4alise l ' a spec t  qualifi6 d ' empre in tes  digitales.  

On observe 4galement  des enroulements  de membranes  beaucoup moins r~- 
guliers,  disposSs de telle fagon qu ' aueune  p6riodicit6 ne peu t  ~tre retrouv~e,  r4- 
a l i san t  de fausses figures my61iniques (Fig. 3). Les zones situ4es entre  les me mbra -  
nes sen t  t r anspa ren te s  aux  ~lectrons ou occup4es pa r  un mater ie l  fa ib lement  osmio- 
phile de na tu r e  l ipidique.  Ces inclusions sen t  souvent  cernSes p a r  une m e m b r a n e  
uni ta i re  et  out  ainsi  un earaet~re de lysosome secondaire.  

Un  troisi~me type  d ' en rou lemen t  membrana i r e  r4alise des aspects  proches d u  
pr6c4dent  mais  est  consti tu6 de membranes  plus fines e t e s t  situ6 dans  le hyalo-  
p lasme sans l imites  ne t tes  (Fig. 4). 

1 ]~tudc des lipides sanguins et du lipidogramme ef/eetu4e par le Pr. Ag. Guy-Grand. 
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Fig. 1. Inclusions faites de plusieurs granules juxtapos@s. En haut & gauche, fausse figure 
my@linique. G = 30000 × 

Fig, 2. Enroulements membranaires r6alisant une <~empreinte digitale~> avec une p6riodicit6 
de 60 AngstrSms. G = 400000 × 
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:Fig. 3. •ombreuses  fausses figures my@liniques avec aspec t  vacuolaire clair ou l@g~rement 
osmiophile.  G ~ 13000 × 

Fig. 4. Enrou lemen t s  membran~ires  p r6sen tan t  un  aspect  feuillet6 sans p6riodieit6 r@guli~re. 
G = 26 000 × 
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Fig. 5. Phagosome complexe fair de vgsieules plus ou moins osmiophiles eL tern6 de membranes. 
G = 36 000 × 

Ces derniers aspects sent diversement associ6s £ de multiples v6sieules elairs 
ou osmiophiles rgalisant des phagosomes complexes (Fig. 5). On note enfin la 
presence de quelques empilements de membranes au niveau de la membrane nu- 
cl6aire ou cytoplasmique de ees histiocytes. 

b) Cellules sanguines phagocytdes. Certains histioeytes, en effet, contiennent 
des eellules sanguines phagoeyt6es g des 5tapes variables de digestion. Ces cellnles 
de diff@ents types sent ainsi plus ou moins identifiables. On reconnait souvent 
leur p@iph@ie une membrane unitaire l imitant ainsi un phagosome. 

La plupart  des eellules sent des h6maties ais6ment reeonnaissables lorsqu'elles 
viennent d'etre phagoeyt6es car elles eonservent leur morphologie. Leur eytoplasme 
prend l 'aspect Iinement granuleux plus ou moins osmiophile apr~s lyse de la mem- 
brane cellulaire. A n n  stade de d~gradation plus avane6, les h6maties sent r~dnites 

des metres osmiophiles eern6es de structures membranaires irr6gnli@es prenant  
un aspect teuillet6 (Fig. 6). 

Des polynuel6aires neutrophiles et 6osinophiles peuvent  aussi gtre phagocyt6s. 
Leurs noyaux pr6sentent une ehromatine r@artie en metres (Fig. 7). Leurs lyso- 
somes et en partieulier les granulations eristallines des polynuelgaires 6osinophiles 
faeilitent lenr reconnaissance. Enfin, des plaquettes phagoeyt6es sent 6galement 
rencontrBes (Fig. 8). 

Fr6quemment des d~bris cellulaires dent  l'origine est diffieile £ prSeiser sent 
m~16s ~ des amas de membranes irr6guli~rement dispos6s, r6alisant des phago- 
somes complexes d6j~ eit6s plus haut. 

25 Virchows Arch. Abt. A Path.  Anat.,  Vol. 360 
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Fig. 6. H6maties phagoeyt~es en cours de digestion entour@es de membranes irr@guligres. 
G = 25000 × 

c) Ces modifications cytoplasmiques s'associent de fagon variable, permet tant  
ainsi d'individualiser trois types de cellules. 

Un premier type repr@sente la plus grande partie des maerophages des cordons 
de Billroth. Ces cellules contiennent des phagosomes, divers types de cellules 
phagocytes et des amas de fausses figures mySliniques plus ou moins enroul6es. 
Un deuxi4me type comprend des histiocytes dont le eytoplasme est occup6 par 
des images plus avane6es de phagoeytose, des fausses figures my61iniques et de 
tr~s rares figures my@liniques vraies. Le troisi@me type enfin est f a r  d'histioeytes 
moins nombreux, dont le eytoplasme est entigrement oeeup6 par des figures 
my61iniques vraies (Fig. 9) dont le groupement r6alise les grains mis en 6videnee 
en microscopie optique par le May-Grfinwald-Giemsa. Ces eellules sont des histio- 
eytes ((bleu marine~). I1 existe rarement  entre ees grains quelques enroulements 
membranaires moins r6guliers r@alisant des fairs de passage. 

2. Situation des histiocytes macrophages dans la pulpe rouge spldnique 

Ces histioeytes macrophages occupent la plus grande partie des cordons pul- 
paires. Ils y sont souvent group@s au voisinage des art~res p6nicill@es et de leurs 
capillaires terminaux. Entre eux on observe de rares histiocytes sans activit6 
macrophagique visible ainsi que des h6muties, quelques lymphocytes, plaquettes 
et polynucl6aires. 

Darts la lumi~re des sinus, on observe aucun histiocyte macrophage. Les eellules 
endoth@liales qui les bordent sont de morphologie normale, sans aucune surcharge 
ni t6moin d'activit6 macrophagique. 
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Fig. 7 Fig. 8 

Fig. 7. Polynucl~aire neutrophile phagocyte. G = 25000 X 

Fig. 8. Plaquet te  phagocyt~e ~ e6t~ d 'une fausse figure my~linique. G ~ 25000 × 

Fig. 9. Histiocyte £ grains correspondant ~ux histiocytes bleu marine en microscopie optique. 
G = 4 0 0 0  x 

25* 
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Discussion 

L'6tude ultrastructurale de ce cas permet  de constater une s~quence liant la 
phagocytose de cellules sanguines par  des histiocytes macrophages spl~niques et 
leur digestion ~ l 'apparit ion d'une surcharge en c6roides. Les 6tapes successives de 
la d6gradation des cellules sanguines phagocyt6es montrent  bien qu'elle aboutit  
l 'apparit ion de fausses figures my61iniques d 'abord puis de figures my~liniques 
vraies. Celles-ci repr6sentent l 'aspeet ~l~mentaire des grains constituant le surcharge 
en cgroide. 

Les nombreuses 4tudes histochimiques (Pappenheimer, 1946; Pearse, 1960; 
Hartroft ,  1965; Porta, 1969) eonsacr~es ~ ces lipopigments particuliers que sont 
les c~roides ont montr6 qu'ils 6talent surtout constitu6s d'acides gras poly-insatnr~s. 
Ce caract~re lig b une oxydation plus on moin importante  des aeides gras les 
rapprochent des lipofuscines. Pearse (1960) soutient une th4orie uniciste snivant 
laquelle les c~ro~'des se transformeraient en lipofuscines au fur et A mesure qu'aug- 
mente l 'oxydation des acides gras qui les constituent. 

Selon diverses publications, les aspects ultrastructuraux correspondant ~ la 
d~finition histochimiqne des c6roides sont tr~s variables. Certains (tIartroft,  1965; 
t)orta, 1969) les d6crivent comme des mottes complexes plus ou moins osmiophiles 
et multiv6siculaires ressemblant g c e  que d'autres ont d6crit comme lipofuscines. 
Dans d 'autres t ravaux (Itowes et al., 1964; Samorajski et al., 1965; Biava, 1956; 
Gyorky et al., 1967; Ferrans et al., 1971; l~ywlin et al., 1971), ce sont des enroule- 
ments de membranes qui sont d6erits comme caractgristiques des c6ro~des. Ces 
enroulements pr~sentent une morphologie d'empreintes digitales comparables aux 
structures que nous avons nous-mgme observ6es. Cette variabilitg dans les aspects 
ul trastrueturaux rend eompte peut  4tre de la filiation possible (Pearse, 1960) entre 
lipofuscines e~ c6roXdes. 

Cette surcharge en c~roides r~alisant des histiocytes bleu marine est observ6e 
dans des affections fort diff6rentes. I1 s'agit de maladies avec hyperdestruetion 
cellulaire, au cours de certains leuc6mies my61o~'des chroniques (Sundberg et al., 
1964; Kat t love et al., 1969; Lee, 1971; Dosik et al., 1972), de thrombocytop~nies 
isol6es ou faisant partie d 'un purpura thrombop6nique idiopathique (Landing et al., 
1961; Saltztein, 1961; Hill et al., 1963; Dollberg et al., 1965; Quinton, 1967; 
Couderc et al., 1969; Cazal et al., 1971 ; Quattrin et al., 1972). Cette surcharge est 
parfois rapport~e au cours d'affections caract~ris6es par la perturbation des lipides 
s~riques. II s'agit d'hyperlipoprot6in6mie (Roberts et al., 1970), de type 1 (Ferrans 
et al., 1971) ou 5 (l~ywlin et al., 1971), de dyslipidoses (Terry et al., 1954; Kristen- 
son, 1966 ; Lowden et al., 1970), d'albinisme avec cholest6rol s6rique bas (Maranoff 
et al., 1972) ou de d~ficiences en cholesterol aeyltransf6rase (Jacobsen et a~., 1972). 
Enfin, des observations ont ~t~ rapport~es au eours d'une granulomatose ehronique 
(Ford et al., 1962; Bartman et al., 1967), ~ l'oecasion d'une rupture de rate (Wink- 
ler et al., 1969), ehez des enfants d'une mgme fratrie (Jones et al., 1970 ; Lake et al., 

1970). 
A eSt~ de ees diff~rentes affections, il existe un certain nombre de eas dans 

lesquels n 'appara i t  aueune cause ~ l'existence d'une telle surcharge. Silverstein 
et al. (1970, 1972) en ont r~uni nn certain nombre sous le nom de syndrome des 
histioeytes bleu marine. Ces malades ont en partieulier une modification pr6sente 
dans notre cas. Ils ont une 61imination urinaire augment~e des muco-polysaecha- 
rides. 
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La place nosologiqne de ce syndrome  des h is t iocytes  bleu mar ine  n ' a p p a r a i t  
pas  encore c la i rement  ni m@me sa signif icat ion phys iopathologique .  Deux  hypo-  
theses peuven t  6tre faites.  

I1 pour ra i t  s 'agi r  d 'une  phagocytose  excessive de eellules sanguines  pa r  les 
macrophages  professionnels.  Cette aetivit@ exagSr6e d @ a s s a n t  leur possibilit@ de 
d6gradat ion .  Ainsi  s ' exp l iquera i t  l ' aceumula t ion  de eer tains  p rodui t s  de d@grada- 
t ion incompl&tement  mgtabolis6s abou t i s san t  aux  aspects  morphologiques  d6crits. 
Cet te  phagocy tose  excessive pour ra i t  repr@senter soit  la phagoeytose  de cellules 
sanguines  reeonnues comme anormales  pa r  les his t iocytes ,  soit  la phagoeytose  de 
eellules normales  secondaire £ une hyperplas ie  h is t iocyta i re  eryptog@n@tique. 

Dans  une deuxigme hypothgse ,  il s ' ag i ra i t  d 'h i s t iocytes  pr~sentant  une phago- 
cytose normale  mais  une digest ion anormale .  Cette derni~re pour ra i t  6tre li@e & un 
d6ficit  enzymat ique  ne p e r m e t t a n t  pas  une d6grada t ion  eompl@te des substances  
phagoeyt6es .  Le syndrome  des his t iocytes  bleu mar ine  cor respondra i t  alors £ la 
d6finit ion des maladies  lysosomiales.  
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