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Dans des travaux ant6rieurs 1, 2 en collaboration avec M. BURSTEIN, nous avons 
signal6, que le protoplasma des thrombocytes 6talOs se pl~tait tr6s bien ~ l'6tude au mi- 
croscope 61ectronique, 6tant donn6e sa tr6s faible 6paisseur, et nous avons pu d6crire une 
structure fib1 illaire (tui rappelait celle observ6e par A. CLAUDE et ses collaborateurs dans 
le cytoplasme des macrophages. Mais nous avons en outre, sur des pr6parations particu- 
li6rement r6ussies, pr6cis4 la morphologie de ces fibres, constitu6es par une succession 
de sph4rules, et leur disposition tant6t radi6e, tant6t circulaire. 

La m4thode dire de 'Tombrage" appliqu4e 5 ces pr@arations nous a permis de 
confirmer ces fairs et d'obtenir des images tr6s nettes, avec un tr6s bon effet de relief 3. 
Dans cette note, nous nous proposons de d6crire d'une mani4re plus compl4te nos 
premiers r4sultats, d'indiquer les modifications observ4es en faisant varier les techniques 
de pr4paration, et de discuter bri6vement la signification des images ohtenues. 

I. TECHNIQUE DES PREPARATIONS 

La technique g~n6rale de pr6paration a d@t 6t6 d6crite dans un travail ant6rieur 1, 3, 
les seules modifications apport4es viennent de la fixation et de l'ombrage. 

Fixation 

Nous avons 6tudi6 l'action de divers fixateurs et de divers modes de fixation. 
O/ L'alcool absolu, l'alcool-6ther, le formol pur et ~ 0.8/o, le formol-alcool, l'acide osmique 

en solution et en vapeurs, les sels de cuivre (selon FAURI~-FREMIET 4) ont 4t6 essay6s. 
Nous avons fait agir ces diff6rents fixateurs, soit en trempant directement la lame, apr6s 
lavage dans le s6rum physiologique, dans la solution du fixateur, soit en ne l 'y trempant 
qu'apr~s dessication. Les r6sultats de ces diverses fixations sont indiqu6s plus loin. 

Ombrage 

L'ombrage a 4t4 fair directement sur le frottis, avec de For; l'angle d'ombrage 
variait de 15 ° ~ 20 °. D'apr6s la quantit6 de m6tal utilis6 (I mg) et la distance du creuset 

l'objet (60 mm environ), on peut consid6rer que la couche d'or ne d6passe pas 50 A 
d'6paisseur. 

]HhliograDhie p. 3fi o. 
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II, R1~SULTATS DE L'OBSERVATION 

Nous ne parlerons pas ici des formes circulantes et dendritiques des thrombocytes, 
pour lesquelles l 'ombrage n 'apporte  que des images plus agrbables "t regarder, sans aucun 
ddtail nouveau (du moins avec nos techniques actuelles) ; cette ~,tude se bornera k la des- 
cription du hyalom6re dtal6 sur le verre, "t la manibre du hyaloplasme de beaucoup de 
macrophages. 

Nous rappellerons bri6vement la description des images obtenues antdrieurement : 
les thrombocytes 6talds se pr6sentent comme des plages arrondies ou ovalaires, compre- 
nant une zone centrale tr~s dense, arrondie 6galement, dans laquelle sont groupas les 
grains du chromomble. Le hyalom6re, qui entoure cette zone, pr6sente une structure fibril- 
laire, comprenant des fibres radifes et, plus rarement, circulaires. Le pourtour de ces 
cellules est net tement plus dense que le reste dn hyalom6re. Sur quelques prfparations 
particuli6rement r6ussies, certaines fibres, apparaissent, formfes par une succession de 
petites sph6rules d'une taille de l 'ordre de o.i microns, s@ar6es les unes des autres par 
un mince pont de substance. 

Fig. I. Ieorme 6taIde de th rombocyte  
mon t r an t  los granules du chromoln~re 
rassembl6s au centre de la cellule et 
la s t ruc ture  r(~ticulde du hyalom~re. 

Fig. 2. 516me cellule, it un plus fort grossisse- 
merit m o n t r a n t  la s t ruc ture  des fibrilks cyto- 

plasmiques.  

Cependant, les r6sultats diff6rent sensiblement d'une pr@aration 5 Fautre et, en 
premi6re approximation on peut les classer en trois grandes catdgmies, bien mises en 
6vidence par l 'ombrage. Les trois ordres d'images obtenues d@endent grossi~'rement de la 
technique de fixation, bien que nous ayons observ6 occasionnellement les trois aspects avec 
tous les fixateuls employds; mais des images semblables sont le plus souvent obtenues 
avec le m6me fixateur, aussi distinguerons-nous ces categories d'apr6sle fixateuremploy& 

~. Fixation g~ l'acide osrnique 

L'aspect obtenu fivoque parfaitement le nora de "hyaloplasme". On constate une 
plage uniforme, semi-transparente, donnant l'impression d'une goutte de gelatine ~talde, 
dans laquelle on ne distingue souvent aucune structure, mais quelquefois on observe 

B~t~liox, raphic p. 35 o. 
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un 16ger relief granuleux et la prdsence d' une ou deux fibres cireulaires ou, plus raiement ,  
de fibres radiales. Le me'me aspect est observd sur des pr@arations s(,chdes rapidement 
sans fixation. 

Fig. ~. Asl)eCi hv .a l indu  c y t o p l a s m c d ' u n t h r o m l ) o ~ t c  6tal6 Iix6 i / ] ' a c i d c o s m i q u e .  

Fig. 4. Aut re  aspecf  de t h r o m b o c y t c  6ta16 fix6 h l 'acide osmique  c t  ombr6.  Dans  ct~tte image,  on voit  
t~arti('tllit',r(,nlcn~- bicn la s f rm: iurc  .~ranulcus(,. 

Bibli,,graphie p. 35 o. 
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2. Fixation au /ormol (?~ z/5o) 

L'aspect obtenu le plus souvent 
est celui d'une nappe de substance 
plus ou moins homogbne, bourrde 
de vacuoles arrondies ou ovalaires 
de toutes tailles, donnant un 
aspect spongieux. On reconnait 
cependant une bordure ldghrement 
plus dense, sans vacuoles. Ces 
images dchappent h toute descrip- 
tion pr4cise, 6tant donndes l 'absence 
de ddtails et la variabilitd de la 
disposition des vacuoles. Elles rap- 
pellent la "structure a lvdolaire" que 
beaucoup d'observateurs pr~tent 

Fig. 5 .Fixat ion  au formol. Aspect de grossi~rc struc- 
ture alv6olaire. 

h la matin're vivante, et particuli6rement la 
structure alvfolaire du cytoplasme et du noyau 
des globules blancs du sang observ6s rdcem- 
ment par REBVCK ET WOODS 4. 

3. Fixation ~ l'alcool abso!u 

Lorsque les cellules sont fix6es k l'alcool 
absolu suivant la technique d6j~ d6crite, on 
observe, apr6s ombrage, des images trhs saisis- 
santes. C'est en effet dans presque toutes les 
pr6parations que l'on voit tr~s nettement les 
fibies compos6es de petites sph6rules, dont 
l 'ombrage permet de prdciser la molphologie. 

I. Les sph&ules semblent paifaitement 
rbguli6res, sauf dans quelques endroits, off 
elles affectent une forme 16ghrement ovoide, 

Fig. 6. Fixat ion au formol. Aspc~ t dc struc- 
tare fibrillairc avec quclquts  alv6oles. 

mais que l'on peut penser due ~ deux 614ments de diff4rent diam~tre situ6s tr6s prbs 

l 'un de l 'autre. 
En consid6rant diverses photographies, on peut admettre que le diam6tre moyen 

de ces sph6rules est de 5 ° ~t 75 milli-microns, c'est-5-dire sup6rieur au diam6tre moyen 
des macro-molfcules (IO milli-microns) et voisin de celui des particules colloidales 

(50 milli-microns). 
2. Les "pouts" reliant les boules entre elles ont une longueur qui varie de 75 milli- 

microns dans des r6gions denses ~ 16o milli-microns dans des chalnes isol6es et 6tir6es. 
I1 semble que leur 6paisseur puisse descendre au 1/3 de celle des sphdrules. 

3. Les ]ibres radiales ont une longueur de l 'ordre d'un demi-diamhtre de la cellule 
6talfe (soit I k 2 microns). 

4. Les fibres arqudes ou circulaires sont constitu6es le plus souvent d'une seule 
chalne de sph6rules, mais eertaines pr6parations montrent  des plaquettes pr6sentant 

]4ib/io;raphie p. 350. 
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des fibres arqu6es ou enti~rement circulaires, concentriques au pourtour de la cellule, 
pouvant  atteindre l'6paisseur de 15o h 200 milli-microns (ce dernier aspect est souvent 
constat6 s m l e s  pr@arations fix6es {~ l'acide osmique.) 

5. Dans les formes de transition des plaquettes, on peut observer des dendrites 
fins, qui semblent pouvoir gtre assimilds h des fibres radiales ps~udopodiques. Ceux-ci 
sont compos6s, suivant les cas, soit de 3 on 4 chalnes isol6es, soit quelquefois d'une seule 
chaine dont les boules et les ponts sont parfaitement visibles. 

6. Dans la plupart des thrombocytes 6tal6s, on distingue une bordure plus dense 
compos6e de 5 ~ IO rangdes concentriques de petites sph6rules tass~es les unes contre 
les autres. On ne distingue pas, sur nos pr@arations, de ponts entre ces sph~rules. 

Enfin, dans quelques pr@arations, et surtout lorsque les plaquettes ont 6t6 fix~es 
longtemps apr6s l',}talement, on volt des sphdrules isoldes au pourtour des cellules et 
souvent tr6s loin d'elles. Ces sph6rules, par/aitement rbguli6res, ont le mfme  diam~tre 
que celles qui sont intra-plaquettaires. La distance minima qui les s@are les unes des 
autres d6passe gbn6ralement 15o milli-microns. I1 est int6ressant de noter qu'aprbs 
destmmtion des plaquettes par la poudre de verre selon la technique de M. BURSTEIN 5, on  

retrouve dans le plasma un tr6s grand nombre de ces sph6rules, qui semblent donc 
avoir dt6 lib6r~es lots de la destruction. 

III .  DISCUSSION 

Nous avons encore bien peu d'dldments pour discuter de la signification des images 
que nous venons de d~crire; il s 'agit tr~s probablement dans tous le s  cas d'art6facts: 
nous voulons dire par 1~ de structures tr~s diff6rentes de celles qui doivent exister dans 
la cellule ~ l '6tat vivant  ; cependant, il semble que parmi tous ces art(}facts, (conditionn~s 
naturellement par la structure r6elle), certains soient plus pI~s de la r6alit6. 

a. Un grand hombre &images montrent des fibres radi6es, d6celant une certaine 
orientation dans la structure du hyalombre. FAURI~-FREMIET 6, travaillant sur des cel- 
lules de plus grandes dimensions (amibocytes, macrophages) et grace h certains artifices 
d'observation (auto-collimation) a pu constater, in vivo, de telles orientations du 
hyaloplasme. I1 a observ6 6galement des sortes de vagues circulaires se propageant vers 
la p~riph~'rie et que la fixation lui permettai t  d'arr~ter in situ. Certaines de nos micro- 
photos montrent  de telles vagues. 

Ces aspects s 'expliquent facilement si l 'on pense que les cellules, pour passer de 
la forme circulante h la forme de repos, subissent une sorte d '&oulement radial dont les 
fibres pr6citdes mat6rialisent les lignes de courant et les lignes d'6mission. 

b. Si la signification des fibres est assez 6vidente, l ' interpr6tation de l 'aspect globu- 
laire recontr6 dans la plupart  des pr@arations est plus incertaine. 

Ces petites spheres pr6existent-elles dans la plaquette in vivo? Sont-elles le r~sultat 
d'une coagulation, les mol6cules prot~iques se rassemblant lors de la fixation de centres 
d 'at tract ion? Que l'on adopte l'une ou l 'autre hypoth~se, il semble bien que chaque 
sph6rule est l'indice de l'existence d 'un grain de mati~re au point correspondant. 

Toutefois, qu'on les obtienne dans un 6talement apr~s action d 'un fixateur quel- 
conque, ou ~ l '6tat isol6 par divers proc6dds de destruction des plaquettes (vieillissement, 
congfilation, agitation avec de la poudre de verre), le diam~tre des sph6rules reste remar- 
quablement constant. Ce serait 1~, peut-~tre, un argument en faveur de l 'hypoth~se de 
leur preexistence. 

Bibliograplde p. 350. 
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Fig. lo. Autre hyaloplasme 6ta16 de thrombocyte .  
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Fig. I i. Sph6r~flcs isolS{,s h(~rs ( h s  throml)ocytc , s .  

lq~. I-'. Si)h6r~de~ i~ol('e:, dan~ it' ]~lasm~ ~i|)r6s dc:truction dc~ thrombocvtc~ pnr ]~l poudrc de \'crrc 
(IcchiIRlU{' {it l';tu~l]~:L'Q. 
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Ii es t  assez  p r o b a b l e  que  ces sph6ru les  c o r r e s p o n d e n t  aux  " m i c r o s o m e s "  de A. 

CLAUDE 7, qui ,  p o u r  ce t  au t eu r ,  son t  l ' un  des  c o n s t i t u a n t s  g 6 n d rau x  de t o u t  p r o t o p l a s m a .  

S igna lons  enf in  la g r a n d e  s imi l i t ude  des r6 su l t a t s  que  noDs a v o n s  o b t e n u s  avec  ceux  

o b t e n u s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  sur  des  ob j e t s  b io log iques  di f fdrents"  FAURi-FREMIET ET 

BESSlS 8, o n t  c o n s t a t 6  la mfime s t r u c t u r e  d a n s  le p r o t o p l a s m a  des a m i b o c y t e s  de t r i t o n  

et  d ' e s c a r g o t :  HAL[ et  ses coUabora t eu r s  9 d a n s  la s t r u c t u r e  du musc le ,  REED ET RU- 

DALL ~° d a n s  celle dc la cu t icu le  du  ver  tie ter re .  

IZI?SI;M1- 

Le protoplasma des thrombocvtes ~tal@ est 6tudi~ avec la technique de l'ombragc. 
Le protoplasma d_:s plaquettes sanguines se pr~sente diffdremment suivant les fixations. Grosso 

modo, on peut distinguer un aspect hyalin du cytoplasme observ6 apr~s fixation ~ l'acide osmique, 
un aspect alv~olaire observ6 surtout apr~s fixation au formol dilu~, et enfin un aspect fibrillaire 
observ~ surtout apr~s fixation ~t l'alcool absolu. (Le probleme de la fixation des objects t>iologiques 
doit doric 8tre reconsid6r6 pour l'6tude au microscope 61ectronique). 

Les images donn6es par la derni~re technique citbe sont d~crites plus en d~tail. On constate : 
a. Que le protoplasma des thrombocytes fital~s est form~ d'un rdseau de fibrillcs s '~tendant 

dans deux directions, les unes radi@s, les autres circulaires ou arqu6es ; la p~riph~rie semble form6e 
de la juxtaposition de plusieurs fibrflles arqu6es. 

b. Ces fibriiles sont constitu6es par de petites sph6rules de 5 ° a 75 milli-microns, reli6es entre 
elles par de minces pones de matiSre. 

c. On constate un certain nombre de sph6rules diss~min~es autour des plaquettes. 
d. Ces sph6rules isol@s augmentent consid6rablement en nombre lorsque les plaquettes sont 

datruites par autolyse ou apr~s agitation avec de Ia poudre de verre. 
Dans la discussion sont envisag@s la signification de ces aspects, et  en particulier celle des 

sph~rules qui semblent se retrouver dans tout protoplasma et correspondre peut-8tre aux "micro- 
somes" de A. CLAUDE. 

SUMMARY 

The protoplasm of spreaded thrombocytes has been studied by the shadow technique. 
Depending upon the fixation the protoplasm of the platelets has a different aspect. Grosso modo 

we may distinguish a hyalin aspect of the cytoplasm observed after fixation by osmic acid, an alveolar 
aspect observed especially after fixation by diluted formol and, lastly, a fibrillar aspect seen after 
fixation by absalute alcohol (the fixation of the biological objects must therefore be reconsidered 
by a study with the electronic microscope). 

The pictures given by this last technique have been described more in detail. One can see: 
a. That the protoplasm of the spreaded thrombocytes is composed of a network of small fibres 

spreading in two directions, some radiating, and others circular or curved; the periphery seems 
to be formed by the pre-fixation of many small curved fibres. 

b. Those small fibres are composed of little spheres, 5o/75 millimicrons large, joined by small 
bridges of material. 

c. A small number of scattered little spheres are seen around the platelets. 
d. The isolated st-,herules increase greatly when the platelets are destroyed by autolysis or 

after shaking with glass powder. 
In the discussion ~he significance of these aspects is regarded and particularly the significance 

of the little spheres which seem to be formed in each protoplasm and perhaps correspond to the 
"microsomes" of A. CLAUDE. 

ZUSAMMENFASSUN(; 

Das Protoplasma ausgeschmiertcr Thrombozyten wurde mit dem Schattenvcrfahren untcrsucht. 
Je nach der Fixierung bietet das Protoplasma der Blutpl/ittchen einen verschiedenen Anblick. 

Im grossen und ganzen k6nnen wir einen Hyalinaspekt des Zytoplasmas nach Fixierung mit Osmium- 
s/iure, einen Alveolaraspekt insbesondere nach Fixierung mit verdiinntem Formoi und schliesslich 
einen Fibrillaraspekt vor allem nach Fixierung mit absolutem Alkohol unterscheiden. (Das Problem 
der Fixierung biologischer Objekte muss also durch Untersuchung mit Hilfe des Elektronenmikros- 
kops ned betrachtet  werclen). 

llibli,>/raphie p. 350. 
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Die mit  Hilfe tier le tz terwghnten Methode erhal tenen Bilder werden ausfiihrlicher beschriebcn. 
Es wird festgestellt:  

a. Dass das Protoplasma ausgeschmier ter  Thrombozy ten  atl.s einem Fibri l lennetzwcrk bvsteht, 
das sich in zwei I¢.ichtungen ausdehnt ,  wobei die einen radial, die anderen kreis- odor bogenf6rmig 
verlaufen; (tie Peripherie scheint durch Aneinanderlegen mehrercr  bogenf6rmigcr Fibrillen ge- 
bildet zu werden. 

b. Diese Fibrillen bestehen aus klcinen Kiigelchen von 5o-75 m#, die untcreinander  durch dflnnc 
Stoffbr/icken verbultden sind. 

c. Eine gewisse Anzahl I(iigelchen befindet sich vers t reu t  r u n d u m  die Pl~tttchen. 
d. Die Zahl dieser isolierten Kfigelchen n immt  bed{ utend zu. wenn (lie P15ttchen durch Autolyse 

zers t6r t  werden, odor nach Schfitteln mit  Glaspulver. 
Irt der 1)iskussion wird die Bedeutung dieser Funde uml insbesondere die dcr 1,2figelchen, dic 

in jedem Protoplasma vorzukommen scheinen, betrachtet ,  welche mit  den "Mikrosomen"  wm 
A. CLAUDE idg'ntisch zu sein scheinen. 
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