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INTRODUCTION 

L’atrésie	intestinale	est	une	malformation	congénitale	du	tube	digestif	qui	se	définit	
par	 une	 interruption	 de	 sa	 continuité.	 Son	 incidence	 est	 de	 4/10	 000	 naissances	 [1].	 Il	
n’existe	pas	de	cause	élucidée	à	cette	affection;	particulièrement	dans	sa	localisation	jéjuno-
iléale,	très	peu	de	facteurs	génétiques	ont	été	identifiés	[2].	Elle		nécessite	une	intervention	
chirurgicale	 précoce.	 Les	 suites	 opératoires	 sont	 grevées	 par	 des	 troubles	 fonctionnels	
digestifs	nécessitant	une	longue	hospitalisation.	Une	morbidité	élevée	conduisant	parfois	au	
décès	 de	 ces	 patients	 est	malheureusement	 à	 déplorer	 pour	 les	 cas	 les	 plus	 sévères.	 Des	
anomalies	 du	 développement	 du	 système	 nerveux	 entérique	 (SNE)	 ont	 été	 suspectées	
comme	étant	à	l’origine	de	ces	troubles	fonctionnels	graves.	Le	SNE	est	organisé	comme	un	
réseau	de	neurones	et	de	cellules	gliales	qui	régulent	la	motilité	et	les	sécrétions	digestives	
[3].	Dans	les	cas	d’atrésie,	son	organisation	est	altérée	sur	le	segment	digestif	en	distal	(aval)	
mais	aussi	sur	celui	en	proximal	(amont)	[4].	

L’expression	 moléculaire	 de	 ces	 anomalies	 du	 SNE	 se	 traduit	 par	 une	 anomalie	 de	
sécrétion	 de	 neuromédiateurs,	 l’expression	 cellulaire	 en	 est	 une	 apoptose,	 l’expression	
histologique	une	modification	de	la	taille	et	du	nombre	des	ganglions	des	plexus	nerveux	et	
l’expression	 fonctionnelle	 une	 anomalie	 de	 contraction	 musculaire.	 Ces	 anomalies	
pourraient	être	directement	responsables	de	la	dysfonction	intestinale	[5,	6].	Cependant,	 il	
n’existe	aucune	certitude	concernant	les	mécanismes		des	altérations	du	SNE	participant	aux	
troubles	de	motilité	ou	de	sécrétions	digestives	observées	après	traitement	chirurgical	des	
atrésies	congénitales.	Dans	la	période	néonatale,	il	est	admis	que	le	développement	du	SNE	
se	 réalise	 sous	 le	contrôle	du	microbiote	 intestinal.	Cependant,	 les	modèles	animaux	nous	
apprennent	que	 les	troubles	observés	débutent	dès	 la	période	anténatale.	L’hypothèse	est	
que	la	maturation	anténatale	du	SNE	ne	s’effectue	pas	correctement	du	fait	de	l’absence	de	
circulation	de	facteurs	trophiques	présents	dans	le	liquide	amniotique	donc	dans	la	lumière	
digestive	 fœtale.	 Cette	 théorie	 expliquerait	 la	 différence	 de	 maturation	 entre	 l’intestin	
d’amont	et	celui	d’aval.		

	
Le	 travail	 présenté	 ici	 a	 donc	 eu	 pour	 but	 de	 reprendre	 les	 éléments	 connus	 et	 les	

zones	d’ombre	afin	de	comprendre	les	mécanismes	qui	sous-	tendent	la	physiopathologie	de	
l’atrésie	 congénitale	 de	 l’intestin	 grêle	 chez	 l’homme.	 Dans	 la	 première	 partie,	 après	 des	
rappels	 d’embryologie	 qui	 posent	 les	 bases	 de	 la	 réflexion,	 seront	 exposées	 les	
connaissances	 actuelles	 sur	 l’atrésie	 intestinale	 tant	 chez	 l’homme	 que	 sur	 les	 modèles	
animaux.	 La	 deuxième	 partie	 rendra	 compte	 des	 travaux	 expérimentaux	 menés	 sur	 un	
modèle	animal	 (atrésie	 chez	 le	 fœtus	de	 rat)	puis	 sur	des	prélèvements	humains	d’atrésie	
intestinale.	 Enfin,	 dans	 la	 dernière	partie,	 nous	discuterons	 les	 points	 importants	 de	 cette	
recherche	et	nous	envisagerons	les	perspectives	à	donner	à	ce	travail.	
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Partant	 des	 connaissances	 actuelles	 des	 mécanismes	 de	 la	 physiopathologie	 de	
l’atrésie	digestive,	nous	avons	pensé	qu’il	était	nécessaire	d’avoir	une	vision	plus	globale	de	
l’expression	génique	des	gènes	intestinaux	lors	du	développement	embryonnaire	et	dans	le	
cadre	 d’une	 obstruction	 digestive.	 Nous	 avons	 donc	 réalisé	 une	 étude	 transcriptomique	
globale	 (21000	 gènes)	 basée	 sur	 un	 modèle	 d’atrésie	 intestinale	 chez	 le	 rat,	 modèle	
développé	par	le	Pr	Fourcade	dans	l’équipe	du	Pr	Sarnacki.	Cette	étude	transcriptomique	a	
été	 réalisée	 en	 partie	 à	 Paris	 (Plateforme	 de	 transcriptomique	 de	 l’Institut	 Cochin)	 et	 à	
Limoges	 dans	 l’EA6309	 (Maintenance	 myélinique	 et	 neuropathies	 périphériques).	 Notre	
attention	a	porté	sur	 les	modifications	du	système	nerveux	entérique,	bien	sûr,	mais	aussi	
sur	 celles	 des	 cellules	 épithéliales	 digestives	 et	 enfin	 sur	 les	 cellules	 neuroendocrines	 de	
l’intestin	 car	 celles-ci	 se	 sont	 révélées	 beaucoup	 plus	 informatives	 qu’on	 ne	 le	 pensait	
initialement.		
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PREMIERE PARTIE: ETAT DES 
CONNAISSANCES 

	
Dans	ce	chapitre,	sont	rappelés	les	fondements	du	développement	embryologique	de	

l’intestin	 normal	 puis	 les	 mécanismes	 pathologiques	 de	 l’atrésie	 digestive,	 les	 différents	
modèles	 expérimentaux	qui	 ont	permis	de	 l’étudier.	 Sont	 exposées	ensuite	 les	différentes	
méthodes	possibles	d’investigation	dans	cette	pathologique	

	

A. L’intestin normal 

1. Développement du tube digestif  

L’intestin	 en	 tant	 qu’organe	 apparaît	 au	 début	 de	 la	 4ème	 	 semaine	 du	
développement	 embryonnaire	 (DE).	 Ce	 tube	 digestif	 primitif,	 également	 appelé	
intestin	primitif,	s'individualise	à	partir	de	la	vésicule	vitelline	lors	du	phénomène	de	
plicature	embryonnaire	(Figure	1).	

	
	
	

	
	
		
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	 										Figure	1	:	Individualisation	de	l’intestin	primitif		

Individualisation	à	partir	de	la	vésicule	vitelline	(A)	avec	apparition	de	l’intestin	primitif	et	de	la	
vésicule	ombilicale	durant	le	processus	de	plicature	embryonnaire.	Source	:	Traité	
d’embryologie	humaine	par	Larsen	[7]	
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Cet	 intestin	 primitif	 est	 rectiligne	 et	 situé	 dans	 le	 plan	 sagittal	 médian.	 Son	
développement	se	poursuit	dans	ce	plan	sagittal	sous	la	forme	d'un	tube	impair	et	médian.	
On	le	divise	alors	en	intestin	antérieur,	moyen	et	postérieur	(Figure	2)	:		

	
	

	
										Figure	2	:	Développement	embryonnaire	de	l’intestin	primitif		

Vue	 schématique	 latérale	 d’un	 embryon	 d’un	 embryon	 humain	 à	 3	 semaines	 de	 développement	
embryonnaire.	Différenciation	des	3	composantes	pour	donner	l’intestin	antérieur,	moyen	et	postérieur.	

	
-Intestin	 antérieur	est	 à	 l’origine	 de	 l’intestin	 pharyngien	 (poches	 entoblastiques	 des	

arcs	 branchiaux),	 l’œsophage,	 l’estomac,	 la	 première	 partie	 du	 duodénum	 et	 des	 glandes	
annexes,	foie	et	pancréas.	

-Intestin	moyen	vascularisé	par	 l’artère	mésentérique	 supérieure	est	à	 l’origine	de	 la	
partie	distale	du	duodénum,	du	jéjunum,	de	 l’iléum	et	du	côlon	droit.	L’intestin	moyen	est	
relié	à	la	vésicule	ombilicale,	vestige	de	la	vésicule	vitelline,	par	le	canal	vitellin.		

-Intestin	 postérieur	 vascularisé	 par	 l’artère	 mésentérique	 inférieure	 donne	 le	 côlon	
transverse,	 gauche,	 sigmoïde	 et	 rectum.	 A	 la	 4ème	 semaine,	 la	 partie	 caudale	 de	 l’intestin	
postérieur	en	continuité	avec	l’allantoïde	forme	le	cloaque.	Le	cloisonnement	de	ce	dernier	
par	 le	 septum	uro-rectal	est	à	 l’origine	du	sinus	uro-génital	dans	sa	portion	ventrale	et	du	
canal	ano-rectal	pour	sa		portion	dorsale.		

	
Les	deux	extrémités	du	 tube	 sont	 initialement	 fermées	par	des	membranes	qui	 sont	

restées	didermiques	depuis	la	fin	de	la	gastrulation	:	
-	en	crânial,	la	membrane	bucco-pharyngienne	se	résorbe	à	la	4ème	semaine	de	DE.	
-	en	caudal,	la	membrane	anale	se	résorbe	à	la	9ème	semaine	de	DE.	
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2. Ontogenèse du tube digestif 

L’intestin	 se	 présente	 comme	 un	 tube	 épithélial	 d'origine	 endodermique	 (vésicule	
vitelline),	 doublé	 à	 l’extérieur	 par	 du	 mésoderme	 provenant	 des	 lames	 latérales	
(splanchnopleure	et	somatopleure).	

	
a) Différenciation de l’endoderme ou entoblaste 

Tous	les	épithéliums	de	revêtement	du	tube	digestif,	à	l'exception	de	ceux	de	la	cavité	
buccale	 et	 du	 tiers	 inférieur	 du	 canal	 anal	 qui	 proviennent	 de	 l’ectoblaste,	 sont	 d'origine	
entoblastique.	

Par	 conséquent,	 toutes	 les	 cellules	 épithéliales	 (entérocytes,	 cellules	 de	 Paneth…)	
dérivent	de	 l’entoblaste.	 Il	 existe	une	polémique	quant	à	 l’origine	des	 cellules	du	 système	
endocrine	diffus.	Elles	étaient	auparavant	considérées	comme	d’origine	ectoblastique	mais	il	
est	établi	qu’une	grande	partie	d’entre	elles	dérive	aussi	de	l’entoblaste	[8-10].	Les	glandes	
annexes	y	compris	intra-pariétales	du	tube	digestif	dérivent	également	de	l’entoblaste.		

	
b) Différenciation du mésoderme ou mésoblaste 

Le	 mésoblaste	 se	 différencie	 en	 une	 large	 variété	 de	 tissus.	 Les	 cellules	
mésenchymateuses	sont	des	cellules	multipotentes	à	l’origine	:		

-des	 cellules	 musculaires	 lisses	 formant	 la	 musculature	 de	 la	 paroi	 du	 tube	 digestif	
(musculeuse,	musculaire	muqueuse	et	média	des	vaisseaux)	

–	des	îlots	angioformateurs	à	l’origine	des	vaisseaux	de	la	paroi	du	tube	digestif		
-des	fibroblastes	formant	le	tissu	conjonctif	de	soutendu	chorion	de	la	muqueuse	et	la	

sous-muqueuse.		
-des	«	cellules	pace-maker	»	du	tube	digestif	appelées	encore	cellules	de	Cajal		
Les	 lames	 latérales	du	mésoblaste	sont	à	 l’origine	des	séreuses,	 le	feuillet	viscéral	du	

péritoine	 dérive	 de	 la	 splanchnopleure	 mésodermique	 et	 son	 feuillet	 pariétal	 de	 la	
somatopleure	 (séreuses)	 ainsi	 que	 des	 méso	 (=	 les	 replis	 péritonéaux	 qui	 unissent	 le	
péritoine	pariétal	au	péritoine	viscéral).	

		
	

c) Ontogénèse du système nerveux entérique 

 (i) Origine ectodermique ou ectoblastique 

Le	système	nerveux	entérique	 (SNE)	dérive	des	crêtes	neurales	qui	se	détachent	 lors	
de	la	formation	du	tube	neural	vers	le	21ème	jour	de	DE.		

L’ectoblaste	est	à	l’origine	de	la	plaque	neurale	(ou	neuroectoblaste)	et	de	l’épiblaste	
(futur	épiderme).	La	zone	de	jonction	entre	épiblaste	et	neuroectoblaste	est	constituée	des	
cellules	 des	 crêtes	 neurales.	 Lors	 de	 la	 fermeture	 de	 la	 gouttière	 neurale	 par	 fusion	 des	
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bords,	 les	 crêtes	neurales	 se	détachent	et	 s’individualisent	de	chaque	côté	du	 tube	neural	
(Figure	3).	Ces	crêtes	neurales,	du	fait	de	 leur	 importance,	ont	parfois	été	appelées	 le	4ème	
feuillet	embryonnaire.	Ces	cellules	possèdent	les	trois	particularités	essentielles	des	cellules	
souches	 :	 de	 grandes	 capacités	 de	 prolifération,	 de	 migration	 et	 de	 différenciation	 en	
différents	types	cellulaires	leur	conférant	un	caractère	multipotent.		

Les	cellules	des	crêtes	neurales	migrent	en	effet	vers	la	périphérie	et	se	différencient	
en	divers	 types	 cellulaires	en	 fonction	de	 leur	 localisation	dans	 l'embryon	pour	donner	en	
l’occurrence	 les	neurones	et	 les	 cellules	gliales	du	système	nerveux	entérique.	Cependant,	
leurs	dérivés	cellulaires	 sont	multiples	comprenant	également	d’autres	cellules	neuronales	
telles	les	neurones	des	ganglions	sensitifs,	 les	cellules	chromaffines	des	glandes	surrénales,	
des	cellules	satellites	des	ganglions	telles	les	cellules	de	Schwann	mais	également	la	plupart	
des	cellules	mésenchymateuses	de	 la	 face	 (chondrocytes	et	cellules	musculaires	 lisses),	 les	
améloblastes	(cellules	à	l’origine	de	l’émail	dentaire),	mais	aussi	les	cellules	pigmentaires	de	
l’iris	et	 les	mélanocytes	 [7].	La	pathologie	générale	des	crêtes	neurales	est	spécifiquement	
désignée	 sous	 le	 terme	 de	 neurocristopathie.	 Une	 partie	 des	 cellules	 neuroendocrines	
avaient	été	initialement	considérée	comme	dérivés	des	crêtes	neurales	mais	cette	notion	a	
été	définitivement	écartée	 [8-10].	Nous	ne	nous	 intéresserons	 ici	qu’à	un	de	 leurs	dérivés	
particuliers	:	le	système	nerveux	entérique.	

	

(ii) Migration des cellules des crêtes neurales 

La	 migration	 la	 plus	 spectaculaire	 des	 cellules	 des	 crêtes	 neurales	 est	 sans	 doute	
illustrée	par	la	mise	en	place	du	système	nerveux	entérique.	Il	naît	ainsi	par	deux	vagues	de	
migrations	successives.	La	première	est	crânio-caudale,	à	partir	de	deux	niveaux	:	

	
	

	

	

 

	

	

	

	 Figure	3	:	Migration	des	cellules	des	crêtes	neurales	
Ces	 cellules	 vont	 coloniser	 l’intestin	 primitif	 à	 partir	 des	 crêtes	 neurales	 vagales	 (A)	 et	 des	 crêtes	
neurales	sacrées	(B).	Source	:	Obermayer	et	al	2013	[11]	
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-les	cellules	des	crêtes	neurales	vagales	situées	en	regard	des	somites	1	à	7	subissent	
une	migration	 ventrale	 pour	 coloniser	 l’intestin	 antérieur	 puis	 poursuivent	 une	migration	
longitudinale	selon	un	axe	crânio-caudal	dans	 la	paroi	du	tube	digestif	 jusqu’à	atteindre	sa	
partie	toute	distale	(anus)	vers	la	9ème	semaine	de	DE	(Figure	3A).	

-les	cellules	des	crêtes	neurales	sacrées	 	situées	au-delà	de	 la	28ème	paire	de	somites	
vont	coloniser	la	partie	toute	distale	du	tube	digestif	[11]	(Figure	3B).	

	
Le	deuxième	mouvement	de	migration,	consécutif	au	premier,	se	fait	dans	la	paroi	du	

tube	digestif	selon	un	axe	centripète	de	la	périphérie	vers	la	lumière.	Ce	phénomène	débute	
avant	que	la	migration	crânio	caudale	ne	soit	terminée	(Figure	4).	

Initialement	 les	 cellules	des	 crêtes	neurales	 sont	des	 cellules	 souches	multipotentes.	
Au	cours	de	ces	phénomènes	migratoires,	 leur	potentiel	de	différenciation	se	restreint.	Ce	
potentiel	de	différentiation	et	cette	capacité	migratoire	sont	sous	le	contrôle	d’un	réseau	de	
gènes	 régulateurs	 et	 de	 gènes	 effecteurs,	 comprenant	 des	 signaux	 moléculaires	 et	 des	
facteurs	de	transcription.	

	

(iii) Différenciation cellules des crêtes neurales 

La	 migration	 crânio	 caudale	 s’étend	 comme	 un	 front	 de	 migration	 qui	 progresse	 à	
partir	 la	 5ème	 semaine	de	développement	 chez	 l’homme.	 Elle	 s‘accompagne	de	 la	mise	 en	
place	 d’un	 réseau	 de	 connexion	 neuronale.	 Bien	 avant	 que	 le	 front	 ait	 atteint	 la	 région	
cloacale	vers	la	9ème	semaine,	une	activité	électrique	est	déjà	décelable	dans	ce	réseau	[12].		

Parallèlement	à	cette	migration	crânio	caudale,	les	cellules	des	crêtes	neurales	migrent	
également	selon	un	axe	centripète	tout	en	poursuivant	leur	différenciation.	Les	cellules	sont	
donc	différenciées	d’autant	plus	tardivement	que	leur	emplacement	définitif	se	situe	proche	
de	la	lumière	digestive	et	proche	de	le	l’anus.	Ainsi,	les	cellules	du	plexus	nerveux	musculaire	
se	différencient	avant	celles	du	plexus	sous	muqueux.	
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Figure	4	:	Migration	des	cellules	des	crêtes	neurales	
Cette	 migration	 s’effectue	 selon	 deux	 axes	:	 l’axe	 crânio	 caudal	 de	 l’intestin	 (A)	 puis	 selon	 une	
orientation	centripète	(B).		

 

(iv) Régulation de la différenciation du système nerveux entérique 

Les	gènes	 connus	dans	 la	maturation	du	SNE	 sont	divisés	en	 facteurs	qui	 inhibent	 la	
différenciation	 comme	 l’endothéline	 3,	 SOX	 8	 et	 SOX	 10	 [13-15].	 A	 l’inverse,	 les	 facteurs	
connus	pour	favoriser	sa	différenciation	sont	le	liquide	amniotique	et	plus	particulièrement	
l’acide	 rétinoïque	 et	 ces	 récepteurs,	 [16],	 le	 Bone	 Morphogenetic	 Protein	 [17].	 Ainsi,	
l’absence	de	récepteurs	à	la	neurotrophine	de	type	NT-3	ou	Trkc	induit	une	forte	diminution	
de	la	concentration	neuronale	en	particulier	dans	le	plexus	sous	muqueux	[18].		

	

(v) La particularité du système nerveux entérique dans l’évolution 

Le	SNE	comprend	300	millions	de	neurones,	 sachant	que	 le	 système	nerveux	central	
d’un	 mammifère	 supérieur	 en	 comporte	 3	 milliards.	 Chez	 ces	 mammifères,	 ce	 système	
nerveux	constitue	aussi	 le	deuxième	ensemble	nerveux	en	termes	de	nombre	de	neurones	
et	pour	cela	certains	l’appellent	le	deuxième	cerveau	[19,	20].	

Une	 théorie	 phylogénétique	 avance	 que	 le	 SNE	 aurait	 été	 délocalisé	 du	 cerveau	 au	
cours	de	l’évolution	dans	une	optique	d’économie	d’énergie,	afin	de	disposer	l’ensemble	des	
neurones	au	plus	près	de	la	source	calorique	qu’est	la	lumière	digestive.[19]	
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3. Facteurs luminaux de la maturation intestinale 

Les	 facteurs	 influençant	 la	 maturation	 du	 système	 gastrointestinal	 sont	 à	 la	 fois	
systémiques	et	luminaux	[21]	avec	une	probable	prédominance	pour	ceux	contenus	dans	la	
lumière	digestive.	Il	s’agit	pour	la	plupart	des	facteurs	de	croissance	contenus	dans	le	liquide	
amniotique	 ou	 dans	 le	 lait	 maternel	 [22].	 Ils	 ont	 un	 fort	 effet	 trophique	 sur	 les	 cellules	
digestives	 immatures	 avant	 et	 après	 la	 naissance.	 A	 côté	 de	 ces	 facteurs	 de	 croissance	
génériques	 tels	 EGF,	 IGF-1,	 FGF,	 HGF,	 et	 TGF-alpha,	 deux	 autres	 molécules	 sont	
d’importance	:	l’érythropoiétine	et	l’acide	hyaluronique.		

	
a) L’érythropoïétine  

L’érythropoïétine	ou	EPO	est	un	facteur	de	croissance	produit	par	le	rein	en	réponse	à	
l’anémie.	Elle	régule	la	production	des	globules	rouges	grâce	à	des	récepteurs	membranaires	
présents	 sur	 les	 progéniteurs	 érythropoïétiques.	 A	 partir	 de	 1985	;	 l’EPO	 de	 synthèse	 a	
permis	de	traiter	l’anémie	chez	les	grands	prématurés.	

	Ensuite,	la	présence	d’EPO	dans	le	lait	maternel	[23]	et	de	ses	récepteurs	dans	le	petit	
intestin	 du	 fœtus	 [24]	 a	 fait	 supposer	 un	 rôle	 dans	 la	 croissance	 et	 le	 développement	 du	
tractus	 digestif	 fœtal.	 Les	 récepteurs	 à	 l’EPO	 existent	 sur	 les	 entérocytes,	 les	 cellules	
endothéliales,	 les	 cellules	musculaires	 lisses	 et	 les	 neurones,	 autant	 de	 cellules	 présentes	
dans	 l’intestin	 en	 développement.	 Ainsi,	 Ledbetter	 et	 al	 a	 montré	 son	 rôle	 protecteur	 à	
l’égard	 des	 entérocolites	 [25]	 chez	 le	 prématuré.	 Chez	 le	 rat	 nouveau	 né	 sain,	 	 le	 rôle	
érythropoïétique	 de	 l’EPO	 est	 indépendant	 de	 son	 absorption	 digestive	;	 cependant	 il	 agit	
par	cette	voie	comme	un	facteur	trophique	intestinal	en	augmentant	la	longueur	digestive	et	
la	 surface	 villositaire	 [26].	 Chez	 l’homme,	 l’EPO	 recombiné	 administrée	 par	 voie	 orale	 n’a	
aucune	action	érythropoïétique	[27].	

Dans	le	liquide	amniotique	(LA),	l’origine	de	l’EPO	semble	être	les	reins,	le	placenta	et	
le	foie	[28],	les	membranes	fœtales	plus	que	les	reins	ou	le	poumon	[29].	Sa	concentration	
dans	 le	 LA	 permettrait	 de	 distinguer	 les	 fœtus	 constitutionnellement	 petits	 de	 ceux	
présentant	une	hypotrophie	non	constitutionnelle	chez	qui	elle	serait	augmentée	[30].	

	
b) L’Acide Hyaluronique 

Il	 a	 un	 rôle	 dans	 la	 cicatrisation	 fœtale	 par	 deux	 voies	 [31]:	 imbibition	 de	 la	 peau	
fœtale	par	contact	et	stimulation	de	la	production	endogène	par	des	facteurs	de	croissance.	
L’acide	hyaluronique	agit	en	augmentant	la	migration,	la	dédifférenciation	et	la	prolifération	
des	 cellules	 souches.	 Une	 étude	 a	 montré	 que	 l’acide	 hyaluronique	 contenu	 dans	 le	 lait	
maternel	 favorise	 les	 défenses	 antimicrobiennes	 digestives	 notamment	 contre	 les	
salmonelles	[32].	

	
c) Le G-CSF  

Le	 G-CSF	 (Granulocyte	 (Macrophage)-Colony	 Stimulating	 Factor)	 est	 considéré	
comme	un	 facteur	 hématopoïétique	 influençant	 le	 développement	du	 tractus	digestif.	 Les	
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raisons	 sont	 sa	 forte	 concentration	 dans	 le	 LA	 et	 le	 lait	 maternel	 ainsi	 que	 la	 forte	
concentration	 des	 récepteurs	 sur	 les	 entérocytes	 de	 l’intestin	 fœtal.	 Cependant	 son	
absorption	digestive	chez	le	rat	nouveau	né	est	très	faible	[33].	

	
d) L’IGF 

L’Insulin	Growth	 Factor	 administré	par	 voie	orale	 chez	 le	 fœtus	de	brebis	 compense	
l’obstruction	digestive	haute	en	terme	de	trophicité	des	organes,	de	poids	corporel	total	et	
d’épaisseur	digestive	[34].	

	
e) Le HB-EGF  

L’Heparin-Binding	 Epidermal	 Growth	 Factor	 appartient	 à	 la	 famille	 des	 EGF	 et	 a	 la	
particularité	d’avoir	une	 forte	affinité	pour	 l’héparine.	On	connaissait	 son	effet	protecteur	
notamment	lors	des	agressions	digestives,	en	particulier	dans	les	ischiémies/hypoperfusions	
[35].	 En	 2002,	Michalsky	 et	 al	 décrit	 pour	 la	 première	 fois	 sa	 présence	 dans	 le	 liquide	
amniotique	 et	 le	 lait	 maternel	 [36].	 Son	 action	 est	 synergique	 des	 cellules	 souches	
mésenchymateuses	en	particulier	 celles	extraites	du	LA	comme	prouvé	 récemment	 [37].	 Il	
agit	comme	un	agent	chimiotactique	[38].	

	
f) Le liquide amniotique  

Produit	par	 les	reins	puis	par	 les	alvéoles	pulmonaires	du	fœtus.	 Il	a	été	prouvé	qu’il	
favorise	 la	 cicatrisation	nerveuse	 chez	 le	 fœtus	de	 rat	 [39].	 Son	 ingestion	par	 le	 fœtus	est	
aussi	importante	tant	pour	la	trophicité	digestive	que	pour	celle	des	autres	organes.	

	
g) Les bactéries  

Les	bactéries	 sont	présentes	dès	 la	naissance	après	 contact	 avec	 le	milieu	extérieur.	
L	‘ensemble	de	ces	bactéries	forment	le	microbiote.	On	sait	que	ce	dernier	est	indispensable	
à	 la	 maturation	 du	 SNE.	 Chez	 la	 souris,	 sa	 soustraction	 conduit	 à	 l’absence	 de	
développement	et	de	maturation	[40].	

	
Tableau	1:	Facteurs	trophiques	et	de	maturation	pour	la	maturation	digestive	

Abréviation Nom Effet 
EPO Erythropoïétine Trophicité sur entérocytes, augmente surface villositaire 
AH Acide hyaluronique Prolifération cellules souches ; défense antibactérienne 
G-CSF Granulocyt-CSF Développement du tractus digestif 
IGF Insulin G Factor Trophicité sur tous les organes 
HB-EGF Epithelial G factor Agent chimiotactique 
LA Liquide Amniotique Trophicité digestive, cicatrisation nerveuse 
Bactéries Microbiote Maturation du Système Nerveux entérique 
Virus Virobiote Maturation du Système Nerveux entérique 
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4. Morphologie de l’intestin grêle  

a) Anatomie descriptive 
L’intestin	 comprend	 le	 petit	 intestin	 (ou	 intestin	 grêle)	 et	 le	 côlon.	 En	 raison	 de	 la	

localisation	 choisie	 de	 l’atrésie,	 nous	 nous	 intéressons	 ici	 qu’à	 la	 partie	 mobile	 du	 petit	
intestin:	 le	 jéjuno-iléon.	 Il	 possède	16	 à	 18	 anses	 intestinales.	 Le	 jéjunum	correspond	 à	 la	
partie	proximale	de	l’intestin	grêle,	et	l’iléum	à	la	partie	distale.		

Sa	longueur	moyenne	chez	l’adulte	est	de	6	mètres	et	son	diamètre	décroit	de	2	cm	à	
l’origine	à	1,5	cm	à	la	fin	de	l’iléon.	Lisse	et	cylindrique,	on	lui	décrit	un	bord	mésentérique,	
un	bord	libre	et	deux	faces.	La	vascularisation	est	de	type	terminal,	aux	dépends	de	l’artère	
mésentérique	supérieure.		

	
b) Structure de la paroi intestinale 

Comme	dans	 tout	 le	 tube	digestif,	 il	 est	décrit	 quatre	 tuniques	au	niveau	du	 jéjuno-
iléon	:	 (1)	 une	 muqueuse	 -constituée	 d’un	 épithélium,	 d’un	 chorion	 et	 d’une	 musculaire	
muqueuse-,	(2)	une	sous-muqueuse,	(3)	une	musculeuse	et	(4)	une	tunique	externe	(Figures	
5	et	6).	

	
	

	
	 												Figure	5	:	Schéma	illustrant	la	structure	histologique	de	l’intestin		

Les	surfaces	villositaires	intestinales	coloriées	en	rose	sont	bien	visibles,	ainsi	que	la	sous-muqueuse	
surlignée	en	bleu.	
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	 											Figure	6	:	Coupe	histologique	d’intestin	humain	(X200).	

Coupe	histologique	mettant	en	évidence	les	différentes	couches	qui	vont	de		l’épithélium	du	côté	
luminal		jusqu’à	la	séreuse.	Source	:	https://codexvirtualis.fr/codex/tag/histologie	[41]	

	
	
La	muqueuse	intestinale	forme	des	replis	en	doigts	de	gant,	les	villosités,	dont	l’axe	est	

constitué	 du	 tissu	 conjonctif	 du	 chorion.	 Ces	 villosités	 permettent	 d’augmenter	 la	 surface	
d’échange	 avec	 la	 lumière	 intestinale.	 A	 la	 base	 des	 villosités,	 s’abouchent	 des	 glandes	
intestinales	appelées	cryptes	de	Lieberkhün.		

Les	 villosités	 sont	 recouvertes	 d’un	 épithélium	 prismatique	 simple	 à	 plateau	 strié	
composé	 de	 plusieurs	 types	 cellulaires	:	 entérocytes,	 cellules	 caliciformes	 et	 cellules	
endocrines.	 Il	 repose	 sur	 un	 chorion	 formé	 de	 tissus	 conjonctif	 de	 soutien	 riche	 en	
lymphocytes	 formant	 les	plaques	de	Peyer	 iléales.	 L’épithélium	recouvrant	ces	plaques	est	
riche	en	cellules	M,	cellules	présentatrices	d’antigène.	

		
L’épithélium	est	constitué	majoritairement	d’entérocytes	qui	permettent	 la	digestion	

et	l’absorption	des	nutriments	via	des	microvillosités	apicales	recouvertes	de	glycocalyx	(ou	
cell	coat),	véritable	maillage	de	surface	protégeant	la	muqueuse	des	enzymes	digestives.	Ils	
sécrètent	des	enzymes	digestives	comme	l’entérokinase,	la	lactase…	On	y	décrit	également	
des	cellules	caliciformes	sécrétant	du	mucus	ayant	un	rôle	protecteur	et	 lubrificateur	de	 la	
muqueuse	ainsi	que	des	cellules	endocrines.		
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Figure	7	:	Coupe	de	microscopie	électronique	

Cette	 coupe	met	 en	 évidence	 le	 lien	 physique	 existant	 entre	 la	 cellule	 neuroendocrine	 (vert)	 et	 la	
cellule	 gliale	 (bleu).	 L’extrémité	 gauche	 de	 la	 cellule	 endocrine	 se	 situe	 dans	 la	 lumière	 digestive.	
Source	:	Bohorquez	et	al,	2014	[42]	

	
Ces	dernières,	encore	appelées	cellules	entérochromaffines	en	raison	de	leur	propriété	

tinctoriale,	 vont	 réguler	 et	 coordonner	 la	 digestion	 par	 la	 libération	 d’hormones	 à	 action	
paracrine	ou	endocrine.	Les	cellules	endocrines	au	contact	de	la	lumière	intestinale	par	leur	
pôle	 apical	 vont	 recueillir	 l’information	 luminale.	 Par	 le	 biais	 d’un	prolongement	 cellulaire	
basal	appelé	neuropore,	elles	vont	délivrer	cette	information	au	réseau	du	système	nerveux	
entérique	via	les	cellules	gliales.	Ce	lien	physique	a	récemment	été	mis	en	évidence	[42]	par	
technique	de	microscopie	électronique	(Figure	7).	

Au	 niveau	 des	 cryptes,	 l’épithélium	 comporte,	 outre	 les	 entérocytes	 et	 cellules	
caliciformes,	 des	 cellules	 indifférenciées	 permettant	 le	 renouvellement	 des	 cellules	
épithéliales	 et	 en	 particulier	 des	 entérocytes	 avec	 un	 mouvement	 continu	 de	 glissement	
perpétuel	de	la	crypte	vers	le	sommet	de	la	villosité,	des	cellules	endocrines	et	des	cellules	
de	Paneth	(Figure	8).	Les	cellules	de	Paneth	situées	au	fond	des	cryptes	sont	éosinophiles	et	
jouent	un	rôle	anti	 infectieux	par	 la	sécrétion	de	peptides	antibactériens	et	antimicrobiens	
comme	le	lysozyme	ou	la	défensine.		
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Figure	8	:	Schéma	de	villosité	intestinale	avec	les	cellules	souches	épithéliales.	

Au	sein	de	cette	crypte,	s’organise	un	flux	épithélial	depuis	la	crypte	jusqu’au	somment	de	la	villosité	
pour	les	entérocytes,	les	cellules	de	Paneth,	les	cellules	caliciformes	et	les	cellules	neuroendocrines.	
Source	:	Peterson	et	al,	2014	[43]	

	
	
La	 sous-muqueuse	 forme	 des	 replis	 visibles	 macroscopiquement	 (plis	 circulaires)	

appelés	valvules	conniventes	qui	permettent	également	d’augmenter	 la	surface	d’échange.	
Elle	est	constituée	de	tissu	conjonctif	vascularisé	et	innervé	par	le	plexus	sous-muqueux	de	
Meissner.	 Celui-ci	 apporte	 l’innervation	 à	 la	 muqueuse	 et	 joue	 donc	 un	 rôle	 dans	 la	
régulation	de	la	sécrétion	et	de	l’absorption	glandulaire	digestive.	
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Figure	9	:	Coupe	intestinale	à	l’hématoxyéosine	chez	le	cochon.	

Cette	coupe	met	en	évidence	les	deux	couches	musculaires	circulaire	interne	et	longitudinale	externe.	
Le	 plexus	 nerveux	musculaire	 (dit	 d’Auerbach)	 se	 situe	 entre	 les	 ces	 couches.	 Grossissement	 X400.	
Source	:	collection	du	Dr	Maurin-	Hôpital	Saint	Antoine-	Paris	

	
	

La	 musculeuse	 est	 constituée	 d’une	 couche	 longitudinale	 externe	 et	 d’une	 couche	
circulaire	 interne	 de	muscle	 lisse	 (Figure	 9).	 Est	 compris	 entre	 ses	 deux	 couches	 le	 plexus	
myentérique	 d’Auerbach,	 maillage	 de	 cellules	 neuronales	 qui	 est	 un	 support	 de	 l’activité	
électrique	 et	 ainsi	 du	 péristaltisme	 intestinal.	 Au	 sein	 de	 ce	 réseau,	 sont	 disséminées	 les	
cellules	 de	 Cajal	 (cellules	 pacemaker).	 Ces	 dernières	 représentent	 5%	 des	 cellules	
musculaires	 et	 comme	 elles	 sont	 issues	 du	 feuillet	 mésoblastique	 [7].	 Elles	 forment	 un	
maillage	 relié	 au	 réseau	 nerveux	 entérique	 et	 qui	 régule	 le	 péristaltisme	 par	 génération	
d’impulsion	électriques	[44].	

La	 tunique	 externe	 est	 une	 séreuse	 qui	 correspond	 au	 péritoine	 viscéral.	 Elle	 est	
constituée	 d’un	 mésothélium	 en	 regard	 de	 la	 cavité	 péritonéale	 qui	 repose	 sur	 du	 tissu	
conjonctif	sous-jacent	au	contact	de	la	musculeuse.		
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c) Innervation intestinale  
L’innervation	 extrinsèque	 de	 l’intestin	 grêle	 est	 assurée	 par	 le	 système	 nerveux	

autonome,	via	un	contingent	sympathique	(plexus	solaire	ou	cœliaque)	et	parasympathique	
(branches	du	nerf	vague)	(Figure	10).	Il	permet	la	connexion	avec	le	système	nerveux	central	
où	les	fibres	afférentes	sont	dites	motrices	et	les	fibres	efférentes	sensitives	[45].	

	

	
Figure	10	:	Diagramme	schématique	illustrant	les	diverses	projections	nerveuses.	

Ces	 voies	nerveuses	projetées	 sur	 l’intestin	en	 régulent	 la	mobilité,	 les	 sécrétions,	 absorptions	et	 flux	
sanguin.	 A	:	 Projection	 des	 différents	 neurones	 extrinsèques	 pour	 innerver	 les	 deux	 plexi	 nerveux	
musculaires	et	muqueux.	B	:	Innervation	sympathique	(bleu)	et	parasympathique	(rose)	du	tube	digestif.	
Source	:	Useka	et	al,	2016	[45]	

	
Le	système	nerveux	autonome	innerve	la	paroi	entérique	par	 l’intermédiaire	de	deux	

plexus	nerveux	ganglionnaires	qui	 forment	 le	SNE	:	 le	plexus	myentérique	d’Auerbach	et	 le	
plexus	sous-muqueux	de	Meissner.	Le	plexus	sous	muqueux	innerve	la	musculaire	muqueuse	
et	les	glandes	épithéliales	et	est	responsable	de	la	vasomotilité,	du	débit	vasculaire	local	et	
de	 la	 régulation	 des	 sécrétions	 gastro-intestinales.	 Le	 plexus	 myentérique	 innerve	 la	
musculeuse	et	régule	la	motilité	intestinale	et	le	péristaltisme	permettant	la	progression	du	
bol	intestinal.	Il	est	plus	important	en	termes	de	taille	et	de	nombre	de	cellules.	

Ces	plexus	nerveux	sont	constitués	d’un	système	ganglionnaire	renfermant	des	cellules	
gliales	 et	 des	 corps	 cellulaires	 de	 neurones	 créant	 une	 véritable	 ceinture	 nerveuse	 bi	
cylindrique	à	 l’origine	de	 l’innervation	 intrinsèque.	Des	corps	cellulaires	neuronaux	partent	
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des	prolongements	ou	neurites	(dendrites	et	axone)	assurant	des	interconnexions	entre	les	
neurones	et	les	cellules	effectrices	(Figure	11).		

	
	
	

	Figure	11	:	Diagramme	des	connexions	neuronales	
Illustration	 schématique	 des	 connexions	 cellulaires	 entre	 les	 différents	 types	 	 neuronaux	 pour	 le	
système	nerveux	entérique	extrinsèque	(A)	et	pour	le	système	nerveux	intrinsèque	(B).	Source	:	Brierley	
et	al,	2014	[46]	

	
Ces	deux	plexus	possèdent	une	composante	sensitive,	sensible	à	 la	distension	et	à	 la	

douleur.	 Ces	 neurones	 sensitifs	 sont	 en	 relation	 avec	 les	 barorécepteurs,	 les	
chémorécepteurs	 et	 les	mécanorécepteurs	 de	 la	muqueuse.	 Ils	 possèdent	 également	 une	
composante	motrice,	ils	obéissent	de	façon	réflexe	aux	cellules	du	système	endocrine	et	aux	
cellules	 pacemaker	 (ou	 cellules	 de	Cajal)	 pour	 réguler	 le	 péristaltisme	 intestinal,	 avec	une	
influence	 du	 système	 nerveux	 central.	 Il	 existe	 au	moins	 14	 sous	 types	 de	motoneurones	
[47].	Ces	motoneurones	innervent	les	muscles,	ils	sont	excitateurs	ou	inhibiteurs	et	régulent	
ainsi	 la	motilité	 intestinale.	 Il	existe	également	des	neurones	sécréto-moteurs	qui	 régulent	
les	 sécrétions	 des	 cellules	 glandulaires	 et	 des	 neurones	 vasomoteurs	 qui	 régulent	 la	
vasomotricité.	 Les	motoneurones	 excitateurs	 libèrent	 	 de	 l’acétylcholine	 au	 contact	 de	 la	
membrane	 des	 cellules	 musculaires	 lisses	 provoquant	 une	 contraction	 musculaire.	 Les	
motoneurones	 inhibiteurs	 libèrent	des	médiateurs	différents	 (vasoactive	 intestinal	peptide	
ou	 VIP,	 et	 monoxyde	 d’azote	 notamment)	 qui	 entraînent	 une	 relaxation	 de	 la	 fibre	
musculaire	 lisse.	De	très	nombreux	 interneurones	 font	 le	 lien	entre	 les	ganglions	des	deux	
plexus	et	au	sein	d’un	même	plexus,	intègrent	les	signaux	sensitifs	et	organisent	les	réponses	
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excitatrices	 ou	 inhibitrices,	 rendant	 possibles	 les	 réflexes	 entériques	 tels	 que	 le	 réflexe	
péristaltique.	

	

	Figure	12	:	Exemple	de	circuit	neuronal.	
Illustration	de	 son	 support	 anatomique	 (A)	 constitué	des	deux	plexi	myentériques	et	 sous	muqueux	
permettant	le	péristaltisme	par	arc	réflexe	sous	contrôle	de	stimulations	luminales	et	orchestré	par	le	
microcircuit	neuronal	comprenant	des	Inter	Primary	Afferent	Neurons	 	(IPAN)	(B).	Source	:	Rao	et	al,	
2016	[48]	

	
Une	 catégorie	 particulière	 de	 neurones,	 les	 IPAN	 (Inter	 Primary	 Afferent	 Neurons)	

répondent	aux	récepteurs	sensitifs	(mécano	et	chémo-récepteurs)	muqueux.	Ils	ont	un	trajet	
traversant	la	paroi	pour	rejoindre	les	couches	nerveuses	les	plus	profondes	de	la	paroi.		

Le	 neuromédiateur	 principal	 du	 SNE	 est	 l’Acétylcholine,	 elle	 représente	 80%	 des	
neuromédiateurs	 du	 tube	 digestif.	 Il	 existe	 également	 des	 neurones	 dopaminergiques	 et	
sérotoninergiques.	

	
	

d) Systèmes de protection de la paroi intestinale 
Le	tractus	gastro-intestinal	est	en	contact	direct	avec	l’environnement	extérieur,	ce	qui	

nécessite	 la	mise	en	place	de	systèmes	de	protection	pour	maintenir	 l’intégrité	de	 la	paroi	
intestinale.		
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     (i) Les systèmes de jonction 

Les	 différents	 systèmes	 cellulaires	 épithéliaux	 forment	 une	 barrière	 épithéliale	
physique	continue,	en	étant	latéralement	connectés	les	uns	aux	autres	par	des	systèmes	de	
jonctions	 et	 en	 particulier	 les	 jonctions	 serrées.	 Ces	 jonctions	 sont	 composées	
principalement	 de	 claudine	 et	 d’occludines.	 Elles	 jouent	 un	 rôle	 fondamental	 dans	 la	
perméabilité	de	l’épithélium,	empêchant	tout	transport	paracellulaire.	

(ii) Le glycocalyx 

Au	niveau	du	pôle	 apical	 des	 entérocytes,	 les	microvillosités	 sont	 recouvertes	 par	 le	
glycocalyx	 encore	 appelé	 cell-coat	 (Figure	 13).	 Le	 glycocalyx	 est	 formé	 de	 glycoprotéines	
transmembranaires	 très	 hydratées	 formant	 un	 film	 hydrique	 protecteur	 de	 l’épithélium	
contre	la	dégradation	par	les	enzymes	digestives.	

	
Figure	13	:	Coupe	des	microvillosités	intestinales	en	microscopie	électronique.	
Cette	 coupe	 longitudinale	met	en	évidence	 le	 recouvrement	des	microvillosités	du	 côté	de	 la	 lumière	
digestive	par	un	film	appelé	le	glycocalyx.	Source:	https://www.gettyimages.it/immagine/glicocalice	[49]		

	

(iii) Le mucus 

La	 première	 ligne	 de	 défense	 de	 la	 paroi	 intestinale	 est	 la	 double-couche	 de	mucus	
sécrétée	par	les	cellules	caliciformes.	C’est	une	structure	complexe	qui	se	compose	de	deux	
couches.	La	couche	interne,	très	fine,	repose	sur	le	glycocalyx.	La	couche	externe,	en	contact	
avec	la	lumière	digestive,	est	très	épaisse.	De	constitution	poreuse,	il	s’agit	d’une	niche	pour	
les	bactéries.	C’est	 l’ensemble	des	agents	microbiens	qui	constitue	 le	microbiote	 intestinal	
de	 l’hôte.	 Ces	 deux	 couches	 sont	 principalement	 composées	 de	mucines,	mais	 également	
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d’autres	 molécules	 comme	 le	 Facteur	 Trefoil	 3	 (TFF3)	 qui	 a	 un	 rôle	 particulier	 dans	 la	
viscosité	et	l’intégrité	du	mucus.		

Les	 mucines,	 longues	 glycoprotéines	 composant	 le	 mucus,	 se	 composent	 de	 deux	
types	:	 les	 mucines	 solubles	 (sécrétées)	 et	 les	 mucines	 transmembranaires.	 Les	 mucines	
sécrétées,	 comme	 les	 mucines	 MUC2	 ou	 MUC5b	 forment	 le	 corps	 structural	 du	 gel	
muqueux.	 Ce	 dernier	 type	 se	 répartit	 sur	 les	 deux	 couches	 du	 mucus,	 et	 joue	 un	 rôle	
particulier	dans	 la	défense	contre	 le	microbiote	 intestinal	 [50].	Le	second	type	ou	mucines	
transmembranaires,	 comme	 les	 mucines	 MUC16	 ou	 MUC17,	 sont	 exprimées	 par	 les	
entérocytes	 et	 les	 cellules	 caliciformes.	 La	 longueur	 de	 leur	 domaine	 extracellulaire	 est	
fortement	variable.	Ce	domaine	extracellulaire	n’est	présent	que	dans	la	couche	interne	et	
n’est	pas	en	contact	avec	 le	microbiote	 intestinal.	Elles	sont	 impliquées	dans	 les	processus	
inflammatoires	et	cancéreux,	notamment	par	modifications	des	sites	de	glycosylation	post-
traductionnelle.	Une	forte	augmentation	des	mucines	transmembranaires	(spécifiques	pour	
certains	types	de	cancers)	est	associée	à	une	carcinogenèse,	alors	qu’un	déficit	en	mucines	
transmembranaires	 est	 lié	 à	 des	 processus	 inflammatoires	 [51].	 Cette	 couche	 forme	 donc	
une	véritable	barrière	de	protection	physique	et	 chimique	entre	 l’épithélium	et	 la	 lumière	
intestinale	(Figure	14).	

	

	
Figure	14	:	Représentation	schématique	des	couches	de	mucus.	
Il	existe	deux	couches	de	mucus	recouvrant	la	surface	des	cellules	épithéliales	intestinales.	La	surface	
épithéliale	intestinale	est	recouverte	par	une	double-couche	de	mucus,	constituée	par	un	riche	réseau	
de	mucines	et	par	des	peptides	antimicrobiens	sécrétés	par	les	différents	types	cellulaires	épithéliaux.	
Ces	molécules	se	répartissent	différemment	dans	les	deux	couches	de	mucus.	Source	:	Kim	et	al,	2010	
[50]	
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(iv) La défense antimicrobienne 

La	 colonisation	par	 le	microbiote	est	essentielle	au	développement	 intestinal	dès	 les	
premières	heures	de	développement.	Il	permet	la	maturation	du	système	nerveux	entérique	
et	 immunitaire	lorsque	 les	 mécanismes	 de	 défense	 antimicrobienne	 se	mettent	 en	 place.	
Cette	défense	par	le	mucus	est	renforcée	par	d’autres	types	cellulaires	[40].	

Les	cellules	de	Paneth	ont	un	 rôle	 indispensable	dans	 la	défense	antimicrobienne	de	
l’hôte	 en	 sécrétant	 des	 peptides	 antimicrobiens	 (AMP),	 comme	 les	 défensines	 et	 le	
lysozyme.	Les	défensines	sont	séparées	en	deux	sous-familles	:	les	α-défensines,	uniquement	
sécrétées	 par	 les	 cellules	 de	Paneth	 et	 spécifiques	 de	 l’intestin	 grêle,	 et	 les	 β-défensines,	
sécrétées	par	plusieurs	types	cellulaires	épithéliaux	et	retrouvées	dans	le	tractus	intestinal,	
mais	également	au	niveau	d’autres	barrières	épithéliales		[52].		

Le	 GALT	 (Gut	 Associated	 Lymphoïd	 tissues)	 [53]	 est	 le	 tissu	 dédié	 à	 la	 défense	
immunitaire	 acquise	 de	 l’intestin.	 Au	 niveau	 de	 l’intestin	 grêle,	 le	 GALT	 est	 constitué	 de	
lymphocytes	T	et	B	qui	s’organisent	en	agrégats	de	follicules	lymphoïdes	formant	les	plaques	
de	Peyer	dans	l’iléon	mais	également	des	inclusions	de	plasmocytes	et	lymphocytes	dans	la	
lamina	 propria.	 L’épithélium	 associé	 à	 ce	 tissu	 lymphoïde	 est	 riche	 en	 cellules	M,	 cellules	
présentatrices	d’antigènes.	Elles	expriment	à	 leur	surface	de	nombreux	récepteurs,	 tels	 les	
récepteurs	Toll-Like,	 reconnaissant	des	antigènes	spécifiques.	Ces	cellules	permettent	ainsi	
le	 lien	entre	défense	antimicrobienne	par	sécrétion	peptidique	et	défense	 immunitaire	par	
activation	lymphocytaire.		

Les	entérocytes	contribuent	à	la	défense	immunitaire	antimicrobienne	par	la	sécrétion	
dans	la	lumière	des	immunoglobulines	IgA.		

	
	

B. Atrésie de l’intestin grêle 

1. Généralités 

L’atrésie	(du	grec	:	a	privatif/trésis	trou),	correspond	à	une	obstruction	complète	de	la	
lumière	 intestinale.	 Etymologiquement,	 elle	 est	 distinguée	 de	 la	 sténose	 (du	 grec	:	 stenos	
étroit/is)	qui	 correspond	à	un	 rétrécissement	voire	une	obstruction	partielle	de	 la	 lumière	
intestinale.	Ces	anomalies	peuvent	survenir	à	n’importe	quelle	hauteur	du	tube	digestif	mais	
nous	 nous	 focalisons	 sur	 le	 jéjunum	 et	 l’iléum.	 Leur	 localisation	 anatomique	 définit	 leur	
présentation	clinique	avec	des	vomissements	plus	ou	moins	précoces.		

L’atrésie	 se	 présente	 donc	 comme	 une	 obstruction	 de	 la	 lumière	 intestinale	 qui	
s’interrompt	 en	 un	 segment	 court	 et	 atrétique	 bordé	 de	 part	 et	 d’autre	 par	 un	 intestin	
d’amont	généralement	dilaté	et	un	intestin	d’aval	grêle.		

L’atrésie	jéjuno	iléale	est	une	malformation	congénitale	du	tube	digestif	qui	se	définit	
par	 une	 interruption	 de	 sa	 continuité.	 Son	 incidence	 se	 situe	 entre	 1/1500	 et	 1/5000	
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naissances	 [54].	 L’atrésie	 est	 incompatible	 avec	 la	 vie	 et	 nécessite	 une	 prise	 en	 charge	
chirurgicale	néonatale.	Elle	consiste	en	un	rétablissement	de	 la	continuité	par	anastomose	
termino-terminale.	 Les	 suites	 opératoires	 sont	 grevées	 par	 des	 troubles	 fonctionnels	
digestifs	 lors	 de	 la	 reprise	 de	 l’alimentation	 nécessitant	 une	 longue	 hospitalisation.	 Une	
morbidité	élevée	conduisant	parfois	au	décès	de	ces	patients	est	malheureusement	parfois	à	
déplorer.	 	 L’interruption	anténatale	de	 la	 continuité	digestive	est	probablement	à	 l’origine	
de	 ces	 troubles	 partiellement	 réversibles	 lors	 de	 la	 remise	 en	 continuité	 digestive	 par	 la	
chirurgie	néonatale.		

	

2. Origine des malformations et classification 

a) Ethiopathogénie 
Même	 si	 la	 cause	 de	 cette	 malformation	 n’est	 pas	 explicitement	 connue,	 plusieurs	

théories	ont	été	avancées.	Dans	le	cas	de	l’atrésie	jéjuno-iléale,	il	semblerait	qu’un	incident	
vasculaire	intra-utérin	(aux	alentours	de	12	semaines	de	DE)	soit	en	cause	sur	le	territoire	de	
l’artère	mésentérique	supérieure.	Lorsque	ce	phénomène	ischémique	est	très	proximal	sur	
le	territoire	vasculaire,	il	en	résulte	un	intestin	très	court	comme	dans	l’Apple	Peal	Syndrome	
(voir	forme	IIIb	de	la	classification	au	chapitre	suivant).	

Certains	agents	toxiques	pour	le	développement	vasculaire	tels	des	vasoconstricteurs	
(tartrate	 d’ergotamine,	 cocaïne,	 éphédrine,	 nicotine,	 ergotamine,	 caféine	 et	
pseudoéphédrine)	 ont	 été	 mis	 en	 cause	 [2].	 Des	 hypothèses	 alternatives	 avec	 des	
mécanismes	malformatifs	moins	satisfaisants,	tels	que	l’invagination	intestinale	in	utero	[55],	
la	perforation	 intestinale,	 le	volvulus	segmentaire,	 la	 thromboembolie,	 la	 thrombophilie	et	
l’inflammation	 intra-utérine	 ont	 été	 avancés.	 Le	 terrain	 génétique	 ou	 les	 anomalies	
chromosomiques	ne	semblent	ici	pas	en	cause	à	la	différence	de	l’atrésie	duodénale.	Ainsi,	
malgré	 des	 lacunes	 de	 compréhension	 quant	 au	 mécanisme	 précis	 de	 cette	 affection,	
l’hypothèse	 la	 plus	 probable	 serait	 donc	 soit	 une	 ischémie	 durant	 le	 second	 trimestre	 de	
grossesse.	Les	 formes	syndromiques	sont	plus	 rares	et	concernent	quasi	exclusivement	 les	
atrésies	étagées	(cf.	chapitre	suivant).	

	
b) Classification 

La	sténose	en	tant	que	simple	rétrécissement	segmentaire	ne	fait	pas	partie	des	stades	
de	la	classification	(Figure	15).	
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															Figure	15	:	Représentation	schématique	de	la	sténose	intestinale.		
La	 sténose	 digestive	 est	 caractérisée	 par	 un	 rétrécissement	 et	 non	 une	 interruption	 de	 la	 lumière	
digestive.	 La	 sténose	 congénitale	 pourrait	 néanmoins	 répondre	 à	 la	 même	 étiologie	 que	 l’atrésie.	
Source	:	Medscape	2017	[56]	

	
	
	
La	 Classification	 la	 plus	 commune	 est	 celle	 de	Grosfeld	 et	 al	 [57].	 Il	 s’agissait	 de	 la	

classification	de	Louw	et	al	modifiée	[58].	Elle	rapporte	5	types	d’atrésie	jéjuno-iléale	[59]	:		
	

	
																	Figure	16	:		Classification	des	atrésies	jéjuno-iléales	selon	Grosfeld	[57]	
Représentation	schématique	des	5	types	de	sténose	jéjuno-iléale.	Source	:	Medscape	2017	[56]	

	
Type	I	:	membraneux		
C’est	 une	 atrésie	 muqueuse	 ou	 septale	 avec	 un	 mur	 intestinal	 sain.	 Une	 cloison	

membraneuse	sans	signe	visible	de	l’extérieur	obstrue	la	lumière	intestinale.	
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Elle	se	caractérise	par	(Figure	16)	:		
- Une	continuité	intestinale	(entre	le	segment	dilaté	et	le	segment	étroit)		
- Un	mésentère	intact		
- Un	segment	intermédiaire	conique	dû	à	la	pression	exercée	sur	les	murs	intestinaux.		
- Une	longueur	intestinale	normale	
	
Type	II	:	Extrémités	borgnes	reliées	par	un	cordon	fibreux	
C’est	une	atrésie	complète	présentant	comme	solution	de	continuité	un	cordon	fibreux	

entre	les	parties	proximales	et	distales.		
Elle	présente	(Figure	16)	:		

- Une	discontinuité	intestinale		
- Un	mésentère	souvent	intact	mais	présentant	parfois	une	forme	de	«	V	»	au	niveau	

atrétique	
- Une	longueur	intestinale	normale	

	
Type	IIIa	:	Extrémités	borgnes	disjointes		
C’est	 l’atrésie	 la	plus	 fréquente.	Elle	reflète	une	anomalie	de	résorption	 intra-utérine	

de	 l’intestin	 fœtal	dû	à	une	 ischémie.	On	note	 l’absence	de	cordon	 fibreux	et	de	 segment	
intermédiaire.	

On	retrouve	(Figure	16)	:		
- Une	interruption	de	la	continuité	intestinale	
- Une	absence	de	mésentère,	créant	ainsi	un	écart	en	«	V	»	
- Une	longueur	intestinale	réduite.	 	 	

	
Type	IIIb	:	Atrésie	en	pelure	de	pomme	ou	arbre	de	Noël	ou	Apple	Peal	Syndrome	
Elle	reprend	les	principales	caractéristiques	du	type	IIIa	mais	l’écart	mésentérique	est	

plus	étendu	(Figure	16).	On	retrouve	ainsi:		
- Un	segment	d’amont	situé	près	de	l’angle	de	Treitz	
- Une	absence	de	l’artère	mésentérique	supérieure	en	distalité	
- Un	segment	d’aval	collabé	et	mal	vascularisé,	organisé	en	hélice	autour	d’une	artère	

marginale	engendrant	des	atrésies	de	type	I	ou	II	
- Une	longueur	intestinale	réduite	
	
Type	IV	:	Atrésie	multiple,	en	série	
C’est	la	succession	simultanée	d’atrésie	de	type	I,	II	ou	III	formant	une	suite	d’obstacles	

en	série	dans	la	lumière	digestive	(Figure	16).		
Ce	 type	 est	 probablement	 à	 singulariser	 des	 précédents	 par	 son	 déterminisme.	 Des	

mutations	 génétiques	 ont	 pu	 être	 identifiées	 chez	 les	 patients	 atteints	 qui	 présentent	 de	
manière	associée	un	déficit	immunitaire	et	parfois	une	inflammation	digestive	[60,	61].		
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3. Prise en charge thérapeutique 

a) Diagnostic 
	
L’atrésie	 étant	 une	 anomalie	 congénitale,	 le	 challenge	 est	 son	 diagnostic	 pendant	 la	

période	 anténatale,	 c’est	 à	 dire	 durant	 le	 suivi	 obstétrical.	 Les	 principaux	 signes	 évoquant	
une	 atrésie	 intestinale	 chez	 le	 fœtus	 sont	 des	 signes	 indirects	 secondaires	 au	 syndrome	
occlusif	 fœtal.	 Depuis	 l’avènement	 de	 l’échographie	 fœtale	 il	 y’a	 plus	 de	 30	 ans	 [62],	 ce	
syndrome	 occlusif	 est	 diagnostiqué	 dès	 le	 deuxième	 trimestre.	 Sont	 visibles	
l’hyperéchogénicité,	 la	 dilatation	 des	 anses	 intestinales	 et	 l’excès	 de	 liquide	 amniotique	
conduisant	 à	 un	 poly	 hydramnios.	 L’atrésie	 intestinale	 reste	 le	 premier	 diagnostic	 évoqué	
devant	un	syndrome	occlusif	fœtal.	

Cependant,	 les	 limites	 sont	 doubles	:	 tout	 d’abord	 le	 manque	 de	 spécificité	
échographique	lorsque	une	dilatation	iléale	est	diagnostiquée	[63].	Aujourd’hui	encore,	il	est	
difficile	en	période	anténatale	de	trancher	avec	les	diagnostics	différentiels	tels	les	atrésies	
coliques,	les	malformations	anorectales	et	la	mucoviscidose.	Sur	les	points	d’appel	décrits	ci-
dessus,	 est	 réalisée	en	 complément	une	 IRM	 fœtale	dès	26	 semaines	d’aménorrhée.	 Sont	
alors	visibles	des	anses	dilatées,	présentant	un	hypersignal.	Ces	examens	ne	permettent	que	
très	rarement	de	préciser	le	niveau	colique	ou	intestinal	de	l’atrésie.	

La	naissance	est	orientée	vers	une	maternité	comportant	une	réanimation	et	chirurgie	
pédiatriques.	Après	 l’accouchement,	 lors	de	 l’examen	du	nouveau-né,	 l’examen	initial	peut	
être	normal.	A	divers	degrés,	sont	constatés	une	distension	abdominale	signant	le	syndrome	
occlusif	 puis	 la	 survenue	de	 vomissements	 en	 cas	d’alimentation.	 L’absence	de	méconium	
après	 24	 à	 48	 heures	 de	 vie	 est	 pathognomonique	 de	 ce	 syndrome	 occlusif.	 Celui-ci	 est	
confirmé	par	la	radiographie	de	l’abdomen	sans	préparation	qui	retrouve	des	niveaux	hydro-
aériques	et	l’échographie.	

	
b) Chirurgie 

	
Le	 traitement	est	une	prise	en	charge	chirurgicale	dans	 les	premiers	 jours	de	vie	par	

laparotomie	 exploratrice.	 Le	 geste	 consiste	 en	 une	 exérèse	 complète	 ou	 partielle	 de	 la	
région	atrétique	avec	une	résection-anastomose	entre	les	deux	segments	d’amont	et	d’aval.	
Des	artifices	 chirurgicaux	par	 remodelage	des	 segments	 sont	parfois	nécessaires	en	 raison	
des	grandes	différences	de	calibre	entre	amont	et	aval.	

 
c) Complications 

	
Il	 existe	 deux	 situations	 pourvoyeuses	 de	 morbidité	 dans	 l’atrésie	 digestive	:	

l’insuffisance	 de	 longueur	 de	 l’intestin	 grêle	 et	 la	 présence	 de	 troubles	 fonctionnels	
(dysmotricité,	troubles	d’absorption	et	de	perméabilité)	sur	un	intestin	de	longueur	normale,	
le	 cumul	 de	 ces	deux	 situations	 étant	possible.	 Le	 jéjuno-iléon	est	 un	organe	 vital	 dont	 la	
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vascularisation	 est	 terminale,	 permettant	 l’absorption	 des	 nutriments,	 vitamines	 et	
oligoéléments.	 Plus	 la	 longueur	 d’intestin	 est	 réduite	 (malformation	 de	 type	 IIIb	 par	
exemple),	 moins	 l’absorption	 sera	 efficace	 et	 plus	 les	 carences	 seront	 précoces.	 En	
découlent	 donc	 stéatorrhées,	 anémies	 macrocytaires,	 troubles	 du	 transit	 et	 du	
développement	 staturo-pondéral	 par	 malnutrition.	 Dans	 la	 période	 néonatale,	 il	 s’agit	
principalement	de	l’absence	de	prise	de	poids.		

La	survie	post	chirurgicale	s’est	considérablement	améliorée	ces	dernières	décennies	
principalement	 grâce	 aux	 travaux	 conjoints	 des	 équipes	 d’anesthésie,	 de	 chirurgie	 et	 de	
réanimation.	 Cette	 survie	 reste	 avant	 tout	 liée	 à	 la	 longueur	 d’intestin	 présente	 à	 la	
naissance	 [64].	 Les	 complications	 liées	 au	 geste	 chirurgical	 lui	même	 sont	 variables	 d’une	
équipe	à	 l’autre	mais	en	général	peu	fréquentes	(principalement	 la	fuite	anastomotique	et	
l’occlusion	mécanique	avec	une	 fréquence	de	moins	de	10%).	Dans	une	série	 récente	 [65]	
d’atrésie	digestive	dont	40	atrésies	jéjuno	iléales,	les	complications	étaient	de	30%	dont	12%	
de	fuites	anastomotiques,	12	%	de	syndrome	occlusif	et	6%	d’infection	de	site	opératoire.	

	Le	problèmes	crucial	au	décours	de	la	cure	chirurgicale	des	atrésies	intestinales	est	la	
rapidité	 du	 retour	 à	 une	 fonction	 intestinale	 normale,	 définie	 par	 l’autonomie	 digestive	
complète	 ;	 certains	 enfants	 mettent	 en	 effet	 plusieurs	 semaines	 voire	 plusieurs	 mois	 à	
recouvrer	une	nutrition	entérale	complète	[1,	54,	66].	Avant	la	fin	de	cette	période,	ils	sont	
dépendants	 des	 apports	 caloriques	 par	 voie	 intraveineuse,	 avec	 les	 complications	
intrinsèques	qu’elle	comporte.	L’étude	la	plus	récente	rapporte	des	résultats	encourageants	
même	pour	des	enfants	avec	une	longueur	d’intestin	courte,	probablement	au	bénéfice	d’un	
programme	 de	 «	rééducation	 digestive	»	 [67].	 Sur	 une	 population	 de	 118	 patients	
présentant	 une	 atrésie	 intestinale,	 5%	 sont	 décédés	 avant	 leur	 sortie	 de	 l’hôpital.	 Vingt	
d’entre	eux	(17%)	sont	sortis	avec	une	nutrition	parentérale.	Leur	longueur	d’intestin	grêle	
était	 mesurée	 en	 moyenne	 à	 22cm.	 Parmi	 ces	 20	 patients,	 2	 sont	 décédés,	 4	 ont	 été	
transplantés	et	14	ont	été	sevrés.	

D’autant	plus	 lorsque	 la	 longueur	d’intestin	est	normale,	 ce	 retard	d’autonomisation	
digestive	n’est	pas	bien	compris.	Même	actuellement	le	pronostic	est	compliqué	malgré	les	
progrès	du	diagnostic	prénatal	[68].		

	La	principale	limite	vient	du	fait	que	les	facteurs	pronostics	sont	mal	établis.	Les	seuls	
rapportés	à	ce	jour	sont	:	(1)	le	poids	de	naissance;	(2)	la	prématurité	[69],	(3)	le	niveau	de	
l'obstruction	digestive	[70],	(4)	l’importance	de	la	dilatation	[71,	72]	et	(5)	la	conservation	de	
la	 valvule	 iléo-caecale	 [73]).	 Ils	 ne	 	 permettent	pas	de	déterminer	 le	 degré	des	 lésions	du	
grêle	à	la	naissance	et	de	préjuger	de	son	caractère	fonctionnel.	Les	espoirs	apportés	par	le	
dosage	dans	le	liquide	amniotique	des	enzymes	digestives	[74]	n’ont	pu	être	vérifiés.	Seule	
l'évolution	postopératoire	 lors	des	 tentatives	 itératives	de	 réalimentation	orale	permet	de	
constater	la	présence	ou	non	de	complications	fonctionnelles.	

	
Le	 traitement	 adopté	 pour	 ces	 complications	 est	 le	 plus	 souvent	 symptomatique	:	

nutrition	parentérale.	Plus	rarement,	une	réintervention	chirurgicale	est	décidée	et	aboutit	à	
une	dérivation	digestive.	Ce	traitement	est	responsable	d'une	morbidité	qui	est	intimement	
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associée	 aux	 complications	 de	 la	 nutrition	 parentérale	 (retentissement	 sur	 la	 fonction	
hépatique	[59]	et	sur	 la	fonction	intestinale)	et	à	 la	 	chirurgie	(création	d'adhérences	et	de	
brides	et	complications	des	entérostomies	[75]).		

		
Par	ailleurs,	lors	des	tentatives	d'alimentations	entérales,	le	pronostic	est	grevé	par	les	

translocations	 	 bactériennes	 responsables	 de	 la	 mortalité	 élevée	 en	 post-opératoire	 [76].	
Outre	les	atrésies	intestinales,	ce	type	de	problème	peut	être	rencontré	dans	les	occlusions	
néonatales	 chroniques	 telles	 que	 certains	 laparoschisis,	 dans	 la	 maladie	 de	 Hirschsprung	
étendue	voire	dans	certaines	malformations	anorectales	hautes.	

	

4. Atrésie intestinale et recherche 

a) Etudes menées chez les nouveau-nés humains 
	
Depuis	1999,	neuf	séries	focalisées	sur	l’atteinte	du	SNE	dans	les	atrésies	jéjuno-iléales	

du	nouveau-né	ont	 été	publiées.	 Les	 résultats	 sont	 résumés	dans	 le	 tableau	1	 en	 annexe.	
Elles	 concernent	 des	 nouveau-nés	 avec	 un	 terme	 de	 naissance	 compris	 entre	 34	 et	 40	
semaines	d’aménorrhée,	présentant	des	types	d’atrésie	II,	III	ou	IV	selon	la	classification	de	
Louw	et	Grosfeld	 [57].	 Les	expertises	menées	sont	 très	variées	mais	 la	principale	méthode	
d’analyse	du	SNE	est	l’immunohistochimie.		

Masumoto	et	al	[77]	étudient	le	SNE,	les	muscles	et	les	cellules	de	Cajal	sur	une	série	
de	8	patients.	 Il	décrit	sur	 le	segment	proximal	une	réduction	de	la	densité	et	de	taille	des	
ganglions	 nerveux	 alors	 que	 le	 segment	 distal	 est	 proche	 des	 intestins	 contrôles.	 La	
musculeuse	est	hypertrophique	et	 le	nombre	de	cellules	de	Cajal	est	également	augmenté	
en	proximal.	Watanabe	et	al	 [78]	décrivent	par	une	analyse	purement	morphologique	une	
augmentation	 du	 diamètre	 en	 amont	 et	 un	 segment	 d’aval	 normal.	 Khen	 et	 al	 [79]	
comparent	 le	 profil	 du	 SNE	 de	 22	 patients	 porteurs	 d’atrésie	 avec	 31	 patients	 fœtus	
contrôle.	 A	 partir	 de	 ces	 derniers,	 ils	 décrivent	 le	 processus	 de	maturation	 physiologique	
anténatal	des	ganglions	nerveux	sur	les	deux	derniers	trimestres	de	grossesse.	La	conclusion	
est	 une	 accélération	 de	maturation	 du	 segment	 proximal	 et	 surtout	 une	 diminution	 de	 la	
maturation	 du	 segment	 distal.	 Ozguner	 et	 al	 [80]	 s’intéressent	 pour	 la	 première	 fois	 à	
l’extension	spatiale	de	ces	perturbations	sur	le	SNE	et	le	muscle.	Les	neurones	sont	analysés	
par	marquage	de	la	synaptophysine.	Les	anomalies	observées	sont	l’hypertrophie	musculaire	
avec	fibrose	et	la	diminution	de	la	densité	ganglionnaire	en	amont,	l’hypotrophie	musculaire	
et	 la	 diminution	 de	 taille	 des	 ganglions	 en	 aval.	 Ces	 anomalies	 sont	maximales	 dans	 leur	
intensité	sur	une	distance	de	1	cm	tant	en	proximal	qu’en	distal.	Sur	 le	segment	proximal,	
elles	 s’étendent	 jusqu’à	 4	 cm	 et	 sur	 le	 distal	 jusqu’à	 2	 cm	de	 l’atrésie.	 Avec	 une	 série	 de	
patients	plus	importante,	Wang	et	al	 [81]	confirment	la	 longueur	pathologique	de	3	cm	en	
aval.	 Pour	 la	partie	proximale,	 ils	 retrouvent	une	 longueur	pathologique	de	2	 voire	10	 cm	
pour	certains	marqueurs,	qui	sont	différents	de	celui	utilisé	par	Ozguner	et	al	[80].		
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Ramachandran	et	al	 [4]	étudient	 l’architecture	du	SNE	sur	une	série	de	6	patients	en	
faisant	 appel	 à	 la	 technique	 «	Whole	 Mount	».	 Il	 est	 décrit	 ainsi	 une	 perte	 de	 cette	
architecture	 normale	 par	 le	 marquage	 de	 l’acétylcholine	 estérase	 et	 une	 architecture	
normale	 lorsque	 NADPH	 est	 marqué.	 Un	 patient	 présentant	 une	 atrésie	 de	 type	 IV	 est	
également	 analysé	:	 il	 existe	 une	 perte	 architecturale	 avec	 absence	 de	 neurones.	 Sur	 une	
série	 identique,	Gfroerer	et	al	 [82]	 retrouve	des	modifications	de	marquage	des	neurones,	
cellules	gliales	et	cellule	de	Cajal	uniquement	sur	le	segment	d’amont.	Enfin,	l’étude	la	plus	
récente	 s’est	 intéressée	 à	 l’inflammation	 tissulaire	 par	 le	 biais	 de	 l’expression	 génique	 de	
diverses	molécules:	cytokines,	interleukines,	NO	synthase	et	interféron	gamma	[83].	Il	était	
retrouvé	 une	 inflammation	 plus	 importante	 sur	 les	 segments	 d’amont.	 Dans	 cette	même	
étude,	l’expertise	a	été	réalisée	sur	8	patients,	il	n’a	pas	été	retrouvé	de	différence	entre	les	
segments	pathologiques	et	les	intestins	témoins.	

Les	 résultats	 de	 ces	 études	 sont	 plutôt	 disparates.	 Ils	 n’apportent	malheureusement	
pas	de	réponse	claire	sur	 la	vraie	 implication	du	SNE	dans	 la	genèse	des	troubles	observés	
chez	ces	patients.	

	
	

b) Modèles expérimentaux de l’atrésie 
	

(i) Différents modèles animaux  

Afin	 de	 tenter	 de	 comprendre	 la	 physiopathologie	 des	 atrésies,	 plusieurs	 modèles	
expérimentaux	 ont	 été	 élaborés.	 Il	 existe	 principalement	 4	 types	 d’animaux	:	 le	 poulet,	 la	
souris,	 le	 rat	 et	 le	mouton.	 Le	 principe	 reste	 le	même	:	 induire	 une	 obstruction	 digestive	
fœtale	 et	 recueillir	 le	matériel	 digestif	 afin	 de	 l’expertiser	 et	 de	 le	 comparer	 à	 un	 intestin	
normal.	Le	tableau	2	présenté	en	annexe	récapitule	les	différents	modèles	animaux	publiés	
depuis	les	années	2000.		
	

	 Le	modèle	les	plus	utilisé	dans	les	dernières	années	est	celui	du	rat	[84].	Le	principe	
consiste	 à	 réaliser	 une	 obstruction	 intestinale	 par	 ligature	 chirurgicale	 aux	 alentours	 du	
18ème	 jour	 de	 gestation	 [84]	 (Figure	 17).	 L’intestin	 est	 recueilli	 par	 sacrifice	 en	 fin	 de	
gestation	 soit	 au	 21ème	 jour.	 Il	 est	 utilisé	 de	 manière	 courante	 en	 raison	 de	 sa	 bonne	
faisabilité	 technique	 et	 de	 sa	 reproductibilité	 chez	 un	 mammifère	 qui	 reste	 proche	 de	
l’homme.	Il	a	déjà	été	mis	au	point	et	exploité	par	plusieurs	équipes	et	ce	depuis	plusieurs	
années	[79,	84].		
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					Figure	17	:	Modèle	murin	d’atrésie	jéjuno	iléale	

Au	18ème	jour	de	gestation	chez	le	rat	ou	la	souris	(A),	confection	d’une	bourse	péritonéale	sur	le	fœtus	
(B)	 précédant	 la	 laparotomie	 et	 l’extériorisation	 des	 anses	 jéjunales	 (C).	 Ligature	 chirurgicale	
mécanique	d’une	anse	digestive	 (D)	avant	de	 la	 réintégrer	dans	 l’abdomen	et	de	resserrer	 la	bourse	
(E).	 Un	 syndrome	 occlusif	 se	 constitue	 ainsi	 jusqu’à	 la	 délivrance	 (F)	 alors	 que	 la	 paroi	 abdominale	
cicatrise.	

	
D’un	 point	 de	 vue	 du	 développement,	 la	 fin	 de	 la	migration	 des	 crêtes	 neurales	 au	

niveau	de	 l’anus	a	 lieu	au	14ème	 jour	chez	 le	rat.	L’ensemble	des	précurseurs	neuronaux	et	
gliaux	du	SNE	est	donc	en	place	au	moment	de	 la	 ligature.	Celle-ci	survient	donc	dans	une	
phase	de	maturation	du	SNE	alors	que	 l’activité	électrique	a	déjà	débuté	 le	11ème	 jour.	 La	
phase	de	maturation,	elle,	se	poursuit	jusqu’au	sevrage.	Tous	ces	phénomènes	sont	résumés	
dans	la	figure	18.	Cet	aspect	a	pu	être	étudié	chez	les	rats	normaux	[85]	mais	ne	peut	être	
étudié	chez	les	fœtus	ligaturés	qui	ne	sont	pas	viables.	
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Figure	18	:	Différentes	étapes	de	différenciation	des	cellules	issues	du	SNE.	
Légende	:	 la	 zone	 grisée	 corresond	 à	 notre	 étude.	 Abréviation	:	 ENCC	:	 cellules	 nerveuses	 intestinales	
indifférenciées	issues	des	crêtes	neurales;	NOS	:	NO	synthase;	5-HT	=	sérotonine.	

	
Dans	 un	modèle	 d'obstruction	 chronique	 réalisé	 chez	 des	 rats	 adultes	 [86],	 il	 a	 été	

prouvé	que	l'obstruction	créée	après	 la	naissance	n'avait	que	peu	de	retentissement	sur	 le	
système	 nerveux	 digestif.	 Il	 est	 donc	 avancé	 l'hypothèse	 que	 pour	 avoir	 un	 caractère	
fonctionnel,	 l'obstruction	doit	survenir	avant	 la	naissance	au	cours	du	développement.	Son	
exploitation	a	permis	diverses	découvertes	sur	le	SNE	:	histologiques	avec	une	altération	des	
plexus,	une	raréfaction	des	cellules	neuronales	sur	le	segment	d’amont	[84],	des	altérations	
plus	modérées	des	plexus	en	aval	 [87]	mais	également	moléculaires	et	histochimiques.	 Il	a	
été	démontré	également	des	modifications	en	rapport	avec	les	phénotypes	neuronaux	[83]	
concernant	autant	 le	segment	proximal	que	le	distal	avec	des	conséquences	fonctionnelles	
sur	 la	 perméabilité	 et	 la	 mobilité	 digestive	 [83],	 ces	 données	 étant	 observées	 également	
chez	l’homme.		

Le	modèle	de	la	souris	est	très	proche	de	celui	du	rat.	La	taille	de	l’intestin	représente	
la	principale	limite	pour	la	réalisation	de	l’obstruction	digestive.	Le	modèle	utilise	donc	des	
spécimens	adultes	avec	création	d’une	occlusion	partielle	par	clips	[88].	

	
Le	 modèle	 le	 plus	 répandu	 après	 le	 rat	 est	 celui	 du	 poulet	 avec	 un	 modèle	

d’obstruction	soit	par	ligature,	soit	par	coagulation.	L’obstruction	peut	être	réalisée	à	partir	
de	 11	 jours	 de	 DE	 [89]	 pour	 une	 gestation	 totale	 de	 20	 jours.	Masumoto	 et	 al	 [77],	 en	
réalisant	 à	 12	 jours	 de	 DE	 la	 coagulation	 d'une	 anse	 grêle	 a	 démontré,	 comme	 pour	 le	
modèle	du	rat	et	du	mouton,	que	l'obstacle	interdit	toute	circulation	de	liquide	amniotique	
dans	 le	 tube	digestif	en	 formation.	Depuis,	7	études	du	SNE	par	 ligature	 intestinale	 fœtale	
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sur	 le	 poulet	 ont	 été	 rapportées	 dans	 la	 littérature	 [89-95].	 Dans	 une	 étude	 récente,	
l’obstruction	a	pu	être	réalisée	de	manière	réversible	:	une	boucle	de	polypropylène	9-0	était	
placée	à	ED11	puis	retirée	à	ED	15	[95].	La	principale	limite	est	que	le	modèle	aviaire	peut	
être	considéré	comme	anatomiquement	trop	éloigné	du	tube	digestif	de	mammifère,	avec	
notamment	la	présence	d’un	cloaque.	

	
Chez	le	mouton,	il	a	été	créé	des	atrésies	intestinales	en	moyenne	vers	le	90ème	jour	de	

gestation	(pour	un	terme	au	145ème	jour)	par	technique	chirurgicale	également.	Le	procédé	
est	 soit	 une	 ischémie	 partielle	 mésentérique	 [96,	 97],	 soit	 une	 ligature	 incomplète	 d'une	
anse	 grêle	 [98].	 Le	 modèle	 du	 gros	 animal	 présente	 l’avantage	 de	 la	 réversibilité	 de	
l’occlusion.	 Il	 s’agit	 du	 seul	 modèle	 qui	 a	 permis	 de	 rétablir	 la	 continuité	 digestive	 et	
permettre	 ainsi	 les	 investigations	 sur	 le	 comportement	 de	 l’intestin	 en	 période	 néonatale	
[99].	Ses	inconvénients	sont	le	faible	nombre	de	fœtus	par	portée	et	le	taux	élevé	de	fausse	
couche	secondaire	à	la	procédure.	
	

(ii) Procédé de l’obstruction intestinale : ligature et autres 

La	 technique	 la	 plus	 répandue	 de	 l’obstruction	 intestinale	 décrite	 avec	 ces	modèles	
animaux	est	la	ligature	mécanique	de	l’intestin.	Elle	est	réalisée	le	plus	tôt	possible	durant	la	
gestation	avec	la	limite	technique	de	sa	réalisation	précoce	pour	les	petits	animaux.	Elle	est	
ainsi	décrite	au	18ème	jour	de	DE	sur	le	modèle	de	rat	[84],	11ème	jour	de	DE	chez	le	poulet	
[89]	 pour	 des	 gestations	 de	 3	 semaines.	 Chez	 le	 mouton,	 le	 geste	 est	 possible	 plus	
précocement	avec	une	 ligature	 rapportée	au	50ème	 jour	de	DE	 (pour	une	gestation	de	145	
jours)	par	l‘équipe	de	Pickard		[100].	

La	 deuxième	 technique	 la	 plus	 répandue	 est	 l’ischémie	 mésentérique	 par	
électrocoagulation.	 Elle	 a	été	décrite	 chez	 le	poulet	 [90]	et	 chez	 le	mouton	 [97],	mais	pas	
chez	le	rat.	

La	 dernière	 technique	 est	 chimique	 par	 administration	 d’adriamycine	 [101].	 Il	 en	
résulte	un	modèle	d’atrésie	de	type	IV,	soit	des	atrésies	digestives	étagées	multiples.		

	

(iii) Contribution des modèles animaux 

Les	études	publiées	dans	le	domaine	de	l’atrésie	chez	l	‘animal	se	sont	attachées	pour	
la	 plupart	 à	 des	 études	 morphologiques	 (microscopie	 optique	 et	 électronique)	 qui	
permettaient	 de	 rendre	 compte	 des	 modifications	 ciblées	 alternativement	 sur	 le	 SNE,	 le	
muscle,	les	cellules	de	Cajal	ou	plus	rarement	l’épithélium	et	les	cellules	endocrines	(Tableau	
2	 en	 annexe).	 Plus	 récemment,	 certaines	 se	 sont	 attachées	 à	 l’expression	 génique	 de	
quelques	 composants	 du	 SNE,	 d’autres	 ont	 intégré	 la	 composante	 fonctionnelle	 à	 cette	
expertise.	

Depuis	2001,	dix	travaux	publiés	intéressants	sont	recensés	sur	l’atrésie	jéjuno-iléale.	
Une	 étude	 sur	 la	 souris	 adulte	 [88]	 a	 étudié	 la	 couche	musculaire,	 les	 cellules	 de	 Cajal	 et	
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l’activité	électrique.	 L’intestin	était	prélevé	1	à	14	 jours	après	une	obstruction	partielle	ou	
totale	par	clips	de	polyéthylène.	La	couche	musculaire	était	épaissie	et	 les	cellules	de	Cajal	
étaient	 diminuées	 en	 nombre,	 en	 amont	 et	 en	 aval	 de	 l’obstacle.	 Les	 ondes	 électriques	
étaient	diminuées	en	amont	de	l’obstacle	uniquement.	

Chez	 le	 fœtus	 de	 rat	 [84,	 87],	 les	 études	 se	 sont	 d’abord	 focalisées	 sur	 l’aspect	
morphologique	du	 SNE	 avec	un	 immunomarquage	de	 la	 synaptophysine.	 Elles	 s’accordent	
sur	 un	 segment	 proximal	 présentant	 une	 densification	 des	 ganglions,	 très	 proche	 de	
l’intestin	 contrôle	 et	 un	 intestin	 distal	 présentant	 plusieurs	 aspects	 d’un	 retard	 de	
maturation	:	ganglions	plus	étirés,	moins	denses	que	dans	les	contrôles.	Une	troisième	étude	
plus	récente	sur	le	même	modèle	[83]	apporte	un	éclairage	supplémentaire	:	il	est	rapporté	
une	 redistribution	 des	 types	 neuronaux	 entre	 les	 segments	 (neurones	 cholinergiques	
augmentés	en	amont	et	diminués	en	aval),	il	n’existe	pas	de	différence	d‘expression	génique	
(RT-PCRq)	 des	marqueurs	 d’inflammation	 et	 la	 contractibilité	musculaire	 est	 diminuée	 en	
aval.		

Chez	 le	 poulet,	 la	 réalisation	 de	 l’obstacle	 plus	 précoce	 que	 chez	 le	 rat	 permet	
d’étudier	 l’évolution	morphologique	de	 l’intestin	 ligaturé.	Après	une	 ligature	au	12ème	 jour	
de	 DE,	Baglaj	 et	 al	 [90]	 décrit	 une	 hypertrophie	musculaire	 au	 15ème	 jour,	 qui	 involue	 au	
17ème	 pour	 finalement	 réapparaître	 de	manière	 atténuée	 au	 19ème	 jour.	 Il	 n’existe	 pas	 de	
modification	 sur	 le	 segment	d’aval.	 Les	 conclusions	 concernant	 l’aspect,	 la	maturation	des	
ganglions	 nerveux	 sur	 les	 segments	 proximal	 et	 distal	 sont	 divergentes	mais	 la	 conclusion	
globale	 est	 la	 présence	 de	modifications	 des	 plexus	musculaires	 et	 sous	muqueux	 sur	 les	
deux	 segments	 [89,	 91-93],	 et	 ce	 quelle	 que	 soit	 la	 date	 de	 la	 ligature.	 La	 principale	
différence	en	comparaison	au	modèle	murin	est	la	diminution	voire	l’absence	ganglionnaire	
sur	 le	 segment	 proximal	 qui	 est	 plutôt	 le	 siège	 d’une	 surexpression.	Parisi	 Salvi	 et	 al	 [92]	
associent	à	son	expertise	microscopique	du	SNE	celle	des	cellules	endocrines	qui	lui	semble	
singulière	en	comparaison	à	celles	des	contrôles.	Il	pose	ainsi	l’hypothèse	d’un	lien	entre	le	
SNE	et	système	endocrine	(SE).	

	
		Toutes	ces	études	sont	unanimes	quant	à	l’épaississement	musculaire,	la	dilatation	

intestinale	proximale	et	aux	perturbations	du	SNE	que	partagent	les	deux	segments.	Elles	le	
sont	moins	pour	donner	une	explication	satisfaisante	du	lien	qui	existe	avec	les	dysfonctions	
qui	 en	 résultent.	 	 Ainsi,	 l’utilisation	 de	 techniques	 morphologiques	 seules	 (microscopies	
optique	 et	 électronique)	 n’est	 pas	 discriminative	 pour	 apprécier	 les	 modifications	
fonctionnelles	qui	nous	interrogent.	Des	techniques	complémentaires	doivent	être	utilisées	
soit	fonctionnelles	avec	l’enregistrement	des	contractions	des	fibres	musculaires	lisses,	soit	
plus	globales	avec	l’expression	génique.	

	
c) Implication du SNE dans les dysfonctionnements intestinaux 

	
L’hypothèse	 d’une	 origine	 nerveuse	 pour	 expliquer	 ces	 troubles	 de	 la	motilité	 a	 été	

posée;	 en	 effet	 le	 système	 nerveux	 est	 un	 véritable	 chef	 d’orchestre.	 Tout	 d’abord,	 il	
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coordonne	 les	 contractions	musculaires.	Un	 défaut	 de	 commande	 par	 le	 SNE	 conduirait	 à	
une	 stagnation	 des	 matières	 intestinales	 dans	 la	 lumière	 favorisant	 la	 translocation	
bactérienne.	 Les	 SNE	 dirige	 aussi	 les	 sécrétions	 intestinales	 et	 l’absorption	 de	 nutriments.	
Une	 défaillance	 dans	 le	 système	 d’absorption/sécrétion	 faciliterait	 également	 un	 passage	
trans-épithélial	des	pathogènes.	Il	ne	peut	être	exclu	cependant	que	les	autres	composantes	
de	la	paroi	digestive	puissent	être	impliqués	dans	ces	dysfonctionnements.		Pour	répondre	à	
ces	questions,	un	certain	nombre	d’études	a	été	réalisé	chez	l’homme.	Un	travail	[79]	avait	
comparé	 les	pièces	opératoires	 chez	des	nouveaux	nés	opérés	d’atrésie	avec	des	 intestins	
fœtaux	normaux	à	différents	stades	de	développement	embryonnaire.	L’étude	se	focalisait	
sur	le	SNE	:	elle	a	conclu	à	un	retard	global	de	maturation	de	l’intestin	d’aval	et	une	avance	
de	 maturation	 de	 l’intestin	 d’amont.	 Une	 deuxième	 étude	 [81]	 a	 elle	 conclu	 à	 une	
perturbation	des	marqueurs	du	SNE,	remontant	jusqu’à	15	cm	sur	la	partie	d’amont	et	très	
limitée	 sur	 la	 partie	 d’aval.	 Il	 n’existe	 pas	 à	 notre	 connaissance	 d’étude	 permettant	 de	
statuer	 sur	 le	 caractère	 réversible	ou	non	de	ces	 lésions,	 ceci	pour	des	 raisons	 techniques	
chez	 l’animal	 et	 éthiques	 chez	 l’homme.	 Parmi	 ces	 possibles	 atteintes,	 des	 anomalies	 du	
développement	 du	 système	 nerveux	 entérique	 (SNE)	 ont	 été	 suspectées	 comme	 étant	 à	
l’origine	de	ces	troubles	fonctionnels	graves.	Son	organisation	serait	altérée	sur	le	segment	
digestif	d’aval	mais	aussi	sur	celui	d’amont	[66].	Ces	anomalies	du	SNE,	s’exprimant	par	des	
anomalies	 de	 sécrétion	 de	 neuromédiateurs	 ou	 par	 des	morts	 cellulaires,	 pourraient	 être	
directement	 responsables	 de	 la	 dysfonction	 intestinale	 [1,	 87].	 Actuellement,	 il	 n’existe	
aucune	 certitude	 concernant	 la	 physiopathologie	 des	 altérations	 du	 SNE	 participant	 aux	
troubles	de	motilité	ou	de	sécrétions	digestives	observées	après	traitement	chirurgical	des	
atrésies	congénitales	[79].		
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 C. Les différentes approches pour l'étude de l'expression des 
gènes des cellules du système digestif 

Comme	 nous	 l’avons	 vu	 plus	 haut,	 les	 études	 réalisées	 sur	 l’atrésie	 digestive	 ont	
proposé	 des	 investigations	 que	 l’on	 peut	 qualifier	 de	 très	 ciblées.	 Notre	 but	 était	 de	
proposer	 une	 investigation	 plus	 large,	 concernant	 l’ensemble	 des	 tissus	 de	 l’intestin	 dans	
l’atrésie	 congénitale.	 Pour	 permettre	 ce	 type	 d’exploration,	 plusieurs	 méthodes	 ont	 été	
envisagées.	 En	 fonction	du	niveau	moléculaire	 ciblé,	 peuvent	 être	 réalisées	des	études	de	
protéomique,	des	études	avec	immunomarquage	ou	des	études	de	transcriptomique.	

 

 1. L’analyse de protéomique  

Elle	 consisterait	 à	 analyser	 l’ensemble	 des	 protéines	 présentes	 dans	 l’échantillon	
digestif	et	dans	les	segments	par	des	électrophorèses	bi-dimensionnelles.	A	ce	jour,	aucune	
analyse	protéomique	n’a,	à	notre	connaissance,	été	réalisée	pour	étudier	l’atrésie	digestive	
congénitale	 ou	 l’obstruction	 néonatale.	 Ceci	 s'explique	 sans	 doute	 par	 la	 complexité	 de	
l'analyse	des	images	obtenues.	Cependant,	cette	technique	a	été	rapportée	récemment	pour	
caractériser	des	troubles	occlusifs	fonctionnels,	acquis	le	plus	souvent,	chez	le	patient	adulte	
[102].	 Des	 pistes	 ont	 aussi	 été	 explorées	 pour	 caractériser	 le	 profil	 protéomique	 de	 la	
pseudo-obstruction	 intestinale	 chronique	 [103].	 Avec	 cette	 technique,	 des	 protéines	
d’intérêt	ont	été	individualisées	dans	le	sérum	des	patients	ayant	une	obstruction	intestinale	
pour	 déterminer	 le	 degré	 de	 souffrance	 muqueuse	 et	 ainsi	 préciser	 les	 candidats	 à	 la	
chirurgie	[104].	Le	principal	 inconvénient	de	cette	technique	est	son	manque	de	spécificité	
et	le	fait	qu’elle	ne	donne	aucune	information	sur	l’activation	de	l’expression	génique	sous	
jacente.	De	 plus	 sa	 réalisation	 technique	 et	 son	 interprétation	 sont	 souvent	 complexes	 et	
sujettes	à	débat.	De	plus,	dans	une	démarche	de	recherche,	ses	résultats	demandent	le	plus	
souvent	une	confirmation	par	des	techniques	complémentaires	telles	que	le	Western	Blot	ou	
l'immunomarquage.	

	

2. L'analyse par western-blot 

Cette	 technique,	 qui	 vise	 à	 faire	 migrer	 des	 protéines	 dans	 un	 hydrogel	
(polyacrylamide	 le	 plus	 souvent)	 puis	 à	 les	 transférer	 sur	 des	 feuilles	 de	 nylon	 puis	 à	 les	
révéler	grâce	à	des	anticorps	spécifiques	de	ces	protéines,	est	très	intéressante	lorsqu'on	se	
focalise	 sur	 l'étude	quantitative	d'un	nombre	 réduit	 de	protéines.	 En	 effet,	 il	 faut	 pouvoir	
disposer	 d'anticorps	 spécifiques	 qui	 fonctionnent	 bien	 pour	 le	 but	 recherché	 mais	 il	 faut	
souvent	 optimiser	 les	 hybridations	 pour	 avoir	 des	 images	 de	 bonne	 qualité.	 Le	 coût	 et	 le	
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temps	 passé	 sont	 souvent	 énormes	 et	 ceci	 requiert	 souvent	 de	 savoir	 sur	 quelle	 protéine	
porter	son	attention.	Dans	 le	cas	que	nous	présentons	dans	cet	ouvrage,	 il	nous	paraissait	
plus	 judicieux	 de	 "ratisser	 large"	 dans	 un	 premier	 temps	 et	 de	 nous	 focaliser	 dans	 un	 2e	
temps.		

	

3. L’analyse par immunomarquage 

L’étude	 immunohistochimique	 de	 l'expression	 protéique	 (et	 donc	 génique)	 est	 très	
intéressante	car	elle	permet	de	corréler	une	 localisation	cellulaire	et/ou	 tissulaire	avec	 les	
variations	quantitatives	observées.	De	plus,	cette	technique	permet	de	vérifier	et	de	localiser	
des	variations	d'expression	observées	par	des	techniques	plus	 larges	(transcriptomique	par	
exemple,	cf.	ci-après).	Mais,	comme	évoqué	plus	haut,	les	études	histochimiques	requièrent	
un	 anticorps	 pour	 chaque	 protéine	 et	 une	 optimisation	 d'utilisation	 de	 celui-ci.	 Cette	
technique	 ne	 peut	 donc	 s'appliquer	 qu'à	 des	 protéines	 dont	 on	 connaît	 ou	 pressent	
l'importance.	 Dans	 ce	 cas,	 l’immunomarquage	 précise	 la	 singularité	 d’expression	 de	 ces	
gènes	 étudiés	 en	déterminant	 leur	 localisation	dans	 le	 tissu.	Dans	 l'étude	que	nous	 allons	
présenter,	l'immunomarquage	a	été	avant	tout	une	étape	confirmative	permettant	d’étayer	
les	 résultats	 de	 l’étude	 transcriptomique	 (comme	 la	 RT-qPCR)	mais	 également	 de	 donner	
une	 illustration	 morphologique	 des	 variations	 d'expression	 alors	 que	 dans	 la	 plupart	 des	
études	publiées,	même	 récentes,	 il	 s’agit	de	 l’unique	étude	expérimentale	 [77,	79,	82,	84,	
87,	92].	

	
	

4. L’analyse par transcriptomique par microarray 

L’étude	transcriptomique	par	microarray	étudie	un	très	grand	nombre	pour	ne	pas	dire	
l’ensemble	des	transcrits,	c’est	à	dire	des	ARN	messagers	présents	dans	le	tissu	à	un	instant	
donné.	 En	 tant	 que	 technique	 globale,	 elle	 doit	 être	 considérée	 comme	 une	 bonne	
technique	de	screening	mais	nécessitant,	en	contre	partie,	des	techniques	complémentaires	
pour	étayer	les	résultats.	Cette	approche	nous	a	paru	la	plus	pertinente	dans	le	contexte	de	
développement	 embryonnaire.	 En	 effet,	 le	 développement	 intestinal	 est	 sous	 le	 contrôle	
étroit	de	 l’expression	de	plusieurs	gènes	connus	ou	à	découvrir,	et	de	 fortes	variations	de	
ceux-ci	pourraient	être	observées	dans	le	cadre	de	la	différenciation	ou	dans	le	cadre	de	la	
pathologie.	La	technique	de	transcriptomique	a	également	l’avantage	de	permettre	l'étude	
de	microARN	(miARN)	qui	sont	des	régulateurs	de	la	traduction	des	autres	ARN	messagers.	
Ces	microARN	ont	été	étudiés	à	une	seule	occasion	dans	l’atrésie	intestinale	congénitale.	Il	a	
ainsi	 été	 précisé	 l’implication	 de	 miR-211	 dans	 la	 régulation	 de	 la	 différenciation	 des	
ganglions	 nerveux	 entériques	 sur	 le	 modèle	 d’atrésie	 chez	 le	 rat	 [105].	 L’analyse	
transcriptomique	 rend	 compte	 par	 un	 résultat	 semi-quantitatif	 des	 ARN	 messagers	 de	
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l’ensemble	du	génome.	Sa	limite	est	le	manque	d’information	sur	la	traduction	de	ces	ARN	
messagers	 en	 protéines	 et,	 a	 fortiori,	 en	 protéines	 fonctionnelles	 localisées	 à	 leur	 place	
physiologique.	Nous	 verrons	donc	dans	 la	 suite	de	notre	étude	que	nous	avons	décidé	de	
procéder	en	2	étapes	:	1)	étude	transcriptomique	par	microarray,	puis	2)	confirmation	des	
résultats	 avec	 des	 données	 quantitatives	 par	 RT-PCRq	 puis	 vérification	 de	 l’expression	
protéique	in	situ	par	des	immunomarquages	tissulaires,	spécifiques	de	certaines	protéines.	

	

	

D. Problématique et objectifs de travail de cette thèse 

L’hypothèse	de	départ	était	que	la	maturation	du	SNE	embryonnaire	ne	s’effectue	pas	
correctement	 du	 fait	 de	 l’absence	 de	 circulation	 de	 facteurs	 trophiques	 normalement	
présents	dans	le	 liquide	amniotique	donc	dans	la	 lumière	digestive	fœtale.	De	plus,	ce	SNE		
pourrait	pâtir	dans	son	développement	du	fait	de	modifications	de	pression	exercées	par	ce	
liquide	 amniotique	 selon	 une	 théorie	 plus	 mécaniciste	 et	 qui	 s’appliquerait	 dès	 le	
développement	 embryonnaire.	 Cette	 conception	 expliquerait	 la	 différence	 de	 maturation	
entre	l’intestin	d’amont	et	celui	d’aval.	Si	ces	hypothèses	s’avéraient	exactes,	il	pourrait	être	
très	utile	d’accélérer	 la	maturation	de	 l’ensemble	des	 tissus	 intestinaux	concernés	par	des	
facteurs	mécaniques	avant	 le	 traitement	chirurgical	et,	pour	 le	cas	du	SNE,	 il	pourrait	être	
réalisé	 l’apport	 de	 facteurs	 trophiques	 localement	 durant	 la	 période	 post-opératoire.	
Cependant,	 comme	 nous	 l'avons	 vu	 plus	 haut,	 la	 physiopathologie	 des	 anomalies	 de	
fonctionnement	du	tube	digestif	en	amont	et	en	aval	de	l'atrésie	n’était	et	n'est	toujours	pas	
bien	 comprise.	 Tous	 les	 travaux	précédents	 sur	 le	 thème	de	 l’atrésie	 intestinale	 indiquent	
des	modifications	du	SNE.	Mais	est-ce	le	seul	responsable	des	anomalies	?	

	
D’autres	questions	restent	en	suspens	concernant	:	
	-	le	mécanisme	causal	
Ces	troubles	sont-ils	liés	à	des	anomalies	du	développement	dont	le	déterminisme	est	

de	même	nature	que	celui	responsable	de	l'obstacle	ou	bien	sont-ils	secondaires	à	l’obstacle	
et	donc	potentiellement	réversibles	?	

-	le	substrat	anatomique	
Quel	que	soit	le	type	de	processus,	la	question	concerne	l’extension	dans	le	temps	et	

dans	 l’espace	de	ces	anomalies.	Quelle	est	 l’extension	potentielle	des	anomalies	en	amont	
ou	aval	de	 l’atrésie	?	Limitée	ou	étendue	?	Les	segments	proximal	et	distal	partagent-ils	 la	
même	implication	dans	la	genèse	de	ces	troubles	?	Quelle	est	la	spécificité	de	chacun	?	

-	le	substrat	tissulaire	
Quelle	est	la	part	relative	de	chacun	des	tissus	et/ou	des	types	cellulaires	de	l’intestin	

dans	la	survenue	de	ces	troubles	?		
	



	 49	

En	effet,	les	autres	tissus	ont	été	moins	bien	étudiés	tant	dans	les	modèles	animaux	que	en	
pathologie	humaine.	Le	SNE,	qui	a	été	au	centre	des	recherches	depuis	plusieurs	années	a-t-
il	 vraiment	 le	 rôle	 central	?	 C’est	 dans	 un	 souci	 d’exhaustivité	 qu’il	 a	 été	 décidé	 d’utiliser	
l’approche	 transcriptomique	 pour	 l’étude	 des	 tissus	 de	 l’intestin	 dans	 l’atrésie	 digestive.	
L’objectif	de	notre	travail	étant	de	mieux	comprendre	ces	phénomènes	atrétiques,	 il	a	été	
utilisé	 une	 approche	 globale	 de	 l’expression	 des	 gènes	 par	 transcriptomique	 permettant	
d'étudier	 les	 modifications	 des	 ARNm	 de	 l’ensemble	 des	 tissus	 du	 tube	 digestif.	 Dans	
l’hypothèse	d’un	caractère	irréversible	de	ces	anomalies	mais	limité	à	quelques	centimètres,	
il	pourrait	en	résulter	par	exemple	une	modification	de	la	prise	en	charge	chirurgicale	telle	
une	 résection	plus	ou	moins	étendue	de	 la	 zone	pathologique	 identifiée.	Dans	 le	 cas	d'un	
caractère	 réversible,	 l’identification	 de	 cibles	 thérapeutiques	 pourrait	 accélérer	 la	
récupération	par	l’administration	de	substances	chimiques	ou	immunologiques.	

	
C'est	pour	répondre	à	ces	différentes	 interrogations	que	nous	avons	élaboré,	avec	 le	

Dr	Bourthoumieu,	le	Pr	Fourcade	et	le	Pr	Sturtz,	la	séquence	de	recherche	suivante	:	
	

1. Utilisation	du	modèle	d'interruption	ou	d'atrésie	intestinale	chez	le	rat	pour	générer	
du	matériel	d'étude	
	

2. Etude	de	l’expression	génique	:	
-extraction	 des	 ARNm	 de	 différentes	 parties	 intestinales	 de	 ces	 rats	 et	 vérification	 de	
l'extraction	
-étude	 transcriptomique	 en	 collaboration	 avec	 la	 plateforme	 génomique	 de	 l'Institut	
Cochin-INSERM	U1016	(Sébastien	Jacques)	
-analyse	des	 résultats	bruts	d'expression	génique	et	 classification	par	 type	cellulaire	et	
tissulaire	en	réalisant	des	clusters	de	gènes	
	
3. Confirmation	des	 variations	de	 l'expression	génique	de	 certains	 gènes	par	RT-qPCR	

(PCR	quantitative	après	une	transcription	reverse)	
	

4. Etudes	morphologiques	:	
-morphométrie	des	différents	segments	intestinaux	par	microscopie	optique	
-confirmation	et	précision	morphologique	de	ces	résultats	par	des	immunomarquages	et	
colorations	spéciales	
-étude	 ultra-structurale	 de	 certains	 types	 cellulaires	 intestinaux	 par	 microscopie	

électronique	
	
Nous	allons	donc	maintenant	montrer	 les	résultats	que	nous	avons	obtenus	au	cours	

de	ces	4	années	de	thèse.	

 



	 50	

   

 

 

 

 

 

 

DEUXIEME PARTIE: 
ETUDE EXPERIMENTALE  



	 51	

DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE   

Dans	cette	partie,	il	est	décrit	la	méthodologie	sur	un	modèle	murin	d’obstruction	digestive	
ainsi	 que	 les	 investigations	 sur	 les	 prélèvements	 intestinaux	 du	 modèle	 et	 sur	 des	
prélèvements	de	nouveau-nés	humains.				
	

A. MATERIEL et METHODES 

1. Projet 

Le	 projet	 est	 de	 définir	 par	 plusieurs	 techniques	 les	 déterminants	 génétiques	 de	
l’atrésie	puis	ses	caractéristiques	sur	le	modèle	animal	de	rat	décrit	plus	bas.	Il	a	été	choisi	
une	étude	préliminaire	transcriptomique	comme	première	approche.	Il	s’agit	de	déterminer	
le	profil	d’expression	génique	sur	les	tissus	digestifs	en	amont	et	en	aval	de	l’atrésie.	Cette	
étude	est	globale	car	elle	explore	 l’ensemble	des	 tissus	digestifs,	élargissant	au	passage	 le	
champ	 d’investigation	 au	 muscle,	 épithélium,	 système	 endocrine	 en	 plus	 du	 système	
nerveux	entérique	déjà	largement	exploré.	Afin	d’être	la	plus	complète	possible,	des	fœtus	
témoins	 seront	 également	 expertisés	 sur	 la	 dernière	 partie	 de	 la	 gestation	 (E15-E17-E19-
E21).	 Cette	 première	 approche	 aura	 donc	 deux	 socles	:	 un	 premier	 à	 visée	
développementale	 sur	 des	 fœtus	 témoins	 durant	 la	 période	 anténatale	 et	 un	 deuxième	 à	
visée	pathologique	sur	des	embryons	de	rats	dont	l’intestin	est	ligaturé.	

Au	vu	des	 résultats	de	cette	première	partie,	des	analyses	complémentaires	 seront	
réalisées	 pour	 confirmer	 l’expression	 génique	 par	 RT-PCRq	 et	 évaluer	 les	 conséquences	
morphologiques	 par	 microscopie	 optique	 (colorations	 standard	 et	 immunohistochimie)	 et	
microscopie	 électronique.	 Trois	 tissus	 vont	 retenir	 particulièrement	 notre	 attention	 :	 le	
système	nerveux	entérique,	le	système	neuroendocrine	diffus	et	la	composante	épithéliale.	

	

2. Modèle d’atrésie 

a) Justification du modèle 
Nous	nous	proposons	d’utiliser	le	modèle	expérimental	du	rat,	sans	doute	le	mieux	

éprouvé	et	le	plus	répandu	actuellement.	Plusieurs	raisons	expliquent	ce	choix	:	(1)	le	rat	est	
un	mammifère	 comme	 l’Homme,	 (2)	 la	durée	de	 la	 gestation	est	 relativement	 courte	 	 (21	
jours),	 (3)	 le	 nombre	moyen	de	 petits	 par	 portée	 varie	 de	 5	 à	 15,	 permettant	 d’avoir	 des	
embryons	 contrôles	 et	 des	 embryons	 ligaturés	 au	 même	 stade	 de	 maturation	 et	 (4)	 la	
faisabilité	est	bonne	en	particulier	avec	les	rates	de	type	Wistar	qui	est	l’espèce	sur	laquelle	
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a	été	faite	la	mise	au	point	du	modèle	[84]	et	ensuite	la	plupart	des	investigations.	La	limite	
du	 rat	 est	 la	 taille	des	embryons	qui	 rend	 très	difficile	une	 ligature	avant	 le	17ème	 jour	de	
gestation,	 terme	 correspondant	 au	 3ème	 trimestre	 de	 grossesse	 chez	 l’Homme	 qui	 peut	
paraître	tardif	pour	une	atrésie	digestive.	A	ce	titre,	des	études	complémentaires	sur	le	gros	
animal	pourraient	être	informatives.	
	

 
b) Expérimentation animale 

(i) Ethique 

Ce	 protocole	 d’expérimentation	 a	 été	 soumis	 pour	 avis	 puis	 validé	 successivement	
par	 le	 comité	 local	 puis	 national	 d’Ethique	 (Comité	 National	 de	 Réflexion	 Ethique	 sur	
l’Expérimentation	 Animale).	 Il	 a	 été	 réalisé	 sous	 le	 numéro	 d’autorisation	 portant	 la	
référence	 05180.04.	 Toutes	 les	 expérimentations	 ont	 été	 réalisées	 selon	 les	 règles	 de	
protection	et	du	bien-être	animal.	

 

(ii) Protocole préanesthésique 

Les	 rates	 gestantes	ont	 été	 fournies	 par	 le	 laboratoire	 JANVIER	 LABS.	 Dès	 leur	
réception,	elles	ont	été	hébergées	à	l’animalerie	de	l’Université	plusieurs	jours	avant	le	
début	de	l’expérimentation	(5	jours	minimum).	Elles	sont	ensuite	transportées	en	salle	
de	 laboratoire	 (unité	 EA6309)	 quelques	 heures	 avant	 le	 début	 des	 expérimentations	
puis	déposées	dans	leur	cage	individuelle	pour	l’acclimatation.		

	

(iii) Protocole anesthésique 

Au	moment	 de	 la	 première	 étape	 du	 protocole	 opératoire,	 leur	 terme	 se	 situe	
entre	 E15	 et	 E21	 (E15=15ème	 jour	 de	 développement	 embryonnaire	;	 pour	 une	
gestation	de	21	jours	au	total).	Le	protocole	d'anesthésie	débute	par	l’introduction	de	
la	rate	dans	une	cage	en	plexiglas	reliée	au	système	de	gaz	anesthésiques	(Isoflurane	;	
Abbott,	 UK).	 La	 sédation	 de	 l'animal	 est	 obtenue	 dans	 la	 cage	 puis	 l’animal	 en	 est	
retiré	 pour	 la	 pesée	 avant	 un	 relais	 sédatif	 par	 masque	 facial.	 Les	 rates	 gestantes	
pèsent	 entre	 300	 et	 400	 g.	 La	 surveillance	 peropératoire	 continue	 se	 fait	 par	
l’observation	 des	 mouvements	 de	 l’animal	 et	 de	 sa	 fréquence	 respiratoire	 (40	 à	 50	
cycles	par	minute).	

	 La	 surveillance	 postopératoire	 s’effectue	 pendant	 deux	 heures	 en	 salle	 de	
manipulations.	Après	reprise	de	l’activité	et	d’un	comportement	alimentaire,	elles	sont	
surveillées	 à	 la	 fréquence	 de	 trois	 fois	 par	 jour	 dans	 le	 laboratoire	 d’animalerie.	
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L’administration	d’antibiotiques	est	prévue	(injection	IM	d’Amoxicilline	20	mg/Kg/jour	
pendant	 3	 jours)	 ainsi	 que	 l’antalgie	 par	 du	 paracétamol	 dans	 l’eau	 de	 boisson	
1mg/mL).	 Le	 sacrifice	 est	 prévu	 de	manière	 anticipée	 en	 cas	 de	 signes	 de	 péritonite	
malgré	une	prise	en	charge	efficace.	

	

(iv) Protocole opératoire 

L’animal	 est	 installé	 en	 décubitus	 dorsal	 pour	 l’anesthésie	 locale.	 Ces	
expérimentations	sont	réalisées	en	conditions	«	propres	»	mais	non	stériles.	 Il	n’est	pas	
réalisé	d’antibioprophylaxie	systématique.	La	région	abdominale	est	lavée	et	désinfectée	
par	 une	 solution	 iodée.	 Une	 courte	 laparotomie	 médiane	 inférieure	 est	 réalisée	 après	
injections	 sous	 cutanés	 et	 intramusculaires	 d’anesthésie	 locale	 (1	mL	de	 xylocaïne	 1%).	
Les	cornes	utérines	 sont	 ensuite	 extériorisées	de	 l’abdomen	puis	 l’anesthésie	 locale	 est	
réalisée	sur	chaque	fœtus	3	minutes	avant	la	procédure	les	concernant.	Cette	anesthésie	
est	réalisée	par	injection	amniotique	de	quelques	microlitres	de	xylocaïne.		

La	procédure	est	réalisée	sous	le	microscope	OPM1-Carl	Zeiss	avec	des	instruments	
microchirurgicaux.	La	ligature	intestinale	est	réalisée	au	18ème	jour	de	DE.	Les	fœtus	ayant	
une	 bonne	 exposition	 de	 la	 fosse	 iliaque	 droite	 sont	 sélectionnés.	 Les	 fœtus	 ne	
présentant	 pas	 la	 bonne	 configuration,	 environ	 la	 moitié	 d’entre	 eux,	 ont	 été	 utilisés	
comme	 témoins.	 Les	 membres	 supérieurs	 et	 inférieurs	 des	 fœtus	 sont	 fixés	 à	 la	 paroi	
utérine	par	des	points	séparés	de	polypropylène	8/0.	Une	bourse	est	réalisée	sur	l’utérus	
avec	un	 surjet	de	polypropylène	8/0.	Au	 centre	de	 cette	bourse,	 l’utérus	est	 incisé.	 Les	
berges	de	 l’utérus	sont	amarrées	à	 la	paroi	abdominale	fœtale	avec	3	points	séparés	de	
polypropylène	8/0,	permettant	de	centrer	 la	 fosse	 iliaque	droite.	Une	micro-incision	est	
réalisée	 en	 fosse	 iliaque	 droite	 en	 dessous	 du	 foie.	Une	 seule	 anse	 digestive	 grêle	 doit	
être	extraite	grâce	à	l’instillation	de	quelques	microlitres	de	sérum	physiologique	dans	la	
cavité	 péritonéale.	 La	 ligature	 intestinale	 est	 réalisée	 avec	 un	 simple	 nœud	 de	
polypropylène	10/0.	L’anse	est	ensuite	réintégrée	et	la	cavité	abdominale	est	suturée	par	
un	point	de	polypropylène	9/0.	La	cavité	utérine	est	fermée	en	resserrant	la	bourse	après	
instillation	de	quelques	microlitres	de	 sérum	physiologique.	 Les	membres	 supérieurs	 et	
inférieurs	 sont	 libérés	 de	 leur	 fixation,	 les	 cornes	 utérines	 sont	 réintégrées	 avant	 la	
fermeture	de	la	paroi	en	deux	plans	par	un	surjet	de	polypropylène	4/0.		

	

(v) Recueil des échantillons  

	
Les	embryons	utilisés	pour	étudier	la	cinétique	de	développement	ont	été	recueillis	à	

différents	stades	de	développement	notés	E15,	E17,	E19	et	E21.	Les	embryons	 ligaturés	 in	
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utero	et	les	embryons	témoins	de	la	même	portée	ont	été	prélevés	3	jours	après	la	ligature,	
soit	 au	 21ème	 jour	 juste	 avant	 la	 naissance	 (E21).	 	 En	 effet	 l’atrésie	 digestive	 n’étant	 pas	
compatible	 avec	 la	 vie	 et	 les	 rates	 ayant	 une	 tendance	 au	 cannibalisme,	 le	 recueil	 des	
prélèvements	nécessite	une	extraction	avant	la	naissance	naturelle.		

Cette	étape	consiste	à	prélever	l’intestin	des	fœtus	de	rat	par	césarienne.	Celle-ci	est	
réalisée	 selon	 les	 mêmes	 conditions	 que	 pour	 l’étape	 précédente.	 Les	 fœtus	 sont	
anesthésiés	 puis	 extériorisés	 de	 la	 cavité	 utérine.	 Une	 laparotomie	 large	 permet	 de	
distinguer	les	échecs	ou	les	succès	de	la	ligature.	La	procédure	est	un	succès	lorsque	le	fœtus	
est	vivant	(couleur	et	trophicité	l’attestent),	lorsque	la	paroi	abdominale	est	intacte	(absence	
de	 laparoschisis)	 et	 lorsqu’il	 existe	 une	 différence	 de	 calibre	 et	 de	 couleur	 des	 anses	
digestives	 dont	 la	 limite	 peut	 être	 clairement	 définie	 comme	 le	 fil	 de	 ligature	 retrouvé	
(Figure	19).		

	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Figure	19	:	Photo	macroscopique	du	prélèvement	intestinal	à	ED21	
			A	:	Segment	proximal	dilaté	par	les	sels	biliaires	
B	:	Ligature	chirurgicale	
C	:	Segment	distal	grêle	

	
Chaque	fœtus	est	séparé	de	son	placenta	puis	pesé	et	mesuré.	La	longueur	totale	de	

l’intestin	 est	 mesurée.	 La	 distance	 entre	 le	 duodénum	 et	 la	 ligature	 est	 mesurée	 pour	
confirmer	que	la	ligature	concerne	l’intestin	grêle.	Pour	les	fœtus	ligaturés	avec	succès,	sont	
prélevés	les	2	centimètres	en	amont	et	les	2	centimètres	en	aval	de	cette	limite	(Figure	20).	
Chacun	 de	 ces	 segments	 sera	 divisé	 en	 2	 segments	 de	 1	 cm.	 Le	 prélèvement	 concerne	
également	 les	 fœtus	utilisés	pour	 la	cinétique.	Deux	centimètres	d’intestin	sont	prélevés	à	
10	 cm	en	aval	 de	 l’angle	duodéno-jéjunal.	 Les	 fœtus	et	 la	 rate	 sont	euthanasiés	en	 fin	de	
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procédure	 par	 injection	 intra	 cardiaque	 de	 T61	 (laboratoires	 MSD,	 solution	 contenant	
Embutramide,	Mébézonium	et	Tétracaïne).	

	

	 	
					Figure	20	:	Schématisation	de	l’atrésie	et	protocole	de	prélèvement	
			A	:	Segment	proximal	ou	d’amont	et	segment	distal	ou	d’aval.	
B	:	Prélèvement	de	deux	portions	successives	de	1	cm		(S1	et	S2)	depuis	la	ligne	d’atrésie				
respectivement	sur	chacun	des	segments.	
C	:	Segment	proximal	en	coupe	histologique	avec	un	grossissement	X4	
D	:	Segment	distal	en	coupe	histologique	avec	un	grossissement	X4	

	
Des	intestins	ont	été	prélevés	au	15ème,	17ème,	19ème	et	21ème	jour	de	DE	afin	de	réaliser	

une	 cinétique	de	 développement.	 Afin	 d’améliorer	 la	 corrélation	 du	 terme	 avec	 les	 fœtus	
ligaturés,	 les	 fœtus	 témoins	 E21	ont	 été	 prélevés	 chez	 les	mêmes	 rates	 gestantes	 que	 les	
fœtus	ligaturés.		

	

La	mortalité	fœtale	étant	de	70%	et	le	nombre	de	fœtus	par	rate	de	10	en	moyenne,	
il	a	été	sacrifié	au	total	30	rates	sur	l’ensemble	des	manipulations.		

	
Nous	avons	réalisé	au	total	6	groupes	d’intestins	fœtaux:		

o Des	intestins	témoins	pour	la	cinétique	à	E15		
o Des	intestins	témoins	à	E17	
o Des	intestins	témoins	à	E19	
o Des	intestins	témoins	à	E21	
o Des	intestins	prélevés	en	amont	à	E21	:	AM	E21	
o Des	intestins	en	prélevés	en	aval	à	E21	:	AV	E21	
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Ces	échantillons	d’intestin	sont	destinés	à	:		
- Soit	 à	 l’extraction	 d’ARN	 pour	 l’étude	 de	 l’expression	 génique	 par	

transcriptomique	puis	RT-PCRq			
- Soit	 à	 la	 fixation	 tissulaire	par	du	paraformaldéhyde	ou	du	glutaraldéhyde	pour	

l’étude	 de	 la	 morphologie	 respectivement	 par	 microscopie	 optique	 ou	
électronique		

	

3. Etude de l’expression génique 

a) Extraction de l’ARN 
	
Les	 tissus	ont	été	broyés	mécaniquement	dans	du	Qiazol	 (QIAGEN),	un	équivalent	

de	trizol.	L’extraction	des	acides	nucléiques	se	fait	à	l’aide	d’un	kit	d’extraction	miRNeasy	
Mini	 (QIAGEN,	 Allemagne)	 selon	 les	 consignes	 du	 fournisseur	 utilisant	 le	 principe	 de	
l’extraction	en	phénol-chlorofome	suivie	d’une	purification	sur	colonne	de	silice	RNease	
(QIAGEN).	 L’ADN	 génomique	 	 a	 été	 éliminé	 par	 digestion	 par	 la	 DNAse	 afin	 de	 ne	
conserver	que	les	ARN.		

Les	ARN	ont	 ensuite	 été	dosés	 à	 260	nm	à	 l’aide	du	 spectrophotomètre	NanoDrop®	
ND-2000/2000c	(Thermo,	USA).		

La	 qualité	 des	 ARN	 a	 été	 évaluée	 sur	 le	 bioanalyseur	 Agilent	 2100	 en	 employant	 le	
Nano	 Kit	 RNA	 6000	 (Agilent).	 Seuls	 les	 échantillons	 ayant	 un	 RIN	 (RNA	 integrity	 Number)	
supérieur	à	7	ont	été	analysés	par	transcriptomique	et	RT-PCRq.	

Les	ARN	ont	ensuite	été	conservés	à	-80°C	jusqu’à	leur	utilisation.	`	
	
	

b) Etude transcriptomique 
	
L’étude	transcriptomique	a	été	réalisée	à	partir	:		

- des	échantillons	d’intestin	à	différents	stades	de	développement	E15	 (n=3),	E17	
(n=3),	 E19	 (n=3)	 et	 E21	 (n=3)	 afin	d’étudier	 la	 cinétique	de	développement	des	
facteurs	génétiques	contrôlant	la	différenciation	tissulaire	de	la	paroi	iléale	

- des	échantillons	d’intestin	 ligaturé,	en	amont	de	 la	 ligature	AM	E21	 (n=3)	et	en	
aval	 de	 la	 ligature	 AV	 E21	 (n=3)	 afin	 d’identifier	 des	 marqueurs	 biologiques	
pouvant	expliquer	 les	différences	morphologiques	entre	les	 intestins	d’amont	et	
d’aval.	

L’étude	transcriptomique	a	été	réalisée	sur	la	Plateforme	GENOM’IC	de	Cochin	à	Paris.	

L’ADNc	 biotinylé	 a	 été	 préparé	 à	 partir	 de	 400	 ng	 d’ARN	 total	 selon	 le	 protocole	
Affymetrix	 du	 kit	 GeneChip	 WT	 plus.	 Après	 la	 fragmentation	 de	 l’ADNc,	 3,6	 µg	 ont	 été	
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hybridés	 à	 45°C	 pendant	 17	 heures	 sur	 des	 puces	 GeneChip	 RatGene2.0	 ST	 Array	
(Affymetrix).	Les	puces	ont	été	lavées	et	marquées	à	l’aide	de	la	station	Fluidics	Station	450	
(Affymetrix).		

Les	puces	ont	été	scannées	à	l’aide	du	scanner	Affymetrix	GC3000.	

Les	 données	 ont	 été	 normalisées	 en	 utilisant	 la	 méthode	 RMA	 (Robust	 Multichip	
Average).	L’analyse	statistique	a	été	réalisée	à	l’aide	du	logiciel	Partek	Genomics	Suite	et	le	
fichier	DCF	V19	a	été	utilisé	pour	l’annotation.		

Une	ANOVA	a	été	utilisée	pour	comparer	les	différents	groupes	d’échantillons.		

Les	 variations	 d’expression	 entre	 deux	 groupes	 d’échantillons	 ont	 été	 exprimées	 en	
«	fold	 change	»	 (Fd),	 un	 Fd	 est	 positif	 pour	 une	 surexpression	 et	 négatif	 pour	 une	 sous-
expression.	 Il	 a	 été	 choisi	 le	 seuil	 de	 1,2	 en	 valeur	 absolue	 pour	 cette	 variation	 comme	
pertinente.	 Lorsque	 la	 valeur	 est	 supérieure	 à	 1,2,	 il	 existe	 alors	 une	 augmentation	
pertinente	 de	 l’expression	 des	 gènes	;	 lorsqu’elle	 est	 inférieure	 à	 -1,2,	 il	 existe	 une	
diminution	de	cette	expression.	

La	probabilité	que	cette	variation	ne	soit	pas	liée	au	hasard	est	exprimée	par	la	valeur	
p	 ou	 «	p	 value	».	 Elle	 est	 considérée	 comme	 statistiquement	 significative	 lorsqu’elle	 est	
inférieure	 à	 0,05.	 Plus	 la	 valeur	 absolue	 de	 la	 variation	 est	 importante,	 plus	 faible	 est	 la	
valeur	de	p.	

Nous	 avons	 réalisé	 une	 analyse	 globale	 mais	 également	 ciblée	 des	 données	 	 de	
l’analyse	 transcriptomique.	 	 Cette	 analyse	 ciblée	 s’est	 intéressée	 aux	 gènes	 exprimés	
spécifiquement	 par	 certains	 tissus	 comme	 le	 système	 nerveux	 entérique,	 le	 système	
endocrine	diffus,	l’épithélium	en	s’appuyant	sur	les	données	de	la	littérature.	

Ces	gènes	sont	donc	regroupés	en	famille	ou	«	cluster	»	selon	une	logique	tissulaire	lorsqu’ils	
seront	 présentés	 dans	 la	 section	 résultats.	 Ces	 résultats	 ont	 nécessité	 la	 confirmation	 des	
hypothèses	soulevées,	notamment	par	des	RT-PCRq	ciblées	et	des	immunomarquages.	

 

c) Quantification par PCR en temps réel 
	
La	reverse	transcription	a	été	réalisée	à	 l’aide	du	kit	QuantiTec	Reverse	Transcription	

Kit	(QIAGEN)	selon	les	recommandations	du	fournisseur.	Cette	reverse	transcription	a	permis	
d’obtenir	 des	 ADN	 complémentaires	 (ADNc)	 qui	 ont	 ensuite	 été	 contrôlés	 à	 l’aide	 du	
spectrophotomètre	 NanoDrop®	 2000/2000c	 (Thermo,	 USA).	 Les	 ADNc	 ont	 ensuite	 été	
conservés	à	-20°C	jusqu’à	leur	utilisation.	
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Afin	 de	 quantifier	 l’expression	 des	 gènes	 d’intérêt,	 les	 amorces	 nécessaires	 à	
l’amplification	par	PCR	ont	été	«	designées	»	en	utilisant	les	logiciels	informatiques	suivants	:	

- Ensembl	:	 le	 site	Ensembl	nous	a	permis	de	 récupérer	 les	 séquences	des	 introns	et	
des	exons	des	gènes	d’intérêt.		

- Primer	 Blast	 (ou	 Primer3),	 a	 permis	 de	 «	designer	»	 les	 séquences	 des	 amorces	
Forward	(5’à3’)	et	Reverse	(3’à5’)		

- OligoCalc	:	probabilise	la	température	de	fusion	(Melting)	et	la	formation	de	dimères	
d’amorces	ou	de	bouches	liés	au	fait	que	les	amorces	peuvent	s’hybrider	entre	elle.	

- Genome	Browser,	par	la	fonction	Blast,	vérifie	la	spécificité	de	la	séquence	
	
	

Une	 fois	 les	 amorces	 «	designées	»,	 elles	 ont	 été	 commandées	 chez	 le	 fournisseur	 SIGMA	
(Tableau	2).		

	
 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

 

 

 

	
	
	
	

	
Tableau	2:	Tableau	récapitulatif	des	gènes	et	de	leurs	amorces.	
Il	s’agit	des	amorces	utilisées	pour	amplification	par	technique	de	PCRq.	

	

Nom	 Séquence	(5'	→	3')	
Somatostatine	(SST)-F	 GACCCCAGACTCCGTCAGTTTC	
Somatostatine	(SST)-R	 GGGTTCGAGTTGGCAGACCT	
Peptide	YY	(PYY)-F	 CGGCAGCGGTATGGGAAAAG	
Peptide	YY	(PYY)-R	 ACACCTTCTGGCCGAGACCT	
Tryptophane1	(TPH1)-F	 TGGGGGACCATCTTCCGAGA	
Tryptophane1	(TPH1)-R	 CGGATGGAAAACCCTGTGCG	
Calbindine2	(CALB2)-F	 AGATGGGAAAATTGAGATGGCAGA	
Calbindine2	(CALB2)-R	 GCTGCCTGAAGCACAAAAGGAA	
CholineAcétylTransferase	(CHAT)-F	 TTAGCTACAAAACTCTGCTGGACA	
CholineAcétylTransferase	(CHAT)-R	 CACGATGACATGCTCAGGCTC	
CholéCystoKinine	(CCK)-F	 ATACATCCAGCAGGTCCGCAAA	
CholéCystoKinine	(CCK)-R	 AGCCCATGTAGTCCCGGTCA	
Sécrétine	(SCT)-F	 CGGACGGGACGTTCACCAG	
Sécrétine	(SCT)-R	 CAGAAGCCAATCCTGTAGGGC	
Calbindine1	(CALB1)-F	 ATATGGGCAGAGAGATGATGGGAA	
Calbindine1	(CALB1)-R	 CCTCGCAGGACTTCAGTTGCT	
Gastrine	(GAST)-F	 GGTCCGCAACACTTCATAGCAGATC	
Gastrine	(GAST)-R	 TACGGCGACCAAAGTCCATCC	
AcétylCHoline	Estérase	(ACHE)-F	 CAGGTGCTGGTGGGTGTGGTG	
AcétylCHoline	Estérase	(ACHE)-R	 CCAGGTCACTCGCTTGGGGT	
Hypoxanthine-guanine	

PhosphoRibosylTransférase	(HPRT)-F	
CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC	

Hypoxanthine-guanine	
PhosphoRibosylTransférase	(HPRT)-R	

GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC	

TATAbox	Binding	Protein	1(TBP)-F	 TGGGATTGTACCACAGCTCCA	
TATAbox	Binding	Protein	1(TBP)-R	 CTCATGATGACTGCAGCAAACC	
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4. Etude morphologique 

a) Microscopie photonique  

(i) Préparation histologique 

Les	échantillons	destinés	à	 l’immunohistochimie	ont	été	 immédiatement	 fixés	dans	
du	 paraformaldéhyde	 à	 4%	 pendant	 3	 heures	 avant	 d’être	 immergés	 pendant	 12	 heures	
dans	 du	 sucrose	 à	 30%.	 Ils	 ont	 ensuite	 été	 séparés	 en	 deux	 parties	 de	 1	 cm	 chacune	 (cf	
Figure	 18)	 pour	 différencier	 une	 portion	 juxta	 atrétique	 (S1)	 et	 une	 portion	 plus	 éloignée	
(S2).	 Des	 repères	 avec	 des	 fils	 permettent	 leur	 orientation.	 Les	 échantillons	 d’aval	 et	
d’amont	 S1	 (1	 cm)	 et	 S2	 (1	 cm)	 ont	 été	 inclus	 en	 parallèle	 dans	 du	 Tissue-Tek	 puis	
immédiatement	 congelés	 par	 immersion	 dans	 du	 N-méthyl	 butane	 refroidi	 par	 l’azote	
liquide.	Les	blocs	d’intestins	ont	été	conservés	à	-80°C	jusqu’à	leur	utilisation.	Cette	inclusion	
en	 parallèle	 des	 échantillons	 d’amont	 et	 d’aval	 permet	 une	 étude	 comparative	
morphométrique	et	immunohistochimique	des	2	segments	en	fonction	de	leur	éloignement	
de	l’atrésie.	

De	fines	sections	d’intestins	ont	été	réalisées	à	l’aide	du	microtome	Cryostat	à	-25°C	
pour	les	études	histologiques.		

	

(ii) Réaction PAS 

Une	coloration	spécifique	par	 l’acide	périodique,	 réactif	de	Schiff	 (PAS)	a	été	utilisée	
pour	 mettre	 en	 évidence	 les	 mucines,	 révéler	 ainsi	 les	 cellules	 caliciformes	 dans	 les	
différentes	sections	en	les	colorant	en	fuschia.		

Pour	cela,	les	coupes	ont	été	immergées	dans	de	l’acide	périodique	à	0,5%	pendant	10	
minutes,	puis	rincées	à	l’eau	distillée	pendant	10	minutes.	Ensuite,	elles	ont	été	placées	15	
minutes	en	présence	du	réactif	de	Schiff,	puis	rincées	par	deux	bains	de	lavage.	Par	la	suite,	
les	coupes	ont	été	contre-colorées	à	l’hématoxyline,	puis	rincées	à	l’eau	courante	jusqu’à	ce	
que	l’eau	devienne	claire.		

Les	 coupes	ont	ensuite	été	observées	avec	 le	microscope	Nikon	Optic	H600L	 (Nikon,	
Tokyo,	Japan),	puis	analysées	à	l’aide	du	logiciel	NIS	Element	(Nikon).			

	

(iii) Immunohistochimie (IHC) 

Les	 résultats	 de	 la	 transcriptomique	 ont	 permis	 d’orienter	 le	 choix	 des	marqueurs	
d’intérêt	pour	mettre	en	évidence	 les	modifications	morphologiques	 liées	à	 l’atrésie.	C’est	
ainsi	que	le	choix	des	anticorps	s’est	fait	contre	les	protéines	suivantes	:	

-pour	les	SNE	:	calrétinine,	et		acétyl-cholinestérase	
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-pour	les	cellules	neuroendocrines	:	chromogranine	A	
-pour	les	cellules	épithéliales	:	lysozyme	

	
Les	références	des	anticorps	sont	reportées	dans	le	tableau	3.			
	

La	 première	 incubation	 a	 été	 réalisée	 avec	 l’anticorps	 primaire	 dirigé	 contre	 nos	
protéines	 d’intérêt	 notées	 ci-dessus.	 Une	 seconde	 incubation	 a	 été	 réalisée	 avec	 un	
anticorps	 secondaire	 couplé	 à	 une	 péroxydase	 et	 dirigé	 contre	 cet	 anticorps	 primaire.	 La	
révélation	 a	 été	 réalisée	 grâce	 au	 kit	 avidine-biotine	 péroxydase	 (Vectastain	 kit,	 Vector	
Laboratoires,	USA)	et	le	substrat	chromogène	DAB	(3,3-diaminobenzidine	tetrahydrochloride		
(DAB	 peroxidase	 substrate	 kit;	 Vector	 Laboratoires)	 selon	 les	 recommandations	 du	
fournisseur.	La	péroxydation	se	manifeste	par	un	marquage	marron	des	tissus	exprimant	les	
protéines	d’intérêt.	

	
	
	

Tableau	3:	Tableau	récapitulatif	des	références	des	anticorps	utilisés		

	
L’analyse	 microscopique	 a	 été	 réalisée	 avec	 le	 microscope	 Nikon	 Eclipse	 50i	 (Nikon,	

Japon),	 la	 transmission	 vidéo	 utilise	 une	 caméra	 Nikon	 Digital	 Camera	 DXM	 1200C	 et	 le	
traitement	des	images	un	logiciel	associé	au	microscope	NIS	Element	BR.	

	
- Les	ganglions	nerveux,	immunomarqués	grâce	aux	anticorps	anti-Calrétinine	et	anti-	

AchT	ont	été	mesurés	puis	quantifiés	en	déterminant	 le	nombre	total	par	coupe,	 le	

nombre	 total	 dans	 la	 région	 sous	muqueuse	 (plexus	 de	Meissner),	 le	 nombre	 total	
dans	la	région	musculaire	(plexus	d’Auerbach).		

	
- Les	 cellules	 neuroendocrines,	 caractérisées	 par	 l’expression	 de	 la	 chromogranine	A	

ont	été	quantifiées	par	coupe	et	par	villosité.	

Pour	chaque	groupe,	les	ganglions	et	les	cellules	endocrines	ont	été	comptabilisés	sur	
3	 échantillons	 par	 deux	 observateurs	 indépendants.	 Pour	 les	 résultats,	 nous	 avons	
déterminé	les	moyennes	et	les	écarts	types	de	chacun	des	groupes.	

Anticorps	primaires		 Types	 Reference		 Dilution	 Fournisseur	

Anti-AcétylCholine	Estérase	 Polyclonal/lapin	 Ab-97299	 1/200	 Abcam	

Anti-Chromogranine	A	 Polyclonal/lapin	 Ab-45179	 1/200	 Abcam	

Anti-Calrétinine	 Polyclonal/lapin	 Ab-702	 1/100	 Abcam	

Anti-lysozyme	 Polyclonal/lapin	 ABIN-1873577	 1/100	 Abin	
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(iv) Etude morphométrique 

L’analyse	 morphométrique	 a	 été	 effectuée	 avec	 un	 microscope	 Nikon	 Eclipse	 50i	
(Nikon,	Japon),	la	transmission	vidéo	a	utilisé	une	caméra	Nikon	Digital	Camera	DXM	1200C	
et	le	traitement	des	images	un	logiciel	associé	au	microscope	NIS	Element	BR.		

Les	 mesures	 ont	 été	 effectuées	 de	manière	 non	 automatisée,	 à	 l’aide	 de	 ce	même	
logiciel	 pour	 relever	 les	 longueurs	 et	 les	 aires	(respectivement	 en	 µm	 et	 µm²).	 	 La	
morphométrie	de	chaque	section	comprend	les	mesures	suivantes	:	

-	le	diamètre	intestinal	(mesuré	et	calculé)	
-l’épaisseur	de	la	paroi	totale,		
-l’épaisseur	de	la	muqueuse	
-l’épaisseur	de	la	musculeuse	
-le	nombre	et	l’épaisseur	des	villosités	par	coupe	
-le	nombre	des	cryptes.	
	
Pour	chaque	groupe	d’échantillons,	 les	mesures	ont	été	réalisées	sur	3	échantillons	par	

deux	observateurs	indépendants.	Pour	les	résultats,	les	moyennes	et	les	écarts	types	ont	été	
calculés.	

(v) Modélisation de l’absorption intestinale 

Pour	 cela,	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 aux	 formes	 que	 peut	 prendre	 l’épithélium	
intestinal	 entre	 les	 différents	 segments	 de	 l’atrésie,	 en	 particulier	 la	 surface	 occupée	 par	
celui-ci.	 L’épithélium	 intestinal	 étant	 constitué	 majoritairement	 de	 villosités,	 nous	 avons	
élaboré	 un	modèle	 géométrique	 afin	 d’obtenir	 une	 estimation	 de	 la	 surface	 d’absorption	
chez	le	fœtus	de	rat.	Le	but	était	d’établir	de	pouvoir	comparer	cette	surface	entre	témoins	
E21,	segments	amont	et	d’aval.	Le	choix	a	été	fait	de	d’appliquer	un	modèle	sur	une	petite	
longueur.	 Le	 calcul	 a	 donc	 été	 réalisé	 sur	 une	 section	 de	 1	 mm	 d’épaisseur	 à	 partir	 des	
données	mesurées	en	microscopie	optique.		

Le	 modèle	 est	 tout	 d’abord	 imaginé	 en	 2	 dimensions	sur	 une	 coupe	:	 le	 contour	
intestinal	 est	 dessiné	 comme	 une	 forme	 géométrique	 circulaire,	 sur	 laquelle	 se	 fixe	 un	
certain	 nombre	 de	 villosités	 (Figure	 21).	 La	 première	 étape	 est	 de	 calculer	 le	 périmètre	
interne	 de	 la	muqueuse,	 en	 ôtant	 les	mesures	 de	 la	musculeuse	 au	 diamètre	 externe	 (la	
sous-muqueuse	 étant	 inexistante	 sur	 les	 coupes).	 On	 obtient	 le	 périmètre	 du	
cercle	constitué	par	la	muqueuse	intestinale.	En	partant	du	principe	que	les	villosités	sont	de	
taille	et	de	forme	semblables,	disposées	à	 intervalles	réguliers,	 il	est	possible	d’établir	 leur	
diamètre.		



	 62	

	
Figure	21	:	Schématisation	de	la	surface	d’absorption	intestinale.	

Les	 villosités	 sont	 modélisées	 successivement	 en	 2	 puis	 en	 3	 dimensions	 afin	 de	 pouvoir	 calculer	 la	
surface	totale.	

	
	Le	modèle	est	ensuite	exploré	en	3	dimensions	:	 l’intestin	est	 représenté	comme	un	

cylindre	de	1	mm	de	longueur,	sur	lequel	se	greffent	les	villosités	également	modélisées	par	
des	cylindres.	Connaissant	 le	diamètre	de	 la	base	des	cylindres-villosités,	nous	pouvons	en	
déduire	le	nombre	de	villosités	présentes	sur	une	rangée	de	longueur	1	mm,	puis	le	nombre	
total	de	villosités	présentes	sur	ce	modèle	 (Figure	21).	Ensuite,	en	appliquant	 les	 formules	
relatives	aux	calculs	de	surface	d’un	cylindre,	il	est	possible	de	calculer	la	surface	intestinale	
sans	 villosités,	 à	 laquelle	 est	 ajoutée	 la	 surface	 des	 villosités,	 en	 fonction	 du	 nombre	 de	
villosités	comptées.		

	
Pour	 chaque	 groupe	 de	 prélèvements,	 la	 surface	 d’absorption	 a	 été	 calculée	 	 sur	 3	

échantillons.	 Les	 moyennes	 et	 les	 écarts	 types	 ont	 été	 déterminés	 pour	 comparer	 les	
résultats	de	chaque	groupe.	

	
	

b) Microscopie électronique 
Les	 échantillons	 ont	 été	 fixés	 avec	 du	 glutaraldéhyde	 à	 2,5%	 dans	 0,05	 mol/L	 de	

tampon	 de	 sodium	 cacodylate,	 puis	 post-fixés	 avec	 du	 tétroxyde	 d’osmium	 (OsO4)	 à	 1%,	
avant	d’être	inclus	dans	de	la	résine	époxy.	Des	coupes	semi	fines	(1µm	d’épaisseur)	ont	été	
réalisées	et	colorées	avec	le	bleu	de	toluidine.	Au	microscope	optique,	les	régions	d’intérêt	
pour	des	coupes	ultrafines	ont	ensuite	été	sélectionnées	pour		la		microscopie	électronique.	
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Les	 coupes	ultrafines	ont	 ensuite	 été	 réalisées	 à	 l'ultramicrotome	puis	 contrastées	 à	
l'acétate	d'uranyle	et	au	citrate	de	plomb.	Les	coupes	disposées	sur	des	grilles	de	cuivre	ont	
été	observées	aux	microscopes	électroniques	à	transmission	JEOL	JEM-1011.	Des	photos	ont	
été	capturées		à	un	grossissement	compris	entre	800	and	2,000.	

	

5) Analyses statistiques 

Les	 différences	 de	 résultats	 entre	 les	 groupes	 étaient	 considérées	 comme	
statistiquement	 significatifs	 pour	 des	 valeurs	 de	 p	 inférieures	 à	 0,05	 à	 l’aide	 d’un	 test	 de	
Student	ou	de	type	ANOVA.	

	
	

B. RESULTATS 

Nous	rapportons	dans	un	premier	temps	les	résultats	de	l’analyse	globale	du	point	de	
vue	 morphométrique	 et	 expression	 génique.	 Dans	 un	 seconde	 temps,	 les	 résultats	 sont	
exposés	tissu	par	tissu	:	SNE,	cellules	neuroendocrines	et	cellules	épithéliales. 

1) Morphométrie 

Ont	été	obtenus	18	fœtus	de	rat	avec	un	aspect	d’obstruction	intestinale	satisfaisant,	
ainsi	que	12	fœtus	contrôles	E21	pour	cette	partie.	Leur	poids	de	naissance	était	de	4.3±0.5	g	
et	leur	longueur	d’intestin	était	de	11.5±2.8	cm.	Le	poids	moyen	de	la	portée	était	de	5.1±0.4	
g	et	la	longueur	de	son	intestin	de	16.8±2.4	cm.	

L’atrésie	 était	 localisée	 à	 une	 distance	 médiane	 de	 6	 cm	 (rang	 2-11cm)	 de	 l’angle	
duodéno-jéjunal.	 Le	 diamètre	 externe	 intestinal	 était	 significativement	 plus	 large	 sur	 la	
partie	proximale	du	segment	atteint	que	sur	les	intestins	contrôle	(1,8±0.1-fois;	p<0,01),	de	
même	 qu’il	 était	 plus	 important	 sur	 les	 contrôles	 que	 sur	 le	 segment	 pathologique	 en	
distalité	 de	 l’atrésie	 (1,4±0,1-fold;	 p<0,05).	 L’épaisseur	 musculaire	 était	 significativement	
plus	 importante	 (p<0.05)	 sur	 le	 segment	 proximal	 que	 sur	 les	 intestins	 contrôle	 (1,9±0,3-
fold).	 Aucune	 différence	 statistiquement	 significative	 concernant	 la	 morphométrie	 n’a	 pu	
être	mise	en	évidence	entre	les	segments	juxta	atrétiques	(S1)	et	les	segments	plus	éloignés	
(S2).	L’ensemble	de	ces	résultats	est	reporté	sur	la	figure	22.	

	



	 64	

	
Figure	22	:	Résultats	morphométriques.	
Diagramme	présentant	les	résultats	successifs	concernant	le	diamètre	externe,	l’épaisseur	de	paroi,	de	
la	muqueuse	et	du	muscle.	Il	existait	une	différence	statistiquement	significative	entre	segment	d’amont	
et	d’aval	pour	le	diamètre	externe	et	la	musculeuse.	

	
	
	
Concernant	 les	 villosités,	 en	 comparaison	 avec	 le	 groupe	 témoin,	 celles	 du	 segment	

proximal	 sont	 plus	 nombreuses	 et	 plus	 hautes,	 alors	 qu’au	 contraire,	 elles	 sont	 moins	
nombreuses	et	moins	hautes	dans	le	segment	distal	(Tableau	4).		
	

	
Tableau	4:	Tableau	récapitulatif	des	mesures		
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Partie	haute	:	valeurs	mesurées	sur	les	échantillons.	Les	villosités	sont	plus	nombreuses	et	

plus	grandes	sur	le	segment	proximal	en	comparaison	au	distal.	
Partie	 basse	:	 valeurs	 calculées	 à	 partir	 des	 mesures	 et	 du	 modèle	 mathématique.	 La	

surface	d’absorption	est	statistiquement	significativement	augmentée	en	proximal	et	diminuée	en	
distal	en	comparaison	aux	témoins	E21.	Les	valeurs	de	p	notées	en	rouge	rapportent	un	résultat	
statistiquement	significatif.	

	
Concernant	 les	surfaces	d’absorption,	celle	en	amont	de	 l’atrésie	est	environ	1,8	 fois	

plus	 importante	 significativement	 par	 rapport	 à	 la	 surface	 d’absorption	 normale	 d’un	
témoin.	Dans	le	segment	d’aval,	la	surface	d’absorption	est	significativement	diminuée	d’un	
facteur	1,5	(Figure	23).		

	
								Figure	23	:	Résultats	de	la	surface	d’absorption	
Histogramme	illustrant	la	différence	statistiquement	significative	en	terme	de	surface	pour	le	segment	
d’amont	et	d’aval	avec	une	augmentation	en	amont	et	une	diminution	en	aval.	

MOY ± SD p value 
vs TE21 MOY ± SD p value 

vs TE21 MOY ± SD

GRANDEURS MESURÉES
Diamètre externe intestin (µm) 1245,58 ± 113,03 0,008 629,13 ± 88,3813 0,009 902,97 ± 46,88
Epaisseur de la musculeuse (µm) 42,40 ± 12,82 0,042 18,47 ± 1,36137 0,256 20,33 ± 2,02
Hauteur des villosités (µm) 299,73 ± 83,51 0,564 217,47 ± 35,6238 0,146 267,28 ± 31,98
Nombre de villosités 37,27 ± 3,91 0,003 18,13 ± 0,80829 0,001 22,53 ± 0,50
GRANDEURS CALCULÉES
Diamètre interne (µm) 1160,78 ± 91,82 0,007 592,20 ± 86,4009 0,008 862,30 ± 42,92
Périmètre interne (µm) 3646,72 ± 288,46 0,007 1860,46 ± 271,437 0,008 2709,00 ± 134,84
Epaisseur d'une villosité (µm) 98,15 ± 6,55 0,008 102,40 ± 12,2572 0,075 120,19 ± 4,07
Nombre de villosités sur épaisseur de 1mm 10,22 ± 0,66 0,010 9,86449 ± 1,23628 0,104 8,32673 ± 0,28
Nombre de villosités totales sur 1mm 381,87 ± 57,85 0,004 178,477 ± 18,1945 0,451 187,573 ± 5,09929
Surface intestin sans villosités (µm2) 3,65E+06 ± 2,88E+05 0,007 1,86E+06 ± 2,71E+05 0,008 2,71E+06 ± 1,35E+05
Surface d'une villosité (µm2) 9,34E+04 ± 3,15E+04 0,721 7,07E+04 ± 1,79E+04 0,074 1,01E+05 ± 1,25E+04
SURFACE  TOTALE (µm2) 3,86E+07 ± 9,74E+06 0,044 1,43E+07 ± 2,80E+06 0,031 2,17E+07 ± 2,70E+06
SURFACE  TOTALE (mm2) 38,63 ± 9,74 0,044 14,31 ± 2,79994 0,031 21,66 ± 2,70171

AMONT E21 (n=3) AVAL E21 (n=3) TE E21 (n=3)
SURFACE D'ABSORPTION
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2) Résultats de l’analyse globale du transcriptome 

a) Etude de la cinétique de développement chez les témoins 

Les	résultats	rendent	compte	de	l’évolution	globale	de	l’expression	de	l’ensemble	des	
gènes	 du	 transcriptome	 en	 fin	 de	 gestation	 de	 E15	 à	 E21.	 Dans	 ce	 premier	 temps,	 il	 est	
procédé	 à	 une	 analyse	 globale.	 Cette	 analyse	 était	 réalisée	 pour	 déterminer	 à	 quel	 stade	
embryonnaire	 la	 différence	 d’expression	 génique	 différentielle	 était	 la	 plus	 marquée.	
L’ensemble	des	transcrits	a	ainsi	été	étudiée	pour	comparer	les	stades	E15,	E17,	E19	et	E21	
(Figure	23).	L’expression	génique	était	étudiée	sur	des	intestins	de	fœtus	de	rats	témoins	à	
différents	 stades	de	différentiation:	 E15	 (n=3),	 E17	 (n=3),	 E19	 (n=3)	et	 E21	 (n=3).	Chez	 les	
témoins,	 le	 nombre	 de	 gènes	 significativement	 sur	 ou	 sous	 exprimés	 était	 plus	 important	
entre	E17	et	E19	(Tableau	5).	Globalement,	cette	expression	différentielle	va	crescendo	de	
E15	à	E21	(Figure	24).	

	
	
				Tableau	5:	Etude	transcriptomique	globale:	résultats	des	témoins		

	
Contrôles										 Contrôles	 Contrôles	

E17	vs.	E15	 E19	vs.	E17	 E21	vs.	E19	

Gènes	sur	ou	sous	exprimés,	p<0.05	 3853	 6671	 6032	

Gènes	sur	exprimés,	p<0.05	 2046	 2597	 2441	

Gènes	sous	exprimés	 1807	 4074	 3591	

Etude	 de	 la	 variation	 d’expression	 génique	 sur	 l’ensemble	 des	 20267	 transcrits	 durant	 la	 fin	 de	 la	
gestation	sur	les	fœtus	témoins.	La	variation	la	plus	importante	se	situe	entre	E17	et	E19.	
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Figure	24	:	Résultats	de	l’analyse	globale	transcriptomique	:	cinétique	
Etude	de	l’expression	génique	globale	chez	les	contrôles.	Le	nombre	de	gènes	avec	une	expression	
significativement	modifiée	(variation	>	or	<1.2	champs)	était	calculée.	L’expression	génique	est	
comparée	à	différents	stages	de	développement:	ED15,	ED17,	ED19,	ED21.	Il	est	observé	une	
augmentation	de	cette	modification	d’expression	avec	un	pic	entre	E17	et	E19.	Le	nombre	de	gènes	est	
exprimé	soit	en	valeur	absolue	soit	en	pourcentage	en	référence	aux	20.267	gènes	étudiés.	

	
	

b) Etude différentielle entre segments proximal et distal 
	
Ensuite	 l’analyse	 s’est	 attachée	 à	 déterminer	 sur	 quel	 segment	 l’expression	 génique	

était	 la	 plus	 modifiée.	 L’expression	 génique	 était	 ainsi	 étudiée	 dans	 le	 segment	 proximal	
(n=3)		et	dans	le	segment	distal	(n=3)	en	comparaison	aux	témoins	E21	(n=3).	Ces	résultats	
rendent	compte	de	la	différence	d’expression	génique	entre	 l’intestin	proximal	et	 l’intestin	
distal.	Diverses	approches	analytiques	ont	été	utilisées	pour	les	comparer.	La	première	a	été	
quantitative.	 Si	 l’on	 considère	 l’ensemble	 des	 gènes,	 en	 comparaison	 aux	 contrôles	 E21,	
3625	gènes	étaient	significativement	sur	ou	sous	exprimés	dans	 le	segment	proximal	 (18%	
des	20.267	gènes)	alors	que	seulement	la	moitié	(1894	gènes,	9%)	étaient	significativement	
modifiés	 dans	 le	 segment	 distal.	 La	 ligature	 semble	 avoir	 donc	 un	 effet	 supérieur	 sur	 le	
segment	proximal	en	comparaison	au	segment	distal	(Figure	25).		
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									Figure	25	:		Résultats	globaux	de	la	transcriptomique	:	proximal/	distal	
L’expression	génique	était	étudiée	chez	les	contrôles	et	chez	les	rats	avec	atrésie.	Le	nombre	de	gènes	
avec	une	expression	significativement	modifiée	a	été	déterminé	pour	les	contrôles	à	différents	stages	de	
développement	 (ED15,	 ED17,	 ED19,	 ED21)	 et	 pour	 les	 rats	 avec	 atrésie.	 Le	 rapport	 des	 sur	 et	 sous-
exprimés	en	comparaison	aux	témoins	E21	était	de	18%	(3625	gènes)	dans	 le	segment	proximal	et	de	
9%	 (1894	 gènes)	 dans	 le	 segment	 distal.	 La	modification	 d’expression	 génique	 concerne	 donc	 plus	 le	
segment	proximal	que	le	segment	distal.	Au	sein	de	ces	modifications,	environ	un	tiers	des	gènes	sont	
sur	exprimés	et	un	tiers	sont	sous	exprimés.	
.	

	
La	deuxième	analyse	était	qualitative.	Il	a	été	considéré	les	amplitudes	de	variations	les	

plus	importantes	entre	amont	et	aval.	Parmi	les	gènes	avec	la	plus	grande	amplitude,	plus	de	
la	moitié	ont	trait	au	système	épithélial	ou	endocrinien.	Les	autres	facteurs	ont	un	rôle	dans	
le	métabolisme	cellulaire.	Sur	les	200	gènes	avec	la	plus	forte	variation,	un	seul	appartenait	
au	système	nerveux	entérique.	Le	tableau	6	illustre	les	50	facteurs	ayant	le	plus	grand	écart	
entre	 le	 segment	 d’amont	 et	 celui	 d’aval.	 Les	 plus	 grandes	 variations	 de	 l’amont	 avec	 un	
segment	 d’aval	 normal,	 ou	 l’inverse,	 concernaient	 également	 les	mêmes	 profils	 de	 gènes.	
Ces	 analyses	 à	 forte	 amplitude	 n’ont	 donc	 pas	 permis	 d’identifier	 le	 SNE	 comme	 un	 tissu	
avec	une	modification	de	son	expression	génique.	A	l’inverse,	une	tendance	se	dégage	pour	
les	systèmes	épithélial	et	endocrinien.		
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Tableau	6:	Etude	des	plus	grands	écarts	entre	segment	d’amont	et	d’aval	

Sur	 les	 50	 premiers	 gènes,	 la	 plupart	 concernent	 le	 système	 épithélial	 et	 endocrinien	 avec	 des	 fonctions	 de	
barrière	et	d’enzyme	digestive.	
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3) Etude du SNE 

a) Expression génique 
  

(i) Transcriptome 

Les	mêmes	gènes	d’intérêt	du	SNE	ont	été	sélectionnés	pour	l’étude	cinétique	et	pour	
l’étude	 différentielle	 entre	 segments	 proximal	 et	 distal.	 Un	 résumé	 des	 principaux	 gènes	
d’intérêt	pour	les	marqueurs	du	SNE	est	présenté	dans	la	figure	26.	Les	résultats	de	l’étude	
transcriptomique	sont	présentés	dans	le	Tableau	7.	D’un	point	de	vue	cinétique,	comme	il	a	
été	 décrit	 précédemment,	 une	 diminution	 globale	 des	 marqueurs	 est	 notée	 pour	 la	
composante	 neuronale	 entre	 E15	 et	 E21.	 Il	 n’existe	 une	 décroissance	 cinétique	 pour	 la	
composante	gliale,	à	savoir	la	vimentine	et	la	protéine	S100.	

	
	

	
Figure	26	:	Principaux	marqueurs	des	cellules	du	SNE	
Illustration	 des	marqueurs	 des	 cellules	 de	 la	 lignée	 neuronale	 et	 gliale	 en	 fonction	 de	 leur	 niveau	 de	
différenciation	depuis	les	cellules	neurales	issues	des	crêtes	neurales	jusqu’aux	cellules	différenciées.	

	
	
Pour	 les	 intestins	 ligaturés	 comparés	 aux	 témoins	 E21,	 on	 note	 une	 diminution	 de	

l’expression	 génique	 sur	 le	 segment	 proximal,	 parfois	 significative	 (exemple	 avec	 le	 gène	
Nefm).	 Il	 n’existe	 pas	 de	 variation	 sur	 le	 segment	 distal.	 L’expression	 génique	 du	 SNE	 est	
donc	représentative	de	 l’expression	génique	générale	avec	une	modification	plus	marquée	
sur	le	segment	proximal.	Le	segment	distal	est	très	semblable	à	l’intestin	des	témoins.	
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Tableau	7:	Etude	transcriptomique	ciblée	sur	le	SNE	

	
Etude	de	la	variation	d’expression	génique	concernant	le	SNE	durant	la	fin	de	la	gestation	sur	les	fœtus	
témoins	 et	 sur	 les	 fœtus	 ligaturés.	 Il	 existe	 une	 majoration	 de	 la	 sous	 expression	 génique	 dans	 le	
segment	proximal.	

	
La	figure	27	illustre	les	résultats	sous	la	forme	d’une	courbe	de	l’expression	génique	de	

PGP9.5	(ou	Ulch1)	à	E17,	E19,	E21	et	en	amont	et	aval	normalisée	par	rapport	à	E15.	A	noter	
qu’il	n’existe	aucune	différence	pour	la	composante	gliale	quel	que	soit	le	segment	étudié.	

	 	
Figure	27	:		Diagramme	illustrant	le	résultat	transcriptomique	de	PGP9.5	
La	normalisation	est	réalisée	par	rapport	à	E15	pour	les	intestins	témoins	E17,	E19	et	E21	et	les	intestins	
ligaturés.	 Il	est	noté	une	diminution	progressive	de	 l’expression	génique	entre	E15	et	E21.	Le	segment	
distal	est	comparable	aux	témoins	E21	alors	que	le	segment	proximal	est	 le	siège	d’une	diminution	en	
comparaison	aux	témoins	E21.	Le	tracé	bleu	compris	entre	E21	et	E23	indique	la	projection	théorique	de	
PGP9.5	si	la	tendance	se	poursuivait	de	manière	identique.	
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Puis	 il	 a	 été	 considéré	 les	 facteurs	 impliqués	 dans	 la	 prolifération,	 la	migration	 et	 la	

différentiation	 des	 dérivés	 des	 crêtes	 neurales.	 Il	 apparaît	 de	 manière	 globale	 une	
diminution	 progressive	 de	 l’expression	 de	 leur	 gène	 entre	 E15	 et	 E21	 (tableau	 8).	 Le	
comportement	 semble	 être	 globalement	 superposable	 pour	 les	 facteurs	 de	 prolifération,	
pour	 les	marqueurs	de	 la	migration	et	de	 la	différentiation.	Cette	diminution	a	tendance	à	
s’accentuer	entre	E19	et	E21.		

	
Tableau	8:	Etude	transcriptomique	cinétique	des	crêtes	neurales.	

	
Etude	 ciblée	 sur	 les	 marqueurs	 de	 prolifération	 et	 de	 migration	 des	 cellules	 nerveuses																	
indifférenciées	issues	des	crêtes	neurales	(ENCC)	

	
Pour	 améliorer	 la	 facilité	 de	 lecture	 du	 transcriptome,	 les	 valeurs	 supérieures	 à	 1,2	

sont	 marquées	 en	 rouge	 et	 celles	 inférieures	 à	 -1,2	 sont	 marquées	 en	 bleu.	 L’étude	 des	
facteurs	 de	 différentiation	 neuronale	 et	 gliale,	 ainsi	 que	 les	 facteurs	 de	migration	 de	 ces	
cellules	montrent	des	résultats	plus	hétéroclites.	L’expression	de	ces	facteurs	est	augmentée	
de	E15	à	E17	pour	la	lignée	neuronale	puis	diminue	de	E17	à	E21,	en	fin	de	gestation,	pour	
les	deux	lignées	neuronale	et	gliale	(tableau	9).		
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Tableau	9:	Etude	transcriptomique	cinétique	ciblée	sur	les	marqueurs	des	cellules	nerveuses		

	
	
	
Le	tableau	9	expose	la	cinétique	des	marqueurs	des	deux	lignées	cellulaires	du	système	
nerveux	entérique.	Concernant	les	neurones,	on	note	une	augmentation	globale	entre	
E15	et	E17	(couleur	rose)	puis	une	diminution	jusqu’à	E21	(couleur	bleue).	Concernant	
les	 cellules	 gliales,	 on	 note	 une	 diminution	 le	 plus	 souvent	 non	 significative	 de	
l’expression	génique	de	E15	à	E21.	
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Tableau	10:	Etude	transcriptomique	des	cellules	nerveuses.	

	
Etude	cinétique	ciblée	sur	les	marqueurs	de	différenciation	des	cellules	nerveuses		

	
Tableau	11:	Etude	transcriptomique	cinétique	ciblée	sur	les	marqueurs	des	sous	types	de	neurones	

	
	
Le	tableau	11	illustre	la	cinétique	d’expression	génique	des	sous	types	neuronaux.	L’on	

observe	 des	 évolutions	 très	 disparates	 en	 fonction	 des	 sous	 types	 neuronaux.	 Il	 est	 à	
souligner	 que	 très	 peu	 de	 marqueurs	 ont	 une	 cinétique	 plate.	 Le	 tableau	 cinétique	 12	
montre	un	profil	très	différent	en	comparaison	avec	celui	des	cellules	neuroendocrines	dont	
l’expression	de	leurs	gènes	augmente	régulièrement	de	E15	à	E21.	
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	 Tableau	12:	Etude	transcriptomique	cinétique	ciblée	sur	les	marqueurs	des	cellules	endocrines	

	
	

(ii) RT-PCRq 

En	 comparaison	aux	 témoins	 E21,	 les	marqueurs	du	 SNE	 sont	 globalement	diminués	
dans	 les	deux	segments	proximal	et	distal.	Ainsi,	 la	calbindine	1	est	significativement	sous-
exprimée	dans	 le	segment	proximal	(p<0,0001).	L’acétylcholine	estérase	est	diminuée	dans	
les	deux	segments	mais	de	manière	non	significative	(p>0,05).	Une	exception	existe	pour	la	
calrétinine	 qui	 est	 significativement	 augmentée	 (p<0,05)	 dans	 le	 segment	 d’aval.	 Ces	
résultats	sont	illustrés	dans	la	figure	28.	Ces	analyses	ont	été	normalisées	par	deux	gènes	de	
référence,	HPRT	et	TBP,	qui	ont	donné	des	résultats	similaires	et	donc	corrélés	l’un	à	l’autre,	
ce	qui	est	en	faveur	de	la	validité	des	résultats.		
	

	
Figure	28	:	Résultats	d’expression	génique	des	marqueurs	du	SNE	en	RT-PCRq.	
lllustration	de	la	diminution	des	marqueurs	relatifs	au	SNE	en	amont	de	la	ligature.	



	 76	

b) Histopathologie  
	
Nous	décrivons	ici	l’analyse	par	immunohistochimie	et	par	microscopie	électronique.		
	

(i) Immunohistochimie 

Les	marqueurs	retenus	ont	été	la	calrétinine	et	l’acétylcholinetransférase.	Ceux-ci	ont	
permis	 d’étudier	 respectivement	 le	 plexus	 myentérique	 et	 sous	 muqueux.	 La	 localisation	
précise	 des	 ganglions	 du	 plexus	myentérique	 a	 bien	 été	 observée	 entre	 les	 deux	 couches	
musculaires.	La	maturation	et	l’évolution	du	SNE	ont	été	notées	chez	les	fœtus	témoins	de	
E18	et	E21	(Figure	29).	On	note	une	disposition	continue	de	ce	plexus	 jusqu’au	terme	E18,	
date	 à	 partir	 de	 laquelle	 se	 scindent	 des	 unités	 ganglionnaires.	 L’aspect	 mature	 de	 ces	
ganglions	 chez	 les	 témoins	 E21	 se	 définit	 par	 des	 unités	 arrondies,	 régulières	 et	 bien	
distinctes.		

	
	

	
Figure	29	:	Résultats	IHC	des	marqueurs	du	SNE	sur	des	rats	témoins	
Immunohistochimie	réalisée	sur	des	fœtus	contrôles	E18	avec	des	anticorps	anti-calrétinine	(A	et	B),	des	
contrôles	E21	(C	et	D),	sur	des	segments	proximaux	(E	et	F)	et	distaux	(G	et	H)	(Grossissement	respectif	
X20	 and	 X40).	 Les	 flèches	 noires	 indiquent	 le	 plexus	myentérique	 situé	 entre	 la	 couche	 circulaire	 et	
longitudinale	de	la	couche	musculaire.		
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Pour	 les	 intestins	 ligaturés,	 il	 existe	 une	 différence	 entre	 les	 segments	 proximal	 et	
distal	 (Figure	 30).	 	 En	 proximal,	 le	 nombre	 de	 ganglions	 est	 plus	 important	 que	 chez	 les	
témoins	E	21,	en	particulier	lorsque	l’on	s’éloigne	de	la	ligature	(Au	delà	de	1	cm,	figure	31)	
où	 cette	 différence	 est	 statistiquement	 significative	 (p<0.01).	 L’aspect	 morphologique	 est	
identique	aux	témoins.	Dans	la	partie	distale	et	sur	les	segments	juxta	atrétiques,	le	nombre	
de	 ganglions	 est	 diminué.	 Cette	 différence	 est	 statistiquement	 significative	 (p<0.05)	 sur	 le	
segment	le	plus	en	aval	(S2	ou	D2).	Concernant	la	morphologie	de	ces	ganglions,	leur	aspect	
apparaît	intermédiaire	entre	celui	des	témoins	E18	et	E21.		

	
	
	

	
Figure	30	:	Résultats	IHC	des	marqueurs	du	SNE	sur	des	rats	ligaturés	
Immunohistochimie	 réalisée	 sur	 des	 fœtus	 ligaturés	 avec	 des	 anticorps	 anti-calrétinine	 au	 niveau	 des	
segments	 proximaux	 (E	 et	 F)	 et	 distaux	 (G	 et	 H)	 (Grossissement	 respectif	 X20	 and	 X40).	 Les	 flèches	
indiquent	 le	 marquage	 de	 ganglions	 nerveux	 larges	 et	 ronds	 dans	 le	 segment	 proximal	 (F)	 en	
comparaison	à	des	ganglions	plus	allongés	dans	le	segment	distal	ou	dans	les	intestins	contrôle	(H).		
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Figure	31	:	Etude	quantitative	des	ganglions	nerveux	du	SNE	

Etude	quantitative	du	nombre	de	ganglions	nerveux	en	amont	et	en	aval	de	la	ligature.	
Chaque	segment	en	amont	(P1	et	P2)	et	en	aval	(D1	et	D2)	mesure	1cm	de	long.	En	
amont,	le	nombre	de	ganglions	est	statistiquement	significativement	plus	élevé	à	
distance	de	l’atrésie	(P1)	en	comparaison	aux	témoins.	En	aval,	ce	nombre	est	
également	statistiquement	diminué.	
	

(ii) Microscopie électronique 

	
Le	 but	 ici	 était	 l’analyse	 ultrastructurale	 de	 la	 musculeuse	 et	 du	 système	 nerveux	

entérique.	 Le	 plexus	 nerveux	 myentérique,	 situé	 entre	 les	 deux	 couches	 de	 la	
musculeuse,	 est	 constitué	de	 cellules	 gliales,	 de	 corps	 cellulaires	 neuronaux	et	 de	 fibres	
nerveuses	du	système	 nerveux	périphérique.	 La	 majorité	des	 neurones	 appartiennent	au	
système	 nerveux	 autonome.	 Il	 a	 été	 facile	 d’identifier	 les	 fibres	 amyéliniques	 mais	 les	
corps	 cellulaires	 des	 neurones,	 ainsi	 que	 les	 cellules	 gliales	 ont	 été	 plus	 difficiles	 à	
caractériser.	

Chez	 les	 contrôles	 E21,	 la	 microscopie	 électronique	 retrouvait	 ces	 fibres	 non	
myélinisées	 localisées	 entre	 les	 deux	 couches	 avec	 des	mitochondries	 au	 sein	 des	 axones	
(Figure	31).		Dans	le	segment	proximal,	le	nombre	de	ces	fibres	était	diminué	et	le	nombre	
de	 cellules	 par	 ganglion	 était	 augmenté	 en	 comparaison	 aux	 témoins	 (Figure	 32).	 Dans	 le	
segment	distal,	le	nombre	de	fibres	amyéliniques	était	diminué	en	comparaison	aux	témoins	
(Figure	32).	
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Figure	32	:	Clichés	de	microscopie	électronique		
Photos	 de	 microscopie	 électronique	 des	 fibres	 amyéliniques	 des	 contrôles	 E21	 (A)	 du	 segment	
proximal	des	intestins	ligaturés	(B).	Une	réduction	du	nombre	des	fibres	amyéliniques	est	observée	
dans	le	segment	distal	(C).		
	
Concernant	 les	 intestins	 témoins	 E21	 (Figure	 33),	 les	 fibres	 amyéliniques	 sont	

régulières	 et	regroupées	 en	 «	cluster	»	situées	entres	les	couches	musculaires.	Au	 sein	 des	
axones,	 des	 microtubules	 et	 des	 mitochondries	 sont	observables.	Les	mitochondries	 sont	
assez	denses	aux	électrons	(Figure	33).	

	

	
Figure	33	:	Clichés	de	microscopie	électronique	sur	fœtus	témoins	E21	
Ultrastructure	du	système	nerveux	myentérique	des	intestins	de	fœtus	témoins	E21	
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Concernant	 les	 intestins	 d’amont	 (Figure	 34),	 	 les	 	 fibres	 amyéliniques	 sont	

regroupées	 et	 faciles	 à	 trouver.	 	 Le	 diamètre	 des	 fibres	 semble	 plus	 hétérogène.	 Au	
sein	 des	 axones,	 se	trouvent	des	microtubules	et	des	mitochondries	denses	(Figure	34).	Le	
nombre	de	cellules	par	ganglion	semble	augmenté	en	comparaison	aux	témoins.	

	
	
	

	
Figure	34	:	Clichés	de	microscopie	électronique	sur	les	intestins	d’amont	
Ultrastructure	en	microscopie	électronique	du	système	nerveux	myentérique	des	intestins	d’amont	

	
	
	
	
Concernant	 les	 intestins	 d’aval	 (Figure	 35),	 les	 «	clusters	 »	de	 fibres	 amyéliniques	

sont	 plus	 rares	 et	 	 les	 	 fibres	 	 moins	 	 nombreuses.	 	 Les	 axones	 comportent	 des		
microtubules		mais	les	mitochondries	sont	plus	rares.	
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Figure	35	:	Clichés	de	microscopie	électronique	sur	les	intestins	d’aval	
Ultrastructure	en	microscopie	électronique	du	système	nerveux	myentérique	des	intestins	d’aval		
	
	
De	ces	résultats	morphologiques	pour	le	SNE,	il	ressort	donc	un	aspect	ultra	structural	

anormal	pour	le	segment	proximal	et	pour	le	segment	distal	en	comparaison	avec	l’intestin	
des	témoins.	
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4) Etude des cellules neuroendocrines 

Les	résultats	relatifs	à	ces	cellules	étaient	tout	à	fait	inattendus.	Leur	sujet	a	été	porté	

à	notre	attention	du	fait	de	l’approche	globale	par	transcriptomique.	

 

a) Expression génique  

(i) Transcriptome  

Les	 mêmes	 gènes	 d’intérêt	 du	 système	 endocrine	 (SE)	 ont	 été	 sélectionnés	 pour	
l	‘étude	 cinétique	 et	 pour	 l’étude	 différentielle	 entre	 segments	 proximal	 et	 distal.	 Les	
résultats	sont	présentés	dans	un	tableau	commun	avec	les	marqueurs	du	SNE	(tableau	13).	
Du	 point	 de	 vue	 cinétique,	 comme	 il	 a	 été	 évoqué	 dans	 un	 chapitre	 ultérieur,	 une	
augmentation	globale	des	marqueurs	du	SE	est	notée	entre	E15	et	E21.		

	
	

Tableau	13:	Etude	transcriptomique	ciblée	sur	les	marqueurs	du	SE	et	du	SNE	
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Etude	de	 la	variation	d’expression	génique	concernant	 le	SE	durant	 la	fin	de	 la	gestation	sur	 les	fœtus	
témoins	et	sur	les	fœtus	ligaturés.	Il	existe	une	majoration	de	la	sur	expression	génique	dans	le	segment	
proximal.	Il	existe	très	peu	de	variation	dans	le	segment	distal.	
	

Concernant	 les	 intestins	 ligaturés	 comparés	 aux	 témoins	 E21,	 on	 note	 une	
augmentation	de	 l’expression	génique	sur	 le	segment	proximal.	 Il	n’existe	pas	de	variation	
sur	 le	 segment	 distal.	 L’expression	 génique	 du	 SE	 est	 aussi	 représentative	 de	 l’expression	
génique	générale	avec	une	modification	plus	marquée	sur	le	segment	proximal.	Le	segment	
distal	 est	 très	 semblable	 à	 l’intestin	 des	 témoins.	 Une	 illustration	 de	 ces	 données	 est	
proposée	en	présentant	pour	 exemple	 la	 somatostatine	 à	 E17,	 E19	et	 E21	normalisée	par	
rapport	à	E15	sous	la	forme	d’une	courbe	(Figure	36).	

	

	

	
Figure	36	:	Expression	génique	par	transcriptomique	de	la	somatostatine.		
La	somatostatine	a	été	choisie	à	titre	d’exemple	pour	sa	bonne		représentativité	du	SE.	Elle	illustre	
en	effet	une	augmentation	de	l’expression	génique	de	E15	à	E21	chez	l’intestin	témoin.		
L’expression	en	amont	est	également	augmentée	à	E21	en	comparaison	au	témoin.	
	
	
	
	
Nous	nous	sommes	également	intéressés	aux	variations	des	récepteurs	du	SE	comme	

illustré	dans	le	tableau	14.	Dans	ce	dernier,	sont	rapportés	quelques	récepteurs	dont	ceux	de	
la	 somatostatine	 et	 la	 sérotonine	 ainsi	 que	 des	 mécanorécepteurs.	 La	 cinétique	 chez	 les	
témoins	 est	 plutôt	 stable	 voire	dégressive	 entre	 E15	et	 E21,	 ce	qui	 diffère	des	marqueurs	
enzymatiques	 du	 SE.	 L’exception	 est	 le	 transporteur	 de	 la	 sérotonine	 qui	 a	 une	 cinétique	
positive	 et	 une	 diminution	 (faible	 et	 équivalente)	 dans	 chacun	 des	 segments	 ligaturés.	 A	
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noter	une	cinétique	négative	du	barorécepteur	Piezo	2	associée	à	une	diminution	marquée	
en	amont	et	en	aval.	

	
	

Tableau	14:	Etude	transcriptomique	ciblée	sur	les	récepteurs	du	SE	
Etude	de	la	variation	d’expression	génique	concernant	les	récepteurs	du	SE	durant	la	fin	de	la	gestation	
sur	 les	 fœtus	 témoins	 et	 sur	 les	 fœtus	 ligaturés.	 Il	 existe	 peu	 de	 variation	 chez	 les	 témoins	 pour	 la	
cinétique	mais	également	pour	les	ligaturés.	Les	principales	variations	concernent	le	récepteur	Piezo	2.		

 

(ii) RT-PCRq 

En	comparaison	aux	 témoins	E21,	 les	marqueurs	du	SE	 sont	globalement	augmentés	
dans	les	deux	segments	proximal	et	distal.	Ainsi,	la	somatostatine	est	significativement	sur-
exprimée	dans	 le	segment	proximal	 (p<0,0001)	ainsi	que	 la	cholécystokinine	 (p<0,05)	et	 la	
sécrétine	(p<0,005).	Dans	le	segment	distal,	il	existe	également	une	sur-expression	mais	qui	
reste	inférieure	au	segment	proximal.	Ces	résultats	sont	illustrés	dans	la	Figure	37.		
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Figure	37	:	Résultats	d’expression	génique	des	marqueurs	du	SE	en	RT-PCRq	
 

 

b) Histopathologie 

(i) Immunohistochimie 

Le	marqueur	retenu	a	été	la	chromogranine	A.	Du	point	de	vue	cinétique,	les	cellules	
endocrines	 étaient	 présentes	 à	 E21.	 Il	 n’existait	 pas	 de	marquage	 identifiable	 à	 E18.	 Elles	
apparaissent	entre	E18	et	E21.		

Dans	le	segment	proximal,	il	existait	une	augmentation	statistiquement	significative	du	
nombre	de	cellules	endocrines	en	comparaison	aux	témoins	 (p<0,05)	et	au	segment	d’aval	
(p<0,01).	Cette	augmentation	significative	concernait	exclusivement	 le	segment	proximal	à	
distance	de	la	ligature.	Ces	résultats	sont	illustrés	dans	la	Figure	38.		

	 De	ces	résultats	morphologiques	pour	le	SE,	il	ressort	à	nouveau	que	c’est	le	segment	
proximal	qui	présente	le	plus	de	différence	avec	l’intestin	des	témoins.	
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Figure	38	:	Résultats	d’expression	génique	des	marqueurs	du	SE	en	RT-PCRq	
Il	 existe	 une	 augmentation	 significative	 du	 nombre	 de	 cellules	 neuroendocrines	 dans	 le	 segment	
proximal,	en	particulier	dans	le	segment	le	plus	éloigné	de	l’atrésie	

	
	
	

(ii) Microscopie électronique 

Les	 cellules	 endocrines	 sont	 des	 cellules	 épithéliales	 peu	 abondantes	 et	 difficiles	 à	
mettre	en	évidence.	 Nous	 avons	 trouvé	une	 seule	 cellule	neuroendocrine	 au	niveau	 d’un	
intestin	témoin	E21	(Figure	39).	Cette	cellule	présente	des	granulations	denses	basales	et	un	
pôle	apical	fermé.	
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Figure	39	:	Résultats	d’expression	génique	des	marqueurs	
Ultrastructure	en	microscopie	électronique	d’une	cellule	endocrine	épithéliale	Des	granulations	denses	
sont	visibles	au	pôle	basal	et	dans	la	région	supra-nucléaire	de	la	cellule	
	

	

5) Etude de l’épithélium intestinal 

 

a) Expression génique  

(i) Les enzymes digestives 

L’analyse	 transcriptomique	 des	 enzymes	 digestives	 sécrétées	 par	 les	 entérocytes	 est	
récapitulée	dans	 le	tableau	14.	En	ce	qui	concerne	les	différents	stades	du	développement	
chez	les	témoins,	l’expression	génique	de	ces	enzymes	augmente	de	manière	importante	en	
fin	de	gestation.	Chez	les	intestins	ligaturés,	aucune	variation	n’est	significative	en	amont	et	
en	 aval	 de	 l’atrésie	mis	 à	 part	 pour	 l’entérokinase	 (TMPRSS15),	 enzyme	 digestive	 clé,	 qui	
montre	des	variations	 importantes.	 Les	valeurs	 surlignées	en	gras	ont	été	 secondairement	
contrôlées	en	RT-PCRq.	
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Tableau	15:	Expression	génique	des	enzymes	digestives	par	transcriptomique	

	
	

	
Figure	40:	Résultats	d’expression	génique	des	enzymes	digestives	en	RT-PCRq	

Comparaison	de	l’expression	génique	pour	l’entérokinase	(TMPRSS15)	(A)	et	la	lactase	
(LCT)	(B)	dans	les	segments	d’amont,	d’aval	et	chez	les	témoins.		
	
Les	variations	d’expression	génique	ont	ainsi	été	contrôlées	par	PCR	quantitative	pour	

l’entérokinase	 (Figure	 40A),	 mais	 également	 pour	 la	 lactase	 (Figure	 40B).	 L’expression	 de	
l’entérokinase	 (TMPRSS15)	 est	 très	 faible	 dans	 les	 trois	 groupes,	mais	 elle	 est	 supérieure	
dans	le	segment	d’amont	(p<0,05),	confirmant	ainsi	les	résultats	du	transcriptome.	Il	existe	
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une	 grande	 variation	 de	 l’expression	 (écarts-types	 importants),	 du	 fait	 de	 cette	 faible	
expression.	Pour	la	lactase,	on	note	une	surexpression	significative	dans	les	deux	portions	de	
l’atrésie	 confirmant	 les	 résultats	 de	 la	 transcriptomique	 bien	 que	 non	 significative	 pour	
l’étude	transcriptomique.	

	

(ii) Les constituants de la barrière intestinale 

	
La	première	ligne	de	défense	de	l’intestin	comporte	une	couche	de	mucus	composée	

du	 facteur	 trefoil	 3	 (TFF3)	 et	 de	 mucines	 sécrétées	 essentiellement	 par	 les	 cellules	
caliciformes.	Les	résultats	de	 l’analyse	transcriptomique	de	ces	marqueurs	sont	récapitulés	
dans	 le	 tableau	15.	 L’expression	génique	des	mucines	 sécrétées	augmente	en	amont	mais	
pas	 en	 aval.	 Concernant	 les	 témoins,	 seule	 la	 mucine	 2	 augmente	 au	 cours	 du	
développement.	 Les	 mucines	 transmembranaires	 varient	 différemment	 au	 cours	 du	
développement	:	certaines	augmentent	(mucines	3,	13,	1),	et	d’autres	diminuent	(4,	16).	Le	
TFF	 augmente	 également	 au	 cours	 du	 développement.	 Concernant	 les	 intestins	 avec	
ligature,	 toutes	 augmentent	 en	 amont	 comme	 en	 aval	 sauf	 la	mucine	 16	 qui	 diminue	 de	
manière	significative.	Le	facteur	TFF3	augmente	significativement	en	amont	et	en	aval.		

	
Tableau	16:	Expression	génique	des	constituants	de	la	barrière	

	
L’expression	de	3	marqueurs	a	été	étudiée	par	PCRq	:	Muc16,	Muc5b	et	Tff3	 (Figure	

41)	et	ces	résultats	confirment	 la	 transcriptomique.	La	mucine	5b	est	bien	surexprimée	en	
amont	de	 l’atrésie	 alors	que	 l’expression	de	 la	mucine	16	est	diminuée.	 En	aval,	 ces	deux	
marqueurs	présentent	une	augmentation	de	l’expression	par	rapport	aux	témoins.	Quant	à	
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l’expression	du	TFF3,	elle	est	significativement	très	forte	dans	les	deux	segments	de	l’atrésie,	
en	 comparaison	 avec	 les	 témoins,	 mais	 l’augmentation	 n’est	 pas	 significative	 entre	 les	
portions	de	l’atrésie.		

	
	

	
											Figure	41	:	Résultats	par	RT-PCRq	des	constituants	de	la	barrière		
Comparaison	de	l’expression	génique	des	mucines	(A)	et	du	Facteur	Trefoil	3	(B)	dans	
les	segments	d’amont,	d’aval	et	chez	les	témoins.		

	
	

(iii) Les agents antimicrobiens 

Les	résultats	par	transcriptomique	de	 l’expression	génique	des	agents	antimicrobiens	
sont	récapitulés	dans	 les	tableaux	16	et	17.	L’analyse	transcriptomique	et	 l’analyse	par	RT-
PCRq	mettent	en	évidence	des	variations	identiques	concernant	l’expression	du	lysozyme	2	
(LYZ2)	(Figure	42A)	et	du	récepteur	«	Toll-like	»	8	(TLR8)	(Figure	42C).	Chez	les	témoins,	elles	
sont	surexprimées	à	la	fin	du	développement	embryonnaire	de	manière	significative	et	elles	
le	sont	de	manière	significative	dans	les	deux	segments	de	l’atrésie,	en	comparaison	avec	les	
témoins.	Leur	expression	est	augmentée	dans	le	segment	proximal	en	comparaison	au	distal,	
de	façon	significative	pour	LYZ2	et	non	significative	pour	TLR8.	
	
Tableau	17:	Expression	génique	des	agents	antimicrobiens	sécrétés	par	les	cellules	de	Paneth	
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Tableau	18:	Expression	génique	des	agents	antimicrobiens	sécrétés	par	les	cellules	M	

	
	
	

Les	résultats	de	la	RT-PCRq	concernant	les	défensines	(Figure	42B)	ne	confirment	pas	
l’augmentation	mise	en	évidence	par	transcriptomique	dans	les	deux	segments	de	l’atrésie.	
Cependant	 ces	 résultats	 sont	 probablement	 peu	 interprétables	 étant	 donné	 qu’il	 a	 été	
difficile	de	«	designer	»	un	couple	d’amorces	spécifique	de	chacune	de	défensines,	un	seul	
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couple	 d’amorces	 a	 donc	 été	 conçu	 pour	 l’ensemble	 des	 défensines	 à	 partir	 des	 régions	
homologues.		

	

	
																Figure	42:	Résultats	par	RT-PCRq	des	agents	antibactériens	
Comparaison	de	l’expression	génique	du	lysozyme	2	(A),	de	la	défensine	A	(B)	et	du	Toll	Like	Receptor	8	
(C)	dans	les	segments	d’amont,	d’aval	et	chez	les	témoins.		
	
	

	
b) Histopathologie  

	
Les	 cellules	 caliciformes	 sont	 des	 cellules	 glandulaires	 qui	 sécrètent	 du	 mucus	

formant	 un	 film	 protecteur	 à	 la	 surface	 de	 l’épithélium.	 La	 numération	 des	 cellules	
caliciformes	 marquées	 par	 le	 PAS	 montre	 que	 les	 intestins	 des	 témoins	 E18	 en 	 sont	
dépourvus.	Le	nombre	de	cellules	caliciformes	augmente	de	manière	significative	en	amont	
de	 l’atrésie	 alors	 qu’il	 est	 légèrement	 diminué	 (non	 significatif)	 en	 aval	 de	 l’atrésie	 en	
comparaison	aux	témoins	E21	(Figure	43).		
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Figure	43	:	Numération	des	cellules	caliciformes	par	coloration	PAS		

Identification	des	cellules	caliciformes	par	la	réaction	à	l’acide	périodique,	réactif	de	Schiff	(PAS)	par	un	
mécanisme	d’oxydation	des	polysaccharides	contenus	dans	ces	cellules.	Exemple	avec	une	image	de	
coloration	d’intestin	d’amont	(A)	Nombre	de	cellules	caliciformes	par	section	pour	les	segments	
d’amont,	aval	et	les	témoins	E21.	

	
	
	
	

c) Microscopie électronique 

(i) Les entérocytes 

Les	 entérocytes	 sont	 les	 cellules	 absorbantes	 de	 l’intestin.	 Ils	 présentent	 des	 replis	
membranaires	 apicaux	 formant	 les	 microvillosités.	 Ces	 microvillosités	 semblent	 apparaître	
tardivement	 au	 cours	 du	 développement	 des	 fœtus	 de	 rat.	 En	 effet,	 au	 niveau	 des	 intestins	
témoins	à	E18,	nous	observons	quelques	microvillosités	éparses,	courtes	et	de	hauteur	variable	
(0,1	 à	 0,5	 μm)	 à	 la	 surface	 des	 entérocytes	 (Figure	 44).	 Les	 systèmes	 de	 jonction	 entre	 les	
entérocytes	semblent	déjà	être	en	place	à	ce	stade,	ainsi	que	les	mitochondries	(Figure	44).	



	 94	

	
							Figure	44:	Microscopie	électronique	sur	des	entérocytes	à	E18	
Ultrastructure	en	microscopie	électronique		des	entérocytes	à	E18.	Mise	en	évidence	de	microvillosités	
plutôt	éparses	avec	des	systèmes	de	jonction	et	des	mitochondries	
	

	
Pour	 les	 fœtus	 témoins	 prélevés	 à	 E21,	 les	 entérocytes	 ont	 un	 aspect	 prismatique.	 Le	

noyau	est	situé	au	tiers	basal	et	leur	cytoplasme	comporte	des	mitochondries	et	de	nombreuses	
vacuoles	d’absorption	denses	aux	électrons	et	de	taille	variable	 (Figure	45).	Ces	dernières	sont	
absentes	à	E18	(Figure	44).	Le	pôle	apical	est	pourvu	de	nombreuses	microvillosités	de	hauteur	
identique	(environ	2	μm)	formant	le	plateau	strié	caractéristique	des	entérocytes	(Figure	46).	Les	
systèmes	de	jonction	sont	également	présents	(Figure	46).	
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Figure	45:	Microscopie	électronique	sur	des	entérocytes	à	E21	
Mise	en	évidence	de	nombreuses	microvillosités	et	de	vacuoles	denses	

	
Figure	46:	Microscopie	électronique	sur	des	entérocytes	à	E21	
Grossissement	sur	les	microvillosités	de	taille	homogène	et	sur	les	vacuoles	denses	
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Pour	 les	 intestins	 ligaturés	 à	E18	 in	 utero	et	prélevés	à	E21,	 nous	avons	observé	 les	

segments	d’amont	et	d’aval	afin	de	 les	comparer	aux	 intestins	témoins	 E21.	Concernant	 le	
segment	d’amont	(Figure	47),	 le	cytoplasme	des	entérocytes	comporte	des	mitochondries	et	
quelques	vacuoles	d’absorption,	moins	nombreuses	et	de	taille	réduite	en	comparaison	aux	
témoins.	Les	microvillosités	sont	nombreuses	au	niveau	du	pôle	apical	et	forment	un	plateau	
strié,	 cependant	 leur	 hauteur	 est	 diminuée	 de	 moitié	 (environ	 1	 µm)	 par	 rapport	 aux	
intestins	témoins	à	E21.	

	

	
					Figure	47:	Ultrastructure	en	microscopie	électronique	des	entérocytes	en	amont	
		En	comparaison	aux	témoins,	les	microvillosités	de	taille	diminuée	

	
	
	

Le	 segment	 d’aval	 (Figure	 48)	 présente	 deux	 types	 d’entérocyte	 :	 (1)	 des	 	 entérocytes	 à	
cytoplasme	sombre	 riche	en	mitochondries	et	comportant	un	noyau	ovoïde	situé	au	 tiers	
basal	 et	 (2)	 des	 entérocytes	 à	 cytoplasme	 clair	 moins	 riche	 en	 mitochondries	 et	
comportant	 un	noyau	basal	de	 plus	 grande	 taille	 que	 celui	des	 entérocytes	 à	 cytoplasme	
sombre.	 Ces	 deux	 types	 d’entérocytes	 sont	 dépourvus	 des	 vacuoles	 d’absorption	 mais	
présentent	des	microvillosités	de	hauteur	 réduite	(environ	1	µm)	 formant	un	plateau	strié.	
Les	entérocytes	clairs	semblent	plus	immatures	que	les	entérocytes	sombres.	
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	Figure	48:	Ultrastructure	en	microscopie	électronique	des	entérocytes	en	aval	
Mise	en	évidence	de	deux	types	d’entérocytes	évoquant	deux	degrés	de	maturation	
	

(ii) Les cellules caliciformes 

L’épithélium	 intestinal	des	témoins	 E21,	des	 segments	d’amont	et	d’aval	comportent	
des	 cellules	 caliciformes	 qui	 présentent	 des	 caractéristiques	 ultrastructurales	 similaires	
(Figure	49).	Ces		 cellules	semblent	plus	abondantes	dans	le	segment	d’amont.	Ces	 résultats	
ont	 confirmé	 la	 numération	des	 cellules	 caliciformes	 sur	 des	 sections	 d’intestins	 témoins	
E21,	d’amont		et		d’aval	 colorées	par	le	PAS	(voir	plus	haut	).			

	
					Figure	49:	Ultrastructure	en	microscopie	électronique	sur	des	cellules	caliciformes	
Mise	en	évidence	des	cellules	caliciformes	d’ultrastructure	similaire	chez	les	témoins	E21	et	ligaturés	
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6) Etude ultrastructurale de la couche musculaire 

La	musculeuse	est	formée	de	deux	couches	de	cellules	musculaires	lisses	à		disposition	
circulaire	dans	 la	couche	 interne	et	à	disposition	 longitudinale	dans	 la	 couche	externe.	Au		
niveau	 des	 intestins	 témoin	 E21,	 la	 musculeuse	 comporte	 4	 à	 5	 assises	 de	 cellules	
musculaires	 à	 disposition	 circulaire	 formant	 la	 couche	 interne	 et	 une	 seule	 assise	 de	
cellules	musculaires	à	disposition	longitudinale	constituant	la	couche	externe	(Figure	50A).	

	
Pour	le	segment	d’amont	(Figure	50B),	la	musculeuse	comporte	3	assises	de		 cellules	

musculaires	 lisses	 circulaires	 formant	 la	 couche	 interne	 et	 2	 assises	 cellulaires	
longitudinales	 pour	 la	 couche	 externe.	 Le	 diamètre	 des	 cellules	 de	 la	 longitudinale	
externe	 semble	 plus	important	qu’au	niveau	des	témoins	E21.	

Pour	 le	 segment	 d’aval	 (Figure	 50C),	la	 musculeuse	 est	 uniquement	 constituée	 de	
cellules	musculaires	circulaires.	Elle	est	dépourvue	de	couche	longitudinale.	

	
	

	
								Figure	50:	Ultrastructure	en	microscopie	électronique	de	la	musculeuse	
Diminution	 des	 assises	 musculaires	 en	 amont,	 avec	 augmentation	 du	 diamètre	 des	 myocytes,	
diminution	des	assises	cellulaires	en	aval.	
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7) Etude de facteurs de maturation intestinale 

	
Des	 modifications	 d’expression	 génique	 concernant	 les	 facteurs	 trophiques	 et	 leurs	

récepteurs	 comme	 exposés	 dans	 le	 chapitre	 de	 l’introduction	 ont	 été	 recherchés.	 Les	
principaux	résultats	sont	 rapportés	dans	 le	 tableau	18.	L’ensemble	de	ces	 facteurs	connaît	
globalement	une	cinétique	d’expression	génique	décroissante	entre	E15	et	E21.	Il	n’existait	
pas	de	différence	statistiquement	significative	entre	amont	et	aval	à	l’exception	du	G-CSF	qui	
est	augmenté	dans	le	segment	d’amont	et	d’aval.	

	
Tableau	19:	Expression	génique	des	marqueurs	de	maturation	intestinale	

	

		

8) Résultats préliminaires chez des nouveau-nés humains 

Afin	de	confirmer	les	données	retrouvées	sur	les	cellules	neuroendocrines,	une	étude	
pilote	 a	 été	 réalisée	 sur	 deux	 cas	 humains.	 Il	 s’agit	 de	 nouveau-nés	 pris	 en	 charge	 pour	
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atrésie	intestinale	dans	notre	structure	et	pour	lesquels	la	zone	atrétique	avait	été	envoyée	
et	conservée	au	laboratoire	d’anatomopathologie.	Les	intestins	témoins	utilisés	provenaient	
de	3	fœtus	à	terme,	décédés	à	la	naissance	suite	à	une	strangulation	par	le	cordon	ombilical.	
Il	 a	 été	 investigué	 successivement	 la	 morphométrie,	 l’étude	 du	 SNE	 et	 du	 SE	 avec	 des	
techniques	et	des	marqueurs	identiques	à	ceux	décrits	pour	le	rat.	

	
a) Etude du SNE 

Ces	 résultats	 confirment	 les	 données	 connues	 sur	 l’aspect	morphologique	 déjà	 bien	
décrit	dans	 le	 chapitre	précédent	 chez	 le	 rat	:	 augmentation	du	diamètre	externe	et	de	 la	
couche	musculaire	 sur	 le	 segment	 proximal.	 En	 ce	 qui	 concerne	 le	 SNE,	 il	 est	 également	
constaté	 un	 nombre	 de	 ganglions	 plus	 important	 dans	 le	 segment	 proximal.	 Le	 caractère	
original	de	ces	résultats	est	la	différence	de	morphologie	des	ganglions	:	ils	apparaissent	de	
forme	plutôt	arrondie	dans	le	segment	proximal	et	de	forme	plutôt	allongée	dans	le	segment	
distal.	Ces	résultats	sont	représentés	dans	la	figure	51.	

	
	

	
Figure	51	:	Etude	des	ganglions	nerveux	entériques	chez	l’atrésie	humaine.	

Le	nombre	de	ganglions	allongés	semble	plus	important	dans	le	segment	distal	et	celui	
des	ganglions	arrondis	dans	le	segment	proximal.	
	
	

b) Etude du système endocrine 
Il	 est	 également	 constaté	 un	 nombre	 de	 cellules	 endocrines	 plus	 important	 dans	 le	

segment	proximal.	Comme	sur	le	modèle	du	rat,	ce	nombre	de	cellules	est	supérieur	sur	le	
segment	proximal	à	distance	de	l’atrésie,	en	comparaison	au	segment	distal,	où	le	nombre	
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de	 cellules	 est	 également	 supérieur	 à	 celui	 des	 intestins	 contrôles.	 Ces	 résultats	 sont	
représentés	dans	la	figure	52.	

	

	
Figure	52	:	Etude		des	cellules	endocrines	chez	l’atrésie	humaine.	

Le	nombre	de	cellules	endocrines	par	crypte	ou	villosité	est	plus	important	dans	le	segment	proximal.	
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

	
	
Ce	 chapitre	 est	 divisé	 en	 trois	 grandes	 parties.	 Dans	 la	 première	 partie,	 nous	

discuterons	 l’évolution	 globale	 et	 cinétique	 de	 l’expression	 génique	 de	 l’intestin	 en	 fin	 de	
gestation.	Puis,	 les	différences	globales	entre	 intestins	d’amont	et	d’aval	 seront	 abordées,	
permettant	de	définir	 l’impact	de	 l’occlusion	anténatale	et	 les	caractères	pathologiques	de	
chacun	des	deux	segments.	Enfin,	le	comportement	de	chaque	type	cellulaire	sera	envisagé	
sous	 ses	différents	aspects	avec	pour	objectif	de	dégager	 leurs	 tendances	et	d’éventuelles	
pistes	thérapeutiques.	

	

A. Maturation de l’intestin fœtal entre E15 et E21 

Par	 l’approche	transcriptomique,	 il	a	pu	être	étudié	 le	profil	global	de	maturation	de	
l’intestin	 grêle.	 Il	 s’agit,	 à	 notre	 connaissance,	 d’un	 travail	 original	 qui	 n’a	 pas	 encore	 été	
publié.	Cette	étude	nous	a	permis	d'observer	une	augmentation	de	l’expression	génique	en	
fin	de	gestation,	particulièrement	accélérée	après	E17	pour	les	marqueurs	épithéliaux	alors	
que	 nous	 constatons	 une	 diminution	 pour	 ceux	 du	 système	 nerveux	 entérique.	 Cette	
cinétique	semble	 tout	à	 fait	 logique	et	 illustre	 la	préparation	de	 l’intestin	à	 sa	 fonction	de	
digestion	comme	c'est	le	cas,	dès	la	naissance	des	mammifères,	afin	d’assurer	lors	de	cette	
transition	rapide	leur	indépendance	énergétique.	Tous	ces	résultats	mettent	en	lumière	les	
changements	qui	découlent	de	l’interruption	de	la	continuité	par	ligature	à	E18.	La	date	de	
cette	 ligature	 apparaît	 ainsi	 tardive	 si	 l’on	 considère	 que	 l’on	 se	 situe	 après	 le	 dernier	
cinquième	de	la	gestation	dans	le	modèle	murin.	

	

B. Conséquences globales de l’atrésie sur les intestins d’amont et 
d’aval 

Les	résultats	de	 la	morphométrie	confirment	 l’ensemble	de	ceux	déjà	publiés	dans	 la	
littérature	[83,	84,	89].	Le	segment	d’amont	se	dilate	sous	la	pression	du	liquide	amniotique	
dégluti.	 Il	mesure	ainsi	2	à	3	 fois	 le	diamètre	de	 l’intestin	 témoin.	 Ses	différentes	 couches	
sont	 d	‘épaisseur	 comparables	 à	 l’intestin	 témoins	 à	 l’exception	 de	 la	 couche	musculaire.	
D’après	 les	 études	 fonctionnelles	 [83],	 cette	 hypertrophie	 musculaire	 est	 associée	 à	 une	
hypercontractilité.	Le	segment	d’aval	dépourvu	de	flux	amniotique	est	 lui	de	diamètre	plus	
petit	 et	 son	 profil	 en	 morphométrie	 est	 très	 proche	 du	 segment	 témoins.	 Le	 débat	 qui	
attribue	l’aspect	le	plus	pathologique	soit	à	l’amont	[92,	94]	soit	à	l’aval	[79,	84]	est	encore	
d’actualité.	 Comme	 semblent	 le	 prouver	 les	 tableaux	 1	 et	 2	 présentés	 en	 annexe,	 une	
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tendance	se	dégage	plutôt	en	faveur	d’un	segment	d’amont	comme	étant	le	plus	éloigné	du	
segment	 contrôle.	 Des	 auteurs	 ont	 même	 rapporté	 des	 profils	 très	 similaires	 entre	 le	
segment	contrôle	et	le	segment	d’aval	[4,	77,	78,	80-82,	88,	90,	91,	93,	94,	106].	

	Selon	nos	résultats	de	transcriptomique	globale,	le	segment	proximal	semble	bien	plus	
affecté	par	 la	 ligature	que	 le	segment	d’aval	étant	donné	 le	nombre	significativement	plus	
élevé	 d’expression	 génique	 différentielle	 dans	 le	 segment	 d’amont.	 Si	 l’on	 considère	
conjointement	l’étude	différentielle	et	l’étude	cinétique,	une	tendance	se	dégage	:	l’absence	
de	modification	pour	le	segment	distal	et	surtout	une	hyperdifférenciation	pour	le	segment	
proximal.	 	 En	 effet,	 	 dans	 le	 segment	 proximal,	 les	 augmentations	 d’expression	 génique	
observées	 chez	 le	 témoin	 sont	 d’autant	 plus	 majorées,	 alors	 que	 les	 diminutions	 sont	
d’autant	 plus	 minorées	 par	 rapport	 aux	 témoins	 et	 à	 la	 cinétique	 de	 développement.	 La	
combinaison	de	ces	deux	phénomènes	nous	laisse	penser	que	le	segment	d’amont	présente	
une	 accélération	 de	 maturation.	 Ainsi,	 dans	 le	 segment	 d’amont,	 le	 profil	 d’expression	
génique	serait	également	en	faveur	d’une	accélération	de	la	maturation	en	comparaison	aux	
témoins,	comme	cela	a	pu	être	avancé	une	fois	[79].		

Cette	notion	trouverait	son	fondement	dans	la	théorie	du	stress	mécanique	induit	par	
la	 pression	 liquide	 amniotique.	 Selon	 la	mécanotransduction	 [107],	 tout	 stress	mécanique	
dans	 le	 développement	 embryonnaire	 induit	 une	 prolifération	 cellulaire	 et	 une	
différenciation	tissulaire.	Le	segment	d’aval	dépourvu	de	cet	excès	de	pression	ne	présente	
pas	d’accélération	de	maturation.		

	

C. Conséquences tissulaires de l’obstruction intestinale 

Trois	principales	composantes	sont	abordées	ici	:	le	système	nerveux	entérique	en	tant	
que	 chef	 d’orchestre,	 la	 muqueuse	 avec	 sa	 fonction	 de	 protection,	 de	 digestion,	 et	 de	
défense	(épithélium)	puis	le	lien	entre	les	deux,	le	système	neuroendocrine.		

	

1) Le système nerveux entérique 

Le	système	nerveux	a	été	 la	composante	 la	plus	étudiée	dans	 les	travaux	de	 l’atrésie	
intestinale.	 Nos	 travaux	 confirment	 globalement	 les	 travaux	 déjà	 publiés	 tout	 en	 les	
replaçant	dans	leur	contexte	tissulaire	intestinal	global.	

Il	s’agit	ici	de	la	première	étude	contextualisant	le	SNE	de	l’intestin	atrétique	dans	son	
développement	 gestationnel.	 Il	 a	 été	 noté	 avec	 surprise	 une	 sous	 régulation	 des	 gènes	
codant	 pour	 les	 facteurs	 pan	 neuronaux	 entre	 E15	 et	 E21,	 alors	 que	 l’expression	 de	 la	
plupart	 des	 autres	 gènes	 augmentait,	 comme	 par	 exemple	 celle	 des	 cellules	
neuroendocrines.	Comme	pour	 l’analyse	globale,	 l’effet	de	 la	 ligature	 sur	 le	SNE	était	plus	
important	sur	le	segment	d’amont,	l’effet	était	quasi	nul	sur	le	segment	d’aval.	Ces	résultats	
inattendus	 sont	 confirmés	 par	 l’immunohistochimie	 où	 les	 ganglions	 nerveux	 du	 segment	
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proximal	ont	un	aspect	plus	arrondi	et	plus	dense	que	chez	les	témoins	E21,	témoignant	d’un	
profil	mature.	L’aspect	de	ces	ganglions	en	distal	est	au	contraire	plus	proche	des	témoins	
E18,	soit	un	aspect	étiré	et	moins	dense,	témoins	d’un	retard	de	maturation.	

Des	 études	 récentes	 rapportent	 ainsi	 l’implication	 du	 SNE	dans	 le	 segment	 proximal	
pour	expliquer	les	troubles	de	la	motilité	intestinale	[81].	Tout	ceci	est	encore	débattu	mais	
notre	approche	utilisant	plusieurs	techniques	qui	se	sont	corroborées	 les	unes	aux	autres	 ,	
permettent	de	penser	que	ces	résultats	ont	une	solidité	acceptable	et	apportent	donc	des	
éléments	nouveaux	à	la	littérature.		

	

2) Le système neuroendocrine 

Les	cellules	du	système	neuroendocrine	(CSE)	sont	organisées	telles	des	cellules	isolées	
dans	 la	muqueuse	digestive.	Elles	ne	représentent	que	1%	des	cellules	de	cette	muqueuse	
[108]	mais	 l’ensemble	constitue	 le	plus	gros	appareil	 sécréteur	endocrinien	de	 l’organisme	
[9,	109].	Elles	ont	longtemps	été	considérées	comme	des	dérivés	des	crêtes	neurales	car	ces	
cellules	 expriment	 des	 hormones	 et	 des	 régulateurs	 transcriptionnels	 qui	 étaient	
communément	associés	aux	crêtes	neurales	[110].	Actuellement	leur	origine	endodermique	
n’est	plus	débattue	[8,	111].	 Il	existe	10	sous	types	de	CSE	qui	se	différencient	à	partir	des	
précurseurs	situés	dans	 les	cryptes	 intestinales	 [112].	Les	cellules	de	 la	souris	et	du	poulet	
sont	très	proches	de	celles	de	l’homme.	Chez	le	poulet,	elles	apparaissent	dès	le	10ème	jour	
de	gestation	[113],	soit	un	jour	avant	les	cellules	sérotoninergiques	du	SNE.			

Dans	 notre	 travail,	 l’analyse	 transcriptomique	 a	 montré	 une	 augmentation	 de	
l’expression	génique	de	ces	marqueurs	des	CSE	chez	 les	fœtus	témoins	de	E15	à	E21:	d’un	
point	de	vue	quantitatif,	ces	modifications	sont	plus	 importantes	que	celles	du	SNE.	 	Cette	
augmentation	 chez	 les	 témoins	 est	 particulièrement	 élevée	 en	 fin	 de	 gestation,	 ce	 qui	
suggère	une	 implication	du	SE	pour	 les	processus	néonataux	de	digestion.	Les	résultats	du	
transcriptome	ont	été	confirmés	par	 l’immunohistochimie.	Chez	 les	 fœtus	avec	 ligature,	 le	
segment	proximal	avait	une	augmentation	importante	du	nombre	de	CSE	en	comparaison	au	
groupe	contrôle	et	à	 l’inverse	dans	 le	 segment	distal.	 Le	 segment	proximal	 semble	encore	
une	fois	le	plus	perturbé	par	la	ligature.	Ces	résultats	ont	été	confirmés	par	un	échantillon	de	
patients	 humains	 avec	 atrésie	 iléo-jéjunale.	Même	 si	 l’évolution	 après	 la	 naissance	 n’a	 pu	
être	étudiée,	 il	 est	probable	que	 la	perturbation	du	SE	a	un	 rôle	 tout	aussi	 important	que	
celle	du	SNE	en	ce	qui	concerne	les	complications	opératoires.		

Des	données	similaires	avaient	été	rapportées	sur	un	modèle	d’atrésie	chez	le	poulet	
[93]	mais	avec	des	techniques	 limitées	à	 l’immunohistochimie.	Les	auteurs	retrouvaient	un	
nombre	de	cellules	 très	augmenté	en	proximal.	 Ils	 retrouvaient	également	un	 lien	entre	 la	
précocité	et	la	sévérité	de	la	dilatation	d’une	part	et	le	nombre	de	cellules	d’autre	part.	De	
telles	 observations	 ont	 été	 rapportées	 pour	 les	 neurones	 du	 SNE	 [77,	 92]	 sur	 le	 même	
modèle.		
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Comme	 pour	 le	 SNE,	 les	 modifications	 en	 analyse	 transcriptomique	 confirment	 la	
maturation	 accélérée	 dans	 le	 segment	 proximal	 et	 retardée	 dans	 le	 segment	 distal.	 Cette	
réorganisation	 pourrait	 également	 répondre	 aux	 lois	 de	 la	 mécanotransduction	 évoquée	
dans	le	chapitre	du	SNE.	Les	CSE	jouent	un	rôle	clé	dans	le	contrôle	de	la	sécrétion	et	de	la	
motilité	intestinale.	Dans	le	petit	intestin,	elles	sont	spécialisées	dans	la	sécrétion	de	diverses	
hormones	:	 la	gastrine	qui	stimule	 la	sécrétion	enzymatique,	 la	somatostatine	qui	 inhibe	 la	
motilité	 et	 la	 sécrétion	 de	 gastrine,	 la	 cholécystokinine	 qui	 inhibe	 la	mobilité	 gastrique	 et	
régule	l’homéostasie	du	glucose,	le	polypeptide	YY	(PYY)	qui	régule	la	prise	alimentaire	ou	la	
5-hydroxytryptamine	qui	stimule	la	motilité	intestinale.		

De	 notre	 analyse,	 il	 ressort	 que	 les	 troubles	 du	 SE	 dans	 l’intestin	 avec	 atrésie	 sont	
probablement	imputables	aux	variations	de	pression.	En	effet,	 le	segment	d’amont	est	très	
modifié	alors	que	le	segment	d’aval	l’est	beaucoup	moins.	Le	fait	que	le	segment	d’aval	est	
quasi	 superposable	 au	 témoin	 est	 un	 argument	 qui	 milite	 contre	 l’influence	 des	 facteurs	
circulants	du	liquide	amniotique	dégluti.	Aussi,	il	est	connu	depuis	quelques	années	que	les	
CSE	peuvent	jouer	un	rôle	de	mécanorécepteur	[114].	Elles	sont	donc	sensibles	à	la	pression	
luminale.	Récemment,	il	a	été	mis	en	évidence	la	présence	d’un	mécanorécepteur	spécifique	
de	 ces	 cellules,	 appelé	 Piezo	 2	 [115],	 et	 qui	 partage	 beaucoup	 de	 similitudes	 avec	 les	
mécanorécepteurs	des	cellules	cutanées	de	Merckel	[116].	La	stimulation	de	Piezo	2	entraine	
la	sécrétion	de	sérotonine	par	 les	CSE.	Dans	notre	étude,	ces	 récepteurs	sont	diminués	en	
amont,	 ce	qui	peut	être	 la	 conséquence	d’un	 rétro	 contrôle	négatif	 par	 surstimulation.	 Le	
récepteur	 Piezo	 1,	 lui,	 est	 retrouvé	 dans	 les	 cellules	 épithéliales	 de	 l’intestin,	 il	 n’est	 pas	
modifié	dans	notre	étude	et	il	n’est	pas	certain	à	l’heure	actuelle	de	sa	présence	ou	de	son	
implication	dans	 la	mécanotransduction	des	CSE.	Ainsi	 les	phénomènes	de	pression	par	 le	
biais	 de	 la	 sécrétion	 de	 la	 sérotonine	 joueraient	 peut-être	 un	 rôle	 dans	 les	 anomalies	 de	
maturation	du	SE.	La	figure	53	illustre	le	circuit	établi	entre	le	SNE	et	le	SE	en	réponse	à	la	
pression	luminale.	

Nous	devons	 ici	nous	pencher	sur	 le	rôle	de	 la	sérotonine	dans	 le	système	digestif.	 Il	
est	 connu	 que	 la	 sérotonine	 contenue	 dans	 le	 système	 digestif	 est	 quantitativement	
beaucoup	plus	importante	que	la	sérotonine	cérébrale	–	pourtant	fort	utile	-	mais	son	rôle	
est	 moins	 bien	 compris	 [117].	 Au	 niveau	 digestif,	 elle	 est	 synthétisée	 par	 l’enzyme	
Tryptophane	 Hydroxylase	 1	 (TPH1)	 qui	 se	 trouve	 dans	 les	 CSE.	 Dans	 notre	 étude,	 cette	
enzyme	est	franchement	augmentée	(FD	x2	;	p	=	10-2)	sur	 le	segment	d’amont	alors	que	la	
TPH2,	isoenzyme	spécifique	des	neurones,	n’est	pas	modifiée,	ni	en	amont,	ni	en	aval.		

	
De	plus,	il	a	été	avancé	que	la	sérotonine	aurait	peut-être	un	rôle	d’hormone	avec	une	

action	 systémique	 [118]	 sur	 de	 multiples	 organes	 grâce	 à	 son	 transporteur	:	 le	 SERT	 ou	
SLC6A4.	
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Figure	53	:	Schématisation	du	circuit	neuroendocrinien	dans	la	pression	luminale	
Le	stimulus	de	pression	est	capté	par	les	mécanorécepteurs	Piezo	2	des	cellules	neuroendocrines.	En	
conséquence,	il	est	libéré	de	la	sérotonine	(5-HT)	qui	stimule	les	IPAN	(Intrinsec	Primary	Afferent	
Neuron)	qui	stimule	à	sont	tour	le	plexus	myentérique	avec	une	inhibition	de	la	contraction	en	aval	et	
une	activation	en	amont	du	même	stimulus.			
	

Dans	notre	étude,	SERT	est	légèrement	diminué	en	amont	et	en	aval	ce	qui	pourrait	indiquer	
une	 down-regulation	 de	 ce	 transporteur.	 L’action	 locale	 intestinale	 de	 la	 sérotonine	 est	
décrite	 comme	 inflammatoire	 et	 plutôt	 neurotoxique	 si	 les	 neurones	 du	 SNE	 ne	 sont	 pas	
protégés.	 Cependant,	 la	 TPH2	 induite	 elle	 dans	 les	 neurones	 a	 une	 action	 plutôt	
neuroprotective	 par	 l’activation	 des	 récepteurs	 5HT-4.	 En	 effet	 ce	 récepteur	 induit	 la	
neurogénèse	[119],	il	est	neuroprotecteur	pendant	le	développement.	Dans	nos	résultats	de	
transcriptomique,	les	récepteurs	5HT	ne	sont	pas	modifiés	à	l’exception	de	5HTR7,	récepteur	
à	la	sérotonine	qui	a	un	rôle	connu	dans	le	relâchement	musculaire	[120].	L’augmentation	de	
ce	 récepteur	 pourrait	 ainsi	 découler	 d’une	 augmentation	 de	 pression	 dans	 le	 segment	
d’amont.		
Tous	ces	éléments	mériteraient	bien	sûr	d’être	confirmés	mais	 incitent	à	se	pencher	sur	 le	
rôle	 de	 la	 sérotonine	 et	 des	 CSE	 dans	 les	 mécanismes	 physiopathologiques	 des	 atrésies	
digestives.	
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Ces	 considérations	 ouvrent	 la	 voie	 pour	 se	 poser	 la	 question	 des	 relations	 système	
digestif	et	système	nerveux	central.	Mais	ne	faut	il	pas	introduire	le	SE	comme	un	élément	
incontournable	 d’une	 voie	 hypothétique	 «	microbiote-SE-SNE-SNC	».	 En	 effet,	 le	 SE	 est	 un	
véritable	système	sensoriel	qui	peut	également	capter	et	transmettre	des	informations	sur	le	
contenu	 de	 la	 lumière	 digestive	 [121].	 Si	 les	 interactions	 CSE	 et	 SNE	 sont	 effectivement	
fonctionnelles	 comme	 l’indique	Bohorquez	et	al.	 [42,	 122],	 alors	on	peut	 imaginer	que	 les	
CSE	vont	faire	 l’intermédiaire	entre	 le	microbiote	et	 le	SNE	,	 lui	même	en	 lien	avec	 le	SNC.	
Cette	voie	«microbiote-SE-SNE-SNC	»	pourrait	expliquer	 comment	 le	microbiote	module	 le	
fonctionnement	 cérébral	 et	 que	 inversement	 le	 cerveau	 peut	modifier	 la	 composition	 du	
microbiote	 via	 le	 système	 nerveux	 autonome	 végétatif	 [123]	 et	 peut-être	 les	 CSE.	 Cette	
transmission	d’informations	implique	une	interaction	soit	chimique	à	travers	la	libération	de	
neuropeptides	 [124]	 selon	 le	 mode	 paracrine,	 soit	 synaptique.	 Cette	 dernière	
communication	a	été	étayée	par	la	découverte	de	connections	cellulaires	directes	entre	les	
neurones	 du	 SNE	 et	 un	 prolongement	 cellulaire	 neuroendocrinien,	 décrit	 comme	 pseudo-
axonal,	récemment	illustré	en	microscopie	électronique	avant	d’être	baptisé	«	neuropode	»	
[42].	 L’étude	 ultrastructurale	 de	 ce	 neuropode	 met	 en	 évidence	 des	 formations	 de	 type	
neurofilaments	 très	 similaires	 à	 celles	 des	 axones	 [42].	 Après	 une	 description	
morphologique,	le	même	auteur	a	prouvé	une	connexion	fonctionnelle	synaptique	entre	le	
«	neuropode	»	et	le	SNE,	faisant	employer	le	terme	de	circuit.	Ce	dernier	se	présente	comme	
une	 boucle	 entre	 SE	 et	 neurones	 entériques	 afférents	 (IPAN)	 ou	 efférents,	 le	
neurotransmetteur	retrouvé	étant	la	dopamine	[122].	Ce	lien	physique	avec	le	SNE	confère	
un	statut	particulier	à	la	cellule	endocrine.	Cette	cellule	endocrine	représente	1%	des	cellules	
épithéliales,	et	est	entourée	d’entérocytes	dont	la	demi	vie	est	de	5	jours	alors	que	la	sienne	
dépasse	 les	 60	 jours	 pour	 la	 population	 cellulaire	 du	 SE	 marquée	 au	 PYY	 [125].	 Cette	
longévité	 découle	 probablement	 de	 son	 rôle	 privilégié	 dont	 le	 but	 serait	 de	 pérenniser	 le	
circuit	qui	a	été	créé	avec	le	SNE.			

	Des	perturbations	de	ces	connexions	pourraient	altérer	les	fonctions	homéostasiques	
intestinales,	c’est	ainsi	que	la	littérature	a	récemment	suggéré	le	rôle	des	cellules	endocrines	
dans	 les	 désordres	 digestifs	 de	 nature	 inflammatoire	 ou	 auto-immune,	 avec	 des	
conséquences	potentielles	sur	l’absorption	et	la	mobilité	[126,	127].	L’inflammation	modifie	
les	neurones	notamment	leur	ratio	avec	une	augmentation	des	neurones	sérotoninergiques	
ainsi	que	les	cellules	neuroendocrines,	il	en	découle	un	hyperexcitabilité	des	IPAN	[128].	La	
figure	54	illustre	toutes	les	hypothèses	discutées	et	soulevées	par	ce	travail.		

Les	 cellules	 neuroendocrines	 ont	 également	 été	 incriminées	 dans	 des	 pathologies	
acquises	comme	le	syndrome	du	côlon	irritable	[129]	ou	les	complications	de	l’intestin	court	
[130].	 	 Dans	 le	 modèle	 animal	 du	 rat,	 Khen-Dunlop	 et	 al	 [83]	 avaient	 retrouvé	 une	
inflammation	plus	importante	dans	le	segment	d’amont	avec	une	augmentation	de	certaines	
cytokines	comme	le	Cxcl2,	les	interleukines	6	et	1.	Or,	il	a	été	montré	que	cette	inflammation	
est	à	 l’origine	d’une	atteinte	du	SNE	et	des	cellules	neuroendocrines	 [128].	L’inflammation	
entraine	 une	 modification	 de	 ces	 populations	 cellulaires	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 de	
l’excitabilité	des	IPAN.	



	 109	

	

Figure	54	:	Récapitulatif	des	hypothèses	dans	le	modèle	d’interruption	digestive	
Le	stimulus	de	pression	est	capté	par	les	mécanorécepteurs	Piezo	2	des	cellules	neuroendocrines.	En	
conséquence,	il	est	libéré	de	la	sérotonine	(5-HT)	qui	rend	les	IPAN	(Intrinsec	Primary	Afferent	Neuron)	
hyperexcitables.	Cela	entraîne	une	augmentation	de	la	proportion	des	neurones	sérotoninergiquess,	
une	augmentation	des	ganglions	nerveux	une	hypertrophie	musculaire.	Les	caractéristiques	globales	du	
segment	d’amont	sont	une	augmentation	de	sa	maturation	alors	que	celles	du	segment	d’aval	sont	
proches	du	témoins.	
	

Cette	 interaction	 entre	 SNE	 et	 SE	 est	 ainsi	 cruciale	 dès	 les	 premiers	 stades	 de	
maturation	 intestinale.	Une	 donnée	 émergente	 prône	 l’importance	 du	microbiote	 dès	 ces	
premiers	 stades	 de	 développement	 [40].	 La	 modulation	 du	 microbiote	 par	 le	 SNC	 via	 la	
libération	 de	 molécules	 comme	 les	 catécholamines,	 la	 sérotonine	 ou	 les	 cytokines	 est	
connue	 depuis	 plusieurs	 années	 [131,	 132].	 Plus	 récemment,	 il	 a	 été	 soulevé	 l’hypothèse		
que	l’interaction	microbiote-cerveau	influence	crucialement	l’évolution	du	SNC,	évoqué	sous	
le	 concept	 de	 cerveau	 social	 [133]	 probablement	 par	 des	 mécanismes	 de	 nature	
épigénétique	 ou	 transfert	 de	 gènes	 [134].	 	 Or	 la	 période	 de	 plus	 grande	 influence	 par	 le	
microbiote	pour	le	développement	du	SNC	est	la	période	périnatale	[135]	voire	anténatale,	
c’est	à	dire	la	fenêtre	étudiée	ici	pour	la	prise	en	charge	de	l’atrésie	intestinale.	

Au	 total,	 les	 troubles	 de	 la	 mobilité	 digestive	 seraient	 imputables	 tant	 aux	
perturbations	 du	 système	neuroendocrine	 qu’à	 celles	 du	 SNE.	 Ces	 perturbations	 touchent	
donc	 le	 circuit	 entre	 SE	 et	 SNE	 sans	 que	 ces	 résultats	 ne	 nous	 permettent	 de	 statuer	
définitivement	 sur	 le	 mécanisme	 causal	 de	 l’anomalie.	 Il	 serait	 intéressant	 de	 pouvoir	
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expertiser	in	vitro	d’une	part	les	conséquences	des	modifications	de	pression	luminale	sur	le	
SE	et	d’autre	part	les	modifications	sous	jacentes	du	microbiote.		

	

3) L’épithélium 

D’après	 notre	 approche	 globale,	 le	 tissu	 épithélial	 apparaît	 comme	 le	 tissu	 le	 plus	
modifié	par	 le	phénomène	d’atrésie.	 L’étude	cinétique	avec	 la	 forte	variation	d’expression	
génique	en	fin	de	gestation	montre	l’importance	que	va	prendre	l’épithélium	à	la	naissance.	
Comme	pour	le	cas	des	cellules	neuroendocrines,	cette	différenciation	relativement	tardive	
au	 cours	 du	 développementembryonnaire	 pourrait	 expliquer	 la	 plus	 forte	 influence	 de	
l’obstruction	 mécanique.	 Contrairement	 à	 ce	 qui	 a	 été	 décrit	 dans	 la	 littérature,	 des	
différences	entre	amont	et	aval	apparaissent	dans	notre	travail.	Les	trois	chapitres	suivants	
détaillent	 les	 résultats	 des	 trois	 fonctions	 épithéliales	:	 absorption,	 protection	 et	 défense	
antibactérienne.	

	
a) Fonction de digestion et d’absorption  

	
La	 malabsorption	 étant	 une	 des	 complications	 post-chirurgicales	 des	 atrésies,	 nous	

nous	 sommes	 intéressés	 aux	 fonctions	 de	 digestion	 et	 d’absorption	 médiées	 par	 les	
entérocytes.	 Il	 existe	 très	peu	de	 travaux	 sur	 le	 sujet.	 Ceux	de	Schaart	 et	 al	 [136]	 se	 sont	
intéressés	 à	 la	 structure	 épithéliale	 intestinale	 des	 nouveau-nés	 humains.	 Il	 s’agissait	
uniquement	 d’investigations	 immunohistochimiques	 pour	 étudier	 la	 morphologie	
entérocytaire	 et	 la	 structure	 épithéliale.	 Les	 marqueurs	 étaient	 des	 enzymes	 (lactase,	
sucrase-isomaltase)	ou	des	transporteurs	pour	 l’absorption	(SGLT-1,	Glut5).	Cette	étude	ne	
retrouvait	pas	de	différence	entre	les	deux	segments	de	l’atrésie,	mais	ne	proposait	aucune	
comparaison	avec	des	témoins.	Aucune	 information	sur	 la	distance	entre	 les	prélèvements	
et	l’atrésie	n’était	fournie.	Il	existait	une	perturbation	de	l’architecture	non	spécifique	autant	
en	amont	qu’en	aval	de	l’atrésie.		

Dans	 notre	 étude,	 il	 n’est	 pas	 retrouvé	 de	 différence	 d’expression	 génique	 de	 la	
lactase	entre	les	deux	portions	de	l’atrésie.	En	amont,	la	surface	d’absorption	augmente	de	
manière	 significative,	 ainsi	 que	 l’expression	 de	 l’entérokinase.	 En	 revanche,	 notre	 étude	
s’est	 intéressée	 à	 la	 surface	 d’absorption,	 significativement	 augmentée	 en	 amont	 et	
diminuée	en	aval	par	rapport	aux	témoins.	Ces	résultats	sont	cohérents	avec	l’hypertrophie	
du	segment	d’amont,	déjà	rapportés	dans	la	littérature	[89].		

Concernant	 l’aspect	 ultrastructural	 des	 entérocytes	 pour 	 les 	 intestins	 ligaturés,	
n o u s 	 a v o n s 	 r e t r o u v é 	 u n 	 plateau	strié	 et	 des	 systèmes	 de	jonction	 bien	 présents	
au	 pôle	 apical,	 cependant	 la	 hauteur	 des	 	 microvillosités	 	est	 diminuée	 de	 moitié	 en	
amont	comme	en	aval.	 Le	 nombre	des	 vacuoles	d’absorption	est	 réduit	 pour	 les	 intestins	
d’amont	 et	 les	 intestins	 d’aval	 en	 sont		dépourvus.	Les	intestins	 d’aval	 sont	 caractérisés	
par	 la	 présence	 de	 deux	 populations	 d’entérocytes,	 une	 population	 semblant	 plus	
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immature	 avec	 un	cytoplasme	 plus	 clair	 et	 un	 noyau	 de	 taille	augmentée.	 Les	 travaux	de	
Serrano	 et	 al	 [137]	 et	 Baglaj	 et	 al	 	 [90]	 se	 sont	 intéressés	 à	 l’aspect	 des	 villosités	
intestinales	des	entérocytes.	Les	résultats	ne	montrent	pas	de	différence	entre	les	segments	
d’amont	et	d’aval	à	 E21	 mis	 à	 part	 au	niveau	de	 l’obstruction	pour	Baglaj	et	al	 [90].	 	 Ces	
deux	équipes	ne	se	sont	pas	 intéressées	aux	autres	 cellules	épithéliales.	 	

Nos	résultats	 montrent	en	outre	deux	types	 d’entérocytes	 en	 aval	de		l a	 ligature	 à	
E21	 suggérant,	 c o m m e 	 l e s 	 r é s u l t a t s 	 d e 	 t r a n s c r i p t o m i q u e , 	 un	 retard	
de	 maturation	 de	 ce	 segment.	 	Concernant	 l’augmentation	de	 la	 surface	d’absorption	en	
amont,	 	 celle-ci	 semble	 être	 la	 conséquence	 de	 l’augmentation	 du	 diamètre.	 En	 effet,	 on	
note	d’une	part	que	 l’expression	génique	de	 la	plupart	des	marqueurs	épithéliaux	ne	varie	
pas	de	part	et	d’autre	de	l’atrésie	et	d’autre	part	que	la	hauteur	des	villosités	en	amont	et	en	
aval	de	l’obstruction	diminue	en	comparaison	aux	témoins.	La	diminution	de	la	hauteur	des	
villosités	 peut	 se	 concevoir	 comme	 un	 phénomène	 mécanique	 isolé,	 conséquence	 de	
l’interruption	 du	 liquide	 amniotique	 bien	 qu’un	 processus	 inflammatoire	 ne	 puisse	 être	
exclu.	 Aussi,	 les	 résultats	 obtenus	 sont	 difficiles	 à	 interpréter	 et	 à	 expliquer	 sans	 analyse	
fonctionnelle	qui	permettrait	notamment	d’évaluer	l’activité	enzymatique,	particulièrement	
celle	de	la	lactase.	

	
b) Fonction de barrière intestinale 

	
La	fonction	de	barrière	intestinale	est	principalement	assurée	par	les	constituants	de	la	

double-couche	 de	 mucus,	 sécrétée	 par	 les	 cellules	 caliciformes,	 et	 formant	 une	 barrière	
protectrice	pour	 le	 tractus	gastro-intestinal.	Cette	 fonction	de	protection	a	été	évaluée	en	
quantifiant	 le	nombre	de	cellules	caliciformes	et	 l’expression	génique	des	produits	de	 leur	
sécrétion.	 Le	 nombre	 de	 cellules	 caliciformes	 est	 significativement	 augmenté	 dans	 le	
segment	 d’amont.	 Cependant,	 l’expression	 génique	 des	 mucines	en	 amont	 est	 variable,	
augmentée	pour	la	mucine	5b	et	diminuée	pour	la	mucine	16.	En	aval,	les	résultats	diffèrent	
avec	un	nombre	de	cellules	caliciformes	légèrement	diminué,	une	augmentation	significative	
de	 la	 mucine	 16	 et	 peu	 de	 variations	 pour	 la	 mucine	 5b.	 L’expression	 du	 TFF3	 est	
significativement	augmentée	en	amont	et	aval	de	l’atrésie.		

Les	seuls	travaux	disponibles	sur	le	sujet	sont	également	ceux	de	Schaart	[136]	dont	les	
investigations	 immunohistochimiques	 ne	 montraient	 pas	 de	 différence	 entre	 les	 deux	
segments	de	 l’atrésie	pour	 les	expressions	de	 la	mucine	2	et	 le	TFF3.	Ces	résultats	sont	en	
contradiction	avec	 les	nôtres	mais	 il	est	difficile	de	comparer	 les	deux	études	étant	donné	
qu’il	n’est	pas	précisé	 le	mode	de	quantification	de	 l’expression	dans	cette	publication.	De	
même,	 la	 distance	 entre	 ces	 prélèvements	 et	 l’atrésie	 n’est	 pas	 non	 plus	 précisée,	 ce	 qui	
pourtant	a	probablement	une	influence.	

La	 mucine	 5b	 est	 augmentée	 en	 amont,	 comme	 toutes	 les	 mucines	 sécrétées	 et	
solubles,	 et	 comme	 le	 TFF3.	 Ces	 mucines	 sécrétées	 favorisent	 une	 augmentation	 de	 la	
couche	de	mucus	et	 ainsi	 la	protection	de	 la	barrière	 intestinale.	 La	mucine	5b	et	 le	 TFF3	
sont	 aussi	 augmentés	 dans	 le	 segment	 d’amont	 en	 comparaison	 aux	 témoins.	 Cette	
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augmentation	peut	rentrer	dans	le	cadre	du	phénomène	d’hyper	différenciation	du	segment	
d’amont,	ou	bien	indiquer	une	augmentation	des	défenses	en	amont.	

	 En	ce	qui	concerne	 les	mucines	transmembranaires,	certaines	augmentent	au	cours	
du	 développement	 (mucines	 1,	 3	 et	 13),	 et	 elles	 sont	 légèrement	 augmentées	 en	 amont	
comme	en	aval.	D’autres	mucines	transmembranaires	(mucines	4	et	16)	diminuent	au	cours	
du	développement,	mais	présentent	des	variations	plus	marquées	en	amont	et	en	aval.	En	
effet,	la	mucine	16	diminue	au	cours	du	développement	et	reste	diminuée	en	amont,	alors	
qu’elle	 augmente	 en	 aval.	 Cette	mucine	 n’a	 jamais	 été	 décrite	 dans	 la	 littérature	 comme	
étant	 impliquée	 dans	 la	 physiopathologie	 de	 l’atrésie.	 Van	 Putten	 et	 al	 [51]	 ont	 montré	
qu’une	augmentation	de	 cette	mucine	16,	 comme	dans	 le	 segment	d’aval	dans	 le	présent		
modèle	d’atrésie,	est	corrélée	à	une	diminution	des	jonctions	serrées	dans	les	processus	de	
cancérogenèse.	 Une	 hypothèse	 est	 que	 la	 diminution	 de	 ces	 jonctions	 favoriserait	 la	
perméabilité	 épithéliale	 et	 ainsi	 la	 translocation	 des	 agents	 pathogènes	 dans	 le	 segment	
d’aval.	 Des	 études	 complémentaires	 sont	 néanmoins	 nécessaires	 afin	 d’étudier	 la	
perméabilité	 épithéliale	 de	 l’intestin.	 Dans	 les	 travaux	 de	 Khen-Dunlop	 et	 al	 [83],	 la	
perméabilité	paracellulaire	n’était	pas	modifiée	ni	en	amont	ni	aval	alors	que	la	perméabilité	
transcellulaire	était	augmentée	en	amont	en	comparaison	à	l’aval.		

Dans	notre	étude,	la	mucine	4	est	augmentée	en	amont	alors	qu’elle	diminue	au	cours	
du	 développement.	 Cette	 augmentation	 serait	 impliquée	 dans	 les	 processus	 de	
cancérogenèse	 associés	 à	 de	 l’inflammation,et	 dans	 la	 survie	 des	 cellules	 épithéliales	
lorsqu’elle	est	associée	à	ERBB2	[51].	Cette	hypothèse	serait	en	accord	avec	les	travaux	de	
Khen-Dunlop	 et	 al	 [83],	 où	 une	 augmentation	 des	 cytokines	 pro-inflammatoires	 était	
retrouvée	 dans	 le	 segment	 d’amont.	 Ces	 processus	 inflammatoires	 pourraient	 expliquer	
l’augmentation	 de	 la	 perméabilité	 transcellulaire	 [83],	 retrouvée	 dans	 ce	 même	 segment	
d’amont.	 Des	 études	 précliniques	 ont	 mis	 en	 évidence	 que	 des	 stimuli	 de	 stress	
augmentaient	 la	 perméabilité	 intestinale,	 facilitant	 ainsi	 les	 phénomènes	 de	 translocation	
[138,	 139].	 Cette	 augmentation	 de	 perméabilité	 couplée	 ou	 à	 l’inflammation	 muqueuse	
intestinale	pourrait	altérer	la	mise	en	place	de	ces	circuits	intestin-cerveau	[140,	141].		

	
	

 c) Fonction de défense antimicrobienne 
	
Les	peptides	antimicrobiens	sont	sécrétés	par	les	cellules	épithéliales	et	en	particulier	

par	les	cellules	de	Paneth	et	se	répartissent	sur	toute	la	hauteur	de	la	couche	de	mucus.	La	
défense	antimicrobienne	a	été	évaluée	par	la	quantification	de	l’expression	génique	de	ces	
peptides.		

En	 amont	 comme	 en	 aval,	 les	 α-défensines	 et	 le	 lysozyme	 2	 sont	 augmentés.	 Cette	
augmentation	est	physiologique	au	cours	du	développement,	à	l’exception	de	l’α-défensine	
6	 (Defa6)	 et	 l’α-défensine	 8	 (Defa8).	 Les	 travaux	 de	 Schaart	 [136]	 ne	 montraient	 pas	 de	
différence	entre	 les	deux	segments	de	 l’atrésie	chez	des	nouveau-nés	pour	 l’expression	du	
lysozyme.	Ces	résultats	ne	sont	pas	en	accord	avec	les	nôtres,	puisque	nous	retrouvons	une	
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différence	 significative.	 Néanmoins,	 il	 est	 une	 fois	 de	 plus	 difficile	 d’exploiter	 cette	 étude	
étant	donné	que	le	mode	de	quantification	pour	l’expression	du	lysozyme	n’est	pas	précisé.		

La	 même	 évolution	 est	 notable	 concernant	 les	 récepteurs	 «	toll-like	»	 (TLR).	 Ils	
augmentent	fortement	au	cours	du	développement,	et	en	amont	ou	en	aval	de	l’atrésie,	sauf	
pour	TLR5	dont	l’expression	est	diminuée	en	amont	mais	augmentée	en	aval.	Certains	de	ces	
récepteurs	ne	sont	pas	uniquement	exprimés	par	 les	cellules	M,	mais	aussi	par	 les	cellules	
sanguines	 (macrophages,	 monocytes,	 cellules	 dendritiques).	 Ceci	 explique	 que	 des	 TLR,	
notamment	 le	 TLR5,	 ont	 une	 expression	 augmentée	 dans	 des	 pathologies	 inflammatoires	
intestinales	 comme	 la	maladie	de	Crohn,	 ou	 la	 colite	 ulcérante	 [142].	 Cette	 augmentation	
traduirait	un	déficit	dans	la	capacité	à	maintenir	la	barrière	épithéliale	intègre	en	aval,	ce	qui	
pourrait	favoriser	la	translocation	microbienne.		

Les	 travaux	 de	Antoni	 et	 al	 [52]	 et	 de	Gersemann	 et	 al	 [142]	 rapportent	 également	
qu’un	 déficit	 en	 TLR4	 ou	 TLR3	 pourrait	 être	 à	 l’origine	 d’une	 inflammation	 de	 la	 paroi	
intestinale	et	faciliteraient	l’apparition	d’une	maladie	de	Crohn.	L’augmentation	globale	des	
α-défensines	 retrouvée	 en	 analyse	 transcriptomique	 dans	 les	 segments	 d’amont	 et	 d’aval	
pourrait	 s’expliquer	par	 l’augmentation	du	nombre	des	cellules	de	Paneth	par	 rapport	aux	
contrôles.	

Au	 total,	 les	 modifications	 des	 3	 composantes	 épithéliales	 dans	 le	 modèle	
d’interruption	 intestinale	 sont	 d’amplitude	 variable	mais	 confirment	 que	 le	 profil	 d’amont	
est	 différent	 de	 celui	 d’aval.	 Leur	 interprétation	 définitive	 nécessite	 des	 expérimentations	
complémentaires.	 Avant	 tout,	 il	 s’agit	 de	 résultats	 originaux	 dans	 la	 littérature	 et	 dont	
l’exploitation	doit	être	poursuivie.		
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IV. Perspectives 

L’analyse	 transcriptomique	ouvre	des	possibilités	d’étude	 très	 larges	dont	 seulement	
une	partie	des	données	a	été	exploitée	par	 le	présent	 travail.	 L’étude	de	nombreux	gènes	
non	étudiés	jusque	là	donnera	matière	à	d’autres	considérations	et	à	de	nouveaux	projets.	
En	particulier,	la	focalisation	sur	les	microARN	pourra	à	elle	seule	constituer	une	étude	avec	
une	nouvelle	démarche	expérimentale	sur	ce	modèle	du	rat.		

	
L’étude	préliminaire	sur	les	tissus	humains	demande	à	être	étayée	par	un	volume	plus	

important	d’échantillons.	Il	est	envisagé	de	travailler	sur	une	collection	plus	importante,	par	
exemple	en	colligeant	des	pièces	opératoires	de	plusieurs	centres	de	chirurgie	pédiatrique.	
Ces	 considérations	 pourraient	 jeter	 les	 bases	 d’une	 étude	 dans	 le	 cadre	 d’un	 Projet	
Hospitalier	de	Recherche	Clinique.	

	
La	découverte	de	perturbations	du	système	endocrinien	est	originale.	L’implication	de	

la	 sérotonine	 en	 rapport	 avec	 les	 phénomènes	 de	 mécanotransduction	 demande	 à	 être	
confirmée,	de	même	que	le	rôle	du	récepteur	Piezo2.	Si	c’est	le	cas,	les	effets	d’agonistes	ou	
d’antagonistes	 de	 récepteurs	 sérotoninergiques	 pourraient	 être	 testés	 dans	 le	 modèle	
animal	 ou	 in	 vitro.	 La	 réflexion	 sur	 l’atteinte	du	 système	neuroendocrine	ouvre	 la	 porte	 à	
toutes	les	modifications	qui	potentiellement	existent	dans	le	phénomène	d’obstruction	voire	
les	 anomalies	 congénitales	 ou	 non	 du	 tube	 digestif	 comme	 le	 laparoschisis	 ou	 le	 pseudo	
obstruction	intestinale	chronique.	

	
	Il	 est	 plausible	 que	 les	 anomalies	 du	 système	 nerveux	 entérique	 décrites	 dans	 ces	

affections	[143,	144]	s’associent	à	des	anomalies	du	système	neuroendocrinien	dès	lors	que	
leur	développement	embryonnaire	et	leur	fonctionnement	sont	indissociables.	Indissociable	
l’est	également	la	nature	du	microbiote,	acteur	incontournable	de	l’axe	cerveau-intestin,	qui	
pourrait	 être	 étudiée	 dans	 l’interruption	 intestinale	 anténatale.	 Une	 cartographie	 de	
quelques	protéines	du	méconium	a	été	 réalisé	 chez	 les	 fœtus	 sains	en	vue	de	décrire	 son	
environnement	 utérin	 [145]	 mais	 une	 analyse	 protéomique	 pourrait	 cibler	 des	 protéines	
d’intérêt	dans	le	syndrome	obstructif.	Ces	réflexions	pourraient	emmener	d’autres	études	à	
visée	 exploratrice	 puis	 thérapeutique	 sur	 des	 modèles	 animaux	 et	 pourquoi	 pas	 chez	
l’homme.		

	
Le	modèle	du	gros	animal	offre	la	possibilité	d’un	geste	chirurgical	à	la	naissance	pour	

étudier	 l’évolution	 postnatale	 qui	 n’a	 pu	 être	 évaluée	 ici.	 Différents	 facteurs	 sont	 alors	
susceptibles	 d’influencer	 le	 comportement	 du	 tissu	 intestinal	 lors	 de	 la	 réalimentation.	 Le	
bénéfice	d’une	réalimentation	très	progressive	avec	un	débit	minimal	dite	«	minimal	enteral	
feeding	»	 [146]	 a	 déjà	 été	 prouvée	 chez	 l’homme	 après	 une	 interruption	 intestinale	
anténatale	 comme	 l’atrésie	 ou	 bien	 dans	 le	 laparoschisis.	 Il	 serait	 intéressant	 d’étudier	
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l’influence	 de	 ce	mode	 de	 réalimentation	 dans	 un	modèle	 animal	 sur	 les	 différents	 types	
cellulaires	notamment	les	cellules	neuroendocrines.	

	
Les	modifications	de	la	barrière	intestinale	dans	notre	modèle	demandent	à	être	mieux	

exploitées,	 notamment	 par	 confrontation	 avec	 des	 études	 immunohistochimiques	 et	
fonctionnelles.	 Dans	 cette	 perspective	 l’appui	 d’une	 analyse	 protéomique	 pourrait	 être	
informative,	 notamment	 pour	 analyser	 la	 composition	 du	 liquide	 amniotique	 dégluti.	 Les	
techniques	de	diagnostic	anténatal	de	syndrome	occlusif	néonatal	 s’améliorent	et	 rendent	
possibles	des	diagnostics	de	plus	en	plus	précoces	et	précis.	A	 l’inverse,	 les	 techniques	de	
traitement	 in	 utero	 de	 ces	malformations	 par	 un	 acte	 purement	 chirurgical	 de	 remise	 en	
continuité	ne	semblent	pas	réalisables	dans	un	futur	proche.	La	caractérisation	du	système	
neuroendocrine	ou	épithélial	comme	tissu	cible	pourrait	ouvrir	la	possibilité	de	traitements	
alternatifs,	 comme	 par	 exemple	 l’injection	 anténatale	 de	 substances	 pour	 accélérer	 leur	
maturation	ou	modifier	le	développement	des	segments	intestinaux.	L’idée	est	par	exemple	
de	 libérer	 en	 période	 anténatale	 dans	 le	 segment	 d’aval	 par	 le	 biais	 de	 gels	 à	 libération	
prolongée	 des	 substances	 contenues	 dans	 le	 liquide	 amniotique	 	 comme	 l’acide	
hyaluronique	ou	l’érythropoïétine.	

	
Avant	 une	 application	 à	 l’homme,	 la	 contribution	 des	 modèles	 de	 gros	 animaux	

pourrait	 être	 une	 transition	 vers	 les	 applications	 thérapeutiques.	 Une	 collaboration	 avec	
l’entreprise	Medincell	 SA,	 spécialisée	 dans	 la	 synthèse	 de	 gels	 avec	 fonction	 de	 libération	
prolongée	de	principes	actifs	pourrait	être	mise	en	place.	
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CONCLUSION 
	 L'analyse	 transcriptomique	 d’une	 obstruction	 intestinale	 congénitale	 sur	 le	modèle	
murin	d’atrésie	 intestinale	chez	 le	 rat	nous	a	permis	de	montrer	que	 l’intestin	proximal	et	
l’intestin	distal	ont	un	comportement	différent,	et	ceci	à	plusieurs	points	de	vue.	L’analyse	
transcriptomique	 globale	 indique	 clairement	 que	 l’intestin	 d’amont	 connaît	 de	 plus	 fortes	
modifications	 dans	 l’expression	 génique,	 et	 ce	 pour	 l’ensemble	 des	 types	 cellulaires,	 que	
l'intestin	 d'aval.	 Il	 semble	 qu’il	 soit	 le	 siège	 d’une	 accélération	 de	 la	 différenciation	 en	
comparaison	 à	 l’intestin	 témoin.	 L’intestin	 distal	 aurait,	 du	 point	 de	 vue	 de	 l’expression	
génique,	un	comportement	très	proche	de	l’intestin	témoin	non-atrétique.	

De	 plus,	 l’analyse	 du	 système	 nerveux	 entérique	 semble	 montrer	 que	 des	
modifications	 d’expression	 génique	 et	 des	 variations	 morphologiques	 existent,	 qu’elles	
concernent	également	plus	le	segment	d’amont	que	celui	d'aval	mais	que	ces	modifications	
semblent	 de	moindre	 ampleur	 pour	 le	 système	 nerveux	 que	 pour	 le	 tissu	 endocrinien	 et	
épithélial.	Le	point	nouveau	apporté	ici,	par	rapport	à	ce	qui	existe	dans	la	littérature,	est	la	
mise	 en	 évidence	 de	 modifications	 significatives	 des	 cellules	 neuroendocriniennes,	
concernant	 également	 plus	 le	 segment	 d’amont	 que	 le	 segment	 d’aval.	 Associées	 à	 celles	
déjà	décrites	du	système	nerveux	entérique,	elles	pourraient	relier	les	troubles	fonctionnels	
néonataux	au	substratum	de	l’atrésie	intestinale.	

Enfin,	 il	 a	 été	mis	 en	 évidence	 d’authentiques	 anomalies	 épithéliales	 qui	 pourraient	
expliquer	les	troubles	de	la	défense	immunitaire	et	de	la	barrière	digestives	constatées	dans	
les	périodes	postopératoires	chez	les	patients.	

Ces	 différents	 points	 amènent	 d’autres	 perspectives	 de	 recherche	 pour	 améliorer	 la	
prise	 en	 charge	 chirurgicale	 mais	 aussi	 extra-chirurgicale	 des	 patients	 porteurs	 d’un	
syndrome	occlusif	prénatal,	dont	l’atrésie	jéjuno-iléale.	
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RESUMES 
Etude	de	la	paroi	intestinale	dans	un	modèle	murin	d’interruption	intestinale:	focus	sur	le	
système	nerveux	entérique	et	du	système	neuroendocrine	
	

But	de	l’étude	
L’atrésie	 intestinale	 est	 une	 anomalie	 congénitale	 définie	 par	 une	 perte	 de	 la	

continuité	 digestive.	 Malgré	 une	 restauration	 chirurgicale	 précoce	 de	 cette	 continuité,	
surviennent	 durant	 les	 premiers	 mois	 de	 vie	 des	 troubles	 de	 la	 motilité	 digestive	 et	 des	
surinfections	 bactériennes	 chez	 un	 tiers	 des	 patients.	 Ces	 troubles	 fonctionnels	 étaient	
attribués	jusque	là	principalement	à	des	altérations	du	système	nerveux	entérique.	Le	but	de	
cette	 étude	 était	 de	 confirmer	 cette	 hypothèse	 mais	 également	 d’élargir	 le	 champ	 des	
explorations	aux	autres	composants	du	tube	digestif.	

Matériel	et	méthodes	
Le	modèle	animal	de	 l’atrésie	chez	 le	 rat	 initialement	décrit	dans	notre	équipe	a	été	

utilisé	 pour	 caractériser	 les	 anomalies	 d’expression	 génique	 par	 transcriptomique.	 L’étude	
portait	également	sur	la	maturation	digestive	chez	des	fœtus	de	rat	contrôle	entre	un	stade	
de	 développement	 embryonnaire	 E15	 et	 E21.	 Des	 modifications	 en	 amont	 et	 en	 aval	 de	
l’obstruction	 ont	 été	 étudiées	 en	 prélevant	 deux	 segments	 successifs	 de	 1	 cm	 par	 cette	
approche	 globale	 transcriptomique	 puis	 précisées	 par	 RT-PCRq	 et	 confirmées	 par	 des	
techniques	immunohistochimiques	et	de	microscopie	électronique.		

Résultats	
Chez	les	fœtus	témoins,	 l’expression	génique	montre	une	décroissance	physiologique	

pour	 le	SNE	et	une	augmentation	pour	 les	systèmes	neuroendocrine	et	épithélial	de	E15	à	
E21.	Concernant	les	fœtus	avec	atrésie,	les	modifications	concernent	quasi	exclusivement	le	
segment	d’amont	avec	une	augmentation	du	calibre	intestinal,	de	l’épaisseur	musculaire	et	
une	accélération	globale	de	la	maturation.	Une	redistribution	des	sous	types	neuronaux	est	
constatée	dans	 le	segment	d’amont	ainsi	qu’une	augmentation	de	 l’expression	du	système	
neuro	 endocrine.	 Pour	 ces	 deux	 systèmes,	 le	 segment	 d’aval	 est	 peu	 modifié.	 Des	
modifications	 importantes	du	 système	épithélial	 sont	observées	en	amont	 comme	en	aval	
avec	pour	conséquence	probable	une	altération	de	la	barrière	intestinale	et	du	système	anti	
infectieux.	

Conclusion	
Ces	résultats	montrent	que	les	changements	prédominent	dans	le	segment	en	amont	

de	l’atrésie	alors	que	le	segment	d’aval	était	parfois	considéré	comme	le	plus	pathologique.	
De	 plus,	 il	 a	 été	 retrouvé	 des	 changements	 inattendus	 du	 système	 neuroendocrine	 et	
épithélial	qui	sous	tendent	une	implication	non	exclusive	du	SNE.	D’autres	recherches	sont	
nécessaires	pour	confirmer	ces	données	et	les	exploiter	dans	une	démarche	thérapeutique.		

	

Mots	 clés:	 atrésie	 intestinale,	 transcriptomique,	 système	 nerveux	 entérique,	 système	
entéroendocrine,	modèle	animal,	épithélium,	rat,	fœtus.	
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Disorders	of	the	intestinal	wall	in	a	rat	model	of	intestinal	obstruction:	implication	of	the	
enteric	nervous	system	and	neuroendocrine	system	
	

Aim	of	the	study	
Intestinal	 atresia	 is	 a	 rare	 congenital	 affection	with	 postoperative	motility	 disorders,	

leading	 sometimes	 to	 death.	 Previous	 related	 studies	 mainly	 focused	 on	 enteric	 nervous	
system	 (ENS)	 alterations	as	 it	was	 identified	 to	 cause	abnormal	peristalsis.	 The	aim	of	 the	
study	was	 to	 expertise	 the	 underlying	 pathological	 conditions	 of	 intestinal	 atresia	 using	 a	
global	 approach,	 before	 focusing	on	ENS	and	neuroendocrine	 cells	 in	order	 to	precise	 the	
presumptive	involvement	of	the	different	layers	of	the	intestinal	wall.	

Methods	
Preliminary	 transcriptomic	 approach	 was	 elected	 to	 screen	 global	 gene	 expression	

involved	 in	 intestinal	development	and	atresia-linked	disorders	 in	the	rat	model	previously	
described	by	our	team.	Rat	embryos	were	assigned	to	atretic	group	and	controls	embryos	at	
different	 stages	 of	 development	 ED15,	 ED17,	 ED19	 and	 ED21.	 Two	 successive	 intestine	
samples	of	1	cm	were	harvested	in	the	proximal	segment	and	in	the	distal	one.	The	pattern	
of	gene	expression	was	further	assessed	by	immunohistochemistry,	electron	microscopy	and	
RT-qPCR.		

Main	results	
A	physiological	decrease	in	gene	expression	for	enteric	nervous	system	markers	and	an	

increase	 for	 neuroendocrine	 and	 epithelial	 system	was	 observed	 on	 controls	 from	 stages	
ED15	to	ED21.	Regarding	affected	embryos,	structural	modifications	concerned	the	proximal	
segment	 with	 increased	 muscular	 layer	 and	 a	 significant	 disruption	 including	 global	
accelerated	 maturation	 was	 observed	 in	 the	 proximal	 segment	 with	 increased	 gene	
expression	of	neuroendocrine	system.	 	Distal	 segment	was	comparable	 to	controls	 for	 the	
two	 systems.	 Important	 modifications	 were	 noted	 concerning	 the	 epithelial	 system	 with	
consequent	abnormalities	of	the	gut	barrier	and	anti	infectious	functions.	

Conclusions	
Fetal	intestinal	obstruction	results	in	a	disrupted	gut	development	predominant	in	the	

proximal	 segment.	 The	 distal	 segment	 and	 the	 ENS	 were	 poorly	 concerned	 by	 theses	
changes.	 Neuroendocrine	 and	 epithelial	 cells	 underwent	 significant	 unexpected	 changes,	
supporting	the	evidence	that	ENS	do	not	play	an	exclusive	role	in	the	pathways	of	intestinal	
motility	disorders.		
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