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Control of organ size : genetic and physiological analysis of intestinal

lengthening in mouse strains.
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Résumé : Les mécanismes controlant la taille du corps des mammiféres adultes sont
aujourd’hui bien connus. Par comparaison, peu de choses sont connues sur les
mécanismes controlant la taille des organes et tissus bien que cette question intéresse les
zoologistes depuis le XIXe siecle. L’étude de variants spontanés ou fabriqués a facon
chez la souris pourrait fournir un fil d’Ariane pour identifier et disséquer les
mécanismes sous-jacents. Cet article montre a travers quelques exemples choisis les

difficultés conceptuelles et pratiques posées par cette approche.
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Summary: The mechanisms controlling the body size of adult mammals are well known.
By contrast, little is known concerning the mechanisms controlling the size of organs or
tissues, although this question has retained the attention of zoologists since the 19™
century. The study of variants in mice, either obtained spontaneously or generated on
purpose, could provide an Ariadne clue to understand and dissect these mechanisms.
This paper shows through few chosen examples the conceptual and practical difficulties

which are attached to this strategy.
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La taille des organismes est contrdlée, au moins en partie, par des genes. Cette information est
ancienne. Dés 1929, George Snell, prix Nobel en 1980, caractérise la mutation dwarf (dw,
aujourd’hui appelée PitI™) responsable d’une diminution d’un tiers de la taille des souris
homozygotes (dw/dw) pour la mutation, c’est-a-dire (Snell, 1929); Snell a ainsi démontré
I’existence d’un gene qui affecte la taille des individus lorsqu’il est muté. Aujourd’hui, on
connait 439 génotypes associés a une augmentation de la taille des souris, et 1.177 génotypes
a une diminution de leur taille (Eppig et al., 2005). En accord avec un role du génotype dans
le déterminisme de la taille du corps, ce caractére peut étre modifié par une sélection
artificielle chez la souris. Au début des années 1930, Goodale et MacArthur, ont entrepris -
indépendamment - de sélectionner des souris de grande taille et des souris de petite taille a
partir de stocks d’animaux de taille variable (Goodale, 1938 ; MacArthur, 1944). Ces
sélections ont conduit a la fabrication de deux lignées consanguines de souris : les « grandes »
souris LG/J (LG, pour large) et les « petites » souris SM/J (SM, pour small). L’analyse d’un
intercross entre les lignées LG/J et SM/J a montré que la différence de taille entre ces souris
est due a un nombre important de locus a effet quantitatif (ou QTL, pour quantitative trait
loci), qui présentent de fortes interactions épistatiques (Cheverud et al., 1999). Ces QTL ne
sont pas identifiés a ce jour. Il n’est pas impossible que certains d’entre eux correspondent a
des génes qui, lorsqu’ils sont mutés, conduisent a des individus de petite ou de grande taille. I1
est probable que certains d’entre eux correspondent a des geénes non encore identifiés comme
étant impliqués dans le controle de la taille du corps des animaux adultes. Ces recherches, et
beaucoup d’autres, livrent chaque jour leur lot de résultats qui permettent peu a peu de
comprendre les mécanismes développementaux et physiologiques responsables de la taille des
mammiferes.

Par comparaison, on sait trés peu de choses sur les geénes et les mécanismes qui contrdlent la

taille des organes et tissus chez les mammiferes. Ainsi la longueur de I’intestin des souris



femelles de la lignée consanguine DBA/2 mesure en moyenne 55,3 cm a I’age adulte.
Pourquoi 55,3 cm ? Comment un organe atteint une taille donnée chez ’adulte ? L’intestin,
par exemple, est composé de lignages cellulaires différents (des neurones entériques, des
cellules musculaires lisses, des entérocytes, etc.), dérivés de chacun des trois feuillets de
I’embryon (I’ectoderme, le mésoderme et I’endoderme). Quels sont les mécanismes qui
contrdlent la taille de structures composées de cellules appartenant a des lignages différents ?
La taille (et la forme) d’un organe pourraient étre le résultat d’un équilibre entre I’activation
des cellules souches, le nombre des progéniteurs et/ou la prolifération des précurseurs. Des
geénes spécifiques sont-ils impliqués dans ce processus d’activation des cellules souches et de
différenciation des précurseurs ? Finalement, le contrdle de la taille est-il spécifique de

chaque organe ?

Principe de coexistence, bricolage de la sélection naturelle et taille des organes.

Cette derniére question a beaucoup intéressé les zoologistes frangais du XIX® siécle qui y ont
apporté une réponse non ambigué. George Cuvier, aprés avoir étudié le squelette du
Palaeotherium medium, un hippien disparu a la fin de 1’oligocéne, cousin du cheval actuel,
énonce le principe de corrélation des organes : « Tout étre organisé forme un ensemble, un
systeme unique et clos, dont les parties se correspondent mutuellement, et concourent a la
méme action définitive par une réaction réciproque. Aucune de ces parties ne peut changer
sans que les autres changent aussi ; et par conséquent chacune d’entre elles, prise séparément,
indique et donne toutes les autres » (Cuvier, 1825). Ce principe qui détermine les rapports
entre les organes devait se montrer d’une grande fécondité dans la reconstitution des
organismes disparus. Cette vision holiste des organismes, ou chacun des organes ne saurait
étre considéré isolément parce que « les machines qui font 1’objet de nos recherches ne

peuvent étre démontées sans étre détruites », était partagée par Etienne Geoffroy Saint-Hilaire



qui souligne que : « S’il arrive qu’un organe prenne un accroissement extraordinaire,
I’influence en devient sensible sur les parties voisines, qui dés lors ne parviennent plus a leur
développement habituel » (Geoffroy Saint-Hilaire, 1807). Les analyses morphométriques
réalisées récemment sur le crane des souris de laboratoire vont dans le méme sens :
I’étirement d’une partie du crane dans une direction donnée est associ¢ a des déformations,
que I’on est tenté de considérer comme compensatoires, d’autres parties du crane (Gaetan
Burgio, non publié).

Les variations de la taille d’un organe ou d’un tissu que 1’on peut observer entre des individus
d’une espece donnée - et non pas entre des especes différentes - ont-elles également des
répercussions sur des organes ou tissus voisins ? Examinons cette question. Un exemple
classique d’accroissement considérable d’un tissu est donné par I’hyperplasie des fibres
musculaires et I’hypertrophie des muscles des bovins de la race blanc bleu belge. La cause de
ce phénotype est connue : il est dii a une délétion de 11 nucléotides dans 1’exon 3 du geéne
GDF8 codant la myostatine qui conduit & un décalage du cadre de lecture et a une protéine
tronquée (Grobet et al., 1997 ; McPherron et Lee, 1997). Les souris homozygotes pour une
inactivation du géne Gdf8 (Gdf8”") présentent, comme les bovins, une hypertrophie des
muscles squelettiques (McPherron et al., 1997). Le mode d’action de la myostatine fournit
une clé pour comprendre le contrdle de la croissance des muscles squelettiques. La myostatine
est exprimée par les cellules satellites, c¢’est-a-dire les cellules quiescentes, déterminées dans
la voie de différenciation musculaire, localisées sous la lame basales des fibres musculaires, et
par les myoblastes. Elle régule négativement I’activation et 1’auto renouvellement des cellules
satellites (McCroskery et al., 2003). Lorsque les cellules satellites et les myoblastes sont en
petit nombre par rapport aux fibres différenciées, la concentration de myostatine est faible, les
cellules satellites sont activées et donnent naissance a des progéniteurs qui se différencient en

fibres squelettiques. En revanche, lorsque le nombre des cellules satellites et des myoblastes



atteint une valeur seuil, la concentration de myostatine est ¢élevée et la protéine inhibe
I’activation des cellules satellites, ce qui limite la croissance musculaire (Figure 1). On
comprend comment ces facteurs, régulateurs négatifs de la croissance des tissus, jouent un
réle en permettant aux cellules d’un lignage donné de « se compter » et de réguler le nombre
de leurs précurseurs. L’existence de ces facteurs, que 1’on appelle des chalones, est postulée
dans le foie, le rein, et I’épiderme des mammiferes. Le role de la myostatine est-il spécifique
de la croissance des muscles squelettiques ? La réponse est négative : on observe chez les
souris Gdf8" de trés faibles dépots de graisse dans les muscles squelettiques et, chez ces
souris, les adipocytes ont une taille réduite comparée a celle des adipocytes de souris de
génotype sauvage (McPherron et Lee, 2002). Ainsi la myostatine a des effets sur au moins
deux lignages cellulaires, les adipocytes et les myocytes, constituants de tissus - la graisse et
le muscle squelettique - dont 1’agencement participe a la coordination de la fonction
musculaire. Ce type de situation refléte les exigences de 1’organisation des structures
composant I’animal, que prend en considération le principe de coexistence.

Un second exemple, intéressant, est offert par les souris homozygotes pour une mutation nulle
au locus Fgfi-3 (Fgfir3”), qui code le récepteur 3 du facteur de croissance des fibroblastes. Ces
souris présentent un allongement du squelette des membres, ce qui indique un réle du
récepteur dans la régulation de la croissance des os (Colvin ef al., 1996). De nouveau, on peut
se demander si le récepteur controle spécifiquement la taille des os. La encore, la réponse est
négative : les souris Fgfr3” présentent une surdité due a un défaut de différenciation de
cellules de soutien de I’oreille interne : les cellules piliers internes et externes qui encadrent le
tunnel de Corti. Il n’existe aucune relation fonctionnelle entre le squelette et I’oreille interne
et il n’est pas possible d’évoquer le principe de coexistence pour expliquer les effets
concomitants de la mutation nulle au locus Fgfr3 sur le tissu osseux et sur les cellules de

soutien de I’oreille interne. L’explication la plus vraisemblable est que la voie de signalisation



Fgfr3 est utilisée pour remplir des fonctions distinctes dans des organes et tissus différents.
Les exemples sont nombreux qui illustrent le fait que les mémes modules, les mémes
systemes de régulation et les mémes voies de signalisation, ont ¢été utilisés au cours de
I’évolution pour remplir des fonctions variées dans différents organes. Au niveau d’un
organisme, les mécanismes qui gouvernent la formation des différents constituants ne sont
que des variations sur des thémes connus. Les mémes voies de signalisation, Notch, Wnt,
Hedgehog, EGF, FGF, etc. sont utilisées de fagon réitérée pour construire le squelette, les
muscles, les reins, ou encore I’intestin. Comme 1’a formulé Frangois Jacob : “La sélection
naturelle opere a la maniere d’un bricoleur” (Jacob, 1981). Les mécanismes de formation des
organes et tissus portent la marque de 1’Histoire, un mélange de hasard et de compétition pour
se reproduire. Ces observations conduisent a prédire qu’il devrait étre difficile d’observer un
variant spontané présentant une hypertrophie ou un développement excessif d’un organe sans

que I’influence en devienne sensible sur les organes voisins.

Une dolichomégalie intestinale isolée chez les souris PRM/AIf

En 1996, des souris portant une mutation singuliére de pigmentation, nommée patchwork
(pwk), ont été importées des Etats-Unis a I’Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort et une lignée
consanguine PRM/AIf a été dérivée par des croisements entre des fréres et sceurs sans
sélection pour un caractére particulier. Les souris PRM/AIf sont en bonne santé et se
reproduisent normalement. Cependant, elles présentent une distension de 1’abdomen due a un
allongement extraordinaire de leur tube digestif, une dolichomégalie intestinale : I’intestin des
souris PRM/AIf mesure environ 75 cm contre environ 50 cm chez les souris de lignées
classiques (DBA/2J, C57BL/6J, C3H/HeJ, 129/SvPas) (Table 1). Aucun autre organe ou tissu
des souris PRM/AIf ne présente d’anomalie de taille. L’allongement de 1’intestin des souris

PRM/AIf a fait I’objet de deux publications (Aubin-Houzelstein et al., 2003 ; Bellier et al.,



2005) ; leurs principales conclusions sont résumées ci-dessous. Les différents composants de
I’intestin sont présents chez les souris PRM/AIf et 1’architecture du tube digestif est
indifférentiable en histologie de celle de souris d’autres lignées. Enfin, 1’allongement
concerne toutes les parties de I’intestin (I’intestin gréle et le colon) et il est homothétique. A la
naissance, ’intestin des nouveau-nés PRM/AIf a une longueur normale, environ 10 cm ;
I’allongement se produit dans les 3 a 4 premicres semaines de la vie, entre la naissance et le
sevrage. Pour comprendre le déterminisme génétique de cet allongement, des intercross (F1 et
F2) et des backcross (BC) ont été effectués entre des souris PRM/ALf et des souris DBA/2J.
L’analyse des animaux hybrides a apporté plusieurs informations intéressantes. Premie¢rement,
I’allongement varie avec le génotype du souriceau, F1, F2 ou BC, et plusieurs locus
indépendants contrdlent la longueur de I’intestin chez 1’adulte. Deuxiémement, des souris
(PRM/AIf x DBA/2)F1 nées de femelles PRM/J ont un intestin significativement plus long
que des souris (DBA/2 x PRM/AIf)F1 nées de femelles DBA/2J, ce qui indique que
I’allongement dépend du génotype de la mere, c’est-a-dire qu’un effet maternel est
responsable d’une fraction de la dolichomégalie intestinale. Troisiémement, différents
génotypes ne sont pas identiques lorsqu’ils sont confrontés a I’effet maternel, ce qui révele
I’existence d’une interaction génotype-environnement. Le résultat le plus surprenant était
I’existence d’un effet maternel : le fait que la taille d’un organe dépende du génotype de la
mere était inattendu. Pour comprendre ce phénomene, nous avons effectué des expériences
d’adoption croisée (Figure 2) : des nouveau-nés PRM/AIf ont été échangés avec des nouveau-
nés DBA/2J, de telle sorte que les femelles DBA/2J élevent des souriceaux PRM/AIf et vice-
versa. Ces expériences ont confirmé 1’effet maternel observé chez les F1 : des souriceaux
PRM/AIf élevés par des femelles PRM/AIf ont un intestin plus long d’environ 9 cm que
lorsqu’ils sont élevés par des femelles DBA/2J. Cet effet maternel peut avoir deux origines.

Premicrement, il est possible que le lait des femelles PRM/AIf contienne un ou plusieurs



facteurs intestinotrophiques que le souriceau avale quotidiennement jusqu’au sevrage.
Deuxi¢mement, la flore microbienne intestinale - le microbiote digestif - transmise a la
naissance par les femelles PRM/AIf aux petits qu’elles éleévent, pourrait étre particuliére et
contenir un ou plusieurs microorganismes responsables de cet allongement. Nous testons
actuellement ces deux hypothéses non exclusives, en analysant le lait des femelles PRM/AIf
par une approche protéomique, en fabriquant une lignée PRM/AIf axénique, c’est-a-dire
dépourvue de flore intestinale, et en transférant les flores microbiennes intestinales de souris
PRM/AIf et témoins sur des souris axéniques.

Nous avons vu, au travers du principe de coexistence, que derri¢re 1’architecture d’un organe
percent les exigences de la fonction. Comment s’exerce la fonction digestive chez une souris
PRM/AIf ? Notre premiere surprise est née d’un résultat inattendu : la durée du transit
intestinal chez les souris PRM/AIf est identique a celle de souris classiques, environ
10h40min, comme si la durée du transit était imposée par le temps nécessaire a la dégradation
des aliments - les mémes granulés secs pour toutes les souris - et non par la distance qui
sépare le pylore de I’anus. Cette accélération du transit intestinal chez les souris PRM/ALIf,
seule & méme d’expliquer une durée identique du transit, est associée a une augmentation de
la fréquence des contractions mécaniques et a un accroissement de la fréquence des ondes
lentes électriques qui parcourent le tractus digestif. On sait que les ondes lentes électriques
sont produites par les cellules interstitielles de Cajal, présentes dans les couches musculaires
de I’intestin (Huizinga et al., 1995). De facon étonnante, le nombre des cellules de Cajal est
significativement plus élevé dans I’intestin gréle et dans le colon des souris PRM/AIf que
chez des souris classiques, comme si une augmentation du nombre des cellules interstitielles
de Cajal conduisait a une accélération du transit. Rien n’indique a ce jour que la fréquence des
ondes lentes soit corrélée au nombre des cellules interstitielles de Cajal. Ce que 1’on sait en

revanche, c’est que des patients présentant une constipation si sévere qu’elle nécessite une



résection du colon présentent parfois une réduction importante du nombre de cellules
interstitielles de Cajal (He ef al., 2000). L’hypothese selon laquelle une augmentation du
nombre des cellules interstitielles de Cajal accélére la vitesse du transit intestinal mérite d’étre
considérée car une réponse positive aurait des retombées importantes en thérapeutique.

Cette revue montre que des facteurs qui régulent la taille d’un organe donné ont d’ores et déja
été caractérisés. Cependant, leur spécificité vis-a-vis d’un organe donné n’est pas absolue
pour au moins deux types de raison. Premi¢rement parce que 1’architecture des organes et
tissus subit les contraintes des fonctions physiologiques qu’ils jouent dans I’organisme tout
entier (principe de coexistence). Deuxiémement, parce que les mémes génes et voies de
signalisation sont utilisés pour remplir des roles différents dans des organes, tissus et lignages
cellulaires distincts (bricolage de la sélection naturelle). L’allongement de I’intestin chez les
souris PRM/AIf apparait comme une exception a cet égard. On peut penser que la recherche
systématique d’autres variants permettrait de découvrir d’autres cas analogues. L’étude de ces
exceptions pourrait permettre de découvrir des facteurs trophiques d’intérét en médecine
humaine et vétérinaire. En conclusion, il est important de souligner que 1’allongement de
I’intestin des souris PRM/AIf respecte la fonction du systéme digestif. Ainsi comme 1’écrivait
Francois Jacob : « Alors que la fonction ne souffre aucune fantaisie, 1’organe, lui, conserve

quelques degrés de liberté » (Jacob, 1970).
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Légendes des Figures.

Figure 1. Mécanismes d’action d’un facteur controlant la taille d’un organe ou tissu,
I’exemple de la myostatine. La myostine (cercles noirs) est sécrétée par les cellules satellites
et les progéniteurs des muscles squelettiques (cercles gris). Elle inhibe la prolifération de ces
cellules. Lorsque les cellules satellites et les progéniteurs sont en petit nombre (A), la
myostatine, en faible concentration, n’a pas d’effet inhibiteur sur leur prolifération. Lorsque
les cellules satellites et les progéniteurs sont en nombre important (C), la concentration élevée
de la myostatine inhibe leur prolifération. Un nombre moyen, c’est-a-dire adapté, de cellules

satellites et de progéniteurs est atteint avec une concentration seuil de myostatine (B).

Figure 2. Mise en évidence de I’effet exercé par les femelles PRM/AIf sur la longueur de
Pintestin des petits qu’elles élevent. Des souriceaux nés des femelles PRM/Alf et DBA/2J
sont échangés le jour de leur naissance. On mesure la longueur de leur intestin lorsque ces
souriceaux ont atteint 1’age de trois mois. Les souriceaux PRM/AIf élevés par des femelles
PRM/AIf ont un intestin significativement plus long (74,8 cm) que les souriceaux de méme
génotype ¢élevés par des femelles DBA/2J (65,7 cm, P<0,001, test ¢ de Student). Les méres
nourricieres PRM/AIf sont responsables de I’allongement intestinal observé. Deux origines,
non exclusives, peuvent étre évoquées pour expliquer cet effet maternel : la composition du

lait des femelles PRM/AIf allaitantes et la microflore intestinale de ces souris.

Table 1. Longueur totale de l'intestin chez les souris de laboratoire. La longueur est
mesurée du pylore a l'anus. Les différences de longueur entre les lignées consanguines

montrent que ce caractére est controlé génétiquement. Les faibles écarts a la moyenne



suggerent que la longueur de l'intestin est un caractére soumis a des fortes contraintes au sein
d’une lignée. Ces contraintes déterminent et limitent I’éventail du possible en terme de

physiologie digestive.



Table 1.

Lignée PRM/AIf DBA/2J CS57BL/6J C3H/He
consanguine

Longueur de

Pintestin,

(moyenne =+ 748 cm = 7,1 553 cm = 3,0 48,8 cm £+ 1,9 47,0 cm £ 3,0

écart a la

moyenne)







Figure 2.
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