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A ALFRED JOST

Les pénipéties d’une recherche :
I'étude de la différenciation
sexuelle

L’élucidation des mécanismes de la différenciation
sexuelle est une prodigieuse aventure qui s’étend sur
prés d’un siécle. De la reconnaissance du réle des
sécrétions testiculaires dans le développement male a
I’identification, aujourd’hui trés probable, du géne
localisé sur le chromosome Y responsable de la
différenciation testiculaire, et donc masculine, cette
histoire posséde son lot de passions, d’efforts,
d’hommes et de femmes remarquables, de
retournements de situation et de triomphes, tout ce
qui est nécessaire a la constitution des épopées.
C’est I'un des témoins et des acteurs principaux de
cette épopée qui s’en fait P’historien et le
mémorialiste. L’importance de sa contribution
personnelle a la révélation des phénoménes en cause
font de la revue du professeur Alfred Jost un
magnifique article scientifique aussi bien qu’une
passionnante et vivante relation d’une belle page de
la progression des connaissances en biologie. Ce
texte, trés probablement le dernier de cette
importance qu’ait écrit le professeur Jost, va méme
au-dela de la présentation d’un moment de I’histoire
des sciences ; il contient aussi un ultime message
rejoignant les conclusions que le professeur Henri
Géry Hers proposait dans le numéro de février 1991
de m/s : « La liberté laissée a I’'initiative des
chercheurs fait davantage pour le progrés de la
science que ne pourrait le faire quelque planification
que ce soit ».

263



264

ette revue aurait pu
s’intituler « Fille ou gar-
con ». J’al renoncé a ce
titre pour écarter de
mon propos les méthodes
de sélection qui pourraient répondre
a ce choix, qu’il s’agisse de la sélec-
tion des spermatozoides porteurs du
chromosome Y, et seuls capables
d’engendrer des garcons, ou de la
sélection in vitro des embryons, en ne
gardant que ceux du sexe désiré, iden-
tifié par les chromosomes XX pour les
filles et XY pour les garcons.
Etudier la différenciation sexuelle
c’est tenter de comprendre pourquoi
et comment, a partir de sa concep-
tion, le germe deviendra un nouveau-
né masculin ou féminin, pourquoi
également ce mécanisme a parfois
des ratés.
Bien des réponses a ces questions ont
été imaginées depuis I’Antiquité.
L’étude scientifique a débuté au
XIXe siecle, d’abord descriptive
avant de devenir expérimentale,
pour aboutir au point de vue
actuel. J’ai lintention de retracer
a grands traits le cheminement de
cette recherche avec ses péripétics.

L’apport du Xixe siécle :
les données
embryologiques de base

Les embryologistes perspicaces du
XIXe siecle ont jeté les fondements de
nos connaissances, malgré des tech-
niques encore peu performantes. Ils
constataient tout d’abord que, chez
I’embryon, les organes sexuels appa-
raissent simultanément dans les deux
sexes et restent identiques jusqu’a un
certain stade, stade dit indifférencié
et qui est fugace. Les feetus males
vont soudain devenir reconnaissables,
avant que les femelles n’acquiérent
leurs caractéristiques.

L’appareil génital indifférencié com-
porte trois sortes de structures :

- d’abord, les futures glandes génita-
les, ovaires ou testicules, ce qu’on
appelle les gonades, situées haut dans
I’abdomen chez le feetus ;

- puis, sous les gonades, deux paires
de canaux dont I’une servira chez les
males (canaux de Wolff), et dont
I’autre formera ’utérus et ses trom-
pes chez les femelles. Les canaux a
vocation féminine portent le nom de
canaux de Miller ;

- enfin un sinus uro-génital qui
débouche sous un tubercule génital.
Chacune de ces structures subira,
pendant la différenciation des sexes,
des changements divergents et com-
plexes, qui ont été décrits en détail.
Le XX-siecle, héritier de ces don-
nées, a cherché a élucider les méca-
nismes contrdlant 1’émergence des
deux sexes a partir du stade indiffé-
rencié.

La théorie hormonale de
la différenciation sexuelle

L’histoire débute en 1903, avec deux
pionniers de la biologie de la repro-
duction, Pol Bouin et Paul Ancel,
qui étudiaient, a Nancy, la produc-
tion de la « sécrétion interne » du tes-
ticule, sécrétion qui contrdle les
caracteres sexuels du male adulte. Le
mot « hormone » n’avait pas encore
été créé.

Bouin et Ancel venaient d’identifier
les cellules glandulaires qui produi-
sent cette sécrétion, les cellules inters-
titiclles. Ils trouvent des cellules sem-
blables dans les testicules des feetus
de porc a I’époque ou leur appareil
génital va étre masculinisé, et en
déduisent ’hypothese que la sécrétion
interne du testicule feetal « imprime

Figure 1.

che) et une femelle (a droite). (D’aprés F. Lillie, J Exp Zool

371-452.)

a l'organisme, dés le principe, son
cachet caractéristique (...) que ne
pourra plus faire disparaitre la cas-
tration méme pratiquée des la nais-
sance » [1]. Cette premiére expression
d’une théorie hormonale de la diffé-
renciation du sexe n’eut pas de suite
immédiate.

Comme c’est souvent le cas en bio-
logie ou en médecine, c’est a partir
de l’observation d’un cas anormal
que se comprend le fonctionnement
normal. Ainsi la théorie hormonale
de la différenciation du sexe devait
renaitre de I’examen d’une anomalie
assez commune chez la vache, et qui
frappe les femelles nées d’une gros-
sesse gémellaire avec un jumeau
male. Ces femelles vont devenir sté-
riles et manifester parfois des propen-
sions masculines. Dans nos campa-
gnes, on les appelle souvent des
mules. Dans les pays anglo-saxons,
on utilise le terme ancien de freemar-
tins dont I’étymologie est incertaine,
mais qui s’est imposé en biologie.
Les ovaires des freemartins sont tres
petits, atrophiés, parfois particllement
masculinisés, les cornes utérines sont
plus ou moins inhibées ou absentes.
Au contraire certains organes mascu-
lins, les wvésicules séminales, par
cxemple, se sont développés.

Figure classique de F. Lillie illustrant les anastomoses vascu-
laires chorioniques unissant deux veaux jumeaux. Ici sur un méle (4 gau-

1917 ; 23:
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Figure 2. Réalisation de la para-
biose chez I'ambystome. On voit
une paire d’embryons soudés, cing
heures aprés |'opération, dans une

petite cupule de cire. (D’aprés R.
K. Burns, J Exp Zool 1930 ; 55:
123-69.)

Or, dans les grosscsses gémellaires de
la vache, les chorions, ces poches
dans lesquelles flottent les feetus,
fusionnent ct leurs vaisscaux s’anas-
tomosent, ce qui entraine I’échange
des sangs entre les jumecaux (figure 1).
A partir de ces observations, Frank
Lillie, professcur de zoologie a I’uni-
versité de Chicago, proposc, cn 1916,
dans unc courte note, une théoric
hormonale du freemartin [2]. 1l sug-
gere que les anomalics du freemartin
sont dues a l’action sur la femelle
présomptive de I’hormone testiculaire
du jumeau male transmise par les
anastomoses vasculaires.

La mémec année, en Autriche, Karl
Keller et Julius Tandler, aprés une
étude tres détaillée, arrivaient a la
méme conception [3], mais ils furent
moins écoutés que Lillie dont les éle-
ves avaicnt poursuivi ’ccuvre. La
théorie hormonale fut partout attri-
buée a Lillie et acceptéc par tous.
L’idéc de vérifier la théorie hormo-
nale du freemartin hantait les csprits.
Elle fut rapidement illustrée par unc
magnifique série d’expériences réali-
sées sur des batracicns.

En 1925, Robert Burns [4] rapporta
des travaux qu’il avait cntrepris a
Puniversité Yale, des 1922, c’est-a-
dire six ans apres la premierc publi-
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cation de Lillic. I opérait sur des lar-
ves encore immobiles d’un batracien,
d’une salamandrec américaine,
I’ambystome. Il en accolait deux au
niveau d’une plaic superficiclle faite
a chacunc d’elles. Au bout de quel-
ques heures de cicatrisation, les lar-
ves étaient soudées 'unc a l'autre
comme des freéres siamois ct pour la
vie (figures 2 et 3). Cette parabiose
permet 1’échange des sangs avant la
différenciation scxuelle.

Emil Witschi, un jeune biologiste
suissc fixé aux Etats-Unis, utilisa la
méme technique pendant que Rufus
Humphrey [5], de Buffalo, la modi-
fiait, en échangeant, par la greffe,
une méme partic du corps entre deux
larves (figures 4 et 5). Celles-ci étaient
alors pourvues de deux gonades pro-
venant d’individus différents.
Pendant preés de vingt ans, ces trois
chercheurs publierent des analyses
minuticuses de '« effet freemartin »,
comme on disait, chez divers batra-
ciens, ct dans diverses conditions [6].
Les larves étaient prisecs au hasard.
I y avait donc 50 % dc chances
pour que les deux partenaires soudés
en parabiose soicnt de sexe différent.
Dans ce cas, les ovaires des femelles,
d’abord inhibés, étaient plus ou
moins masculinisés comme chez les
freemartins bovins,

Humphrey obtint les résultats les plus
spectaculaires et les plus importants
sur le plan théorique. 11 fut en cffet
le premier a obtenir une réelle inver-
sion du sexc : des femelles génétiques
masculinisées étaient devenues capa-
bles de se comporter comme des
males et de féconder des femelles
normales. L’étude de la descendance
de l'union de ces deux femelles
apportait, en 1945, la premiere
preuve expérimentale du contréle
génétique du sexe chez un verté-
bré [7]. En croisant entre elles deux
femelles, I'une normale et 1’autre
masculinisée phénotypiquement,

: L e asned
Figure 3. Parabiontes de tritons
(Triturus torosus) adultes. Obtenus
selon une technique semblable a celle
de la figure 2. (D’aprés E. Witschi
(501.)

Humphrey obtint dans la descen-
dance trois femelles pour un male.
Ccla sc comprend facilement si ’on
admet que dans l'espéce étudiée,
I’axolotl (Ambystoma mexicanum ), c’cst
le sexc féminin qui possede deux
chromosomes sexuels différents (dans
ce cas, on les appelle ZW ct non XY
commec chez les mammiferes) ; le
sexc masculin, lui, possede dcux
chromosomes semblables (appelés ZZ
ct non XX).

Les femelles ZW produisent deux
sortes de gametes contenant soit le
chromosome Z soit le W (on les dit
hétérogamétiques). Les males sont
homogamétiques, leurs gametes por-
tent tous le chromosome Z. Dans le
croiscment, la répartition des chro-
mosomes scxuels est la suivante (enca-
dré ci-dessous).

Parents

Gameétes Z

Descendants Y4

W ww
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Figure 4. Technique de greffe
orthotopique de Humphrey. Schéma
d’une larve d’Ambystoma au stade 29
montrant en pointillé la région (ecto-
derme + mésoderme) enlevée et rem-
placée par une zone équivalente prise
sur une autre larve. (Emprunté a
Humpbhrey [5].)

La descendance comporte 25 %
d’animaux males ZZ, 50 % dc
femelles ZW et 25 % dc femelles
WW qui n’cxistent pas dans la
naturc. Si I'on croisc ces femelles
WW avee des méles normaux ZZ, la
descendance doit étre composée de
100 % dc femelles ZW, ce que véri-
fia. Humphrey.

Les hormones sexuelles
de l’'adulte

Mais entre-temps, ailleurs, on isolait
et on purifiait les hormones sexuel-
les de ’adulte. La premiére hormone
ovarienne fut disponible pour I’expé-
rimentation en 1934. Immédiate-
ment, plusieurs chercheurs tentérent
de vérifier la théorie hormonale de la
différenciation du sexe en adminis-
trant I’hormone a I’embryon.

On débuta par I’embryon de poulet,
plus accessible dans son ceuf que
I’embryon intra-utérin des mammi-
feres. En 1935, presque simultané-
ment, Vera Dantchakoff [8], dc Kau-
nas cn Lituanie, Eticnne Wolff [9] a
Strasbourg, Benjamin Willier [10] a
Baltimore injectent dc¢ 1’hormonce
femelle a des embryons de poulet et
obscrvent des modifications impor-
tantes de I’appareil génital des males.
D’emblée les interprétations diver-
gent. Vera Dantchakoff, une petite
femme enthousiaste et impétueusc,
écrit qu’elle a inversé lc scxe des
embryons. Wolff et Ginglinger sont
plus précis, ils ont réalisé Dinter-

e SCxualité de 'embryon, disent-ils,
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c’est-a-dire un état ou caractéristiques
males et femelles sont mélées.
L’expérimentation s’accélere alors.
On dispose aussi d’hormones méles,
ce qu’on appelle les androgenes, et,
a partir de 1936, on va faire agir les
hormones sexuelles sur I’embryon des
mammiferes, des batraciens, des pois-
sons ct des reptiles. Un nombre
énorme dc publications va paraitre
pendant les trente années sui-
vantes [6].

Des 1936, Vera Dantchakoff publie,
a Paris, troils mémoires sous le titre
conquérant : « Réalisation du sexe a
volonté par inductions hormona-
les » [11]. En fait, le probleme n’était
pas résolu. Le plus souvent, on réa-
lisait I’intersexualité des embryons,
en particulier chez les mammife-
res [12].

Parfois, les hormones femelles mas-
culinisent les femelles et les hormo-
nes miles féminisent les méales. On
parle alors d’« effet paradoxal » [13].
Une vraic inversion fonctionnelle du
scxc des gonades a cependant ¢té
obtenue dans un petit nombre de
vertébrés  inféricurs, batraciens ou
poissons, dans des cas ou I’hormonc
du sexc hétérogamétique XY ou ZW
agit sur I’embryon homogamétique
XX ou ZZ. Ainsi les cmbryons
males ZZ dc pleurodele [14] ou de
Xenopus [15] peuvent ¢étre féminisés
sous l'action de I'cestradiol et se
reproduire en s’accouplant avec des

males normaux ZZ. La descendance
de deux animaux ZZ comporte donc
100 % de mailes ZZ, ce qui confirme
les résultats de Humphrey cités plus
haut.

Chez les mammiferes placentaires, les
hormones sexuelles ne modifient pas
le sexc des gonades et ne reprodui-
sent pas |’effet freemartin, méme chez
la vache. L’hormone feetale respon-
sable du freemartin n’est donc pas
identique a I’hormone adulte [16].

La castration du fcetus
et les débuts de
I’endocrinologie fcetale

Or a Chicago, Carl Moore, un éléve
de Frank Lillie devenu un endocri-
nologiste célebre pour ses découver-
tes sur l’animal adulte, essaie de
vérifier la théorie hormonale du free-
martin en étudiant I’opossum, un
marsupial des Etats-Unis. En 1939,
il administre des hormones sexuelles
aux pctits encore fixés aux mameclons
dans la poche marsupiale. Devant les
cffets paradoxaux obtenus, il com-
mence a douter de la théorie hormo-
nale de son maitre Frank Lillic [17].

Pour mettre cette théoric a I’épreuve,
cen 1943, il castre chirurgicalement
des jeunes opossums, dans la poche
marsupiale, et supprime ainsi les hor-
mones produites par leurs gona-
des [18]. Malgré la castration, I'uté-
rus des femelles continuait a se dif-

Figure 5. Un axolotl blanc qui a recu une greffe orthotopique d’un
Ambystoma tigrinum pigmenté (selon le schéma de la figure 4). La gonade
méle qui a modifié I'ovaire est enlevée chirurgicalement avant la maturité
sexuelle, que ce soit celle de I'h6te ou du greffon. {Emprunté a Humphrey [7].)
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férencier et, chez les males, les ébau-
ches encore minuscules de la prostate
poursuivaient unc croissance normale
(figure 6).

Carl Moore abandonne donc la théo-
rie hormonale de son maitre ct con-
clut, dans ses articles et dans un joli
petit livre paru en 1947 [19], que les
hormones n’ont rien a voir avec la
différenciation du scxe, celle-ci cst
contr6lée par des facteurs génétiques
locaux, au niveau de chaque organec.
La théorie hormonale de la différen-
ciation du sexe était cn crise.
Moi-méme, apreés avoir essayé vainc-
ment de reproduire leffet freemartin
chez le lapin, a l'aide de stéroides
peu abortifs, je m’étais décidé a uti-
liser la méthode chirurgicale.

Pour obtenir des freemartins, il fallait
unir cn parabiose, avec échange des
sangs, des foetus de lapin in utero.
Mettre au point une méthode per-
mettant cctte chirurgic intra-utérine
cxigea de la patience. Le résultat
enfin obtenu en 1946 était décevant :
des feetus femelles unis en parabiose
a des feetus males ne montraient
aucun « cffet freemartin » cn fin de
gestation [20], unc constatation qui
semblait corroborer les conclusions de
Carl Moore, enfin connues en
France.

Mais les résultats de la parabiosc
chez les batraciens étaient trop beaux
ct trop convaincants pour qu’on pit
ainsi renoncer a la théoric hormo-
nale. Il valait la peinc dec tenter de
la vérifier chez les mammiferes pla-
centaires. Pour ce faire, il était néces-
saire de castrer des feetus de lapin in
utero (figure 7, p. 268), afin de voir si
les gonades jouent ou non un role
dans la différenciation sexuelle.
L’entrcprise s’avéra rude. L’utérus
acceptait mal d’étre ouvert aux sta-
des de la gestation qu’il était néces-
saire d’explorer. Finalement, en
1947, lc résultat cxpérimental était
clair bien qu’inattendu : les feetus des
deux scxes, castrés au moment ou
leur appareil génital était encore au
stade indifférencié, sc développaient
comme des femelles [21] (figure 8,
p. 269).

Apres contre-épreuve, la conclusion
s’imposait : le testicule, par scs sécré-
tions, impose lec sexe masculin a
I'apparecil génital contre unc tendance
féminine inhérente, c’est-a-dirc que
la féminisation survient que des ovai-
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Figure 6. Coupes a travers la région prostatique de jeunes opossums étu-
diés pendant leur vie dans la poche marsupiale. (A) Prostate d’'un maéle
témoin de 20 jours. (B) Prostate d’'un méle de 52 jours castré a 20 jours. Mal-
gré la castration, les bourgeons prostatiques se sont bien développés. (C) Pros-
tate d’un maéle témoin de 52 jours. (Emprunté & C.R. Moore, Arch Anat Micro

Morpho! Exp 71950, 39 : 484-98.)

res solent présents ou non : il suffit
qu’il n’y ait pas de testicule. Des
données plaidant dans le méme sens
étaicnt pcu apres apportées par
Albert Raynaud, qui étudiait la
souris [22].

Autrement dit, pour masculiniser
I'organisme, il faut que, sous controle
génétique, se différencient d’abord
des testicules qui, a leur tour, empé-
chent le reste du corps de devenir
féminin.

Les testicules excrcent donc deux
actions différentes : d’une part, ils
stimulent le développement des
canaux males et masculinisent les
autres parties de ’appareil génital ;
d’autre part, ils font disparaitre les
canaux femelles, les canaux de Mul-
ler, c’est une sorte d’action
antiféminine.

Or la testostérone, 1’hormone testicu-
laire de 1’adulte, lorsqu’elle est don-
née au feetus male castré (figure 9,
p. 270) ou a la femelle, est seulement
masculinisante. Elle n’inhibe pas les
canaux de Miiller, comme le fait le
testicule chez le maéle, ou une greffe
de testicule sur lc foetus femelle
(figure 10, p. 270). D’ou linterpréta-
tion, présentée en 1952, que lc testi-
cule feetal produit probablement non
seulement une hormone semblable a
cclle de ’adulte mais, en outre, une
seconde hormone, différente, inhibi-
trice des canaux de Miller [23].
L’cxpérimentation sur le feetus dc
lapin, expliquait aussi certains échecs
antérieurs. Tout d’abord, chez le

lapin les sécrétions du testicule feetal
agissent localement et unilatérale-
ment, sans se répandre dans I’ensem-
ble de la circulation, comme le mon-
trait la greffe d’un testicule sur la
femeclle, ou ’ablation d’un seul tes-
ticule du maéle. D’ou, probablement,
I'insuccés de la parabiose réaliséc
I’annéc précédente, en 1946, pour
fairc des freemartins chez le lapin.
Par ailleurs, il s’avérait que la cas-
tration, si clle est un peu trop tar-
dive, n’empéchait pas les organcs
males a peinc ébauchés de continuer
a se dévclopper, I'impulsion initiale
leur suffisait pour poursuivre leur
mise cn place (figure 11, p. 271).
Ainsi pouvaient se comprendre les
résultats de Carl Moore.

Les expériences sur le feetus de lapin
avaient aussi un autre intérét. Elles
permettaient une interprétation sim-
ple du plus grand nombre des ano-
malies sexuelles humaines, pratique-
ment inexpliquées jusque-la : toute
défaillance du testicule feetal survenue
au moment crucial laisse certaines
structures se développer dans le sens
féminin, spécialement les organcs
génitaux cxternes, anomalic la plus
fréquente chez 1’homme. Le cas
extréme serait I’absence complete de
testicule chez des sujets génétique-
ment masculins, ct qui devraient
alors se présenter comme des fem-
mes [24, 23].

Or il existc des cas, hcurcusement
rarcs, dc personnes se préscntant
comme des femmecs totalement
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Figure 7. Castration d'un foetus de lapin de prés de 23 jours. Une cham-
bre utérine a été ouverte, la partie postérieure du foetus est extériorisée, son
flanc est ouvert et le testicule, inséré sur le mésonéphros est exposé avant
d’étre réséqué. Aprés ablation bilatérale des testicules, le fcetus est replacé
dans l'utérus jusque vers le terme. Pour des raisons de commodité, on a pho-
tographié I'opération sur un foetus déja trop 4gé et trop grand pour donner
des résultats figurant dans les figures 8 et 9.

dépourvues dc glandes génitales. On
pensait a I’époque qu’elles avaient
souffert d’une agénésie ovaricnne,
c’est-a-dire d’un défaut de formation
des ovaires. Mais les fcetus de lapin
disaient qu’en fait il n’y a aucunc
raison d’invoquer une agénésic ova-
ricnne plutét que testiculaire : toutes
deux doivent étre suivies d’unc dif-
férenciation féminine.

L’insensibilité
a la testostérone

Ces interprétations furent préscntées
en 1949 a Mexico [25] puis a Balti-
more. La, elles recurent un complé-
ment extrémement important de la
part de Lawson Wilkins, pédiatre et
endocrinologiste a 1’hopital John
Hopkins, a qui je rendais visite [26].
Wilkins étudiait, a cette époque, des
femmes pourvues de testicules mais
dénuées de pilosité et qui nc répon-
daient pas a l’injection de testosté-
rone (hairless women with testes).

En combinant les deux observations
animale ct humaine, Wilkins suggéra
que scs patientes étaient en réalité
des sujets génétiquement masculins,
qui avaient différencié des testicules,
mais qui étaient privés de la capacité
de répondre a la testostéronc des la
vic feetale ct par conséquent n’étaicnt
pas masculinisés.

L’insensibilité 4 la testostérone fit
ensuite ’objet de nombreuses inves-
tigations couronnées de magnifiques
succes. On sait maintenant qu’elle
releve de I’absence ou de I'anomalie
des récepteurs cellulaires de la testo-
stérone et qu’elle a les mémes con-
séquences que ’absence ou I'insuffi-
sance de la testostérone. On sait
aussi que, dans certains organes, la
testotérone doit étre convertic cn
dihydrotestostéronc (DHT) avant
d’exercer son action [27]. L’impor-
tance clinique de ce fait a été illus-
tréc par Imperato McGinley ct scs
collaborateurs [28].

La physiologie, la pathologic ct la
chimie des réceptcurs des hormones
sexuelles constituent a présent un
brillant chapitre de ’endocrinologic.

Les corpuscules de Barr
et les chromosomes

A la méme époque, en 1949 tou-
jours, au Canada, a London (Onta-
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Figure 8. Présentation schématique de la différenciation sexuelle des
voies génitales du foetus de lapin. A partir du stade indifférencié de 19 jours
(en haut), caractérisé par la présence des canaux de Wolff (W) et des canaux
de Muiller (M) peuvent se différencier durant les 9 jours suivants soit les voies
féminines (en bas a gauchej, soit les voies méles (en bas a droite), soit des
voies de type féminin chez les castrats des deux sexes (en bas au milieu).
G : gonades ; M : canaux de Mudiller ; Mes : mésonéphros ; Vag. Mdll : vagin

mdillérien ; Ov. : ovaire ; Pr. : prostate ; V.S. :
sinus urogénital ; Ut : utérus; W : canaux de Wolff. (D’aprés Jost,
1960; 7: 49-61.)

S.U.G. :
Mem Soc Endocrinol

rio), une équipe de chercheurs diri-
gée par Murray Barr travaillait, sous
contrat avec la Royal Canadian Air
Force, sur les effcts de activité et du
travail sur le syst¢éme nerveux.

Ils étudiaient, au microscope, les cel-
lules nerveuses de chats soumis ou
non a des exercices. Diverses modi-
fications reproductibles étaient enre-
gistrées. Mais, chez certains animaux
et non chez d’autres, les noyaux des
cellules de la moelle contenaient un
petit granule de chromatine dont la
présence ou l'absence étaient sans
rclation avec I'expérimentation subie.
Vérification faite, il s’avéra que ce
corpuscule sc trouvait seulement dans
les cellules des chattes et non dans
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vésicule séminale ; T : testicule ;

celles des chats. Le corpuscule était
un marqueur du sexe féminin [29].
Cette découverte fut rapidement con-
firmée, expliquée, étendue a d’autres
cspeéces animales et a l’espece
humaine. On trouva des différences
scxuelles dans les noyaux des globu-
les blancs sanguins ou méme dans les
cellules obtenues en faisant simple-
ment un frottis buccal.

La «chromatine sexuelle », ou le
« corpuscule de Barr », intéressait
d’autant plus les médecins que tres
vite, et trop facilement, on a voulu
en faire un test du sexe chromosomi-
que ou méme du sexe génétique [30].
Et c’est ainsi qu’en 1953, les anoma-
lies humaines prenaient un réle de

premier plan dans I’étude de la dif-
férenciation sexuelle, réle qu’elles ne
quitteront plus. Une vague de publi-
cations inonda le monde pendant
prés de dix ans sur ce sujet devenu
facile, et les esprits s’accoutumaient
a l’existence d’anomalies du sexe
nucléaire ou chromosomique dans
I’espéce humaine, notion nouvelle qui
devait devenir si importante plus
tard.

On constatait, par exemple, que les
femmes privées congénitalement de
gonades (agénésic gonadique) pou-
valent avoir un « test de Barr » de
type masculin ou féminin [31], con-
formément aux prédictions des feetus
de lapin [32].

Par ailleurs, certains sujets, d’aspect
masculin et pourvus de testicules,
possédaient des corpuscules de Barr
dans leurs cellules (chromatine
sexuelle « féminine ») [33], alors que
d’autres, d’aspect féminin et pourvus
d’ovaires, avaient un test de Barr de
type masculin [34]. On parla trop
facilement d’inversion sexuclle. Cette
interprétation s’avéra abusive
lorsqu’on fut capable d’étudier les
chromosomes humains.

Il est, en effet, curieux de constater
qu’il fallut attendre 1956 pour que le
nombre des chromosomes de ’espéce
humaine fit connu, grace a de nou-
velles techniques d’observation
microscopique [35]. On identifia les
23 paires de chromosomes, en parti-
culier les chromosomes X et Y [36].

L’année 1959 fut spécialement
importante : on démontrait que, chez
la souris [37] et chez ’homme [38],
le sexe des gonades dépend directe-
ment de la présence ou de |’absence
du chromosome Y, quel que puisse
étre le nombre des chromosomes X,
contrairement au mécanisme connu
chez la drosophile. Ainsi, Jacobs et
Strong [39], en Angleterre, étudiaient
des hommes possédant des corpuscu-
les de Barr et dont on aurait pu pen-
ser le sexe inversé : leurs cellules
contenaient effectivement deux chro-
mosomes X mais aussi un Y, ce sont
des males XXY. Portant un chromo-
some Y, ces sujets avaient différencié
des testicules et étaient masculinisés,
malgré les deux chromosomes X.

Mais on montrait aussi que le chro-
mosome Y nc masculinise l’orga-

nisme que si des testicules se SONt p—— —
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Figure 9. Action de la testostérone sur le foetus de lapin male castré. (A) Coupe de la région prostatique pré-
somptive d’un foetus castré a 19 jours 5 heures et sacrifié 4 28 jours. On voit le sinus urogénital au niveau de I’abou-
chement des voies génitales. La prostate est complétement absente (R : rectum). (B) Méme région d’un autre foetus
castré au méme 4ge et qui a recu un implant de propionate de testostérone. La prostate, sous forme de bourgeons
épithéliaux encore pleins, est plus avancée que celle d’'un méle normal de cet 4ge (28 jours). (C) Coupe des voies
génitales du méme foetus que B : la testostérone a provoqué la persistance du canal de Wolff (CW) mais n’a pas
inhibé le canal de Miiller (CM), dans le méso génital. (Emprunté a Jost [21].)

A

Figure 10. Action comparée du testicule foetal et de la testostérone sur les voies génitales de foetus femelles
de lapin (reconstructions graphiques). (A) Cette femelle a recu a I’dge de 20 jours une greffe de testicule foetal
(t) du méme &ge, insérée sur le mésosalpinx. A 28 jours, le canal de Mdiller (M) est partiellement inhibé & cété du
greffon et le canal de Wolff (W, noir) plus largement maintenu. (ov : ovaire.) (B) Ce feetus a recu au méme &ge un
cristal de propionate de testostérone (cr) implanté a la méme place que le testicule chez le fcetus A. Les canaux de
Wolff (W) sont maintenus, mais il n’y a pas d’inhibition des canaux de Mudiller (M). (D’aprés A. Jost [21] (partie A)
et Ille Réunion d’Endocrinologie de Langue francaise. Masson, 1955 (partie B).)
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développés et non en cas d’agénésie
testiculaire [40].

Quant au test de la chromatine
sexuelle, 11 continue a donner des
indications cxactes lorsque la formule
chromosomique est normale ; il per-
met, par excmple, de distinguer les
feetus femelles des males, mais il est
impuissant a expliciter les formules
anormales.

La dualité des hormones
du testicule fcetal

Nouveau rebondissement tout diffé-
rent en 1963, dont il faut indiquer
I’origine. Certaines substances
synthétiques, dites progestatives parce
qu’clles agissent commec 1’hormone
de gestation de I’ovaire, possedent en
outre le pouvoir détestable de mas-

culiniser partiellement les feetus
féminins.
Ce fait, d’abord établi sur le

lapin [41], fut malheureuscment véri-
fié dans I’espece humainc en 1958,
année pendant laquelle on virilisa un
grand nombre de pectites filles a tra-
vers le monde [42].

A la suite de cet accident prédit et
qui aurait pu étre évité, on exigea la
démonstration sur I’animal de I’ino-
cuité de ce type de drogue.

Or les chercheurs des laboratoires
Schering, de Berlin, avaient décou-
vert unce nouvelle substance proges-
tative trés puissante, l’acétatc dc
cyprotcron, dont on devait naturelle-
ment éprouver I’action éventuelle sur
les foetus féminins. Friedmund Neu-
mann et ses collaborateurs la donnent
a des rates gestantes.

Le résultat fut surprenant. Non seu-
lement les petites femelles n’étaient
pas virilisées, mais les males étaient
féminisés [43] ! L’analyse de cette
découverte inattendue montra que la
substance s’oppose a l’action de la
testostérone, elle agit comme un
anti-androgene.

Chez le feetus, cet anti-androgéne
supprime I’action masculinisante du
testicule feetal, mais non son action
inhibitrice sur les conduits féminins,
comme |’établit Walter Elger dans le
méme laboratoire, en 1966 [44].
Le testicule feetal produit donc bien
deux hormones nécessaires a la dif-
férenciation du sexe, un androgene
dont I’action est empéchéc par I’anti-
androgene et une hormone inhibitrice
m/s n® 3, vol. 7, mars 91

Figure 11. Développement de la région prostatique de fcetus de lapin
aprés une castration un peu trop tardive. (A) Etat de la prostate d’un foetus
de 23 jours (deux bourgeons sont formés). (B) Etat a 28 jours de la prostate
d’un autre foetus castré a I'dge de 23 jours. On a choisi le cas ol la prostate
s’est le mieux développée. (Emprunté & Jost [21].)

des canaux de Miiller, indifférente,
elle, a 'anti-androgene. La dualité de
la sécrétion hormonale du testicule
feetal suggérée en 1952 (23], et qui
avait trouvé un accucil plus favora-
ble aux Etats-Unis qu’en France, se
trouvait singulierement confortée par
les expériences allemandes. Mais
I’identification de 1’hormonc inhibi-
trice résistait aux tentatives.

C’est le mérite de Nathalie Josso, qui
avait rencontré ce probleme dans
mon laboratoire, d’avoir isolé et puri-
fié 1’hormone inhibitrice en 1981
apres dix ans de travaux fructueux
récoltés avec une équipe de cher-
cheurs enthousiastes [45].

Les succes du groupe parisien susci-
terent rapidement des émules aux
Etats-Unis, spécialement une équipe
bostonienne dirigée par Patricia
Donahue. Les chercheurs d’une
entreprise américaine de génie géné-
tique, Biogen, appelés a la rescousse
et sous la direction de Richard Cate,
furent ainsi [46], de peu [47], les pre-
miers, en 1986, a établir la structure
du geéne de I’hormone humaine et
bovine et a pouvoir produire ces hor-
mones. Une ere nouvelle s’ouvrait,
cclle de I’analyse détaillée des pro-
priétés dec I'inhibiteur milléricn.

Et voici que, tout récemment, Ber-
nard Vigier et Solange Magre lui
reconnaissent le pouvoir d’induire
dans I'ovaire feetal des modifications
ressemblant a celles des freemar-
tins [48]. C’est le rectour aux
sources [49] !

Ainsi cst-il donc désormais bien éta-
bli que la différenciation masculine
est imposée a ’organisme par lc tes-
ticule grace a la production de deux
hormones — I’'une masculinisante,
I’autre antiféminine — et grice a
I’existence dans les ébauches sexuel-
les de récepteurs hormonaux
appropriés.

Pour compléter I’histoire du dévelop-
pement de l’enfant male, il reste a
expliquer pourquoi et comment se
différencient les testicules.

La différenciation
testiculaire

et l'interlude

de l'antigéne HY

Le mécanisme de la différenciation
sexuelle dec la gonade a, pendant plu-
sieurs décennics, été expliqué sclon
les conceptions qu’Emil Witschi avait
dévcloppées depuis 1931 [50].

Ceclui-ci cnscignait que

I’ébauche  m—
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gonadique est faite de deux consti-
tuants antagonistes : le cortex, de
signification féminine, et la médulla,
de signification masculine, chacun
produisant une substance inductrice
appropriée (corticine et médullarine)
(figure 12). Celui des deux inducteurs
qui sort vainqueur de la compétition
détermine le sexe final de la gonade.
Les arguments invoqués en faveur de
cette compétition n’étaient pas vrai-
ment contraignants et, a partir de
1970, j’ai suggéré une interprétation
plus simple : il suffit d’admettre que,
comme le reste du corps, la gonade
possede un programme inhérent
féminin qui conduit a l’ovaire ; ce
programme peut étre contrecarré si
un facteur, codé par le chromo-
some Y, vient précocement imposer
la différenciation testiculaire et empé-
che I’évolution ovarienne plus tar-
dive [26, 51], (figure 13).

Il restait a identifier le facteur en
question. En 1975, Stephen Wachtel,
un ancien pilote de I’Air Force amé-
ricaine reconverti dans l’immuno-

logie, et Susumo Ohno, célebre pour
ses recherches sur le chromosome X
et trés porté aux concepts généraux,
émettent ’hypotheése que ce facteur
est l’antigéne d’histo-compatibilité
HY [52]. De quoi s’agit-il ? Il s’agit
d’une protéine codée par un gene du
chromosome Y, et qui n’existe pas
chez la femelle. Introduite dans
I’organisme féminin, elle se comporte
comme un antigéne déclenchant une
réaction immunitaire, ce qui explique
le rejet des greffes de peau de souris
male sur une femelle.

D’apres Wachtel et Ohno, cette pro-
téine si caractéristique du sexe mas-
culin serait responsable de la différen-
ciation du testicule chez les mammi-
feres (et de I'ovaire chez les oiseaux,
animaux chez lesquels c’est la femelle
hétérogamétique ZW qui porte
I’équivalent W du chromosome Y).
Cette idée simple eut un succes pro-
digieux parmi les médecins et les bio-
logistes. Elle provoqua pendant neuf
ans un nombre immense de publica-
tions qui, d’ailleurs, allaient en se

Cortex

Medulla

Figure 12. Interprétation par Witschi de la différenciation des gonades
des vertébrés. Selon lui, celle-ci est constituée par deux composants, le cor-
tex et la médulla, qui se développent respectivement sous l'influence des génes
de féminisation (F) et de masculinisation (M), et qui sont en compétition au
moyen de la sécrétion d’inducteurs antagonistes. (E. Witschi, J Fac Sci Hok-

1957 ; 13.)

compliquant pour faire face aux con-
tradictions, de plus en plus nombreu-
ses, rencontrées. Les méthodes
employées pour déceler I’antigene
HY étaient, il est vrai, bien incertai-
nes. Mais, pratiquement tous les arti-
cles ou livres traitant de la différen-
ciation du sexe considéraient la théo-
rie de 'HY comme vérité avérée.
Cependant certains biologistes, peu
nombreux, se rappelaient les données
expérimentales antérieures inconcilia-
bles avec la théorie de 'HY et res-
taient circonspects [53].

En 1984, il fut démontré par Anne
MacLaren et ses collaborateurs, en
Angleterre, que, chez la souris, le
gene codant pour ’antigéne HY était
distinct de celui qui détermine la dif-
férenciation testiculaire [54], ce qui
fut confirmé par la suite (figure 14).
L’interlude de I’antigéne HY se ter-
mina rapidement, laissant cependant
quelques déceptions par-ci, par-la.

La quéte du géne
de différenciation
testiculaire

On passa alors a la quéte du gene
responsable de la différenciation tes-
ticulaire. Une fois encore, c’est
I’étude de conditions anormales, ren-
contrées dans l’espéce humaine et
chez la souris, qui fut a ’origine de
progres décisifs, aidée grandement
par les avancées de la biologie
moléculaire.

On sait depuis 1964 qu’il existe des
hommes pourvus de deux chromoso-
mes X, comme les femmes, et chez
lesquels on ne décele pas de chromo-
some Y [55]. On les appelle « hom-
mes XX ».

En 1966, I’hypothese avait été émise
par Malcolm Ferguson-Smith, de
Glasgow, qu'’ils doivent posséder un
fragment du chromosome Y, conte-
nant le géne de masculinisation, fixé
sur 'un des chromosomes X, ce que
I’on appelle une translocation [56].
Cette hypothese a été démontrée en
1984 par Jean Weissenbach, Marc
Fellous et leurs collaborateurs, a
I’Institut Pasteur, grice a des sondes
moléculaires [57].

Inversement, certaines femmes XY
possédent un chromosome Y, mais ce
chromosome a perdu un fragment
contenant le géne de masculinisation,
on parle de délétion.
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Figure 13. Schéma interprétatif de la différenciation sexuelle. Les gona-
des aussi bien que le sexe corporel deviennent féminins s’ils n‘en sont pas
empéchés par un mécanisme de masculinisation. (D’aprés A. Jost [26, 51].)

-| Région Pseudoautosomique
‘-\_\-

TDF (SRY)

NN

HY

Figure 14. Représentation schéma-
tique du chromosome Y humain.
Les zones noires ou hachurées repré-
sentent des régions reconnaissables
au microscope. L’étendue de la région
pseudo-autosomique a I'extrémité du
bras court du chromosome est indi-
quée par un trait vertical a cété du
chromosome. La place du géne de
détermination testiculaire (TDF ou
SRY) est indiquée par une fléche. La
région ou se trouve le géne HY sur le
bras long du chromosome Y est indi-
quée par un trait vertical noir : la
place de ce géne n’est pas encore
exactement connue. (Schéma da a
I'obligeance de Jean Weissenbach.)
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En étudiant le plus court fragment
du chromosome Y transporté sur I'’X
chez les miles XX, ou manquant a
I’Y des femmes XY, on peut espé-
rer identifier le géne de masculinisa-
tion. A la fin de 1987, David Page,
de Cambridge, Massachusetts, et ses
collaborateurs pensent avoir reconnu
de cette maniere la région du chro-
mosome Y déterminant le sexe [58)].

Le retentissement de cette publication
a été considérable. Tous les journaux
ont annoncé, en décembre 1987, la
découverte du geéne de masculinisa-
tion sous des titres variés dont cer-
tains se voulaient originaux. A Paris,
I'un titrait « Le geéne de la petite dif-
férence » [59], un autre « Madame
sans gene » [60]. Ce dernier titre
était particulierement malheureux,
puisque, selon le travail de Page, la
séquence d’acides nucléiques concer-
née existait aussi chez la femme, ce
qui d’ailleurs nécessitait des interpré-
tations compliquées.

Cette difficulté, parmi d’autres, inci-
tait les spécialistes a poursuivre
I’enquéte, et le succes du beau tra-
vail de Page fut éphémere [61].
Par suite du travail intense de plu-
sieurs équipes, spécialement en
Angleterre et en France, les décou-
vertes se précipitent et I'analyse se
précise. En décembre 1989, Palmer
et ses collaborateurs étudient quatre
autres sujets males XX [62]. Ils cons-
tatent que ces hommes sont dépour-
vus de la séquence spécifique du
chromosome Y identifiée par Page et
ses collaborateurs, mais qu’ils en pos-
sedent une autre, située a coté de la

région pseudoautosomale du chromo-
some Y (région de ce chromosome
qui s’apparie avec I’X) (figure 14).
Les caractéristiques de ce gene sont
ensuite analysées chez I’homme [63]
et la souris [64]. Enfin, en novembre
1990, Koopman et ses collabora-
teurs [65] mettent en évidence I’acti-
vité de ce gene, chez le feetus de sou-
ris au moment méme ou vont se dif-
férencier les testicules, en identifiant
PARN produit.

On peut donc prédire sans risque
que l’identification exacte du gene est
imminente. Une nouvelle étape sera
alors franchie. Isoler un gene dont
tout indique I’existence est certes réa-
liser une prouesse technique, mais
c’est surtout ouvrir une nouvelle
porte au parcours de la recherche
car, le géne identifié, on pourra lui
faire dire par quel moyen il déclen-
che la différenciation du testicule.
On apprendra alors comment une
séquence de quelques nucléotides
parmi les trois milliards qu’en con-
tient le génome humain amorce,
comme d’une chiquenaude, la cas-
cade d’événements prénatals qui font
un maéle.

L’histoire que je vous ai contée n’est
donc pas finie.

La longue série de recherches que je
viens d’évoquer schématiquement a
uni en une longue marche, parfois
sinueuse, les talents et la curiosité
d’un grand nombre de biologistes de
formation diverse.

J’ai bien connu presque tous ceux
dont j’ai cité les noms, a I’exception
de trois des plus anciens, Lillie, Kel-
ler et Tandler.

Je sais que leurs travaux les plus ori-
ginaux n’ont été planifiés par aucune
autorité. Ils ont été guidés par la pas-
sion pour la recherche et le désir de
comprendre de leurs auteurs, parfois
aidés par I'imprévu. La liberté lais-
sée a l'initiative des chercheurs a fait
davantage pour le progres de la
science que n’aurait pu le faire quel-
que planification que ce soit.

Cela aussi est leur message

Texte rédigé a partir d’'un exposé fait durant
la séance solennelle de I’Académie des scien-
ces, le 26 novembre 1990. Le texte de cet
exposé paraitra également dans la Vie des scien-
ces, série générale des comptes rendus de I'Aca-
démie des sciences.

q—
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Summary

Twists and turns of rescarch :
the study of sexual differentia-
tion

The paper presents a glance
through the history of a conti-
nuous serics of research studics
into the mechanisms of sex diffe-
rentiation. Hormones were first
implicated in the control of sexual
differentiation in 1903, when
Bouin and Ancel suggested that
the internal secretion from the
fetal testis imposed maleness on
the fetus. The hormonal theory of
sex differentiation became firmly
cstablished when Lillic (1916)
gave a hormonal interpretation of
the freemartin cffect, in hetero-
scxual twin pregnancies in cattle.
This theory inspired research for
scveral decades. Parabiosis bet-
ween amphibian larvac introduced
in 1925, or exchange of the gona-
dal forming arca between two lar-
vac, permitted duplication of the
freemartin condition and even the
production of complete sex rever-
sal and the obtaining of progeny
from sex inversed females
(Humphrey, 1945). In the mid
thirties, the availability of steroid
scx hormones raised great hopes
as to the demonstration of the
hormonal control of sex differen-
tiation. Actually the cffects of ste-
roids were inconstant, somectimes
uncxpected and, in placental
mammals, dcceptive. In 1943,
Carl Moore cxplored the part
played by the testis in the sexual
differentiation of opossums by cas-
trating the young in the pouch.
He was led to negate the role of
hormones in scxual organogencsis
and abandoned the theory of his
master Lillie. On the contrary
castration of the rabbit fetus in
utero showed that the testis is the
major organ in scxual differentia-
tion (Jost, 1947). In its abscnce
the whole genital tract becomes
feminine whatever the genetic sex
of the fetus, the presence or
absence of ovaries being unessen-
tial. It was also suggested that the
fetal testis could produce two

messsses  kinds of hormones, an androgen
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and a factor responsible for the
disappecarence of the embryonic
female ducts, a Mullerian inhibi-
tor.

This concept met some resistance.
Morecover the rabbit experiments
permitted a new interpretation of
human sex abnormalitics. One
key issuc being that in humans
gonadal agenesis, whatever the
genetic sex, should result in femi-
ninc features. These interpreta-
tions were complemented by Law-
son Wilkins who suggested that
some genectically male patients
could be insensitive to androgens
and therefore develop like females
(with testes). The «sex chroma-
tin » nuclear body discovered in
1949 was soon used extensively to
assess the chromosomal or gene-
tic sex of humans. It confirmed
some of the interpretations derived
from the rabbit experiments, but
some of its shortcomings and fai-
lures appecared when after 1956,
the human caryotype was recogni-
zed. In 1959 it was definitely esta-
blished that the Y chromosome is
the bearer of the male sex deter-
mination. In 1963, in assays on
the rat fetus a potent antiandro-
gen (cyproteronc acetate), was dis-
covered that inhibited the male
ducts but not the female (Mille-
rian) ducts. This confirmed the
carly suggestion that the fetal tes-
tis produces two distinct hormo-
nes. Further studies conducted by
Nathalie Josso led finally to the
isolation in 1986 of the Millerian
inhibitor also called « anti Miille-
rian hormone » or « Millerian
inhibiting substance ». The need
for an explanation of the differen-
tiation of the testis itself appeared
as the nccessary next step. A sim-
plifying concept introduced by the
writer in 1970 suggested that the
gonad was programmed to
become feminine unless some fac-
tor depending on the Y chromo-
some triggered maleness. In 1975,
Wachtel, Ohno, ¢f al. suggested
that the product of HY histocom-
patibility gene was that factor.
This view reigned for nine years,
but this interlude came to an end
when it was shown that the HY
gene and the testis determining
factor (TDF) were distinct.

Efforts were then made to identify
dircctly the TDF, thanks to mole-
cular biological methods applied to
the chromosomes of XX males or
of XY females. The first apparent
success produced in December
1987 had to be revised in July
1989 and therecafter. The final
identification of the gene is cur-
rently in progress. The new gene
will then have to reveal how it
triggers the cascade of events
which result in a testis. The story
summarized in the paper has not
yet come to an end.
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