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Chromosome Y
et détermination du sexe

La chasse au geéne primitivement responsable de la déter-
mination du sexe a été longue, comportant de nombreu-
ses fausses pistes. Elle vient peut-étre, cependant, d’abou-
tir. Cette aventure scientifique, ’une de celles qui res-
teront caractéristiques du mouvement de la biologie de
cette fin de siécle, n’a été rendue possible que grice a
la cartographie génétique précise de malades ayant une
dissociation entre le caryotype et la différenciation
sexuelle : hommes XX et femmes XY. Ce sont ces ingré-
dients - malades exceptionnels et cartographie mettant en
jeu tous les moyens actuels de la génétique moléculaire
- que ’on retrouve... et retrouvera dans la caractérisa-
tion des génes responsables des maladies héréditaires.

de déterminant primaire est assuré
par le chromosome Y. Ces exemples
illustrent 1’apparente souplesse de
I’évolution des modes de détermina-
tion du sexe. Chez les mammiferes,
la détermination du sexe est contrd-
lée par un effet dominant du chro-
mosome Y [1, 2], qui s’exerce quel
que soit le nombre de chromoso-
mes X associés. Cet effet dominant a
été attribué a la présence d’un gene
hypothétique unique [3] ultérieure-
ment appelé TDF (testis determimng
Sactor) et agissant comme un facteur
déclenchant la différenciation mascu-

n emploie le terme de
détermination en em-
bryologie pour désigner
un engagement, en
général irréversible,
dans une voie de développement par-
ticuliére. Selon cette définition, la
détermination du sexe correspond au
développement des gonades en testi-
cules ou en ovaires a partir d’ébau-
ches indifférenciées. Bien que contri-
buant au phénotype sexuel, les éta-
pes ultérieures du développement de
I’appareil génital ne font plus partie
du processus de détermination pro-

prement dit. Dans le régne animal,
des modalités treés diverses caractéri-
sent cette détermination, tantot pla-
cée sous contrdle strictement généti-
que, tantdt soumise aux aléas des
variations de l’environnement. Ces
deux types de contréle peuvent
coexister dans une méme classe du
régne animal (poissons, reptiles). Le
contrdle génétique lui-méme s’exerce
parfois de maniére trés différente au
sein d’'un méme ordre. Ainsi, chez
certains diptéres (drosophile), le sexe
est déterminé par le rapport du nom-
bre des chromosomes X sur le nom-
bre d’autosomes, tandis que chez
d’autres (mouche domestique), le role

line des gonades. Pendant longtemps
cette fonction a été attribuée a un
antigéne d’histocompatibilité, I’anti-
géne H-Y [3]. Mais chez la souris
comme chez I’homme, cette hypo-
thése a pu étre exclue il y a quelques
années [4, J].

de TDF

Avec le développement de la techno-
logie de ’ADN recombinant, la ques-
tion de I’identification du locus TDF
a pu étre réexaminée par des expé-
riences aux résultats moins aléatoires

I Localisation primaire

que celles des approches immuno- s
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logiques antérieures. Bien que le
groupe de liaison de TDF fiit un des
premiers a étre connu chez les mam-
miferes dés la fin des années 50 [2],
le chromosome Y demeurait un
monolithe réfractaire a 1’analyse
familiale. On pouvait cependant
espérer que certaines inversions de
sexe chez ’humain impliquaient le
locus TDF. Dans ces inversions de
sexe, les individus ont un sexe
phénotypique en contradiction avec le
caryotype : hommes XX et dysgéné-
sies gonadiques pures XY (encore
appelées femmes XY malgré leurs
gonades d’apparence indifférenciée).
La plupart de ces inversions de sexe
sont sporadiques ; leur incidence est
de 1/20 000 pour les hommes XX et
de 1/50 000 pour les femmes XY. De
nombreuses hypotheéses ont été avan-
cées pour expliquer ces phénotypes.
Dans une hypotheése séduisante,
Ferguson-Smith proposait que les
deux anomalies résultent d’un
échange méiotique anormal entre les
chromosomes sexuels paternels [6].
Selon ce modele, la partie du chro-
mosome Y mobilisée dans un crossing
over anormal entre les chromosomes
X et Y incluerait le locus TDF. Ce
chromosome Y qui aurait perdu 7DF
serait présent chez les femmes XY,
alors que le chromosome X qui
aurait acquis ce /Jocus induirait le
développement des testicules chez les
hommes XX (figure 1).

Les premiers arguments expérimen-
taux en faveur de ce modele ont été
obtenus prés de vingt ans plus tard.
D’abord par une analyse cytogénéti-
que en prométaphase des chromoso-
mes de males XX [7]. Ces observa-
tions suggéraient que la partie distale
du bras court du chromosome Y
(Yp) était transloquée a ’extrémité
du bras court du chromosome X.
Des observations similaires chez la
souris montraient que la mutation sex
reversed (Sxr) devait résulter de la pré-
sence d’un fragment de chromosome
Y sur 'extrémité du chromosome X
[8]. Peu apres, la présence d’un frag-
ment de chromosome Y chez la plu-
part des males XX analysés fut
détectée a ’aide de sondes d’ADN
spécifiques de ce chromosome [9].
Comme ce fragment chromosomique
était de taille variable d’un male XX
a l'autre, TDF devait étre localisé
dans le segment chromosomique

commun a tous les hommes XX rele-
vant de cette étiologie. Ces résultats
ouvraient donc la voie a une carto-
graphie par délétion de TDF [10] et
distinguaient deux types de males
XX : les uns porteurs d’un segment
du chromosome Y (males XX Y(+))
et les autres sans séquences Y déce-
lables (méiles XX Y(-)). Comme
dans le cas de la mutation Sxr de la
souris, I’hybridation in situ localisa ce
fragment a une extrémité (Xp) du
chromosome X humain [11-13]. Des
analyses moléculaires de cas de fémi-
nité XY avec délétions du bras court
(Yp(-)) montraient par ailleurs que
les loct Y(-) spécifiques délétés chez
ces patientes étaient identiques a ceux
présents chez les males XX Y(+)
[14-16]. L’ensemble de ces résultats
concordait et s’interprétait par une
localisation du géne TDF sur la par-
tie distale du bras court du chromo-
some Y. L’établissement de ces dif-
férentes cartes par délétion postulait
néanmoins un arrangement unique
des loc: le long du chromosome Y.
Cet ordre unique n’allait pas de soi.
L’existence du crossing over méiotique
impose une fixité de 'ordre des loci
au niveau du génome de chaque
espéce pour éviter des recombinaisons
inégales. Comme le chromosome Y
est monosomique, il pourrait subir
des réarrangements compatibles avec
le maintien de l’expression de ses
fonctions. A c6té d’un ordre majori-
taire, quelques variants ont en effet
été observés [14, 16], mais la locali-
sation de 7DF ne semble pas modi-
fiée par ces réarrangements. Les pre-
mieres cartographies par délétion
n’ont cependant pas permis de défi-
nir une borne distale a l’intervalle
contenant le locus TDF.

Région pseudo-autosomique
et crossing over X-Y

A la méme époque, des sondes
d’ADN localisées a I’extrémité des
bras courts de X et de Y et stricte-
ment homologues entre les deux
chromosomes sexuels furent isolées
simultanément dans plusieurs labora-
toires [17-19]. Certaines détectent des
fragments polymorphes dont la ségré-
gation a pu étre suivie par analyse
familiale. Chacun des alléles paternels
d’un méme locus polymorphe ségrege
aussi bien dans la descendance male
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que femelle {17, 18]). Une recombi-
naison entre un tel locus et TDF doit
donc avoir lieu. Une étude approfon-
die de plusieurs loci a permis de défi-
nir une nouvelle région constituée de
séquences qui, bien que localisées sur
les chromosomes sexuels, présentent
un degré de liaison variable au sexe
et s’ordonnent en partant de ’extré-
mité des bras courts d’X et de Y
selon un gradient croissant de liaison
au sexe [20]. En raison de ce carac-
tere partiellement autosomique, ces
séquences ont recu le qualificatif de
pseudo-autosomique [21]. II est a
présent convenu d’appeler région
pseudo-autosomique, cette région
strictement homologue de la partie
terminale des bras courts des chro-
mosomes sexuels humains. 7TDF
étant spécifique du chromosome Y,
une localisation pseudo-autosomique
paraissait exclue et la région pseudo-
autosomique devait donc constituer la
borne distale du locus TDF (figure 2).
La région pseudo-autosomique
s’étend sur 2 600 kb [22, 23], soit 3
a2 5% du chromosome Y. Malgré
cette taille trés réduite, elle corres-
pond a un intervalle de distance
génétique de 50 % (cM) en méiose
male [24, 25]. Dans cette région
1 cM équivaut donc a une distance
physique d’environ 55 kb alors que
sa valeur moyenne dans le génome
humain est de 1 000 kb. Cette valeur
exceptionnelle reflete le caractere
obligatoire du crossing over entre X et
Y, confiné aux 2 600 kb de la région
pseudo-autosomique. La nécessité de
ce crossing over avait été postulée par
Koller et Darlington, cinquante ans
avant sa mise en évidence [26]. Chez
les mammifeéres, un crossing over serait
obligatoire pour chaque bivalent
méiotique (paire de chromosomes

Figure 1. Echanges normaux et p
anormaux entre les chromosomes
sexuels humains. Les chromosomes
sexuels réarrangés (I, Il, 1ll, 1V) ont été
retrouvés chez des hommes XX (I, Ill)
et des femmes XY (ll, 1V). Le type
(IV) peut aussi provenir d’une délétion
4 la suite d’un crossing over normal.
Les doubles fléches indiquent les
points de recombinaison. TDF : testis
determining factor ; PABY : pseudo-
autosomal boundary Y ; PABX:
pseudo-autosomal boundary X.
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homologues appariés) afin d’assurer
une disjonction correcte des deux
partenaires du bivalent; X et Y
constitueraient un bivalent particulier
qui n’échapperait pas a cette regle.
Aucune double recombinaison
n’ayant été observée a ce jour, on
considére qu’un seul crossing over a
lieu dans la région pseudo-
autosomique a chaque méiose male.

Crossing over et
inversion de sexe

Comme les chromosomes X et Y
recombinent, un crossing over acciden-
tel mobilisant TDF et se substituant
a I’événement normal pouvait étre a
Iorigine des inversions de sexe, con-
formément au modele de Ferguson-
Smith [6]. Il est méme possible que
la proportion assez forte (1/20 000)
d’événements accidentels soit une
conséquence directe de la densité
exceptionnelle d’événements de
recombinaison dans la région pseudo-
autosomique, lors de la méiose maéle.
Selon cette hypothese, la totalité de
la région pseudo-autosomique du
chromosome Y devrait étre translo-
quée sur un des chromosomes X des
males XX Y(+) et étre délétée sur le
chromosome Y des femelles XY
Yp(-). A l'inverse, la partie la plus
distale du chromosome X paternel
devait étre absente chez les
males XX et présente sur le chromo-
some Y de ces femmes XY. L’exa-
men de cas d’inversions de sexe a
I’aide de sondes de la région pseudo-
autosomique et de la partie adjacente
du chromosome X a permis d’établir
qu’elles résultent en effet d’un
échange terminal anormal entre les
chromosomes sexuels [27-29]. Alors
que cet événement est a ’origine de
la grande majorité des méales XX, on
n’observe que quelques cas de fem-
mes XY relevant de cette étiologie.
Ces derniéres, contrairement a la
majorité des femmes XY (qui ont un
chromosome Y non délété), présen-
tent en outre des stigmates du
syndrome de Turner, en particulier
un lymphceedéme des extrémités
(syndrome de Bonnevie-Ullrich). Ces
stigmates ont sans doute une inci-
dence sur la viabilité de ces fem-
mes XYp(-). On sait en effet qu’une
majorité des feetus de carytotype
45,X (syndrome de Turner) est vic-

time d’avortements spontanés. Cette
association symptomatologique pour-
rait rendre compte de la dispropor-
tion entre le nombre d’hom-
mes XX Y(+) et de leur contretype,
les femmes XYp-. De plus, deux
copies compleétes de la région pseudo-
autosomique ont été observées chez
deux d’entre elles. Une localisation
pseudo-autosomique du ou des génes
impliqués dans le lymphcedeme du
syndrome de Turner est donc exclue.
A Dinverse, la partie délétée du chro-
mosome Y doit contenir un (de) tel(s)
geéne(s) [29].

Localisation fine de TDF
et isolement
de génes candidats

La mise en évidence de la région
pseudo-autosomique bornait I’inter-
valle de localisation de T'DF du coté
distal. Mais la taille en restait incon-
nue. Elle fut considérablement
réduite par une étude systématique
d’un grand nombre d’inversions de
sexe. Une telle étude a permis a
I’équipe de Page de définir un inter-
valle limité a 140 kb [30] situé entre
140 et 280 kb de la limite proximale
de la région pseudo-autosomique,
PABY (pseudo-autosomal boundary Y).
Cet intervalle était délimité du coOté
proximal par I’extrémité du segment
de chromosome Y présent chez un
mile XX et du co6té distal par
Pextrémité distale d’une délétion
interstitielle d’une femelle XY
(figure 2). Quelques sondes de cet
intervalle détectent des séquences
conservées sur le chromosome Y de
tous les mammiferes euthériens (i.e.
a développement placentaire) exami-
nés. Des ADNc correspondant a ces
séquences conservées ont été isolés et
séquencés chez la souris et I’homme
[31, 32]. La séquence, en partie
constituée de « doigts de zinc »*, est
caractéristique de protéines nucléai-
res agissant comme facteurs de trans-
cription [31]. En raison de sa struc-
ture et de sa localisation, ce gene a
été appelé ZFY (zinc finger Y coded) et
apparaissait comme un trés sérieux
candidat pour TDF. L’existence d’un
homologue de ZFY sur X, ZFX, ali-

mentait cependant les controverses.

* Doigts de zinc : protéines ayant des « dogts de
zinc » : ¢f. m/s n° 10, vol4, p. 624.
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Figure 2. Cartographie fine du locus TDF. Les intervalles proposés pour la
localisation de TDF sont représentés par les traits les plus épais. Les rectan-
gles gris correspondent aux régions transcrites identifiées. Les lignes horizon-
tales d’'épaisseur intermédiaire (A, B, C, B’, C’) représentent le segment d’ADN
observé chez les différents patients, les parties en pointillé correspondant a
des parties non explorées. A et B : midle XX et femme XY définissant I'inter-
valle de localisation selon Page et al. [30]; C : méles XX définissant la borne
proximale de l'intervalle selon Palmer et al. [40] ; B’ : nouvelle analyse de la
femelle XY B [41] ; C’ : affinage de I’analyse des cas C [42]. PABY : pseudo-
autosomal boundary ; ZFY : zinc finger protein Y ; SRY : sex determining region
Y ; Yp : bras court du chromosome Y humain ; Yq : bras long du chromosome

Y humain.

Alors que les arguments cartographi-
ques de Page semblaient a premiere
vue tout a fait solides, une série
d’observations est venue jeter le
doute sur une éventuelle identité
entre TDF et ZFY. D’une part, chez
les marsupiaux, ’homologue de ZFY
est autosomique [33], ce qui est
incompatible avec un role de déter-
minant testiculaire chez ces mammi-
feres. D’autre part, chez la souris, ou
I’on retrouve deux copies de ce géne
sur un chromosome Y normal [34,
35], seule une de ces copies (Zfy!)
s’exprime dans le testicule embryon-
naire en cours de différenciation.
Mais cette expression est indétectable
chez des souris dont les cellules ger-
minales sont incapables de coloniser
les testicules, tels les mutants
We/We [36]. L’expression de Zfy est
donc associée a la présence de cellu-
les germinales et n’est pas nécessaire
a la différenciation testiculaire. En
outre, R. Lowell-Badge a réussi, il y
a quelques années, a obtenir une

m/s n® 8, vol. 6, octobre 90

souris XY femelle fertile par muta-
genese insertionnelle de rétrovirus
dans des cellules embryonnaires ES
[37]. Cette mutation d’inversion de
sexe (symbolysée par ) coségrege
avec le chromosome Y, mais on ne
retrouve pas d’insertion de rétrovirus
sur ce chromosome [37] et les loci
Zfyl et Zfy2 apparaissent intacts et
fonctionnels [38]. Enfin, la mise en
question la plus directe est venue
d’un réexamen de la cartographie de
TDF chez I’homme utilisant les
séquences isolées par le groupe de
Goodfellow, et situées aux limites
proximales de la région pseudo-
autosomique sur les chromosomes X
et Y (respectivement PABX et
PABY, pour pseudo-autosomal boundary
X ou Y) [39]. En analysant un grand
nombre de males XX qui ne possé-
daient pas ZFY (ZFY (-)), les grou-
pes de Goodfellow et Fellous ont
montré, chez 4 de ces patients, la
présence de la limite de la région
pseudo-autosomique spécifique du

chromosome Y (PABY) [40].
L’analyse de ces malades a I’aide
d’autres sondes d’Y, légerement plus
proximales, localisait TDF dans un
intervalle d’environ 60 kb, borné du
coté distal par PABY (figure 2). Cette
localisation était incompatible avec
celle de Page. Mais un réexamen
récent du chromosome Y délété, qui
avait servi a la cartographie initiale
de TDF dans un intervalle compre-
nant ZFY (figure 2), montre qu’il est
aussi délété pour PABY. Il provient
vraisemblablement d’un réarrange-
ment complexe avec double délétion,
autour de ZFY d’une part et de
PABY d’autre part [41]. La recher-
che d’un geéne candidat s’est donc
activement poursuivie dans ce nou-
vel intervalle. Le groupe de Goodfel-
low vient d’identifier une séquence
conservée sur le chromosome Y des
mammiferes, située 2 4 kb de PABY
et appelée SRY (pour sex determining
region Y) [42]. Contrairement a Zfy!
et Zfy2, Sry, 'homologue murin de
SRY, est délété dans la mutation
mentionnée ci-dessus [43]. Un pro-
duit de transcription a été observé
dans le testicule humain adulte [42]
et sur I’embryon de souris, dans les
crétes génitales en voie de différen-
ciation testiculaire (jour 11,5) [43].
SRY et Sy ont une phase de lecture
ouverte comprenant un motif de 80
acides aminés qui présente des ana-
logies frappantes avec la protéine du
type sexuel Mc de la levure Schizo-
saccharomyces pombe ainsi qu’avec un
domaine de protéines nucléaires non
histones du groupe HMG (fgh mob:-
lity group) [42, 43]. On pense que ces
protéines nucléaires sont susceptibles
de se lier a ADN par l'intermé-
diaire de ce domaine, appelé « boite
HMG ». Le groupe de Lovell-Badge
a également isolé une série de clones
d’ADNCc sur la base d’homologies de
séquences avec une sonde Sry. Ces
clones correspondent & une famille de
protéines exprimées précocement au
cours de I’embryogenese et caracté-
risées par le domaine de 80 acides
aminés observé dans Sy et SRY [43].
Cette nouvelle famille serait proche,
mais cependant distincte, de celle des
protéines a boite HMG.

Mais 4 nouveau, la preuve formelle
de 'identité de SRY et de TDF reste
a produire. La mise en évidence de
mutations ponctuelles de novo de SRY
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chez des femmes XY devrait permet-
tre de convaincre les sceptiques, en
attendant la naissance de souris XX
males « transgénisées » par Sry.

| Et aprés TDF ?

Mais I'identification de TDF ne va
clore ni le chapitre des inversions de
sexe ni celui du chromosome Y. En
premier lieu, I’étiologie de la mascu-
linité XX reste incomprise dans 10
a 20 % des cas, c’est-a-dire pour les
hommes XX Y(-) (dépourvus, appa-
remment, de toute séquence Y dans
les chromosomes X). II en est de
méme de la grande majorité des her-
maphrodismes vrais de caryotype XX
ou XY. Par ailleurs, avant I’inclusion
de cas ZFY (- ) dans la catégorie des
méles XX Y(+), cette catégorie for-
mait un ensemble cliniquement
homogene, sans ambiguités génitales.
I est frappant d’observer que 3 des
4 cas SRY (+) ZFY (- ) mentionnés
plus haut présentent un hypospade,
2 ont une ambiguité des organes
génitaux internes et I’'un d’entre eux
est hermaphrodite. On peut donc
supposer que d’autres génes du chro-
mosome Y, notamment ZFY, jouent
un role dans I’apparition du phé-
notype masculin. Quel que soit son
role, ZFY devrait remplir une fonc-
tion importante, peut-&tre associée a
la différenciation du sexe masculin,
pour s’étre maintenu sur Y au cours
de I’évolution des mammiferes
euthériens.

Si SRY s’avere étre TDF, on peut se
perdre en conjectures sur la singula-
rité de sa localisation a la limite
extréme de la partie du chromosome Y
proprement spécifique du sexe. La
proximité de la région pseudo-
autosomique ne risque-t-elle pas de
contribuer a la fréquence élevée des
inversions de sexe par échanges X-Y
anormaux ? Ou bien un tel coft
pourrait-il étre compensé par un effet
de position assurant une régulation
particulierement ajustée de I’expres-
sion de ce géne. On pourrait aussi
imaginer que TDF se soit progressive-
ment rapproché de PABY par délé-
tions successives jusqu’a une position
limite au-dela de laquelle il y aurait
inactivation plus ou moins importante.
L’étude de PABY chez les primates est
en cours et pourrait apporter quelques
éclaircissements [l

Summary

The human Y chromosome and
its role in sex determination

This paper reviews the major
steps over the past decade towards
the identification of the gene con-
troling sex determination in man,
the testis determining factor
(TDF). It was first shown that
human males with a 46,XX
caryotype (XX males) often carry
a portion of the Y chromosome.
Conversely a deletion of a similar
portion of the Y chromosome was
observed in a few females with a
46,XY caryotype (XY females). A
molecular analysis of a number of
XX males and XY females allo-
wed to construct a deletion map
of the human Y chromosome and
to locate the testis determining
gene to the distal short arm. The
distal limit of the interval contai-
ning TDF could be defined with
the finding of a small region at
the tip of the short arm of the X
and Y chromosomes. This region
is shared by both sex chromo-
somes and can be exchanged bet-
ween the X and Y during male
meiosis. Because of its genetic
properties this region must map
distal to TDF and has been cal-
led the pseudo-autosomal region.
However the crossing over bet-
ween the X and Y chromosomes
may accidentally occur proximal
to TDF, resulting in anomalies of
the sex chromosomes causing sex
reversal, as observed in XX males
and XY females. In the last three
years the deletion interval compri-
sing TDF could be considerably
reduced. Two TDF candidate
genes, ZFY and SRY, were suc-
cessively proposed. Both genes
may act as transcription factors.
Though SRY appears as a highly
likely candidate, ZFY might to
some extent contribute to the
complete male phenotype.
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