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CONTEXTE DE LA RECHERCHE
DEVELOPPEMENT TESTICULAIRE FCETAL

e Augmentation prévalence des variations du
développement génital (VDG) sur les 20

d ernieres annees Prévalences des cryptorchidies pour 10 000 naissances dans les
départements de surveillance de Remera

® <20%: causes génétiques identifiées

35

e Concept de « syndrome de dysgénésie 30

testiculaire » 25 j\ 7R
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* Anomalies de migration testiculaire

* Anomalies du développement génital

Pour 10 000 naksances

* Baisse de la qualité du sperme et hypofertilité

* Cancers (testicule, prostate,...) | www.remera.fr
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=> Role des Perturbateurs endocriniens+++ Kalfa et al, Clin. Genet., 2019
Gaspari et al, Sex Dev., 2021

Skakkebaek et al, Nature Review Endocinol., 2022




CONTEXTE DE LA RECHERCHE
LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS : ENJEU DE SANTE PUBLIQUE

OMS 2012: substance ou un mélange de substances qui altere les fonctions du
systeme endocrinien et, de ce fait, induit des effets nocifs sur la santé d’un
organisme intact, de ses descendants ou de (sous)populations

e Largement présents dans I'environnement

e Sensibilité accrue chez les femmes enceintes,
nourrissons, enfants
e Etudes difficiles : e
* demi-vie courte T
* relation dose-réponse non monotone

* effet cocktail
* Sensibilité variable selon les especes



https://www.ecologie.gouv.fr/strategie-nationale-sur-perturbateurs-endocriniens

HYPOTHESE DE RECHERCHE

9 9 6 8°M¢ semaine de grossesse  15®Mme semaine de grossesse

Fenétre de développement du testicule feetal

Exposition a des produits phytosanitaires (PP) ou perturbateurs endocriniens (PE)
pendant la grossesse

= Imbact sur dévelonnement testiculaire faetal > Dvseénécie te<ticulaire > VDG?



OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

e But de la recherche: étudier I'impact de PP ou PE identifiés ou
supposeés durant la fenétre critique du développement testiculaire
foetal sur la santé génitale et gonadique masculines

e Approches
1- Développer une méthode d’étude de la gonade feetale
2- Recenser les expositions maternelles a risque pendant la grossesse
3- Evaluer le passage transplacentaire de PP ou PE au cours du
développement testiculaire foetal

4- Mettre a jour les référentiels de mesure des organes génitaux externes
masculins et développer les outils d’évaluation de la qualité du tissu

testiculaire néonatal




MATERIELS ET METHODES

DEVELOPPER METHODE ETUDE GONADE FCETALE:

CULTURE EN HANGING DROPS
(MASTER2 G. SCHNEIDER, AO JC HCL L. RENAULT)

e Echantillons foetaux 8-16 SA:
* Parcours en orthogénie, apres consentement écrit
des patientes
* Dissection surrénales et testis a I'état frais, puis
morcellement en fragments de 1mm3 pour culture l
® Culture en hanging drop dans milieu avec ou

i , , 40uL Milieu 002
sans stimulation hormonale (Melau et al, J Clin VIEM Fragments de 1
Endocrinol Metab, 2021) & 1

e Dosages stéroides dans liquide de culture, RNA
seq, histologie, immuno-marquage...

e Congélation protocoles PMA pour conservation =

Section en moitié

de tissus




MATERIELS ET METHODES

RECENSER LES EXPOSITIONS MATERNELLES A
RISQUE PENDANT LA GROSSESSE

e Questionnaire ciblé sur les expositions
maternelles pendant la grossesse
* Professionnelle
* Domestique
* Environnementale

° CO rré I at | O n p h é n Otype et d 0 n n ées Hypospadias and Environment : a Case-Control Study
e P T e S M e ) REMERA

épidémiologiques sur réegion AURA ==
(registre REMERA)

=> AAP PHRC-111/2023 GENITAuRA



MATERIELS ET METHODES

Amniocentese
EVALUER LE PASSAGE TRANSPLACENTAIRE DE PP
OU PE AU COURS DU DEVELOPPEMENT
TESTICULAIRE FCETAL
e Laboratoires BRGM INRAE/ ISA
(UCBL1)
e Etude de I'exposome feetal . . N
e Dosage en spectrométrie de detousies  Sdectonds  Fragmentaionds  fgment E:?:Z’S‘n;}"m‘ljs
masse , . , v‘:é.:.:ai:.::...%gﬁfr,;:ﬂ e —
®* PP ou PE supposés ou validés, ' = !
Virus... -—;g:gz,ge’;,-l,‘,,?’ R Y R
* Liquides amniotiques dans cadre de | . |

PLA précoces <22SA o '15‘5':53:',"7‘%3-%?‘?:" ~—
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RESULTATS PRELIMINAIRES : LE MODELE D’ETUDE

FONCTIONS SECRETOIRES SURRENALIENNES MAINTENUES EN CULTURE
(M2 G. SCHNEIDER, PHD L. RENAULT)
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: LE MODELE D'ETUDE
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RESULTATS PRELIMINAIRES
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ROLE TROPHIQUE DE LA PROLACTINE SUR LA ZONE FCETALE SURRENALIENNE?
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RESULTATS PRELIMINAIRES

CULTURE TESTICULAIRE: HCG SOUTIENT LA SECRETION DE TESTOSTERONE SUR
14 JOURS (PHD L. RENAULT, V. BIDAULT, I. PLOTTON)
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CONCLUSION
UN MODELE DE CULTURE ENCOURAGEANT

e Modele fiable pour une culture organotypique
e Reproductible

e Caractérisation du développement gonadique
humain

e Exploitable pour le screening moléculaire:
durée?

e [ntérét de la méthode de congélation des
tissus: PMA?

nnnnnnn

TESTICULE

Valsseaux

déférent




PERSPECTIVES DE RECHERCHE
PROJET ECOFERTI (EN COURS, PHD/AO JC HCL L. RENAULT)

ECOPHYTO

REDUIRE ET AMELIORER
L'UTILISATION DES PHYTOS

® AAP Jeune Chercheur HCL 2022, Dr Lucie Renault

e Effets potentiels de 5PP identifiés lors du projet PestiFERTI
(financement plan EcoPhyto I, J. Dupont INRAE Tours)

e Comparaison 5PP/ cyclophosphamide sur cultures

testiculaires
e Critere jugement principal:

* nombre de cellules germinales pré/post-exposition t




PERSPECTIVES DE RECHERCHE

CARACTERISATION DU MODELE DE CULTURE TESTICULAIRE
(M1 A. ZARLI, M2 T.D. PHAM), V. BIDAULT, I. PLOTTON)

e Stimulation hormonale : hCG

e Etude modifications épi-génétiques au cours de la culture
=> suivi méthylation de ’'ADN par immuno-marquage

e RNA sequencing pour expression de genes cibles

* Développement testiculaire
* Stéroidogénése testiculaire | NOZNOVZENUY
=> Transcriptome 3D? (Dr Nathalie Beaujean, INRAE) =

e Caractérisation histologique et cellulaire des tissus cultives
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PERSPECTIVES DE RECHERCHE

METTRE A JOUR LES REFERENTIELS DE MESURE DES ORGANES GENITAUX EXTERNES MASCULINS
ELABORER DE NOUVEAUX INDICATEURS DE QUALITE DU TISSU TESTICULAIRE

ETUDE GENITAURA (V. BIDAULT, I. PLOTTON)
e Dépot AAP PHRC-111/2023

* Améliorer |la caractérisation des VDG: réactualisation normes de
taille OGE masculins

* Elaborer de nouveaux outils d’évaluation du tissu testiculaire:
dosages AMH et INSL3 sur sang de cordon (CBPE)

®* CHU et CHG région AuRA et Bourgogne Franche-Comté
+ 2 cliniques lyonnaises




PERSPECTIVES DE RECHERCHE

ETUDE GENITOX: PASSAGE TRANS-PLACENTAIRE DES PP/PE
(V. BIDAULT, I. PLOTTON)

AAP Anses 12/2023

Caractérisation de I'exposome des foetus au cours de |a

période cible du développement testiculaire (partenariat
ISA, Dr Yohann Clément)

Détection en spectrométrie de masse de PP/PE sur
liguides amniotiques de PLA « précoces » (avant 22 SA)

Corrélation registre national des cancers testiculaires
(source INCCa)
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