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RESUME 

Des travaux in vitro sugg~rent que le VIP pourrait jouer 
un r61e important au niveau de la biosynth~se de 
testosterone. Nous avons d~montr~ que des Souris chez 
lesquelles le g~ne codant pour le VIP est supprim~ 
montrent des niveaux de testosterone s~riques tres 
r~duits compares aux animaux sauvages. Egalement, ces 
animaux transg~niques pr~sentent une r~duction des 
niveaux de FSH (Follicle-stimulating hormone) & I'&ge de 
quatre mois. 

L'~tude de la structure testiculaire a r~v~l~ une I~g~re 
augmentation du pourcentage de tubules d~g~n~r~s 
chez les animaux VIP-/- compares aux animaux sauvages. 
Les animaux chez lesquels le g~ne codant pour le VIP 
a ~t~ supprim~, ~ I'~ge de quinze mois, ont des niveaux 
de st~ro'idogen~se bas compares aux souris sauvages. 
De maniere int~ressante, la d~g~n~rescence testiculaire 
est moins s~v~re chez les animaux VIP-/- compar~e 
celles des animaux sauvages. 

L'ensemble de ces r~sultats sugg~re que : 1) le VIP est 
un facteur important pour la r~gulation de la biosynth~se 
de testosterone et la s~cr~tion de FSH et 2) VIP r~gule 
le vieillissement testiculaire. 

M o t s  c les  : neuropepfide, biosynthese de testost6rone, 
vieilfissement tesficulaire, Luteinizing Hormone, Follicle 
Stimulating Hormone 

I. INTRODUCTION 

Le VlP, isol6 & partir de duodenum de porc [10], est un 
peptide compose de 28 acides amines. Avec son 
analogue, le PACAP (P i tu i ta ry  adeny la te  cyc lase 

ac t iva t ing  pept ide) ,  il appartient & la famille de la 
s6cr6tine et du glucagon. L'expression du VlP est 
ubiquitaire, puisqu'il est produit et s~cr6t6 non 
seulement par I'intestin, mais aussi dans des structures 
specif iques du cerveau et bien d'autres t issus 
p6riph6riques [4, 6, 8, 10, 11]. 

Parmi ses nombreuses activit6s biologiques, le VlP 
est decrit comme un peptide aux propri6t6s 
neurotrophiques et neuroprotectives bien connues [1, 
7]. Des travaux r6alis6s au cours de la derniere 
d~cennie suggerent qu'il pourrait agir 6galement en 
tant qu'hormone ~ action locale [5]. En particulier, le 
VIP, injecte de fa~on intracaverneuse, seul ou associe 
& I'ac~tylcholine, a 6te utilise chez le Rat et rHumain 
pour traiter I'impuissance fonctionnelle [13]. 

Au niveau testiculaire, des etudes ont d6montr6 qu' in 

vitro, le traitement de cellules de Leydig par du VIP 
entrafne une augmentation dose-dependante de la 
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production de testosterone, de progesterone et de 
pregnenolone [3] suggerant un mode d'action direct du 
VIP sur les cellules de Leydig. Les effets physiologiques 
du VIP dans le testicule seraient medics par son 
interaction avec le recepteur polyvalent VPAC2 qui a ete 
detecte des le stade embryonnaire E15.5, dans les 
testicules foetaux. 

Base sur ces resultats, nous avons emis I'hypothese que 
ce neuropeptide pouvait etre un important regulateur de 
la biosynthese de testosterone in vivo. Dans le present 
article, nous avons etudie la stero'idogenese et le 
vieillissement testiculaire chez les souris VIP-/- et 
compare ces resultats avec ceux precedemment 
obtenus avec les souris PACAP-/-. 

II. MATI~RIELS ET MI~THODES 

1, Caracterisation des niveaux de stero'idogen~se 
chez les souris PACAP-/- 

Apres avoir anesthesie les animaux, le sang a ete 
collecte et les concentrations seriques en testosterone, 
LH (Luteinizing hormone) et FSH (Follicle-stimulating 
hormone) ont ete mesurees par radioimmunoanalyse 
[9]. Afin de mesurer les niveaux de steroidogenese, les 
testicules de chaque souris ont ete disseques, peses, 
congeles dans de I'azote liquide et homogeneises dans 
une solution de TriZol. L'ARN total des tissus a ete isole 
et des echantillons d'ARN total ont ete transcrits de 
fas inverse en ADN. La quantification de I'expression 
de STAR ( STeroidogenic Acute Regulatory protein) et de 
3b-HSD (3?-hydroxysteroid dehydrogenase) a ete 
realisee par PCR quantitatives en temps reel. 

2. Histopathologie 

Afin de determiner la structure testiculaire des souris VIP- 
/-, des sections de testicules de souris de type sauvage 
et VIP-/- ont ete colorees par la methode hematoxyline- 
eosine. Les tubules seminiferes ont ete comptabilises 
comme "non-degeneres" si I'architecture generale 
montrait une spermatogenese normale avec toutes les 
couches de cellules aux differents stades de develop- 
pement. De maniere opposee, ils ont ete comptabilises 
comme "degeneres" Iorsqu'ils presentaient une depletion 
de toutes ou quelques unes des couches de cellules 
germinales, souvent associee & la presence de 
vacuolisations au sein des tubules seminiferes. 

III. RI~SU LTATS 

Lors de cette etude, nous avons demontre que : 

1. Chez les souris VIP-/- de 4 mois : 

�9 Les niveaux seriques de testosterone sont 
dramatiquement bas compares aux souris de type 
sauvage (Figure 1A); 

�9 La steroidogenese, evaluee par les niveaux de 
testosterone, de STAR, de 31~-HSD et de P450c17 : 
17-hydroxyprogesterone, est diminuee (Figure 1B 
et 1C); 

�9 Les niveaux seriques de FSH sont significativement 
plus basque chez les souris de type sauvage (Figure 
2A et 2B); 

�9 II existe une degenerescence testiculaire moderee 
comparee aux souris sauvages (Figure 3A, 3B et 3C). 

2. Chez les animaux &ges de 15 mois : 

�9 Le testicule de type sauvage presente les signes 
typiques du vieillissement (degenerescence des 
tubules seminif~res, epuisement des cellules 
germinales et presence de vacuolisations au sein 
des tubules seminiferes), tandis que la structure 
testiculaire est bien mieux conservee chez les 
animaux VIP -/- (Figure 3A, 3B et 3C); 

�9 Les niveaux seriques de testosterone et la 
stero'fdogenese sont bas et constants chez les 
animaux mutants (Figures 1 et 2). 

IV. DISCUSSION 

Nous avons tout d'abord observ6 que les souris VIP-/- 
ont des niveaux seriques de testosterone considera- 
blement diminu6s par comparaison aux souris de type 
sauvage. Ce phenom~ne est associe a une diminution 
d'expression de StAR et 31~-HSD. Ce resultat est 
consistant avec de precedentes etudes in vitro montrant 
que le VIP stimule la sterofdogen~se sur cellules de 
Leydig de rat en culture [2]. 

II est interessant de noter que cette diminution de 
concentration en testosterone apparait 6tre plus 
importante chez les souris VIP-/- que chez les souris 
PACAP-/- puisque les niveaux enregistres chez les 
souris VIP-/- sont encore plus basque chez les souris 
PACAP-/-. Puisque des etudes ont demontre que les 
souris mutantes VPAC2-/- sont hypofertiles, nous 
supposons que le recepteur VPAC2 est celui qui est 
implique dans la mediation des effets du VIP dans le 
testicule. 

Le deuxibme but de notre etude a ete d'analyser les 
effets a long terme de la reduction de sterofdogenese 
sur la morphologie testiculaire. Nous avons observe 
une protection contre le vieillissement testiculaire chez 
les souris mutantes VIP -/- comparees aux souris de type 
sauvage. Cependant, le degre de protection induit par 
le manque de VIP n'est pas aussi elev6 que celui obtenu 
avec les souris PACAP KO. A I'&ge de 4 mois, les souris 
VIP-/- ont un niveau serique de testosterone tres bas 
et un niveau serique de FSH significativement reduit, 
compares aux souris de type sauvage. Ces deux 
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Figure 1 : Comparaison des niveaux de testosterone et 
stero'(dogen~se pendant le vieillissement entre les souris 
sauvages et VIP-/.. 

(A) Niveaux de testosterone s~riques chez les souris m&les 
sauvages et VIP-/.. 

Entre 4 (n=8) et 15 mois (n=8), /es niveaux de testosterone 
s6riques diminuent de maniere dramatique chez /es animaux 
sauvages, a/ors que /es niveaux restent bas et constants chez 
/es souris V/P-/- (n=9 pour/es souris de 4 mois et n= 15 pour/es 
souris de 15 mois). Une etude statistique two-way ANOVA suivie 
d'un test ad hoc Bonferroni a montre que les diff6rences entre 
/es groupes g6notypiques a 4 mois 6talent significatives (p<O. 01). 

(B, C) Profile d'expression de StAR et 31].HSD au cours du 
vieillissement. 

Les testicules des souris sauvages (n=5 pour 4 mois et n=3 pour 
15 mois) et VIP-/- (n=6 pour 4 mois et n=5 pour 15 mois) ont 6te 
diss6qu6s et pr6par6s comme d#crit dans la section Materiels 
et M~thodes. Les exp6riences de RT-PCR quantitatives ont 
r6v#16 que les niveaux d'expression de StAR (B) sont 
significativement r#duits chez les souris sauvages #g#es de 15 
mois, mais restent bas et constants chez les animaux VIP-/-. 
Des exp6riences similaires avec 313-HSD (C) n'ont r6v616 aucune 
diff6rence de niveaux d'expression chez les souris sauvages, entre 
4 et 15 mois. Chez les souris VIP-/-, comme pourles niveaux de 
STAR, les niveaux d'expression de 3f~-HSD sont bas et constants. 
La normalisation des donnees a 6te realis6e gr&ce a GAPDH. 
Les donn6es presentees sur le graphique sont le r#sultat de 
deux exp6riences s6parees. Une 6tude statistique two-way 
ANOVA suivie d'un test ad hoc Bonferroni a montre que les 
diff6rences entre les groupes g6notypiques a 4 mois etaient 
significatives (p<O.01, p<O.01 et p<O.05) pour les niveaux de 
testosterone, StAR et 3[3-HSD respecfivement, alors que ces 
diff6rences etaient significatives, a I'&ge de 15 mois, seulement 
pour 3i3-HSD (p<O.01). 

125 



Figure 2 : Comparaison des niveaux de LH (A) 
et FSH (B) sdriques, au cours du vieillissement, 
chez les souris m~les sauvages et VIP-/-. Les 
niveaux de LH et FSH ont et~ mesures comme d~crit 
dans la section Materiels et M~thodes. Pour LH: 
n=15 souris sauvages et n=9 souris VIP-/- &g6es de 
4 mois, et n=5 souris sauvages et n=5 souris VIP- 
/- ~g6es de 15 mois. Pour FSH : n=16 souris 
sauvages et n=lO souris VIP-/- #g6es de 4 mois, et 
n=7 souris sauvages et n=5 souris VIP-/- &gees de 
15 mois. Un test two-way ANOVA suivi d'un test ad 
hoc Bonferroni a montr6 que les differences entre 
les groupes genotypiques ~ 4 mois etaient 
significatives pour FSH (p<O. 01). 

Figure 3 : Histopathologie testiculaire des 
souris sauvages et VIP-/. ~gdes de 4 et 15 
mois. 

(A) Les testicules des souris sauvages ~g6es 
de 4 mois (n=5) et 15 mois (n=5) et des souris 
VIP-/- &g6es de 4 mois (n=4) et 15 mois (n=8) 
ont et6 fixes dans 4% de paraformald6hyde 

et pr6pares dans de la paraffine. Les sections 
(6 pm) ont et# r6hydrat#es et color#es avec des 
solutions d'eosine et d'h#matoxyline (barre de 
mesure, lOOpm). La double fleche montre la 
d#pl6tion des cellules souvent observ6e au 
sein des tubules s6minif#res des souris 
sauvages &g#es de 15 mois et la fl~,che noire 
rend compte de la pr6sence de vacuolisations 
6galement retrouvees a une fr~quence 61ev6e 
au sein des tubules s#minif#res de ces 
animaux. 

(B) A partir de sections testiculaires color~es 
1'6osine et I'hematoxyline (n compris entre 4 

et 8 pour chaque groupe), deux populations de 
tubules s6miniferes ont #t6 discrimin6es : ceux 
"normaux" si I'architecture g6n~rale montrait 
une spermatogen#se normale, et ceux 
"d6g6n~r6s" s'ils montraient soit une d~pl6tion 
d'une ou plusieurs couches de cellules 
germinales, ou des vacuolisations, ou bien les 
deux. 

(C) Les testicules et ~pididymes des souris 
sauvages et VIP-/- &g~s de 4 mois (n=11 et 
n=lO respectivement) ont ~t6 dissequ6s et 
peses, ainsi qu'a 15 mois (n=9 et n= 7). Un test 
two-way ANOVA suivi d'un test ad hoc 
Bonferroni a montr~ que les differences entre 
les groupes g~notypiques & 4 mois etaient 
significatives (p<O.01) pour les tubules 
deg~n6res. 
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facteurs sont essentiels pour le maintien de la 
spermatogenese [12, 15]. 

II est donc possible que le phenotype que nous 
observons chez les souris mutantes VIP-/- soit la 
combinaison d'au moins deux evenements distincts : 1 ) 
une protection contre le vieillissement testiculaire 
resultant d'un niveau tres bas de testosterone et par 
consequent un niveau de formation de ROS reduit par 
rapport aux souris de type sauvage, et 2) une 
degenerescence testiculaire parce que le testicule est 
soumis a des niveaux bas de testosterone et de FSH. 

Le schema du fonctionnement de I'axe hypothalamo- 
hypophysaire et son dereglement chez les souris VIP 
-/- est rapporte a la Figure 4. 

Parmi ses effets biologiques, le VIP est un facteur qui 
regule la croissance, la proliferation et la differenciation 
de nombreux types cellulaires [14, 7]. II est donc aussi 
plausible que le VIP puisse agir directement sur les 
cellules testiculaires et induire de tels effets dans ce tissu. 

Le fait que la st6ro'idogenese testiculaire soit affectee 
chez les deux types de souris KO (VIP-/- et PACAP-/- 
) laisse penser qu'il n'y a pas d'effet compensatoire 
entre ces neuropeptides. Cependant, le mecanisme 
est tres probablement plus complexe et pourrait impliquer 
d'autres phenomenes. Afin de repondre a cette 
interrogation, nous avons recemment g6n6re des souris 
doubles mutantes VIP/PACAP KO et la caracterisation 
de leur fertilite est en cours. 

Figure 4 : Schema bilan du fonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophysaire et son ddr~glement chez les souris VIP- 
/-. Chez /es animaux sauvages (panneau de gauche), la s~cr6tion de LH et FSH est stimul6e par/e VIP, au niveau pituitaire. Aussi, 
afin de m~dier ses actions locales, le VIP est s~crete au niveau des cellules de Leydig par des fibres VIPergiques sp6cifiques. De 
ce fait, la st6ro'(dogenese des cellules de Leydig est stimulee. La gen~se des radicaux libres, stimul6e par le processus de 
st6ro'(dogenese lui-m#me, induit I'apoptose des cellules testiculaires, ph6nomene qui finalement m#ne au vieillissement testiculaire. 
Chez les animaux VIP-/- (panneau de droite), deux phenomenes ont fieu : 1) le niveau de production de radicaux libres (ROS) est 
r6du# compare aux souris sauvages carla stero'ldogenese est diminu6e, et 2) le niveau de maintien de la spermatogenese est diminue 
& cause des bas niveaux de FSH et testosterone. En consequence, la combinaison de ces deux ev~nements conduiraff a une protection 
partielle contre le vieillissement testiculaire. 
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ABSTRACT 

Role of Vasoact ive Intest inal Peptide (VIP) in 
s tero idogenes is  and aging in mouse test is 

Arnaud LACOMBE, Vincent LELIEVRE, Charles E. 
ROSELLI, Jean-Marc MULLER, James A. WASCHEK 

and Eric VILAIN 

VIP (vasoactive intestinal peptide) neuropept ide has long 
been cons idered to be putat ive regulator  of  tes t icu lar  
funct ions.  In vitro evidence suggests  that VIP could play 
an important  role in testosterone biosynthesis.  However, 
the e n d o g e n o u s  role of  VIP on tes t i cu la r  f u n c t i o n s  
remained to be demonstrated.  

In C57BL/6 mice exhib i t ing complete  d isrupt ion of  the 
VIP gene, the authors observed that male fertility remained 
intact  but  serum tes tos te rone  levels were lower  than 
those  of  WT l i t termates. At  the age of 4 months,  th is  
phenotype was accompanied by reduced steroidogenesis 
due to inhibit ion of the expression of StAR (steroidogenic 
acute regulatory protein) and 31~HSD (31~-hydroxysteroid 
dehydrogenase)  in the testis. In addit ion, serum levels of 
FSH (Follicle-stimulating hormone) but not LH (Luteinizing 
hormone)  were reduced in young  KO males. Test icular  
anatomy also revealed a subt le  but s igni f icant ly h igher  
percentage of degenerated semin i fe rous tubules in 4- 
month-o ld  VIP-/- animals compared to WT. 

In ag ing animals (15 months  old), control  males showed  
typical  test icular  aging inc luding severe degenerat ion of 
sem in i f e rous  tubu les,  a d ramat i c  decrease in se rum 
testosterone levels and a reduct ion in StAR and 31~-HSD 
gene express ion .  In age-matched VIP-/- males, se rum 
levels of testosterone and s tero idogenic  enzymes were 
still very  low. Interestingly, in cont rast  wi th young mice, 
testicular degeneration at 15 months was significantly less 
severe marked in VIP-/- mice than in WT mice. Altogether, 
these resul ts suggest  that: 1) VIP is an important  fac tor  
fo r  regu la t i ng  t es tos te rone  b i osyn thes i s  and FSH 
secret ion and 2) VIP regulates test icular  aging. 

Key words : neuropeptide, testosterone biosynthesis, testicular 
aging, Luteinizing Hormone, Follicle-Stimulating Hormone 
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