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RESUME

Des travaux in vitro suggérent que le VIP pourrait jouer
un rbéle important au niveau de la biosynthése de
testostérone. Nous avons démontré que des Souris chez
lesquelles le géne codant pour le VIP est supprimé
montrent des niveaux de testostérone sériques trés
réduits comparés aux animaux sauvages. Egalement, ces
animaux transgéniques présentent une réduction des
niveaux de FSH (Follicle-stimulating hormone) a I’'dge de
quatre mois.

L’étude de la structure testiculaire a révélé une légére
augmentation du pourcentage de tubules dégénérés
chez les animaux VIP-/- comparés aux animaux sauvages.
Les animaux chez lesquels le géne codant pour le VIP
a été supprimé, a I'dge de quinze mois, ont des niveaux
de stéroidogenése bas comparés aux souris sauvages.
De maniére intéressante, la dégénérescence testiculaire
est moins sévére chez les animaux VIP-/- comparée a
celles des animaux sauvages.

L’ensemble de ces résultats suggeére que : 1) le VIP est
un facteur important pour la régulation de la biosynthése
de testostérone et la sécrétion de FSH et 2) VIP régule
le vieillissement testiculaire.

Mots clés : neuropeptide, biosynthése de testostérone,
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I. INTRODUCTION

Le VIP, isolé a partir de duodénum de porc [10], est un
peptide composé de 28 acides aminés. Avec son
analogue, le PACAP (Pituitary adenylate cyclase
activating peptide), il appartient a la famille de la
sécrétine et du glucagon. L'expression du VIP est
ubiquitaire, puisqu’il est produit et sécrété non
seulement par l'intestin, mais aussi dans des structures
spécifiques du cerveau et bien d’autres tissus
périphériques [4, 6, 8, 10, 11].

Parmi ses nombreuses activités biologiques, le VIP
est décrit comme un peptide aux propriétés
neurotrophiques et neuroprotectives bien connues [1,
7]. Des travaux réalisés au cours de la derniére
décennie suggeérent qu’il pourrait agir également en
tant qu’hormone a action locale [5]. En particulier, le
VIP, injecté de facon intracaverneuse, seul ou associé
a l'acétylcholine, a été utilisé chez le Rat et 'Humain
pour traiter I'impuissance fonctionnelle [13].

Au niveau testiculaire, des études ont démontré qu’in
vitro, le traitement de cellules de Leydig par du VIP
entralne une augmentation dose-dépendante de la
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production de testostérone, de progestérone et de
prégnénolone [3] suggérant un mode d’action direct du
VIP sur les cellules de Leydig. Les effets physiologiques
du VIP dans le testicule seraient médiés par son
interaction avec le récepteur polyvalent VPAC2 qui a été
détecté dés le stade embryonnaire E15.5, dans les
testicules feetaux.

Basé sur ces résultats, nous avons émis I'hypothése que
ce neuropeptide pouvait étre un important régulateur de
la biosynthése de testostérone in vivo. Dans le présent
article, nous avons étudié la stéroidogenése et le
vieillissement testiculaire chez les souris VIP-/- et
comparé ces résultats avec ceux précédemment
obtenus avec les souris PACAP-/-.

Il. MATERIELS ET METHODES

1. Caractérisation des niveaux de stéroidogenése
chez les souris PACAP-/-

Apres avoir anesthésié les animaux, le sang a été
collecté et les concentrations sériques en testostérone,
LH (Luteinizing hormone) et FSH (Follicle-stimulating
hormone) ont été mesurées par radioimmunoanalyse
[9]. Afin de mesurer les niveaux de stéroidogenése, les
testicules de chaque souris ont été disséqués, pesés,
congeles dans de I'azote liquide et homogénéisés dans
une solution de TriZol. L'ARN total des tissus a été isolé
et des échantillons d’ARN total ont été transcrits de
facon inverse en ADN. La quantification de I'expression
de StAR (STeroidogenic Acute Regulatory protein) et de
3b-HSD (3?-hydroxysteroid dehydrogenase) a été
réalisée par PCR quantitatives en temps réel.

2. Histopathologie

Afin de déterminer la structure testiculaire des souris VIP-
/-, des sections de testicules de souris de type sauvage
et VIP-/- ont été colorées par la méthode hématoxyline-
éosine. Les tubules séminiféres ont été comptabilisés
comme “non-dégénérés” si I'architecture générale
montrait une spermatogenése normale avec toutes les
couches de celiules aux différents stades de dévelop-
pement. De maniere opposée, ils ont été comptabilisés
comme “dégénéres” lorsqu'ils présentaient une déplétion
de toutes ou quelques unes des couches de cellules
germinales, souvent associée a la présence de
vacuolisations au sein des tubules séminiféres.

ll. RESULTATS
Lors de cette étude, nous avons démontré que :

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

* Les niveaux sériques de testostérone sont
dramatiquement bas comparés aux souris de type
sauvage (Figure 1A);

+ La stéroidogenése, evaluée par les niveaux de
testostérone, de StAR, de 3R3-HSD et de P450c17 :
17-hydroxyprogesterone, est diminuée (Figure 1B
et 1C);

+ Les niveaux sériques de FSH sont significativement
plus bas que chez ies souris de type sauvage (Figure
2A et 2B);

+ Il existe une dégénérescence testiculaire modérée
comparée aux souris sauvages (Figure 3A, 3B et 3C).

2. Chez les animaux agés de 15 mois :

» Le testicule de type sauvage présente les signes
typiques du vieillissement (dégenérescence des
tubules séminiféres, épuisement des cellules
germinales et présence de vacuolisations au sein
des tubules séminiféres), tandis que la structure
testiculaire est bien mieux conservée chez les
animaux VIP -/- (Figure 3A, 3B et 3C);

* Les niveaux sériques de testostérone et la
stéroidogenése sont bas et constants chez les
animaux mutants (Figures 1 et 2).

IV. DISCUSSION

Nous avons tout d’abord observé que les souris VIP-/-
ont des niveaux sériques de testostérone considéra-
blement diminués par comparaison aux souris de type
sauvage. Ce phénoméne est associé a une diminution
d’'expression de StAR et 3R-HSD. Ce résultat est
consistant avec de précédentes études in vitro montrant
que le VIP stimule la stéroidogenése sur cellules de
Leydig de rat en culture [2].

Il est intéressant de noter que cette diminution de
concentration en testostérone apparait étre plus
importante chez les souris VIP-/- que chez les souris
PACAP-/- puisque les niveaux enregistrés chez les
souris VIP-/- sont encore plus bas que chez les souris
PACAP-/-. Puisque des études ont démontré que les
souris mutantes VPAC2-/- sont hypofertiles, nous
supposons que le récepteur VPAC2 est celui qui est
impliqué dans la médiation des effets du VIP dans le
testicule.

Le deuxiéme but de notre étude a été d’analyser les
effets a long terme de la réduction de stéroidogenése
sur la morphologie testiculaire. Nous avons observé
une protection contre le vieillissement testiculaire chez
les souris mutantes VIP -/- comparées aux souris de type
sauvage. Cependant, le degré de protection induit par
le manque de VIP n'est pas aussi élevé que celui obtenu
avec les souris PACAP KO. Al'age de 4 mois, les souris
VIP-/- ont un niveau sérique de testostérone trés bas
et un niveau sérique de FSH significativement réduit,
comparés aux souris de type sauvage. Ces deux
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Figure 1 : Comparaison des niveaux de testostérone et
stéroidogenése pendant le vieillissement entre les souris
sauvages et VIP-/-.

(A) Niveaux de testostérone sériques chez les souris miéles
sauvages et VIP-/-,

Entre 4 (n=8) et 15 mois (n=8), les niveaux de testostérone
sériques diminuent de maniére dramatique chez les animaux
sauvages, alors que les niveaux restent bas et constants chez
les souris VIP-/- (n=9 pour les souris de 4 mois et n=15 pour les
souris de 15 mois). Une étude statistique two-way ANOVA suivie
d’un test ad hoc Bonferroni a montré que les différences entre
les groupes génotypiques a 4 mois étaient significatives (p<0.01).

(B, C) Profile d’expression de StAR et 38-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 été
disséqués et préparés comme décrit dans la section Matériels
et Méthodes. Les expériences de RT-PCR quantitatives ont
révélé que les niveaux d’expression de StAR (B) sont
significativement réduits chez les souris sauvages 4gées de 15
mois, mais restent bas et constants chez les animaux VIP-/-.
Des expériences similaires avec 38-HSD (C) n’ont révélé aucune
différence de niveaux d'expression chez les souris sauvages, entre
4 et 15 mois. Chez les souris VIP-/-, comme pour les niveaux de
StAR, les niveaux d’expression de 38-HSD sont bas et constants.
La normalisation des données a été réalisée grace a GAPDH.
Les données présentées sur le graphique sont le résultat de
deux expériences séparées. Une éfude statistique two-way
ANOVA suivie d’un test ad hoc Bonferroni a montré que les
différences entre les groupes génotypiques a 4 mois étaient
significatives (p<0.01, p<0.01 et p<0.05) pour les niveaux de
testostérone, StAR et 3B8-HSD respectivement, alors que ces
différences étaient significatives, a I'dge de 15 mois, seulement
pour 3B8-HSD (p<0.01).
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Figure 2 : Comparaison des niveaux de LH (A)
et FSH (B) sériques, au cours du vieillissement,
chez les souris méles sauvages et VIP-/-. Les
niveaux de LH et FSH ont été mesurés comme décrit
dans la section Matériels et Méthodes. Pour LH:
n=15 souris sauvages et n=9 souris VIP-/- 4gées de
4 mois, et n=5 souris sauvages et n=5 souris VIP-
/- &gées de 15 mois. Pour FSH : n=16 souris
sauvages et n=10 souris VIP-/- 4gées de 4 mois, et
n=7 souris sauvages et n=5 souris VIP-/- agées de
15 mois. Un test two-way ANOVA suivi d’'un test ad
hoc Bonferroni a montré que les différences entre
les groupes génotypiques & 4 mois étaient
significatives pour FSH (p<0.01).

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

(A) Les testicules des souris sauvages &gées
de 4 mois (n=5) et 15 mois (n=5) et des souris
VIP-/- 4gées de 4 mois (n=4) et 15 mois (n=8)
ont été fixés dans 4% de paraformaldéhyde
et préparés dans de la paraffine. Les sections
(6 um) ont été réhydratées et colorées avec des
solutions d’éosine et d’hématoxyline (barre de
mesure, 100um). La double fléche montre la
déplétion des cellules souvent observée au
sein des tubules séminiféres des souris
sauvages agées de 15 mois et la fléche noire
rend compte de la présence de vacuolisations
également retrouvées a une fréquence élevée
au sein des tubules séminiféres de ces
animaux.

(B) A partir de sections testiculaires colorées
a l'éosine et 'hématoxyline (n compris entre 4
et 8 pour chaque groupe), deux populations de
tubules séminiféres ont été discriminées : ceux
"normaux” si l'architecture générale montrait
une spermatogenése normale, et ceux
“dégénérés” s’ils montraient soit une déplétion
d’une ou plusieurs couches de cellules
germinales, ou des vacuolisations, ou bien les
deux.

(C) Les testicules et épididymes des souris
sauvages et VIP-/- 4gés de 4 mois (n=11 et
n=10 respectivement) ont été disséqués et
pesés, ainsi qu’a 15 mois (n=9 et n=7). Un test
two-way ANOVA suivi d’un test ad hoc
Bonferroni a montré que les différences entre
les groupes génotypiques a 4 mois étaient
significatives (p<0.01) pour les tubules
dégénérés.



facteurs sont essentiels pour le maintien de la
spermatogenése [12, 15].

Il est donc possible que le phénotype que nous
observons chez les souris mutantes VIP-/- soit la
combinaison d’au moins deux événements distincts : 1)
une protection contre le vieillissement testiculaire
résultant d'un niveau trés bas de testostérone et par
consequent un niveau de formation de ROS réduit par
rapport aux souris de type sauvage, et 2) une
dégénérescence testiculaire parce que le testicule est
soumis a des niveaux bas de testostérone et de FSH.

Le schéma du fonctionnement de I'axe hypothalamo-
hypophysaire et son déréglement chez les souris VIP
-/- est rapporté a la Figure 4.

Parmi ses effets biologiques, le VIP est un facteur qui
régule la croissance, la prolifération et |a différenciation
de nombreux types cellulaires [14, 7]. |l 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 stéroidogenése testiculaire soit affectée
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 mécanisme
est trés probablement plus complexe et pourrait impliquer
d’autres phénomeénes. Afin de répondre a cette
interrogation, nous avons récemment généré des souris
doubles mutantes VIP/PACAP KO et la caractérisation
de leur fertilité est en cours.
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Figure 4 : Schéma bilan du fonctionnement de I’'axe hypothalamo-hypophysaire et son déréglement chez les souris VIP-
/~. Chez les animaux sauvages (panneau de gauche), la sécrétion de LH et FSH est stimulée par le VIP, au niveau pituitaire. Aussi,
afin de médier ses actions Jocales, le VIP est sécrété au niveau des cellules de Leydig par des fibres VIPergiques spécifiques. De
ce fait, la stéroidogenese des cellules de Leydig est stimulée. La genese des radicaux libres, stimulée par le processus de
stéroidogeneése lui-méme, induit 'apoptose des cellules testiculaires, phénomene qui finalement méne au vieillissement testiculaire.
Chez les animaux VIP-/- (panneau de droite), deux phénomeénes ont lieu : 1) le niveau de production de radicaux libres (ROS) est
réduit comparé aux souris sauvages car la stéroidogenese est diminuée, et 2) le niveau de maintien de la spermatogenése est diminué
a cause des bas niveaux de FSH et testostérone. En conséquence, la combinaison de ces deux événements conduirait a une protection

partielle contre le vieillissement testiculaire.
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ABSTRACT

Role of Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) in
steroidogenesis and aging in mouse testis

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

VIP (vasoactive intestinal peptide) neuropeptide has long
been considered to be putative regulator of testicular
functions. In vitro evidence suggests that VIP could play
an important role in testosterone biosynthesis. However,
the endogenous role of VIP on testicular functions
remained to be demonstrated.

In C57BL/6 mice exhibiting complete disruption of the
VIP gene, the authors observed that male fertility remained
intact but serum testosterone levels were lower than
those of WT littermates. At the age of 4 months, this
phenotype was accompanied by reduced steroidogenesis
due to inhibition of the expression of StAR (steroidogenic
acute regulatory protein) and 3BHSD (3R-hydroxysteroid
dehydrogenase) in the testis. In addition, serum levels of
FSH (Follicle-stimulating hormone) but not LH (Luteinizing
hormone) were reduced in young KO males. Testicular
anatomy also revealed a subtie but significantly higher
percentage of degenerated seminiferous tubules in 4-
month-old VIP-/- animals compared to WT.

In aging animals (15 months old), control males showed
typical testicular aging including severe degeneration of
seminiferous tubules, a dramatic decrease in serum
testosterone levels and a reduction in StAR and 3R-HSD
gene expression. In age-matched VIP-/- males, serum
levels of testosterone and steroidogenic enzymes were
still very low. Interestingly, in contrast with young mice,
testicular degeneration at 15 months was significantly less
severe marked in VIP-/- mice than in WT mice. Altogether,
these results suggest that: 1) VIP is an important factor
for regulating testosterone biosynthesis and FSH
secretion and 2) VIP regulates testicular aging.

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