
[ ~I~ SPERMIOLOGIE  
Andro log ie  (2000), 10, n ~ 4, 417-426 

L' irrad ia t ion  des  s p e r m a t o z o i d e s  au  L a s e r  
H e N e  h fa ib le  6 n e r g i e  c h e z  la sour i s  et  c h e z  

l 'homme.  

Y. SOFFER 1, R. LUBART 2, H. BREITBART 3 

1 Centre d'infertilit6 masculine,  Centre m6dical AssafHarof6 ,  Zerifin, Facult6 de mgdecine Sackler, 
Universit~ de Tel Aviv, 2 Facultd des sciences phys iques  et 3 Facult6 des sciences de la vie, Universitg Bar  

Ilan, R a m a t  Gan, Israel 

RI~SUMI~ 

L ' i r r a d i a t i o n  de l ign6es  s o m a t i q u e s  d iverses ,  
de s p e r m a t o z o i d e s  et  des  ce l lu les  e m b r y o n -  
n a i r e s  au  l a se r  HeNe de fa ib le  6ne rg ie  (LFE) 
ag i r a i t  s u r  des  a spec t s  d ive r s  de l e u r  m6tabo-  
l i sme ce l lu la i re .  Ce t t e  a c t i on  p o r t e r a i t  no t am-  
m e n t  s u r  l ' ac t iv i t6  p r o l i f e r a t i v e  et  r e sp i r a to i -  
re,  a ins i  que  la syn th~se  de I'ATP ou  l ' a f f lux  
i n t r a c e l l u l a i r e  de Ca 2+ . Le b u t  de  ce t r a v a i l  
est  d ' e x a m i n e r  les ef fe ts  de l ' i r r a d i a t i o n  a u  
LFE : 1) s u r  le p o u v o i r  f 6 c o n d a n t  in  v i t ro  des  
s p e r m a t o z o i d e s  de sour i s  en  f 6 c o n d a t i o n  in  
v i t ro  (FIV) et  2) s u r  le p o u v o i r  f u s i o g 6 n i q u e  
des  s p e r m a t o z o i d e s  h u m a i n s  d a n s  l ' 6p reuve  
du  h a m s t e r  (Sperm-zona  f ree  h a m s t e r  egg 
p e n e t r a t i o n  assay, SPA). Dans  le sys t~me  de 
FIV, des  ovocy tes  de sour i s  on t  6t6 incub6s  
p e n d a n t  24 h e u r e s  avec  des  s p e r m a t o z o i d e s  
6 p i d i d y m a i r e s  h o m o l o g u e s  i r r ad i6s  ou non.  
L ' i r r a d i a t i o n  a a c c r u  le p o u r c e n t a g e  des  ceufs 

f6cond6s  in  v i t ro  a ins i  que  le t a u x  du  Ca 2+ 
i n t r a c e l l u l a i r e  i m p l i q u a n t  a ins i  l ' a c t i v a t i o n  
d u  t r a n s p o r t  m i t o c h o n d r i a l  d u  Ca 2+ et  la 
g 6 n 6 r a t i o n  de  m o l 6 c u l e s  d ' H 2 0  2. D a n s  
l ' 6 p r e u v e  de  f u s i o g 6 n i e i t 6 ,  de s  o v o e y t e s  
d6pe l luc id6s  de h a m s t e r  on t  6t6 incub6s  pen-  
d a n t  t ro i s  h e u r e s  avec  des  s p e r m a t o z o i d e s  
i r r ad i6s  ou n o n  de 43 h o m m e s  inves t igu6s  
p o u r  in f6eondi t6 .  Dans  16 cas de fa ib le  fusio- 
g6nie i t6  sans  i r r a d i a t i o n ,  l ' i r r a d i a t i o n  a aug- 
m e n t 6  le p o u r c e n t a g e  de fu s ion  des  spe rma to -  
zoides  avee  les ovocy tes  de  h a m s t e r .  Dans  27 
cas de fus iog6nic i t6  n o r m a l e ,  l ' i r r a d i a t i o n  n ' a  

eu  a u c u n  ef fe t  s ign i f i ca t iL  Ainsi ,  si ce t t e  i r ra-  
d i a t i o n  es t  b6n6f ique  chez  la  sour i s  en  FIV, 
ee t  e f f e t  b 6 n 6 f i q u e  ne  se m a n i f e s t e  chez  
l ' h o m m e  en  SPA que  s u r  les s p e r m a t o z o i d e s  
d6f ie ients .  

M o t s  Cl~s : Spermatozo~des h u m a i n s  / de souris ; 
Laser He-Ne ; F I V  murine  ; Ca 2+ intracellulaire ; 
Epreuve du  Hams te r  ; 

I. I N T R O D U C T I O N  

L'effet  des r ad i a t i ons  l u m i n e u s e s  et  61ectroma- 
gn6t iques  ont  6t6 6tudi6s su r  des 616ments cel- 
lu la i res ,  des cellules soma t iques  et  des sper- 
matozo~des. C o m m e  en t 6 m o i g n e n t  p lus i eu r s  
6 tudes  fa i tes  avec les r ayons  u l t r av io le t s  [34] 
sur  des lymphocytes ,  avec les r ayons  g a m m a  
[11, 23] ou avec les ondes  61ect romagn6t iques  
de f r6quences  radio [12] sur  des spe rmato-  
zoYdes de souris,  l ' i r r ad ia t ion  i n t ense  et  pro- 
long6e es t  dangereuse .  L ' i r r ad ia t ion  de lym- 
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phocytes et de granulocytes au laser He-Ne est 
~galement nocive [29] lorsqu'elle est intense et 
prolong~e. Par contre, l ' irradiation laser He-Ne 
de faible ~nergie (LFE) a ~t~ b~n~fique sur 
diverses lign~es de cellules somatiques, de sper- 
matozo~des et de cellules embryonnaires [25]. 
Ces effets se sont manifestos dans leur activit~ 
proliferative et respiratoire, la synth~se de 
I'ATP et l'afflux intracellulaire du Ca2+. Ainsi 
une irradiation br~ve au laser He-Ne 630 nM de 
faible ~nergie accroit le t ransport  du Ca2+ mito- 
chondrial et membranai re  dans les spermato- 
zo~des de souris [9, 10] ainsi que la r~action 
acrosomique des spermatozo~des de taureaux 
[27]. Ces effets ne peuvent  que potentialiser le 
pouvoir f~condant des spermatozo~des. 

A u s s i  l e  b u t  d e  c e  t r a v a i l  e s t - i l  d o u b l e  : 

1. met t re  en ~vidence les effets de Hrradiat ion 
laser sur le pouvoir f~condant des sperma- 

~ ~ ' ~  ~ ! ~"  - J  7 ] ~ �84 ~ . . . . . .  

a 

1 
tozoides dans un syst~me de FIV de souris, t r : ~  

1.6 
2. tester  l'effet de cette i r radiat ion sur les sper- -~ i 

matozo~des h u m a i n s  dans  l '~preuve de ~ 2 + V 

hamster.fUsi~ avec des ovocytes  d~pellucid~s de ~ ' ~  1.6- 

II .  MATI~,RIEL & M E T H O D E S  6.6 

1.  SYSTEME DE F I V  MURIN : ce syst~me a ~t~ 6 
d~crit en d~tail [13]. En  bref, des spermato- 
zoYdes ~pididymaires fi la concentration de 
5.106/mL ont ~t~ irradi~s pendant  une fi dix 
minutes  ~ l 'aide d 'un syst~me optique compor- 
t an t  une source laser HeNe 630 nm de 13 mW 
d'intensit~ lumineuse  et une fibre optique 
plongeant dans la suspension cellulaire et d~li- 
vrant  une intensit~ de 7-8 mW. 

Les effets de Hrradia t ion sur le m~tabolisme 
du Ca2+ des spermatozo~des ont ~t~ ~tudi~s 
par deux m~thodes diff~rentes [13]. 

La mesure des variat ions temporelles du Ca2+ 
intracellulaire par la microphotographie fluo- 
rescente en s~rie des spermatozo~des ~pididy- 
maires marqu i s  au Fluo-3 AM (Figure 1). Une 
microphotographie de contr61e est prise avant 
Hrradiat ion et r~p~t~e apr~s irradiation toutes 
les 30 secondes pendan t  10 minutes.  Une cour- 
be d'intensit~ de fluorescence, refl~tant fid~le- 
m e n t  les fluctuations du Ca2+ intracellulaire 
est  ~tablie pour chaque cellule. 

O SO 1:10 18/) ~ 300 ~ 420 MO 540 

Time (sec) 

Figure  1 : E l e v a t i o n  r a p i d e  d u  t a u x  de  Ca  2+ in t ra-  
c e l lu la i r e  des  s p e r m a t o z o ~ d e s  consdcu t i ve  & une  
i r r a d i a t i o n  d 'une  m i n u t e  a u  l a s e r  HeNe  630 de  
fa ib l e  ~nergie.  L'~l~vat ion d u  C a  2+ a dtd mesurde  
p a r  la  m~thode  de  f l u o r e s c e n c e  a u  Fluo-3 (a) q u i  
me t  en dv idence  le p r e m i e r  b o n d  r a p i d e  et  p a r  la  
m~thode  de  s c i n t i l l a t i o n  q u i  t~moigne  d u  s e c o n d  
b o n d  lent  e t  p l u s  p ro longS .  

La mesure du calcium intracellulaire par la 
m~thode de scinti l lation au 45Ca2+. Cette 
mesure est effectu~e sur des spermatozo~des 
~pididymaires pr~alablement irradi~s ou non 
et incubus avec ou sans calcium. 

Apr~s une i r radia t ion de dur~e variable, le 
pourcentage  de spermatozo~des ~pididy- 
maires mont ran t  une  r6action acrosomique, a 
~t~ ~valu~ apr~s incubat ion en milieu de 
capacitation [13] et coloration [24] au pisum 
li~ fi la biotine (Figure 2a). Parall~lement,  des 
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Figure 2 : R~ac t ion  a c r o s o m i q u e  consdcut ive  d une 
i r rad ia t ion  d'une m i n u t e  au  laser  HeNe  630 de  
fa ib le  ~nergie et  mise  en  dv idence  p a r  la m~thode 
(a) de co lorat ion  au  p i s u m  lid & la biotine. Le gra- 
p h i q u e  (b) m o n t r e  les v a r i a t i o n s  t empore l l es  d u  
t a u x  de la rdact ion  a c r o s o m i q u e  qu i  s'$l~ve rapide- 
m e n t  et res te  dlev~ en p l a t e a u  p e n d a n t  pros  de 10 
minutes .  

spermatozo~des ~pididymaires  ont 6t6 incubus 
avec 15-20 ovocytes de souris de souche 
BALB/C pe nda n t  24 heures .  Les ovocytes 
m a r q u i s  au f luorochorme Hoechst  33342 sont 
observes en f luorescence avant  et apr~s incu- 
bation pour d~nombrer  d is t inc tement  les ovo- 
cytes non f~cond~s en m~taphase  II et les ovo- 
cytes f6cond~s p r~sen tan t  un  pronucl~us rond 
(Figure 3a). 

2. DANS UN GROUPE DE 43 HOMMES INF]~CONDS : 
un bilan andrologique a ~t~ mis en oeuvre 
incluant  des analyses  de sperme avec les cri- 
t~res morphologiques stricts de Kruger  [20], la 
recherche d 'auto-anticorps fixes sur la mem- 
brane des spermatozoides par la technique du 
MAR-test (SpermMar~)  [18] et des ~preuves 
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Figure  3 : F~condat ion  consdcu t i ve  d une i r r a d i a -  
t ion d 'une m i n u t e  au l a s e r  HeNe  630 de  fa ib l e  ~ner- 
g i e  mise  en dv idence  p a r  la  md thode  de  f luorescen-  
ce au f luoro-chorme  H o e c h s t  33342 (a). Le gra -  
p h i q u e  (b) p r d s e n t e  les v a r i a t i o n s  t e m p o r e l l e s  d u  
t a u x  de  fdconda t ion  qui,  c o m m e  la  rdac t ion  acroso-  
mique ,  s'$l~ve r a p i d e m e n t  e t  res t e  ~levd en p l a t e a u  
p e n d a n t  p r o s  de  10 m i n u t e s  ~ga lement .  

fonctionnelles. Ces ~preuves ont inclus le test  
[40] de l 'h~mizona (HZA) qui pe rmet  de d~ter- 
miner  le taux d ' a t t achement  des spermato- 
zo~des ~ la zone pellucide et l '~preuve de fusion 
avec les ovocytes d~pellucid~s [32] de hams t e r  
(SPA) qui permet  de d~terminer  le pourcenta-  
ge de p~n~tration des ovocytes. Dans notre 
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laboratoire,  apr~s incubation froide au TEST 
et j a u n e  d'ceuf [32] le sperme est consid6r4 
" normal  " lorsque le taux de p4n6trat ion est 
sup4rieur  ~ 30% e t "  faible " si le taux de p6n6- 
t ra t ion  est 6gale ou inf4rieure ~ 30%. 

Les effets de l ' i rradiat ion ont 4t6 examin6s sur 
les 4chantil lons de sperme in vitro. Chaque 
6chanti l lon a 4t6 divis6 en deux parts,  l 'une 
irradi4e pendan t  2 minutes  et l 'autre  non irra- 
di4e ~ t i t re  de t4moin. Apr~s 3 heures  d'incu- 
bat ion pour tous les spermatozoides avec les 
ovocytes d4pellucid6s, les pourcen tages  de 
p4n6trat ion des spermatozoides irradi6s ou 
non ont 6t6 compar4s. 

I I I .  R E S U L T A T S  

E f f e t s  d e  l ' i r r a d i a t i o n  l a s e r  6 3 0  n m  H e - N e  
f a i b l e  4 n e r g i e  ( L F E )  s u r  l e  m 6 t a b o l i s m e  

d u  c a l c i u m  d e s  s p e r m a t o z o i d e s  : Chez la 
souris, le t aux  du calcium in t racel lu la i re ,  
mesur6 dans dix spermatozo/des marqu6s au 
Fluo-3 AM et choisis au hasard ,  a augment6 
apr~s i r radia t ion  au LFE. La figure l a  montre  
l'effet de l ' i r radiat ion d'une minu te  sur la fluo- 
rescence d 'un spermatozoide marqu6. D~s la 
premi6re minu te  apr~s irradiat ion,  la fluores- 
cence in t racel lu la i re  augmen te  de plus du 
triple et se main t i en t  ~ un  niveau 41ev6 pen- 
dant  plus de dix minutes.  

La figure lb  mont re  l'effet de l ' i r radiat ion sur 
le taux de Ca2+ des spermatozoides 4pididy- 
maires ,  mesur6 par  la m4thode de scintillation. 
Les spermatozoides ont 6t4 irradi6s pour une 
p6riode d 'une ~ t rente  minutes .  Apr6s une 
minu te  d ' irradiation,  le taux de Ca2+ intracel- 
lulaire s'616ve ~ pic de pros de 50 %. Si l'irra- 
diation continue, cette augmenta t ion  se pour- 
suit  plus mod4r4ment  jusqu'~ un  max imum de 
100 % au bout de 10 minutes ,  pour re tomber  
la t rent i~me minu te  ~ son taux de base. 

E f f e t s  d e  l ' i r r a d i a t i o n  a u  L F E  s u r  l e  p o u -  
v o i r  f ~ c o n d a n t  d e s  s p e r m a t o z o i d e s  : 
L ' i rradiat ion au LFE a augment6 d 'une mani~- 
re similaire le taux de r4action acrosomique 
(Figure 2a) ainsi  que le pouvoir f4condant des 
spermatozoides de souris. L ' i rradiat ion a 6t6 
appliqu6e pendan t  une dur4e variable. La figu- 
re 2b montre  un  accroissement rapide du taux 
des spermatozoides  m o n t r a n t  une  r6action 

acrosomique.  Para l l61ement ,  la f igure 3b 
montre qu'apr6s une  minute  d'irradiation, le 
taux de f6condation des ovocytes en m6taphase 
II (Figure 3a) s'416ve tr6s r a p i d e m e n t ,  a t te in t  
un pic de 37% apr6s 5 minutes  pour re tomber  

32% au bout de dix minutes .  

R 4 s u l t a t s  d u  b i l a n  a n d r o l o g i q u e  : Dans le 
groupe de 43 cas examin6s, le nombre total  de 
spermatozo~des 4tait de 164,6 _+ 192,4 millions 
par 6jaculat. La mobilit4 du sperme 6tait de 
48,09 +_ 41,7 % et le taux de morphologie nor- 
male, de 5,43 +_ 2,78 %. Le taux des anticorps 
IgA et IgG 6tait respect ivement  de 14,3 _ 14,9 
% et 9,46 +_ 15,5 % et le taux d 'a t tachement  
la zone pellucide ~ l '6preuve du HZA 6tait de 
47,0 _+ 34,5 %. Le pourcentage de fusion des 
spermes t6moins non irradi4s 6tait de 51,0 _+ 
34,9 %. 

E f f e t s  d e  r i r r a d i a t i o n  a u  L F E  s u r  le  p o u -  
v o i r  f u s i o g 6 n i q u e  d e s  s p e r m a t o z o i d e s  
h u m a i n s  : Dans nos 6preuves pr61iminaires, 
la dur6e d ' i r radiat ion optimale des spermato- 
zoides humains  pour l '6preuve de hams te r  
6tait de deux minutes .  C'est cette dur4e qui a 
6tait appliqu4e ~ notre groupe. Si l'on consid~- 
re ce groupe dans  son ensemble, il semblerai t  
que l ' i rradiation ne produise aucun effet. Ainsi 
le pourcentage de fusiog4nicit4 de t o u s l e s  
spermatozoides, irradi6s ou non, 4tait similai- 
re : 49,8 _+ 39,9 et 51,0 _+ 34,9 % respective- 
ment,  avec une  distr ibution sym6trique des 
r4sultats apr6s i r radia t ion ; la fusiog6nicit6 a 
augment6 dans 25 % des cas, n'a pas 6t6 modi- 
fi4e dans 50%, et a diminu4 dans 25 % des 
4chantillons. 

N6anmoins, si l'on divise le groupe examin6 
selon le pourcentage de fusiog6nicit6 des sper- 
matozoides t4moins, non irradi4s, en deux 
cat6gories, "normale" (SPA~30 %) et "faible" 
(SPA<30 %), l ' i r radiat ion au LFE donne des 
r4sultats diff6rents (Figure 4). 

Les caract6ris t iques du sperme du groupe 
"fa ible"  (16 cas) 4taient  les suivantes :nombre  
total de spermatozoides 154,7 _+ 266,9 millions 
par 6jaculat, mobilit6 55,56 _+ 61,4 %, morpho- 
logie normale 5,41 _+ 2,62 % et taux d'anticorps 
IgA et IgG 13,2 _+ 15,3 % et 7,31 _+ 9,29 % res- 
pectivement. Le taux moyen d 'a t tachement  
la zone pellucide ~ l '4preuve du HZA 4tait de 
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Les effets de  I ' l r radiat lon du sperTne au Laser 
He-Ne b fa ible  bnerg le  dans I 'bpreuve  du 

hamste r  (SPA) 

Pourcentage  
de  p~mbtrat ion 

o v o c y t a l r e  

" f a l b l e -  ( n :  16) - n o r l n a l "  (n: ;Lrr )  

I:I TiTm~o I n 5,5 76,1 
�9 I r r a d | ~  2 r a i n  23,1 67 ,6  

Qual i tb du s p e r m e  tbmoln  en SPA 

Figure  4 : Ef fe t s  de  l ' i r r a d i a t i o n  a u  l a s e r  He-Ne 
fa ib l e  ~nerg ie  p e n d a n t  d e u x  minu te s  s u r  le p o u v o i r  
f u s i o g ~ n i q u e  d e s  s p e r m a t o z o f d e s  h u m a i n s  d a n s  
l '~preuve d u  h a m s t e r .  A u c u n  effet  s i g n i f i c a t i f  n 'a  
~td observ~ d a n s  le g r o u p e  " n o r m a l  ". P a r  contre ,  
d a n s  le g r o u p e  " f a i b l e  " une  a u g m e n t a t i o n  signi-  
f i ca t i ve  (p<O.O001) d u  p o u v o i r  fus iog~nique  a dtd 
observ6e a p r ~ s  i r r a d i a t i o n .  

43,0 _+ 35,4 %. Dans ce groupe, l ' irradiation a 
augment6 la fusiog6nicit6 de 5,5 _+ 8,9 h 23,1 _+ 
25,2 % (p<0.0001). Cette 616vation a 6t6 obser- 
v6e dans 50 % des cas. 

Dans les 6chantillons ~ fusiog6nicit4 " norma- 
le " (27 cas), aucun  effet n'a 6t6 observ6 apr6s 
irradiation, si ce n'est  une baisse non significa- 
tive du taux de fusiog6nicit6 de 76,1 _+ 24,4 
67,6 _+ 28 %. Les caract6ristiques de ce groupe 
6talent similaires au groupe pr6c6dent (p non 
significatif pour toutes les variables) avec un  
nombre total  de spermatozoides de 171,7 _+ 
119,1 millions par  6jacul~t, une mobilit6 de 
42,72 _+ 17,2 % et une  morphologie normale de 
5,44 _+ 2,93 %. Les taux d'anticorps IgA et IgG 
6taient de 15,3 _+ 15,0 % et 11,3 _+ 18,0 % res- 
pect ivement  et le taux d 'a t tachement  de 49.67 
_+ 34.47 %. 

En conclusion, l ' i rradiation au LFE a eu un  
effet s61ectif sur  l'activit6 fusiog6nique des 
spermatozo~des dans les 6preuves du hamster.  
L' irradiation a 6t6 b6n6fique pour les spermes 
h faible fusiog6nicit6, renfor~ant leur  pouvoir 
de fusion dans la moiti6 des cas. Par  contre, 
cette i r radia t ion a 6t6 sans effet, ou peut  6tre 
m6me nocive, pour les spermes h pouvoir de 

fusion normal .  

IV. D I S C U S S I O N  

L'irradiat ion au LFE affecte la prolif6ration, la 
respiration,  la synth6se de I'ATP et l 'absorp- 
tion du Ca2+ des cellules somatiques  [17]. 
L' irradiat ion au laser  augmente  la concentra-  
tion in t racel lu la i re  du Ca2+ des macrophages ,  
des fibroblastes, des spermatozoides de b61ier 
[9] et de t a u r e a u  [22] et provoque la bio-stimu- 
lation de gam6tes  et de cellules embryonna i re s  
in vitro [6, 26]. 

R61e  d u  C a 2 +  a m b i a n t  e t  d e s  c a n a u x  m e m -  
b r a n a i r e s  ~ l e c t r o - d d p e n d a n t s  d u  C a 2 +  s u r  
l e  t r a n s p o r t  d u  C a 2 +  d a n s  l e s  s p e r m a t o -  
z o i d e s  i r r a d i ~ s  : L'afflux du Ca2+ extracel lu-  
laire dans la cellule est un 616ment c16 des cas- 
cades biochimiques sous- tendant  les ph6no- 
m6nes de la f6condation. En effet, les f luctua- 
tions du Ca2+ intracel lula i re  jouent  un  rble 
charni6re dans  le contrSle de la mobilit6, de la 
capacitat ion et de la r6action acrosomique des 
spermatozo~des, ph6nom6nes ind ispensab les  
de la f6condation [38]. L'616vation du Ca2+ 
cons4cutive ~ la s t imula t ion  l u m i n e u s e  et  
l ' augmenta t ion  concomitante du taux de f6con- 
dation sugg6rent  que la s t imulat ion l u m i n e u s e  
agirait  sur  la f6condation par un m6can i sme  
impl iquant  une  augmenta t ion  du Ca2+ in t ra-  
cellulaire [16]. Pour  6tre efficace, la s t imula-  
tion lumineuse  requier t  la pr6sence du Ca2+ 
dans le mil ieu ambiant .  

L' irradiat ion agirai t  en deux bonds successifs 
sur  l'afflux du Ca2+ dans la cellule, le premier ,  
imm4diat  et mesur6 par  le Fluo-3, r6su l te ra i t  
de l'effet de la lumi6re sur les radicaux thiols 
membrana i r e s  qui about i ra ient  ~ l 'ouver ture  
de canaux 61ectro-ind4pendants [15, 16]. Le 
second bond, mesur6 par  scinti l lographie du 
Ca2+ marqu6,  impl iquera i t  les canaux  mem-  
brana i res  61ectro-d4pendants du Ca2+ [15] 
comme le confirment  les exp6riences faites en  
l 'absence de Ca2+ dans le milieu ambian t ,  
du ran t  l ' i r radiat ion en pr4sence de nif4dipine, 
un inhib i teur  des canaux 61ectro-d6pendants, 
qui abolit tout  effet de la lumi6re sur  le Ca2+. 
I1 est bien 6tabli que les mitochondries  j o u e n t  
un rSle essentiel  dans la r4gulation d u  Ca2+ 
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intracellulaire [8, 42] et que l '6nergie lumineu- 
se du spectre visible et invisible peut 6tre 
absorb4e par les enzymes mitochondriales [19, 
35]. La s t imulat ion du t ranspor t  du Ca2+ est 
ainsi to ta lement  bloqu4e par le FCCP, un dis- 
joncteur  mitochondrial  ainsi que par l 'antimy- 
cin A, un inhibi teur  de la respiration mito- 
chondriale [13]. L'irradiation au laser agirait 
donc essent ie l lement  sur les m4canismes de 
t ransport  du Ca2+ mitochondrial .  

R S l e  d e s  r a d i c a u x  a c t i f s  d ' o x y g ~ n e  e t  d e  
l e u r s  a g e n t s  p r o t e c t e u r s  s u r  l e  p o u v o i r  
f 4 c o n d a n t  e t  l ' a b s o r p t i o n  d u  Ca  2+ d e s  
s p e r m a t o z o i d e s  i r r a d i ~ s  : Chez les mammi-  
f'eres, le m4tabolisme de l'oxyg~ne des sperma- 
tozoides lib6rent des radicaux d'oxyg6ne actifs 
et  de 1'H202 [1, 2, 5]. Le rble des radicaux 
actifs de l'oxyg6ne dans la s t imulat ion lumi- 
neuse des spermatozoides a 4t4 analys6. Dans 
ce but, la dismutase (SOD) et la catalase qui 
sont des agents protecteurs des radicaux actifs 
ont 4t4 utilis6s. La d ismutase  (SOD) convertit 
l 'anion hyperoxyde en H202 et la catalase 
d6compose 1'H202 en eau et en oxyg6ne le pre- 
mier  augmente  doric la production d'H202 et la 

~H~O ~,a ~ ~O.,~ 

seconde la d4compose. A l 'aide de ces produits, 
une relation de cause ~ effet a 6t6 d4montr6e 
entre 1'H202 et les fonctions du sperme [13]. 
L'addition de SOD ~ des suspensions de sper- 
me non irradi6s stimule l 'entr6e du Ca2+ dans 
ces cellules (x 2.7 ~ la scintillographie) et aug- 
mente  leur pouvoir f6condant de 30%. Par 
contre, l 'addition de catalase, inhibe de 20 % 
l'entr4e du Ca2+ dans les cellules non irradi4es 
et diminue de 24 % leur pouvoir f6condant. 
Plus encore, la catalase ajout6e aux suspen- 
sions de spermatozoides irradi6s, inhibe de 80 
% l'effet s t imulant  de la lumi6re sur le m4ta- 
bolisme du Ca2+ de ces cellules et inhibe tota- 
lement  la st imulation de la f6condation [13]. 
Analys6es dans leur ensemble,  ces donn4s 
impliquent  la participation de 1'H202 dans les 
effets de l ' irradiation [13]. Un  diagramme r6ca- 
pitulatif  (Figure 5) r4sume les cascades biochi- 
miques sous-tendant les ph6nom6nes biolo- 
giques de la f6condation. La st imulation lumi- 
neuse g6n4rerait des radicaux actifs d'oxyg6ne 
qui seraient capt6s par la SOD endog6ne qui 
son tour g4n4rerait de 1'H202. L'augmentation 
transitoire d'H202 ouvrirait  les canaux mem- 
branaires de Ca2+ ind4pendants  du voltage 

F e r t f l l z a t l o n  

Z ~ r  ~ ~ §  ~ 

Figure  5 : D i a g r a m m e  r d c a p i t u l a t i f  des cascades  b iochimiques  reli~es entre  el les (cf. Discussion)  et  sous- 
t e n d a n t  les ph~nom~nes biologiques,  capac i ta t ion ,  r~action acrosomique et  fdconda t ion  qui  assurent  le 
p o u v o i r  f~condant  des  spermatozofdes .  
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61ectrique et serai t  ~ l 'origine de l'afflux pri- 
maire imm6diat  de Ca2+. Les modifications de 
l '6quilibre d 'oxydo-r6duction des spermato- 
zo~des about i ra ient  fi l 'accroissement de la 
phosphorylation tyrosique des prot6ines [4]. 
L'H202, inhib i teur  efficace des phosphatases 
tyrosiques, interfere dans  les ph6nom~nes de 
phosphorylation qui aboutissent  ~ l 'ouverture 
des c a n a u x  de Ca2+ 41ectro-d6pendants. 
L'ouverture de ces canaux est responsable de 
l'afflux secondaire prolong4 de Ca2+ dans les 
spermatozoYdes, processus indispensable ~ la 
f6condation [31, 36, 37]. Pour conclure, l'irra- 
diation au LFE active les r4actions d'oxydo- 
r6duction de la chaine respiratoire, accroit la 
production d 'H202 qui, ~ son tour, augmente  
l'afflux pr imaire  et secondaire du Ca2+ dans 
les spermatozoides et st imule leur pouvoir 
f6condant, comme nous l'avons observ6 [13]. 

L' irradia t ion  a u  L F E  d e s  s p e r m a t o z o i d e s  
h u m a i n s  : Pour des raisons 6videntes, la sti- 
mulat ion au laser  630nm He-Ne dont l'inno- 
cult4 chez l 'homme n'a pas encore 4t6 v4rifi6e, 
n'a pas 6t6 prat iqu4e sur  des spermatozoides 
humains  en FIV. Nous avons choisi de prati- 
quer  la s t imulat ion lumineuse  dans l'6preuve 
h6t6rologue du hamster ,  purement  exp6rimen- 
tale, qui teste le pouvoir fusiog6nique des sper- 
matozoides huma ins  avec les ovocytes d4pellu- 
cid6s de hamster .  Le groupe de 43 sujets exa- 
min6s pour inf6condit6 nous a permis de faire 
une analyse des variables appari4es dans le 
test  du hams te r  avec des spermatozoides irra- 
di4s ou non. Cette analyse a montr4 qu'une 
exposition de deux minutes  au LFE pouvait 
am61iorer le pouvoir fusiog6nique des sperma- 
tozo~des "faibles". Dans la comparaison de nos 
deux sous-groupes nous n'avons d6cel4 aucune 
diff6rence significative dans les variables du 
sperme aux examens  de routine, peut-~tre 
cause du nombre insuff isant  de cas. Des 4tudes 
ant4rieures chez l 'homme [32] portant  sur un 
nombre plus consid4rable de cas ont d6montr6 
une corr61ation significative entre la qualit4 du 
sperme et son pouvoir fusiog4nique. Le pouvoir 
fusiog6nique du sperme corr~le aussi avec les 
autres fonctions du sperme telle que la r4ac- 
tion acrosomique [3, 25] dont le taux a 4t6 trou- 
v6 g6n6ralement bas [39]. Dans le pr6sent tra- 
vail, nous avons tent4 d'6valuer le taux de 
r6action acrosomique par  la m4thode de colo- 

rat ion ~ la biotine li4e au pisum [24]. Cette 
m6thode a bien fonctionn6 avec les spermato- 
zoides de souris mais non avec les frottis de 
spermatozoides humains  de notre groupe sur 
lesquels les r6sultats 4taient  al6atoires. Etait-  
ce ~ cause des cas fr6quents d'oligozoospermie 
avec tr6s peu de spermatozo~des mobiles apr6s 
s41ection, ou ~ cause de la persis tance apr6s 
lavage, de j aune  d'ceuf fix4 ~ la t~te des sper- 
matozoides ? Quoiqu'il en soit, l ' incubation des 
spermatozo~des au TEST et j aune  d'ceuf agit 
sur  leur  pouvoir fusiog6nique [25] ainsi que 
sur leur  a t t achement  ~ la zone pellucide [21], 
sans toutefois augmen te r  le taux de r6action 
acrosomique 6valu6 par  la m6thode de triple 
coloration [25]. I1 semblerai t  que l 'examen de 
la r6action acrosomique en clinique huma ine  
soit probl4matique. Plachot  et coll. [28] n 'ont 
pas trouv6 de corr61ation entre  elle et les r4sul- 
ta ts  de la FIV. De fait, la r6action acrosomique 
n'est  pas entr4e en usage de rout ine en cli- 
nique humaine .  Quant  au  pouvoir fusiog6- 
nique du sperme, nous avons montr6, avec 
d 'autres,  qu'il corr41ait 4galement  avec le test  
de l 'h6mizona et la FIV [32, 33], mais que cette 
corr61ation n'6tait que partielle,  sans doute en 
raison du caract6re multifactoriel  du pouvoir 
f6condant du sperme [33]. Ces spermatozoides 
"faibles" auraient- i ls  besoin d 'une surcharge  
d 'H20  2 pour am61iorer leur  fonction, contrai- 

r emen t  aux "bons" spermatozo~des pour qui 
cette surcharge serait  superflue et peut-~tre 
m6me nuisible? La poursui te  de nos t ravaux  
pourrai t  donner  la r4ponse. Les effets b6n6- 
fiques des rayons laser  He-Ne nM 630 de faible 
6nergie sur  les spermatozo~des se l imiteraient-  
ils au syst~me de FIV mur in ,  ou pourraient- i ls  
aussi  s '4tendre aux procr4ations m4dicalement  
assist4es humaines ,  am41iorant les perfor- 
mances  reproduc t ives  des spermatozoides .  
Mais il faudrai t  d'abord s 'assurer  chez l'hom- 
me de l 'innocuit6 ~ petite dose de cette i rradia-  
tion que l'on sait ~tre d416t~re ~ dose 61ev4e 
[29]. 
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t i o n  o n  m o u s e  a n d  h u m a n  s p e r m a t o z o a .  

Y. S O F F E R ,  R. LUBART,  H. B R E I T B A R T  

I N T R O D U C T I O N .  T h e  e f f e c t s  o f  l o w  e n e r g y  
H e - N e  630  l a s e r  (LEL) i r r a d i a t i o n  o n  v a r i o u s  
a s p e c t s  o f  c e l l  m e t a b o l i s m ,  i n c l u d i n g  p r o l i f e -  

r a t i o n ,  r e s p i r a t i o n ,  A T P  s y n t h e s i s  a n d  C a  2+ 
u p t a k e ,  h a v e  b e e n  r e c e n t l y  r e c o g n i z e d  i n  
s o m a t i c  c e l l s ,  a n i m a l  s p e r m a t o z o a  a n d  
e m b r y o n i c  ce l l s .  

O B J E C T I V E S .  1- To a n a l y z e  t h e  i n  v i t r o  
e f f e c t s  o f  L E L  i r r a d i a t i o n  o n  t h e  m o u s e  I V F  
m o d e l .  2- To a s s e s s  t h e  e f f e c t s  o f  e x p e r i m e n t a l  
L E L  i r r a d i a t i o n  o n  h u m a n  s p e r m a t o z o a  i n  t h e  
s p e r m - z o n a  f r e e  h a m s t e r  e g g  p e n e t r a t i o n  
(SPA)  m o d e l .  

M A T E R I A L  & M E T H O D S .  1- I n  a m o u s e  I V F  
m o d e l ,  p o o l e d  o o c y t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  24  
h.  w i t h  L E L - i r r a d i a t e d  a n d  n o n - i r r a d i a t e d  
e p i d i d y m a l  m o u s e  s p e r m a t o z o a .  T h e  p e r c e n -  
t a g e  o f  f e r t i l i z e d  e g g s ,  i n t r a c e l l u l a r  Ca2+ a n d  

Ca2+ u p t a k e  a s  w e l l  a s  t h e  e f f e c t s  o f  r e a c t i v e  
o x y g e n  s c a v e n g e r s  w e r e  c o m p a r e d  i n  t h e  t w o  
g r o u p s .  2- I n  t h e  e n h a n c e d  S P A  m o d e l ,  w i t h  
o v e r n i g h t  TEST-Yolk  p r e i n c u b a t i o n ,  L E L - i r r a -  
d i a t e d  a n d  n o n - i r r a d i a t e d  e j a c u l a t e d  s p e r m a -  
t o z o a  f r o m  43 i n f e r t i l e  m e n  w e r e  i n c u b a t e d  
for  3 h w i t h  f r e s h  z o n a - f r e e  h a m s t e r  e g g s .  T h e  
p e r c e n t a g e  o f  e g g s  p e n e t r a t e d  (SPA%) b y  irra-  
d i a t e d  o r  c o n t r o l  s p e r m  w a s  c o m p a r e d .  
A c r o s o m e  r e a c t i o n  (AR) a n d  H e m i z o n a  A s s a y  
(HZA) w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  o n  t h e  s a m e  e j a c u -  
l a t e s .  

R E S U L T S .  1- I n  m i c e ,  b r i e f  L E L  i r r a d i a t i o n  
e n h a n c e d  i n t r a c e l l u l a r  Ca2+ i n f l u x  a n d  
i n c r e a s e d  t h e  in  v i t r o  f e r t i l i z a t i o n  c a p a c i t y  o f  

s p e r m a t o z o a .  M i t o c h o n d r i a l  Ca  2+ t r a n s p o r t  
m e c h a n i s m s  a n d  H 2 0 2  a p p e a r e d  to  b e  i n v o l -  
v e d  in  t h e s e  L E L  e f f ec t s .  2- I n  t h e  43 m a l e  
p a t i e n t s ,  A R  a n d  S P A  w e r e  c o r r e l a t e d ,  w h i l e  
S P A  a n d  H Z A  w e r e  p o o r l y  c o r r e l a t e d .  I n  t h e  
w h o l e  g r o u p ,  t h e  m e a n  SPA% o f  L E L - i r r a d i a -  
t e d  a n d  c o n t r o l  s p e r m  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t :  49 .8  • 39 .9  a n d  51.0  • 34.9,  r e s p e c t i -  
ve ly .  N o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  w a s  o b s e r v e d  i n  50  
% o f  c a s e s .  F o l l o w i n g  i r r a d i a t i o n ,  S P A %  
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i n c r e a s e d  in  25% o f  c a s e s  a n d  d e c r e a s e d  in  
25% o f  c a s e s .  H o w e v e r ,  c l a s s i f y i n g  al l  c a s e s  
a c c o r d i n g  to  t h e  S P A  c u t - o f f  p o i n t  o f  30% as  
p o o r  a n d  g o o d  s p e r m  in  t h i s  e n h a n c e d  SPA 
m o d e l ,  s h o w e d  t h a t  L E L  i r r a d i a t i o n  s ignif i -  
c a n t l y  i n c r e a s e d  SPA% o n l y  i n  t h e  p o o r  s p e r m  
s u b g r o u p  (n=16) f r o m  5.5 • 8.9 t o  23.1 • 25.2 
(p<0.0001).  T h i s  i n c r e a s e  w a s  o b s e r v e d  in  50% 
o f  t h e s e  p a t i e n t s .  I n  t h e  g o o d  s p e r m  c a t e g o r y  
(n=27),  n o  i m p r o v e m e n t  o f  SPA% w a s  o b s e r -  
v e d .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  L E L  i r r a d i a t i o n  d e c r e a -  
s e d  SPA% f r o m  76.1 • 24.4 t o  67.6 • 

C O N C L U S I O N .  I n  a m o u s e  I V F  m o d e l ,  L E L  
i r r a d i a t i o n  o f  s p e r m a t o z o a  i m p r o v e d  i n t r a c e l -  
l u l a r  C a 2 + i n f l u x  a n d  e g g  f e r t i l i z a t i o n .  H 2 0 2  
s e e m s  to  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  b i o c h e m i c a l  c a s c a -  
d e  t r a n s f o r m i n g  l i g h t  s i g n a l s  i n t o  a b i o l o g i c a l  
r e s p o n s e .  I n  m a n ,  u s i n g  t h e  S P A  m o d e l ,  L E L  
s p e r m  i r r a d i a t i o n  m i g h t  i m p r o v e  t h e  p e n e t r a -  
t i o n  c a p a c i t y  o n l y  i n  t h e  c a s e  o f  p o o r  q u a l i t y  
s p e r m ,  b y  i n c r e a s i n g  s p e r m  e g g  p e n e t r a t i o n  
i n  o n e  h a l f  o f  c a s e s ,  o t h e r w i s e  L E L  is  ine f fec -  
t i ve .  F u r t h e r  s t u d i e s  a r e  r e q u i r e d  to  c o n f i r m  
t h e s e  r e s u l t s ,  b u t  L E L  s h o u l d  n o t  b e  c o n s i d e -  
r e d  f o r  c l i n i c a l  u s e  u n t i l  i t s  s a f e t y  h a s  b e e n  
p r o v e n .  ( S u p p o r t e d  b y  g r a n t s  f r o m  t h e  C h i e f  
S c i e n t i s t  Off ice ,  M i n i s t r y  o f  H e a l t h )  

Key words  : Spermatozoa, Laser He-Ne, murine 
IVF, intracellular Ca 2+, Hamster test 
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