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- ACTH : Adrénocorticothrophine.

- Ac : Anticorps

-  Ag:  Ant igène

- AMPc: Adénosine Monophosphate Cyclique.

- BSA: Albumine du sérum du bceuf.

- BZD: Benzodiazépines.

- CA : Catécholamines.

- CBG: Corticosteroid Binding Globulin.

- CD: Classe de différenciation

- CFC : Cells Forming Colonies.

- CMH: Complexe Majeur d'Histocompatibil i té

- COMT : Cathécol-O-Méthyl Transférase.

- Con-A : Concanavaline-A.

- CRH : Corticotropin Releasing Ilormone

- CRF : Corticotropin Releasing Factor.

- CTL: Lymphocytes T cytotoxiques.

- DAB : Diaminobenzidine.

- DHBA : Dihydroxybenzylamine.

- DOPA : Dihydroxyphénylalanine.

- DTH : Hypersensibilité de contact (Delay Hypersensitivity).

- ELISA : Enzym Linked ImmunoSorbent Assay

- EM: Eminence Médiane

- GM-CFC : Granulocyte-Monocytes, Cells Forming Colonies.

- GTPy: Guanosine 5'o-3-ThiotriPhosphate.

- GN: Cellules Gonadotropes.

- HES : Hématoxyline Eosine Systémique.

- HIV : Human Immunodéfiscience Virus.

- HPA: Axe hypothalamo hypophyso-surrénalien

(Hypothalamo-Pituita ry-Adrenal).

- HSV: Herpes Simplex Virus.

- i.c.v : Injection Cérébro-Ventriculaire.

- Ig : Immunoglobulines.



Abréviations

- IL: Interleukine

- i.m.: Intramusculaire,

- INF : Interféron .

- i.p.: Intrapéritonéale.

- KLH: Keyhole Limpet Hemocyanin

- LA: Lobe antérieur

- LP : Lobe Postérieur

- LPB : Lame Basale Péricordonale

- LPS: Lipopolysaccharides

- LT: Lobe tubéral

- LENK: Leucine Enképhaline.

- LEA : Leukocytes Endothelial Adhesion.

- MA : Mastocytes.

- MENK: Méthionnine Enképhaline.

- MAO: Mono-Amine Oxydase.

- MSH : Melanocyte Stimulating Hormone

- Nt : Neurotensine

- NK : Cellules tueuses naturelles (Natural Killer).

- OC : Cellules Opio-Corticotropes

- P: Cellules à Prolactine.

- PB : Polynucléaires basophiles.

- PBMC : Les cellules mononucléaires du sang périphérique

(Peripheral Blood Mononuclear Cells).

- PBR: Les récepteurs benzodiazépiniques périphériques.

(Peripheral Benzodiazepine Receptor)

- PE : Polynuclèaires Eosinophiles.

- PFC : Plage de lyse (Plaque Forming Cells).

- PGE2: Prostagandines E2

- PHA: Phytohemaglutinin.

- PN: Polynucléaires Neutrophiles.

- POMC: Pro-Opio-Mélano-Cortine.

- S: Les cellules Somatotropes.

- SIF: Small Intensley Fluorescent

- SNA: Système Nerveux Autonome.

- SNC : Système Nerveux Central.

- SRBC: Les globules rouges de mouton (Sheep Red Blood Cells)



Abreviations

- TGF-p : Facteur de croissance transformant (Transforming Growth Factor-p).

- TCR: Récepteurs d'antigènes des cellules T (T Cell Receptor)

- T: Cellules thyréotropes.

- TH : Tige Hypophysaire

- VIP: Peptide Intestinal Vasoactif.
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Tableau l. Marqueurs de surface des cellules NK murines.

Tableau. 2 Récepteurs des opioides et leurs ligands

Tableau. 3 Les différents paramètres retenus pour la procédure du stress physique.

Tableau. 4Effet de I'immunisation sur le nombre des leucocytes chez la souris. N:9x2 lots. p<0.05 est
considéré sisnifi catif.

Tableau. 5 Effet de I'immunisation sur les paramètres sanguins chezla souris. N=9x2 lots. p< 0.05 est
considérée sienifi catif.

Tableau' 6 Effet de I'intervalle entre I'immunisation et le stress sur la réponse leucocytaire chez la
souris. N:9x6 lots. p< 0.05 est considérée significatif.

Tableau. 7 Effet du stress sur I'immunité humorale (i.e. la concentration des anticorps totaux) chezla
souris. p< 0.05 est considéré significatif.

Tableau. 8 Effet du stress sur la réponse gastrique à différentes intervalles de I'immunisation lj, 3j et 5j
chezla souris. p< 0.05 est considéré significatif.

Tableau' 9 Effet de I'immunisation sur le comportement général des animaux non stressés dans les tests
de I'escalier et de la chambre claire/obscure. N:10x12 lots. p<0.05 est considéré significatif.

Tableau. l0 Effet du stress expérimental appliqué à court terme sur le comportement général de la
souris dans le test de la chambre claire/obscure. p< 0.05 est considéré significatif.

Tableau. l1 Effet du stress expérimental appliqué à court terme sur le nombre des marches montées et
des redressements effectués par les animaux dans le test de l'escalier. p< 0.05 est considéré significatif.

Tableau. 12 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
leucocytes chezla souris. N:9x4 lots. p<0.05 est considérée significatif.

Tableau' 13 Effet du skess physique appliqué à court terme et à long terme, sur les paramètres sanguins
chezla souris. N:9x4 lots. p< 0.05 est considéré significatif.

Tableau. 14 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
leucocytes chezla souris. N: 9x4 lots. P<.0.05 est considéré signihcatif

Tableau. 15 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur les paramètres
sanguins chezla souris. N:9x4 lots. P< 0.05 est considéré significatif.

Tableau. 16 Détermination des effets du stress physique et psychosocial appliqués à court terme (lj),
sur la concentration plasmatique de I'adrénaline et de la noradrénaline chez la souris.

Tableau. 17 Effets de Atropa belladonna L. sur le nombre des sous populations leucocytaires chezla
souris. N:9x8 lots. CH: Centésimales Hahnemaniennes.
- NS0/S0: oo":p< 0.001 , o'  :  p<0 01, '  :  p<0 05
- NSOAIS Bel5,9 et l5CH: +++: p< 0.001,++: p< 0.01.
-  S0/S Be l5 ,9  e t  l5  CH :  * * *  :p<  0 ,001,  * * :  p<  0 .01 ,  * :  p<  0  05
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Tableau. 18 Effets de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des sous populations leucocytaires
chezla souris. N=9x8 lots. CH: Centésimales Hahnemaniennes.
- NS0/S0: "o: p< 0.001, "" : p<0.01, o : p<0.05.
- NS0Â{S Cel 5 et 9 CH:++: p< 0.01, + ; p<fl.95.
-  S0/S Gel  9 et  l5  CH :  ***  :p< 0.001,  ** :p< 0.01.

Tableau. l9 Effets du Poumon histamine sur le nombre des sous populations leucocytaires
chezla souris. N=9x8 lots. CH : Centésimales Hahnemaniennes.
- NS0/S0: ooo:p< 0.001, "o : p<0.01, o : p<0.05.
-  NSOÀIS P.  His 9 et l5CH ++:  p< 0.01.
-  S0/S P.  His 5,9 et  l5  CH :  ** r :p< 0.001,  t * :p< 0.01,  r :p< 0.05.

Tabfeau. 20 Effets de Atropa belladonna L, Gelsemium sempervirens L. et Poumon histamine sur la
réponse gastrique chezla souris. N=5x19 lots. CH : Centésimales Hahnemaniennes.
NS : non significatif.
Le taux de protection (%) = a-bla x I00.
a : moyenne de la longueur des lésions de la muqueuse gastrique chez les animaux traités au NaCl 0.9 %.
b : moyenne de la longueur des lésions de Ia muqueuse gastrique chez les animaux traités avec les produits étudiés.

Fig. I Les voies de communication entre les systèmes nerveux central, endocrinien et immunitaire.

Fig. 2 Coupe longitudinale de la paroi stomacale.

Fig. 3 Aspect morphologique d'un lymphocyte, (a) en microscopie optique, (b) en microscopie électronique.

Fig. 4. Marqueurs de surface des cellules B périphériques murines et humaines.

Fig. 5 Stades de maturation de la l ignée B.

Fig. 6 Etapes principales de la différenciation intrathymique du lymphocyte T.

Fig. 7 Marqueurs de surface des cellules T périphériques murines et humaines.

Fig. 8 Reconnaissance de I 'antigène par les lymphocytes TCD4 ; CPA ; cellules d'antigènes.

Fig. 9 Reconnaissance de I 'antigène par le lymphocyte TCDS ; TCR : récepteur des cellules T.

Fig. l0 Cellule NK CN) fixée à une cellule cible (T).

Fig. l l  Représentation schématique de I 'hématopoièse des cellules B dans la moelle osseuse

Fig. l2 Structure anatomique du thymus

Fig. l3 Structure d'un ganglion tymphatique.

Fig. 14 La rate: a) Tissu lymphoide de la rate, b) organisation du tissu lymphoide de Ia rate.

Fig. 15 Tissu lymphoide muqueux.

Fig. l6 Structure microscopique de la glande surrénale, (a) schéma. (b) Photographie d'une coupe
transversale de la glande surrénale. On aperçoit la cortico-surrénale et une paftie de la médullo-surrénale.

Fig. 17 Structure de base des stéroïdes. Elle est composée de trois cycles de cyclohexane et d'un cycle de
cyclopentane. Les atomes de carbone sont numérotés pour identifier les groupes fonctionnels.

Fig. l8 Principales chaînes de biogenèse des glucocorticoides.

Fig. l9 Les différentes voies de biosynthèse des catécholamines.

Fig. 20 Les différentes parties de I 'hypophyse.

Fig. 21 Représentation schématique du lobe antérieur.
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Fig.22 Chaîne peptidique de la pro-opiomélanocorline.

Fig. 23 Représentation de la structure hypothétique et des fonctions du complexe récepteur au GABA-
A/récepteur benzodiazépinique/canal chlorique. Les sous unités B contiennent un site de fixation pour le
GABA et des sites de fixation pour les barbituriques et certains convulsivants. Les sous unités a contiennent le
récepteur benzodiazépin ique.

Fig.24 Schéma représentant les principales étapes de la procédure de la coloration standard à hématoxyline
éosine (HE)

Fig. 25 Schéma du principe d'un cytofluorimètre

Fig.26 Représentation biparamétrique ou cytogramme de cellules de sang périphérique .

Fig.27 Analyse en double immunofluorescence chez des animaux non stressés. (a): lymphocytes T auxiliaires
(T CD4) ; (b) ; lymphocytes T cytotoxiques/suppresseurs (TCD8) ; (c) : Cellules naturelles tuôuses (NK) ; (d)
Témoin négatif de I'aniticorps anti-TCD4;(e) :Témoin négatif de l'anticorps anti-NK.

Fig. 28 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des transitions
effectuées par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:10x4 lots. NS: non stressés:
S:  s t ressés.  ** , ! '  p< 0.001;  *  :  p< 0.05.

Fig. 29 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des redressements
effectués par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:10x4 lots. NS: non stressés;
S:  s t ressés.  Rd:  redressements.  t ' { ' : t :  p<0.001,  ** :  p<0.01;ooo:  p<0.001.

Fig. 30 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le temps passé par la souris
dans les deux compartiments éclairé et obscure du test de la chambre claire/obscure. N:10x4 lots.
Tps:  temps.  *** :  p<0.001; ' :  p<0.05.

Fig. 31 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur I'activité locomotrice de la
souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=l0x4 lots. **: p< 0.01.

Fig. 32 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des transitions
effectuées par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N: l0x4 lots. *: p<0.05.

Fig' 33 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
redressements effectués par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=I0x4 lots. NS: non
stressés; S: stressés. Rd: redressements. *** :p<0.001; **: p< 0.01;": p<0.05.

Fig. 34 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le temps passé par la
souris dans les deux compartiments éclairé et obscure du test de la chambre claire/obscure. N:10x4 lots.
Tps :  t emps .  * * * ;  p<0 .001 ; * *  : p<0 .01  ;  

oo :  p (0 .01  ; . : p<0 .05 .

Fig. 35 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur I'activité locomotrice de
la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:I0x4 lots. ooo:p< 0.001.

Fig. 36 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des redressements
effectués dans le test de I 'escalier. N=10x4 lots. **:p<0.01; *:p<0.05.

Fig. 37 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des marches
montées dans le test de I 'escalier chez la souris. N:I0x4 lots. ***: p<0.01; **:p<0.01.

Fig. 38 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
redressements effectués par la souris dans le test de I 'escalier. N=10x4 lots. ***:p<0.01; *: p<0.05.

Fig. 39 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des marches
montées dans le test de I 'escalier chez la souris. N:10x4 lots. ,r,**. p<0.0 l; **:p<0.01.

Fig. 40 Effet de I'immunisation sur I'immunité cellulaire chezla souris. N:9-10/x4 lots.



NINS:non immunisés non stressés. INS: immunisés non stressés. NIS: non immunisés stressés.
IS: immunisés stressés. *: NINS/INS;': NINS/}.{IS; +: INS/IS.

Fig. 4l Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des lyrnphocytes
auxil iaires TCD4 chez la souris. N= 9-10/x4 lots. NS: non stressés; S: stressés. ***: p<0.001;**:p<0.01.

Fig. 42 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des lymphocytes
suppresseurs/cytotoxiques TCD8 chez la souris. N=9-10/x4 lots.

Fig. 43 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nornbre des cellules
tueuses nature l les NK chez la  sour is .  N=9-10lx4 lo ts .  *** :  p< 0.001;  * :  p< 0.05.

Fig. 44 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
lymphocytes auxil iaires TCD4 chez la souris. N=9-10/x4 lots. ***: p< 0.001; **: p<0.01.

Fig. 45 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des
lymphocyes cytotoxiques/suppresseurs TCD8 chez la souris. N:9x4 lots.

Fig. 46 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des cellules
tueuses naturelles NK chez la souris. N=9x 4 lots. **: p< 0.01; *: p< 0.05.

Fig. 47 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long termé, sur la concentration plasmatique
de la cor t icostérone chez la  sour is .  N:5x4 lots .  *** :  p< 0.001;  * :  p< 0.05.

Fig. 48 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur la concentration
plasmatique de la corticostérone chez la souris. N=5x4 lots. *: p<0.05.

Fig. 49 (a) : chromatogramme du mélange NAD standard; (b) : chromatogramme réalisé chez.des
animaux non stressés. PCA :acide perchlorique, Ad : adrénaline ; Nd : noradrénaline ; D : DHBA.

Fig. 50 Chromatogramme réalisé chez des animaux exposés à court terme au stress physique (a) et
d'autres exposés à court terme au stress psychosocial (b). PCA :acide perchlorique, Ad : adrénaline ;
Nd : noradrénaline ; D : DHBA.

Fig. 5l structure de la morphine

Fig. 52 Structure de la naloxone

Fig. 53 Effet de la morphine sur le nombre des TCD4 chez les souris stressées. N= 9x8 lots. NS: non
stressés;  S:  s t ressés.  * :  NS0AISl ,5et l0 ;  +S0,S1,5et l0;  +:  S0/Sl ,5et l0 ;  -  :  NS5, l0/S5,10.

Fig' 54 Effet de la morphine sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées. N=9x8 lots. NS: non
s t ressés ;  S :s t ressés . * :NS0AIS l ,5e t l 0 ;S0 ,S l , 5e t l 0 ;+ ;S0 /S1 ,5  e t  l 0 ; - :NS l0 /S10 .

Fig. 55 Effet de la morphine sur le nombre des cellules NK chez les souris stressées. N:9x8 lots. NS:
non  s t ressés ;  S :  s t ressés .  * :  NS0ÀIS5 , l 0 ;  S0 ,S l , 5  e t10 ;+ ;  S0 /S1 ,5  e t  l 0 ; - :  NS l ,5 /S1 ,5 .

Fig.56. Effet de la naloxone sur le nombre des T CD4 chez les souris stressées. N=9x8 lots. NS :non
stressés;S:  s t ressés.* :NSO/NS2, l0 et  50;S0,2,10 et50;+:  S0/S2,10 et  50;- :NS2/S2.

Fig. 57 Effet de la naloxone sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées. N:9x8 lots. NS: non
stressés; S: stressés.

Fig. 58 Effet de la naloxone sur le nombre des cellules NK chez les souris shessées. N=9x8 lots.
NS:non st ressés;  S:  s t ressés.  * :NS0AIS2, l0 et  50;  S0,S2,  l0 ;+:  S0/S2,10,50;- :NS2,  l0 /S2,  10.

Fig. 59 Implications des récepteurs opioides dans les perturbations de la réponse des TCD4 chez les
souris stressées. N=9x12 lots. NS; non stressés; S: stressés. *:NSNO//I{SN2,l0/M5;.:SN2/iSN2/M5:
+ : SNO//SN2, I 0/M5 ;-: SM5//SN2, I 0/M5.

o
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Fig. 60 Implications des récepteurs opioides dans les perturbations de la réponse des cellules TCD8 chez
les souris stressées. N:9x12 lots. NS: non stressés;
S : stressés. * :N SNO/^ISN2, I 0/NI5 ;' : SM5//SN2, I 0/M5

Fig. 6l Implications des récepteurs opioides dans les perturbations de la réponse des cellules NK
chez les souris stressées. N:9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés. + : S0/SN2ÂyI5; ':SN2//SN2/M5;

-: SM5//SN2/M5.

Fig.62 Structure du clorazépate dipotassique

Fig, 63 Structure du flumazénil

Fig.64 Effet du Clorazépate dipotassique sur le nombre des T CD4 chez les souris stressées.
N:9x8lots.  NS :non st ressés;S:  s t ressés.  * :NS0À{S0.1 et l ;S0,1 et  10;+;  S0/S0. l ,1et  l0 ;
- : N S O . l / S 0 . 1 .

Fig. 65 Effet du Clorazépate dipotassique sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées.
N:9x8 lots. NS : non stressés;S : stressés. * : NSO/I{SO. 1, I 0;-: NS0. l/S0. I .

Fig. 66 Effet du Clorazépate dipotassique sur le nombre des cellules NK chez les souris sffessées.
N :9x8 lo t s .  NS  :non  s t ressés ;S :  s t ressés . * :NS0ÀIS  0 .1 ,1 ;S0 ,  S1  ;+ :S0 /S0 .1 ,10 ;  - :  NS  0 .1 ,1 /S0 .1 ,1 .

Fig. 67 Effet du flumazénil sur le nombre des TCD4 chez les souris sffessées. N:9x8 lots. NS : non
s t ressés ;S :s f f essés .  * :NS0À{S2 .5 ;  + :S0 /S5 ,10 ; - :NS5 ,10 /S5 ,10 ;o :NS0 /S0 ,S2 .5 .

Fig. 68 Effet du flumazénil sur le nombre des TCDS chez les souris stressées. N:9x8 lots. NS : non
stressés; S : stressés. +: S0/S5 ;-: NS5, I 0/S5, I 0.

Fig. 69 Effet du flumazénil sur le nombre des cellules tueuses naturelles chez les souris stressées.
N:9x8 lots .  NS ;  non st ressés;  S:  s t ressés.  * :NSO,NS0, NS5, l0;+:S0/S5,10;- :  NS5, l0/S5,10.

Fig. 70 Implications des récepteurs benzodiazépeniques dans la réponse des TCD4 chez les souris
stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés. *:NSF0/Â.{SF2.5,51T0.1;+:SF0//SF2.5,5/T0.1;

":SF5//SF5/T0. I ; -: ST0. 1//SF5/T0. I

Fig.7l Implications des récepteursbenzodiazépeniques dans la réponse des TCDS
chez les souris stressées. N:9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés. *:NSFO/À{SF2.5,5/T0.1;

+:SF0//SF5/T0. I ; -:ST0. l//SF2.5,5/T0. 1.

Fig.T2Implications des récepteurs benzodiazépiniques dans les perturbations de laréponse des cellules
NK chez les souris stressées. N:9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés.
*: NSFO/ÀJSF2.5,5lT0.l: +: SF0//SF5/T0.1; ':NSF0//SF2.5; -:NSF2.5, 5lT0.1llSFz.5,5lT0.l .

Fig. 73 Interactions des récepteurs benzodiazépiniques et opioïdes dans la réponse
des TCD4 chez les souris stressées. N:9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés.
* :NSF0//NSF5/M5 ; +: SF0//SF I 0/M5 ;': SM5//SF5, I 0/M5 ; -: SF5//SF5/M5.

Fig.74 Interactions des récepteurs benzodiazépiniques et opioides dans les perturbations de la réponse
des TCDS chez les souris stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés.

Fig. 75 Interactions des récepteurs benzodiazépiniques et opioïdes dans les perfurbations de la réponse
des cellules NK chez les souris stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés;
S : stressés. +: SFo//SF5, I 0AvI5 ; " : SM5//SF5, I 0/M5 ; -: SF I O//SF I 0,rI\45.

Fig.76 Schéma des dilutions hahnemaniennes.

Fig.77 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des transitions effectuées par
les souris stressées dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH : Centésimales Hahnemaniennes.':NS0/S0 ;+:NSOÀtrSBell5 ; *: S0/SBel5,9 etl5 CH.
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Fig. 78 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le temps passé dans le compartiment clair par
les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH :  Centésimales Hahnemaniennes.  o:NS0/S0;+:NSONSBel5;* :S0/SBe15,9, l5  CH.

Fig. 79 Effet des dilutions d,e Atropa belladonna L. sur le nombre des redressements effectués par les
souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH : Centésimales Hahnemaniennes. o: NS0/S0; +: NS0ÀISBeI5,9 et l5 CH: -: NS Belg et 15 CH/S
Be l9  e t  l 5  CH.

Fig. 80 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le nombre des transitions effectuées par les souris
dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. CH: Centésimales
Hahnemaniennes. o: NS0/S0. *: S0/S Phis 5 et 15 CH.

Fig. 8l Effet des dilutions de Poumon histamine sur le temps passé dans le compartiment clair par les
souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. CH : Centésimales Hahnemaniennes.
NS: non stressés; S: stressés. o: NS0/S0, *:S0/SP.His5,9,l5 CH;
- :  NSP.H is  lSCH/SP.H is  l 5CH.

Fig. 82 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le nombre des redressements effectués oar les
souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH : Centésimales Hahnemaniennes. o:NS0/S0, +:NSOÀ{Sp.his 5,9,15 CH; *: S0/S5 CH.

Fig. 83 Effet des dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des transitions effectuées
par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N:lOx8lots. NS: non stressés: S: stressés.
CH : Centésimales Hahnemaniennes. ": NS0/S0; *:SO/SGeIS,9,l5 CH ;
- :  NS Gel5.9CH/S Gel5 et  9 CH.

Fig. 84 Effet des dilutions de Gelsemium semperstirens L.. sur Ie temps passé,par les souris dans le
compartiment clair du test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. NS: non stressés; S; stressés.
CH ; Centésimales Hanhemaniennes. ": NS0/S0. *: S0/SGel5,9 et l5 CH ;

-  :  NSGel5,9 CH/S Gel  5,9CH.

Fig. 85 Effet des dilutions de Gelsemium sempervirens L, sur le nombre des redressements effectués
par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N= l0x8 lots. CH :Centésimales
Hahnemaniennes. NS: non stressés; S: stressés.o: NS0/s0. +: NS0/NSGel5 et 9 cH.

Fig. 86 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des marches montées effectuées par
les souris dans le test de I 'escalier. N:10x8 lots. NS: non stressés. s: stressés.
cH:centésimales Hahnemaniennes.o:  NS0/s0;+:NS0ÀISBe|5 et  l5  cH,  * :  s0/SBel l5 cH;
-  :NSBel l  5CH/SBel l  5CH.

Fig.87 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des redressements effectués par les
souris dans le test de I 'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S; stressés. CF:Centésimales
Hahnemaniennes. o: NS0/S0; +: NSO/NSBelgCH; *: S0/SBell5CH.

Fig. 88 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le nombre des marches montées par les souris dans
le test de I 'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés. CH : Centésimales Hahnemaniennes.
' :  NSo/S.  +:NS0aiSP.his5,9 et l5cH.* :  S0/Sp.h is  5,  9cH; -  :NS p.Hiss,  9cHls p.His5,  9 cH.

Fig. 89 Effet des dilutions d,e Poumon histamine sur le nombre des redressements effectués par les
souris dans le test de I 'escalier. N:10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés. CH: Centésimales
Hahnemaniennes. .:NSO/S0; +: NSOÀIS P.his9; *: S0/Sp.his 5 et 9 CH.

Fig' 90 Effet des dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des marches montées par les
souris dans Ie test de I 'escalier. N=l0x8lots. NS: non stressés. S: shessés. CH : Centésimales
Hahremaniennes. o: NS0/S0; + NSO/NSGel5et l5CH;*: SO/SGe|S,l5 CH.

Fig. 9l Effet des dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des redressements effectués par
les souris dans le test de I 'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés. CH: Centésimales
Hahnemaniennes.": NS0/S0; +: NSO/t,lSGel5et l 5 CH.



Figures et tubleaax

Fig. 92 Les effets des hautes dilutions de Gelsemium sempervirens L . sur le nombre des lymphocytes T
CD4 chez la souris. N:9x8. NS: non stressés. S: stressés. CH : Centésimales Hahnemaniennes.* :NSOÀ{SGeI9, l5 ,30;  S0;  +:SO/SGel9, l5 .

Fig. 93 Les effets des hautes dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des lymphocytes T
CD8 chez la souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S; stresiés. CH : Centésimales Hahnemaniennes.
+:  SO/SGel15 et  30;  - :  NSGel15,30/SGel l5,30.

Fig. 94 Les effets des hautes dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des cellules NK
chezla souris. N:9x8 lots. NS: non stressés, S: stressés. CH : Centésimales Hahnemaniennes.*: NSOÀtrSGel9,S0; +: SO/SGel9, I 5 er 30; -: NS Gel9, I 5,30/SGel9, I 5,30 CH.

Fig. 95 Les effets des hautes dilutions de Poumon histamine sur le nombre des lymphocytes T CD4
chezla souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. CH : Centésimales Hahnemàniônnei.* :  NSOÀISPhis9, l5 ,30 CH, S0 ;+ ;  S0/S p.h is , l5  et  30 CH.

Fig. 96 Les effets des hautes dilutions de Poumon histamine sur Ie nombre des lymphocytes T CDg
chez la souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. CH : Centésimales Hahnemàniénnes.
* :  NS0À{SP.his l5;  +:  S0/SP.his l5;  - :  NSp.his t5/Sp.h is l5.

Fig. 97 Les effets des hautes dilutions de poumon histamine, sur le nombre des
cellules NK chez la souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH: Centésimales Hahnemaniennes.  * :NS0/S0;+:SO/SP.his9,15,30;- :  NSp.his l5,3O/Sp.h is l5.3OCH.

Fig. 98 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminum, str le nombre des lymphocytes TCD4 chez la
souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. cH : centésimales Hahnemaniennes.
*: NS0/NSHis9et3OCH, S0; +: S0/SHis9 eil5; -: NShis3OCIVShis3OCH.

Fig. 99 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminum, snr le nombre des lymphocytes TCDS chez la
souris. N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. cH : centésimales Hahnemaniennes.

Fig. 100 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminum sur le nombre des cellules NK chez la souris.
N:9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés. CH : Centésimales Hahnemaniennes. *:NSNSHis15,30; S0;
+:  SO/SHis9, l5  et  30CH.





Introduction

1. Définitions du stress

Qu'est ce que le stress ? Depuis de nombreuses années, les chercheurs sont

confrontés à cette question, Une ébauche de définition a été établie bien qu'il subsiste
encore de multiples inconnues dans une équation qui reste loin d'être résolue.
Depuis le premier article de Selye publié en 1936 sur le syndrome stress, plus de cent
vingt mille publications n'ont pas réussi à donner au concept de stress un statut
scientifique clairement reconnu et sa définition reste toujours contestée. Les principales
critiques de ce concept se résument en deux points :
- Le terme de stress désigne à la fois I'agent agresseur et la réaction de I'organisme à
I'agression.
- Les médiateurs impliqués dans I'agression sont nombreux et surtout mal connus sur le
plan fonctionnel.

Le processus du stress recouvre un ensemble de processus mis en jeu dans les
situations qui exigent de I' individu une réponse d'adaptation. On y met généralement les
opérations psychiques de nature émotionnelle, les réponses comportementales
d'ajustement et les mécanismes biologiques dont I'axe corticotrope et le système
sympathique sont les plus étudiés. Cependant, I'action de ces systèmes endocriniens
sur le système cardiovasculaire, le système nerveux central ou le système immunitaire,
peut être délétère et peut conduire I'organisme à la maladie, en particulier dans les
situations de stimulations répétées et durables.
Le processus du strêss est vital pour la stimulation des différentes fonctions biologiques.
Un fonctionnement normal de ce processus est indispensable au maintien de la santé
physique et psychologique. Le dérèglement de ce dernier entraîne des états
pathologiques. Actuellement, le stress est reconnu pour être impliqué dans de
nombreuses maladies, dites pluricausales dans lesquelles il peut jouer un rôle que
certains qualifient de permissif, d'autres de déclencheurs de la maladie. Les événements
de notre vie sont perçus et analysés, le cerveau qui les traduit en terme de danger et de
besoin d'adaptation, dès qu'un individu perçoit un danger, réel ou imaginé, son
organisme se met en état de défense en recourant à diverses modalités de réponse qui
tendront à rétablir l 'équilibre ou homéostasie.
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2. Phvsioloqie du stress

Les réponses aux facteurs de stress ou environnementaux menaçants, mettent en

æuvre des mécanismes d'adaptation centraux et périphériques, qui sont coordonnés par

le processus du stress dans le système nerveux central: SNC (cible de la perception du

stress), et par ses composantes périphériques: I 'axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (HPA), le système nerveux autonome.

Les principales voies impliquées dans les effets du stress sur la réponse immunitaire à

médiation cellulaire et humorale (voir Fig. 1), correspondent à I 'activation directe de I 'axe

corticotrope (CRF, ACTH) avec la l ibération de glucocorticoïdes, mais également une

activation du système sympathique périphérique. En plus de la l ibération du CRF, de

I'adrénaline et de la noradrénaline, certains médiateurs périphériques sécrétés (les

enképhalines, les endomorphines, la substance P et le neuropeptide Y) pendant le

stress affectent aussi la réponse immunitaire.

A côté de ces réactions aiguës de stress, des agressions moins intenses mais répétées

soll icitent à minima ces mêmes systèmes, dont la mise en jeu chronique peut induire un

facteur de vulnérabil ité et d'épuisement en raison du prolongement de cette soll icitation.

l l s'ensuit des diff icultés d'adaptation, avec une symptomatologie variée: sueurs, troubles

digestifs, symptômes cardio-vasculaires, irritabil i té, anxiété et parfois même dépression.

Ces mécanismes nerveux et/ou endocriniens déclenchés par un agent stressant peuvent

moduler directement la réponse inflammatoire. Au niveau digestif, le stress peut induire

chez I 'animal des ulcérations gastriques ou aggraver des lésions inflammatoires induites

par des agents chimiques
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Fig.4- Les voies de communication entre les systèmes nerveux central, endocrinien et immunitaire :
les cytokines sécrétées par les cellules de I'immunité peuvent stimuler en retour I'axe hypophysaire.
GC:glucocor t icoïdes;CRF:cor t ico l ibér ine;ACTH:adrénocor t icot rophine; l : immuni té ;
NE:noradrénal ine;Epi :adrénal ine;NPY:neuropept ideY;SP:substanceP( inspi rédel 'érudede
Lawrence & Kim,2000).
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Introduction

Notre présent travail comporte deux parties, une première partie fondamentale et une
deuxième partie appliquée. Nous avons util isé la souris comme modèle animal :
En première partie, nous avons déterminé :

- d'abord, I'ensemble des paramètres afin de valider des modèles de stress
expérimentaux fiables et reproductibles et qui permettent de mettre en évidence, d'une
manière aussi rigoureuse que possible, le lien entre le stress et les différentes altérations
des systèmes biologiques choisis pour l'étude; le choix des systèmes biologiques était
fondé sur la possibilité d'évaluer, d'un point de vue qualitatif et quantitatif, leurs réponses
à I'application du stress expérimental; les systèmes immunitaires, comportemental,
endocriniens et gastriques ont été retenus, puisqu'ils offrent cette possibilité d'évaluation
et constituent des marqueurs physiologiques du stress pathologique.

- puis, nous nous sommes fixés deux objectifs : l'étude du rôle et de I'implication de
deux systèmes de neurotransmission, opioTdergiques et benzodiazépiniques dans les
perturbations de I'immunité cellulaire engendrées par le stress, I'examen des interactions
de ces deux systèmes dans la manifestation de ces perturbations.

Dans une deuxième partie, et après avoir sélectionner les différents paramètres et
conditions permettant la mise en évidence d'un effet quantitatif et reproductible du stress
sur les réponses comportementales, immunitaires et gastriques. Dans le cadre de notre
collaboration avec l' lnstitut Français de la Recherche en Homéopathie, nous avons tenté
d'évaluer les effets protecteurs de certains médicaments homéopathiques : Atropa
belladonna L., Gelsemium semperuirens L., Poumon histamine et I'Histaminum vis à vis
des perturbations des réponses étudiées induites par le stress expérimental.

Toutefois, nous avons estimé utile de faire précéder la présentation de nos travaux d'un
rappel de la littérature sur les différentes composantes du sujet.
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Section bibliographique

L. Stress et déficits comPoîtementaux

D'une manière générale, le comportement résulte d'une complexité d'actes et de

séquences l iées ou non entre elles. Ceci rend impossible la réduction de l 'étude du

comportement en particulier chez I 'animal à quelques paramètres. Les nombreux débats

qui ont alimenté la recherche depuis plusieurs décennies, dans ce domaine des

neurosciences biologiques et comportementales, et qui ont porté sur la terminologie de

certains comportements ainsi que la façon de les quantif ier, ne sont pas à leur fin. Afin

de limiter ces aléas au niveau de nos études sur le comportement, nous avons choisi

deux tests comportementaux, le test de l 'escalier et le test de la chambre claire obscure,

dans le but de quantif ier I 'anxiété engendrée par I 'application du stress, en relevant les

paramètres exploratoires et locomoteurs.

La l ittérature indique la spécificité pour l 'étude de la réaction de I 'animal à I 'anxiété et au

stress (Molinengo & Canaleros, 1970; Simiand et al., 1984; Crawley & Goodwin, 1980).

En effet, lorsque I'animal est confronté à des stimulations nouvelles, i l  peut adopter

plusieurs types de réactions, soit une réaction d'approche, soit une réaction d'évitement

ou de fuite, en cas de l iberté. Si I 'espace est réduit I 'animal manifeste plutôt un

comportement d'agitation. On peut noter aussi des réactions d'attaque ou d'agression.

Selon I ' intensité anxiogène de cette stimulation nouvelle et l 'état préalable de I 'animal, ce

comportement peut également se traduire par une immobilité (freezing). Les différents

travaux qui ont été réalisés dans ce domaine ont tous mentionné la diminution de la

mobil ité de l 'animal en réponse à un facteur anxiogène et à une situation de stress

(Missl in,  1982; Blanchard et  a| . ,1976).
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Les travaux de McBlane & Handley, (1994) ont montré que le stress, par immobilisation
(60 min), engendre un effet anxiogène (immédiatement et 24 heures après l,application
du stress) dans le test du labyrinthe surélevé alors que le stress appliqué pendant 15
min, n'avait aucun effet sur le comportement des rats. selon cette même étude cette
période de 15 min, provoque une augmentation de la concentration plasmatique de la
corticostérone qui dure au moins deux heures après le déclenchement du stress.
D'autres études de Weizman et al., (1999) ont montré que le stress (manipulation
précoce de I'animal) affecte la réponse comportementale chez le rat. Ce type de stress
engendre une augmentation de l 'activité exploratoire dans le test de I 'open field par
rapport à des rats non stressés. Selon cette étude, l 'augmentation de l,activité
exploratoire chez les individus soumis au stress, est expliquée par une diminution de
l'émotivité des animaux.

L'étude de Drago et al ', (1999) a montré aussi que le stress prénatal sous forme de nage
forcée pendant 15 min dans I 'eau froide chez des rates, exerce un effet négatif sur le
poids corporel des nouveaux nés. Sélon cette étude, le stress engendre un retard au
niveau des réflexes du nouveau né, des déficits comportementaux, une augmentation de
I' immobilité dans le test de le nage forcée (test du désespoir) ainsi qu'une réduction de la
mémorisation dans le test de l 'évitement passif. Ces auteurs ont montré aussi que le
traitement au diazépam (agoniste des récepteurs benzodiazépiniques), t h avant
l 'application du stress, inverse les effets négatifs du stress sur le fætus, par I ' interaction
avec les neurotransmetteurs cérébraux pendant la gestation chez le rat.



S ection b ib lio grap h iq ue

Au niveau de I'estomac, il existe des glandes tubuleuses droites, allongées, à lumière

très étroite débouchant au fond par des cryptes de l'épithélium du fundus et du corps de

f'estomac, c'est ce qu'on appelle les glandes fundiques (voir Fig. 2). Ces tubes
glandulaires sont constitués de trois types de cellules:

- Les cellules muqueuses du collet qui sécrètent du mucus.
- Les cellules principales, présentant toutes les caractéristiques morphologiques des
cellules sécrétrices de protéines. Le contenu enzymatique de leurs grains de sécrétion
est essentiellement représenté par le pepsinogène (enzyme protéolytique).
- Les cellules bordantes, très volumineuses, qui se caractérisent principalement par

I'extrême abondance des mitochondries volumineuses et sphériques, par la présence de
très nombreuses petites vésicules claires et par I'existence d'un réseau intracellulaire de
canalicules ramifiés, formés par des invaginations bordées de microvillosités de la
membrane plasmique. Leur rôle est de sécréter I'acide chlorhydrique, sous forme d'ions
cl* et H-, au niveau de la membrane des canaticules intracellulaires.
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2-1. Etudes réalisées chez I'animal

yano & Harada, (1973) ont validé un modèle de stress portant sur les lésions de la

muqueuse gastrique et aussi les effets des drogues sur ces lésions. Ces auteurs ont

montré que les souris stressées par contention et immergées dans I'eau à 25'C pendant

1B heures, développent le maximum de lésions de la muqueuse gastrique. Cette étude a

montré que le sexe n'intervient pas dans I'apparition des lésions chez les animaux

stressés. Une autre étude antérieure de Ludwig & Lipkin, (1969), a montré, chez le

cobaye, que I' immobilisation engendre des lésions de la muqueuse gastrique, dues à

une dégranulation des mastocytes de la muqueuse gastrique, alors que la teneur en

acides gastriques n'a pas été modifiée lors du stress. D'autres travaux de Hernandez et

al., (1g85) ont montré que l'administration intracérébrale (i.c.) de la neurotensine

empêche la formation d'ulcères gastriques chez les rats stressés par la contention et

I'immersion dans I'eau froide. Cet effet protecteur de la neurotensine est surtout central,

car son administration par voie périphérique (i.v.) ne prévient pas les lésions de la

muqueuse gastrique. Cette même étude a montré aussi que cet effet cytoprotecteur

central de la neurotensine n'interagit pas avec les neurotransmetteurs gabaergique,

cholinergique, sérotoninergique et opioÏde. Cette interaction de la neurotensine se fait

plutôt avec le système dopaminergique.

Une autre étude de Avunduk ef al., (1990) a montré chez le rat que le stress de

contention combiné au froid (30 min, 2 h et 4 h) est associé à une diminution temps-

dépendant de la production des prostaglandines de type E2 (PGE2) par la muqueuse

gastrique, alors que la production de la prostaglandine lz (6 Keto PGFra) n'a pas été

affectée. Ces auteurs ont aussi montré que I'altération de la muqueuse gastrique est

maximale chez les animaux stressés durant 2 heures, et que la surrénalectomie renforce

les effets ulcérogéniques du stress sur la muqueuse gastrique, mais n'affecte pas la

production des prostaglandines. lshikawa et al., 1999 ont montré que Ia molécule

FR14S715 comparée à la ranitidine (antagoniste des récepteurs Hz), s'oppose bien à

I'apparition des lésions de la muqueuse gastrique chez le chien exposé à un stress

expérimental (contention/immersion dans I'eau). Selon cette même étude, un

prétraitement à I'indométacine (inhibiteur des prostaglandines), atténue les effets
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bénéfiques de fa FR145715 chez fes animaux soumisceci montre bien que fes effers ""*::^:^:-^ 

ùuurnrs au stress (acidité de f'aspirine).
production.noose;';Ï,"iffr::::::'"'teurs de cette molécule, dépendent de ra

2-2.

Les travaux de Raynard & Nitenberg, (1996) et Loperfid o et al., (1gg4)ont montré que<fe stress réanimatoire> est à l'origine des résions gastro-duodénafes hémorragiquesdites de stress dont fe pronostic est plus sévère que fes hémorragies ufcéreuses ayantnécessité I'admission à f'hôpital' ce type de fésions est différent des urcères peptiques.L'étude de Raynard & Nitenberg, (1996) a défini ra fésion gastro-duodénafe du stresscomme une résion érosive ou ufcérée de fa muqueuse, prus souvent gastrique queduodénafe' ces fésions apparaissent chaque fois qu'il existe un déséquifibre entre lesfacteurs d'agression et les facteurs de protection de fa muqueuse gastrique. sefon resétudes de Eddleston el al., (19g4)et Naveau, (1ggg), ces fésions sont située s pour T0 oÂdes cas, au niveau de l,estomac et 20 %au niveau du duodénum; ces ufcères sont lepfus souvent fundiques et multipfes. chamberfain, 1gg3, a montré que ra stimufation dusystème végétatif aboutit à un déséquifibre entre res facteurs de protection etd'agression de la muqueuse gastrique. seron cette même étude, res facteursresponsabfes de 'artération de f intégrité de ra mugueuse gastrique sont :- Les troubles de la perméabifité de fa muqueuse aux ions H* avec une réduction du

;:ffTr::ï:ïï:,,:"r" 
H*' entraînant directement des lésions capilraires et des

- une perturbation du flux sanguin muqueux, aggravant un déséquiribre acidemembranaire et entraînant une ischémie pariétale.
- Une modification de la sécrétion de mucus et de bicarbonates, avec ra diminution ducomposant hexosamine du mucus.
- Un défaut de renouveflement cellulaire épithéliaf.
- Une inhibition de la synthèse des p'ostaglandines, quijouent un rôfe stabirisateur dusystème en équifibre, en situation de choc.

l 0
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3. Stress et inmtunité

3-1. Rappel  du système immunitaire

L'immunité peut être définie comme I'ensemble des mécanismes biologiques, permettant

à I 'organisme de maintenir la cohérence des cellules et des tissus qui le constituent, et

d'assurer son intégrité en éliminant ses propres constituants altérés ou les agents

infectieux, auxquels i l est exposé. Cette fonction met en jeu deux catégories de

processus d'une part: I ' immunité non spécifique ou naturelle: i l  s'agit des neutrophiles,

éosinophiles, basophiles, mastocytes, les plaquettes et les cellules de la l ignée

monocytes/macrophages. D'autre part, I ' immunité spécifique ou adaptative qui se

développe en quelques jours et se caractérise par la mémoire immunologique

(lymphocytes B et T).

3-1-1.  Les cel lu les sanguines

3-1-1 -1.  Les polynucléaires

Les polynucléaires sont des cellules à noyau polylobé appartenant à la l ignée

granuleuse, c'est à dire possédant de nombreuses granulations. On peut distinguer trois

types de polynucléaires : neutrophiles, basophiles et éosinophiles.

- Les polvnucléaires neutrophiles (PN)

Les PN dérivent comme toutes les cellules sanguines d'une même cellule souche au

niveau de la moelle osseuse, qui donne naissance à une cellule souche myéloïde puis

aux progéniteurs (CFC: cellule formant des colonies) des granulocytes et des

monocytes-macrophages (GM-CFC), suivie de la formation du progéniteur direct des

polynucléaires(G-CFC). La cellule G-CFC se transforme en myéloblaste puis en

l 1
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promyéfocyte et en myélocyte; cette phase sesranulations azurophiles (ou primaires) puis r"rti:iï:;r:t'rJ:ffi|j::r,:;secondaires) qui définissent le type du porynucréaire. Le pN assure des fonctionsa ntibactériennes, a nti_viraf es et anti_pa rasita ires.Les PN sanguins se répartissent en deux secteurs à peu près équivafents: un secteurcircufant' accessible à la numération sanguine (1g00 à 7000/p), et un secteur marginé,adhérant à r'endothélium au niveau des veinures poslcapiffaires.

- Les polynucféaires basophifes (pB) et mastocytes (MA)

comme pour res pN, les ,, Jfi: ::J::r'::ï: r,.jif,llli, ,"o,rlaires, donnantnaissance successivement aux myérobfastes, aux promyérocytes, et enfin auxmyéfocytes' cellules qui vont générer les métamyérocytes et res pofynucréaires.Les PB représentent 0'3 % des ceflulés tissufaires et seurement 0.1 % des ce'ures dusang' ffs constituent fa source principafe d'histamine. Les pB jouent un rôfe importantdans fa réaction d'hypersensibifité à médiation ceffufaire (type rV).

* Les mastocytes
Les mastocytes sont nombreux dans le tissu conjonctif, principafement autour desvaisseaux sanguins des nerfs et sous tes membranes épithériafes ou séreuses. chezf'homme, ifs sont abondants dans fes praques de pEyER, dans ra peau, fes muqueuses(utérines, uririaires, digestives) et fes sous muqueuses (respiratoires).Le rôfe majeur des MA est représenté par son action dans res réactionsd'hypersensibilité de type 1, et par conséquent dans |apparition et re maintien de raréaction inflammatoire (libération d'histamine). ils ont une activité antiparasitaire contreun certain nombre de parasites' Enfin les MA présentent aussi une activité anti-tumorare.
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- Les polynucléaires éosinophiles (PE)

Les PE représentent un faible pourcentage (0.1 %) du sang total. Les PE sont produits

par la moelle osseuse. C'est une cellule à noyau bilobé. Elle contient de très

nombreuses granulations spécifiques acidophiles, et de nombreux médiateurs aux

propriétés cytotoxiques. lls sont également capables de phagocyter des particules

opsonisées, ce qui leur confère une activité anti-parasitaire importante. lls jouent aussi

un rôle important dans I'hypersensibilité de type l.

3-1 -1 -2 Les mononucléaires

a. les monocytes-macrophages

Dans la moelle osseuse, les précurseurs myéloïdes donnent naissance aux

monoblastes, qui évoluent en promonocytes. Un macrophage est un type cellulaire

mononuclé doué de la propriété de présenter des antigènes et sous certaines conditions,

capable de phagocyter. Après adhérence aux cellules endothéliales, les monocytes

quittent le flux sanguin pour joindre les tissus, ou'ils se différencient en macrophages. Le

macrophage est un acteur central dans la réponse immunitaire. Le macrophage est

aussi capable de présenter sur des molécules de classe I ou ll du complexe majeur

d'histocompatibilité, des peptides antigéniques, qui sont reconnus par le récepteur T des

lymphocytes. Enfin, le macrophage est capable de synthétiser et de libérer de nombreux

médiateurs, en particulier les cytokines, qui interviendront dans I'activation cellulaire et

aussi dans les réponses inflammatoires.

b. Les lymphocytes

Les précurseurs des cellules lymphoïdes (cellules souches lymphoïdes) sont produits

dans le foie fætal au cours de la gestation, puis la moelle osseuse hématopoïétique. lls

se différencient ultérieurement, au sein des organes lymphotdes centraux en deux

populations distinctes fonctionnellement: les lymphocytes T produits par le thymus, à

partir de précurseur T.

l 3
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Les lymphocytes B à partir des pré-B (précurseur des lymphocytes B), par la moelle
osseuse chez I 'homme ou la bourse de Fabricius chez les oiseaux. Une autre population
des lymphocytes, les cellules NK (Natural Kil ler), se distingue par sa fonction cytotoxique
(Fis.  3) .
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Fig. 3 Aspect morphologique d'un lymphocyte,

(a) en microscopie optique, (b) en microscopie électronique
( d'après Genetet, lmmunologie, 1997)

t4



S ection bibliogrop hique

b-1. Les lymphocytes B

b-1-1. Stades de maturation des lymphocytes B (Fig. 4 et Fig. 5)

La maturation des lymphocytes B est prise en charge par la moelle osseuse

hématopoïétique chez I'homme. Les différentes étapes de maturation des lymphocytes B

à partir des cellules souches lymphoïdes peuvent être suivie-s par l 'apparition

séquentielle de < marqueurs > qui leur sont propres et qui permettent de les caractériser.

- Cellules pré-B

Les lymphocytes B expriment à un stade précoce les molécules de classe l l du CMH,

mais,  le premier marqueur s ignant leur engagement dans la l ignée B est  I 'appar i t ion de

chaînes lourdes p d'immunoglobulines, présentes dans le cytoplasme de ces cellules.

-  Cel lu les B immatures

La maturat ion s 'accompagne d'une diminut ion de la ta i l le des cel lu les et  de I 'appar i t ion

de chaînes légères d ' immunoglobul ines.  Les cel lu les qui  se div isent acquièrent la

capacité de produire des immunoglobulines: 19L4 intracytoplasmiques puis exprimés

souvent en association avec des lgo à la membrane des lymphocytes B.

-  Cel lu les B matures

La maturation des cellules B est achevée en périphérie. Elle se traduit par une

augmentation de la densité d'1911 de surface, la capacité des cellules à produire d'autres

types d'lg (196, lgE et lga). l ls présentent aussi des marqueurs spécifiques de sous

populations, récepteurs de surface pour signaux d'activation.

l 5
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b-1-2. Marqueurs de différenciation des lymphocytes B

Cette maturation s'accompagne de I 'apparit ion de molécules de surface identif iées à
I 'a ide d 'ant icorps monoclonaux. Des molécules d 'appar i t ion précoce et  t ransi to i re,
caractérisent le stade des cellules pré-B : CDe et CDro. Les molécules CD1e, et CDzo
caractérisent tous les B (pan ts). D'autres apparaissent plus tardivement définissant les
sous populat ions B comme CD22 ou CDzr.  Lorsque les cel lu les B arr ivent au stade
d'activation, d'autres molécules apparaissent : CD23, CDes, CD+0.

Chez la souris, les antigènes de différenciation ont été décrits sur les cellules B (Lyb-1 à
Lyb-s). Les alloantigènes Lyb-3 et Lyb-S sont présents sur les cellules B matures.
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Fig.  4.  Marqueurs de surface des cel lu les B pér iphér iques murines et  humaines
(  d 'après  Ro i t t ,  Immuno log ie  ;1997)
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b-2. Les lymphocytes T

b-2-1. Peuplement thymique et sous populations thymocytaires

Le thymus est peuplé de plusieurs populations de thymocytes correspondant aux

différents stades de maturation des lymphocytes T: la majorité des cellules du cortex

(80-85%), et les thymocytes médullaires ont la morphologie des lymphocytes T, 10 à

15% des cellules corticales ont les caractéristiques des cellules immatures.

l-a zone médullaire contient 1O à 15% des cellules, qui sont des thymocytes matures,

identiques aux lymphocytes T périphériques. Le cortex thymique à forte densité cellulaire

surtout des thymocytes communs (70%) et des cellules immatures telies que les cellules

blastiques en voie de division (10%) et cellules précurseurs (5 %).

b-2-2. Stades de dlfférenciation des thymocytes (Fig. 6, Fig. 7)

L'acquisit ion des marqueurs de différenciation permet de définir les différents stades de

maturation intra-thymique. Les marqueurs pan T (CD2 et CD7), exprimés très tôt au

cours de la différenciation, sont présents sur la majorité des thymocytes et des

lymphocytes T. La molécule CD3 apparaît plus tardivement, marqueur des lymphocytes

T matures, elle est exprimée sur 30 à 40% des thymocytes, dont les cellules médullaires,

expriment également la molécule CDG (20 à 25 Yo). Les molécules CD4 et CD8 sont

exprimées simultanément par les thymocytes communs (co-expression CD4lCD8), puis

par des sous-populations médullaires distinctes de thymocytes matures et de

lymphocytes T fonctionnels CD4 ou CD8.

l 8
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b-2-3. Education thymique

Parmi les cellules produites par le thymus, 10 oÂ seulement sont exportées vers la

périphérie, 90 % meurent in situ. Le principal mécanisme conduisant à la destruction des

thymocytes serait une sélection des cellules uti les parmi les cellules produites.

Cette sélection s'exercerait en deux temps:

- Une sélection positive

Cette première étape se déroulerait dans le cortex thymique. Seules les cellules

possédant un récepteur T (TCR) ayant une affinité particulière pour les molécules du

complexe majeur d'histocompatibil i té (le CMH), du Soi reçoivent un signal leur

permettant de poursuivre leur maturation. Les cellules ayant une affinité trop forte, ou

n'ayant pas d'affinité pour les molécules du CMH seraient éliminées. Les thymocytes

concernés possèdent les deux types de molécules impliquées, dans la l iaison au CMH:

CD4 pour les molécules du CMH de classe l l ;  CD8 pour les molécules de classe l .

- Une sélection négative

Les thymocytes possédant un récepteur adapté à la reconnaissance des antigènes non

rencontrés pendant la vie fætale (les antigènes étrangers à I 'organisme), mais aussi les

autoantigènes d'apparit ion plus tardive au cours de développement, poursuivront leur

maturation. Alors que, les thymocytes qui reconnaissent des antigènes rencontrés lors

de la vie fætale vont recevoir un signal qui conduira au stade d'immaturité, et à leur

élimination : soit une destruction cellulaire par un phénomène d'apoptose; on parle alors

d'une délétion clonale; soit une élimination fonctionnelle par inactivation, responsable

d'un état de tolérance (les cellules seront incapables de réagir à ce même antigène).

Les précurseurs des lymphocytes T ayant subi la double sélection, positive puis

négative, se différencient alors en lymphocytes T matures exprimant soit la molécule

CD4, soit la molécule CD8 capables de reconnaître les antigènes étrangers et de
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répondre spécifiquement à cet antigène lorsqu'i l sera présenté en association avec les
molécules du cMH, respectivement de classe l l ou de classe l.
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du lymphocyte T ( d'après Genetet, Immunologie,1997)
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Fig. 7 Marqueurs de surface des cellules T périphériques murines et humaines

(d'après Roitt, Immunologie ; 1997)
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b-2-4. Les lymphocytes T auxil iaires (CD4) (Fig. B)

Une grande partie de ces molécules (CD4) est produite par les T activés. Elles ont des
rôles complémentaires mais aussi antagonistes. Certaines favorisent une réponse de
type cel lu la i re,  d 'autres la product ion d 'ant icorps.  On dist ingue deux types de sous
populat ions de T auxi l ia i res appelées Th1 et  Th2.

Les Th1 sont donc essentiellement caractérisés par leur production d'lL-2,lFNy et TNFp

et favorisent l 'activité des cellules T cytotoxiques, des cellules NK et I 'activation des

macrophages. Ces éléments sont surtout impliqués dans la réponse immunitaire de type

cellulaire. Les Th2 permettent la sécrétion d'anticorps ainsi que le recrutement des

éosinophi les et  mastocytes.  l ls  part ic ipent donc à la réponse humorale de type immédiat .

En plus,  ces deux populat ions s 'antagonisent l 'une I 'autre;  l ' lNFy (produi t  par les Th1 et

les cel lu les NK) inhibant les Th2, l '1110 (produi t  par les Th2) bloquant la product ion des

cytokines des Th1. La molécule CD4 est  expr imée surtous les thymocytes cort icaux, sur

une fraction importante de thymocytes médullaires et 60 % des cellules T périphériques

(Les lymphocytes T du sang) dont el le déf in i t  une populat ion majeure,  en major i té de

type auxil iaire ou inducteur, reconnaissant les antigènes d'histocompatibil i té de classe l l.

b-2-5. Les lymphocytes T cytotoxiques /suppresseurs (CD8) (Fig. g)

Les lymphocytes CTL (Cytotoxic T Lymphocytes) appartiennent à la population des

lymphocytes T caractér isés par I 'expression de la molécule CD8, par le biais de leur

récepteur d 'ant igène des lymphocytes T (TCR).  Ces cel lu les sont capables de

reconnaÎtre les antigènes sous forme de peptides associés à des molécules de classe I

du CMH. Ceci leur confère la propriété de détruire pratiquement toute cellule infectée par

un virus, un parasite ou une bactérie. Les lymphocytes T CD8 à propriétés suppressives

sont capables de synthétiser des facteurs suppresseurs de la production d'anticorps ou

de l 'act ivat ion des cel lu les cytotoxiques (NK et  CTL).
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Fig. 8 Reconnaissance de l'antigène par les lymphocytes TCD4 ;

CPA : cellules d'antigènes (D'après Sabbah, Immunologie Clinique; 1994)

Fig. 9 Reconnaissance de I'antigène par le lymphocyte TCDS ;

TCR: récepteur des cellules T (D'après Sabbah,lmmunologie Clinique; 1994)
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b-3. Les cel lu les tueuses naturel les :  NK (Fig.  10)

Les cellules NK comprennent jusqu'à 15 o/o des lymphocytes du sang et peuvent être
définies par I 'absence de récepteur d'antigène (TCR ou lg). La plupart des antigènes de
surface T des cellules NK se retrouvent sur les cellules de la l ignée T ou de la l ignée
myélomonocytaire. Bien que les cellules NK ne portent pas toules, les marqueurs
caractéristiques des lymphocytes B et T (on les appelle d'ail leurs souvent lymphocytes
nuls ou non B-non T), elles sont souvent porteuses de certains marqueurs
phénotypiques des l ignées T. Elles sont aussi porteuses de marqueurs membranaires
des monocytes/macrophages, outre le fait qu'elles peuvent être reconnues par les
marqueurs qui  les caractér isent exclusivement (ant igène NK).  Cependant,  les cel lu les
NK murines, ident i f iées à l 'a ide d 'a l loant icorps ou d'hétéroant icorps,  se dist inguent des
cel lu les NK humaines par la présence de granules azùrophi les de plus grande tai l le en
plus pet i t  nombre. Chez la sour is,  les cel lu les NK se présentent comme de grandes

cellules mononuclées, d'aspect lymphoblastique plus que monocytaire. Les cellules NK
possèdent une activité cytolytique spontanée sur des cellules tumorales d'origines
diverses en culture in vitro. La sensibil i té à l 'action cytolytique des cellules NK n'est pas

limitée aux cellules malignes : les cellules indifférenciées, les cellules infectées par des
virus,  certains parasi tes extracel lu la i res y sont aussi  sensibles.
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Fig.  10 Cel lu le NK (N) f ixée à une cel lu le c ib le (T)

( d'après Roitt, Immunologie ;1997)

Tableau 1. Marqueurs de surface des cel lules NK murines (d'après Roit t ,  lmmunologie, 1997).

Marqueurs Expression sur d'autres lignées

Thy- l ce l lu les T

Lyb-5 (8220) cel lu les B

NKI

NK2

RFCylll * certaines cellules T. granulocytes,

certaines monocrles/macrophages

CR3(CDl  lb ,Mac- l ) granu loclres. monoc),tes

Ly49 cel lu les T

* exprimé sur quelques cellules NK murines mais non sur toutes
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c. les organes lymphoïdes primaires ou centraux

c-1.  La moel le osseuse

La moelle osseuse est le siège de I 'hématopoTèse et le l ieu de différenciation des
lymphocytes B. Les cellules Pro-B et pré-B dérivées des cellules souches CD34+ se
mult ip l ient  au contact  de la t ravée osseuse et  de cel lu les rét iculaires pr imit ives qui jouent

un rôle important dans la sécrétion des différentes cytokines nécessaires pour la
multiplication et la différenciation cellulaire. Les cellules B matures quittent la moelle en
traversant la paroi  des s inus veineux (Fig.  11).

c-2.  Le thymus

Le thymus des mammifères est  un organe blanchâtre,  s i tué à la base du cou. Dans la
plupart des espèces, i l  est formé de deux lobes reliés entre eux par du tissu conjonctif
(Fig.  12 ) .  Chaque lobule comprend une zone cort icale externe contenant la major i té des
lymphocytes thymiques, et  une zone médul la i re centrale plus c la i re p"rpt""  de
thymocytes médullaires. Parmi les thymocytes du cortex, on peut observer des cellules
blast iques, en voie de div is ion et  des cel lu les mortes.  Le parenchyme est const i tué de
cel lu les épi thél ia les formant un réseau dans lequel  on retrouve des thymocytes,  des
macrophages et  des cel lu les dendr i t iques d 'or ig ine médul la i re,  essent ie l lement dans la
région de jonct ion cort ico-médul la i re.  Des corpuscules de Hassal ,  amas de cel lu les

épi thél ia les dont le rôle est  encore inconnu, sont également v is ib les dans la zone
médul la i re.
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Fig. 11 Représentation schématique de I 'hématopoïèse

des cellules B dans la moelle osseuse

(d'après Roitt, Immunologie, I 997)
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Fig.12 Structure anatomique du thymus

(d'après Genetet, Immunologie ; 1997)
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d. Les organes lymphoïdes secondaires ou périphériques

d-1.  Les gangl ions lymphat iques

Les ganglions lymphatiques sont des formations lymphoïdes disposées le long des

vaisseaux lymphatiques. l ls sont le siège des réactions immunitaires dirigées contre des

antigènes acheminés par la circulation sanguine ou lymphatique (sous forme de protéine

ou de microorganisme); pris en charge sur le site de leur pénétration ou de leur

production par des cellules spécialisées; les cellules présentant I 'antigène (CPA). Les

ganglions sont organisés en trois zones concentriques : le cortex superficiel, le cortex

profond et la médullaire (Fig.13). Le cortex superficiel est le site de développement de la

réponse anticorps au niveau des centres germinatifs. Dans cette zone, des cellules

dendrit iques foll iculaires présentent I 'antigène aux lymphocytes B. Le cortex profond, ou

zone paracorticale, est peuplé principalement de lymphocytes T et de cellules

interdigi tées qui  assurent la présentat ion de I 'ant igène. La médul la i re cont ient  surtout

des macrophages et des plasmocytes.

d-2. La rate

La rate est  un organe volumineux si tué dans la part ie supér ieure gauche de l 'abdomen,

à proximité du diaphragme. Elle est très irriguée et reçoit les particules étrangères et les

débris cellulaires véhiculés par le sang, dont elle assure l 'élimination. La rate est

const i tuée, de deux t issus pr incipaux :  la pulpe rouge, impl iquée dans l 'é l iminat ion des

érythrocytes sénescents ou altérés, mais aussi l ieu de production des anticorps , la

pulpe blanche formant le t issu lymphoTde organisé en manchons autour des

ramif icat ions de I 'ar tère splénique (Fig.  1a).
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La rate est essentiellement impliquée dans la production d'anticorps. Le développement

d'une réponse immunitaire se traduit par une augmentation relative de la pulpe blanche,

liée à la prolifération des lymphocytes (apparit ion de lymphoblastes) et la stimulation des

centres germinatifs. Certains lymphocytes activés, les pré-plasmocytes, migrent par la

zone marginale de la pulpe blanche vers la pulpe rouge, ou'les anticorps seront

synthétisés par les cellules différenciées en plasmocytes. D'autres migrent via la lymphe

et le sang vers les muqueuses ou la moelle osseuse (sites de production des anticorps).

(Ly T, Ly B, CPAI
ZONE COBTICALE

foll icules

ZONE PARACORTICALE
MEDULLA

srnus
sous-c (Ly T,ty B, P)

artère
velne

Fig. 13 Structure d'un ganglion lymphatique çN. Genetet,lmmunologie ;1997)

Fig. 14 La rate : a) Tissu lymphoïde de la rate

b) organisation du tissu lymphoïde de la rate (d'aprèsN. Genetet,Immunologie; 1997)

Lymphatique elférent :
3 .10 'cel lu les/heure

(a) (b)
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d-3.Le tissu lymphoïde annexé aux muqueuses

Le tissu lymphoïde est représenté sous forme de cellules disséminées, tissu lymphoïde

diffus, ou de formations individualisées, des follicules lymphoïdes tout au long des

muqueuses (Fig. 15). Le tissu lymphoïde annexé aux muqueuses fournit les précurseurs

des cellules productrices d'lgA, anticorps capables de traverser les muqueuses, donc

d'en assurer la protection.

Fig.  15 Tissu lymphoïde muqueux

(d'après Genetet, Lnmunologi e ; 1997)
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3-2 lmpact du stress aigu et chronique sur la réponse immunitaire :
(les différents modèles utilisés)

3-2-1. Stress dit psychologique

Les travaux de Marsland et al., (1997) ont montré que le pourcentage et la valeur

absolue des lymphocytes T CDB et des cellules NK circulants, augmentent après un

stress psychologique aigu, alors que les concentrations des lymphocytes auxiliaires T

(CD4) et des lymphocytes B (CD19) ne varient pas. Ces auteurs ont signalé que la

diminution des lymphocytes TCD4 et B, est masquée en tenant compte du paramètre de

I'hémoconcentration (la réduction plasmatique). Benshop et al., (1993) ont montré que

I'augmentation du nombre des cellules T CDB et des cellules NK est surtout liée d'une

part, au détachement des lymphocytes adhérents à I'endothélium vasculaire, ce qui

augmente leur nombre au niveau de la circulation sanguine et d'autre part, à leur

migration des organes lymphordes vers la circulation sanguine. Cependant, l'étude de

Patersson et al., (1995) a montré que I'augmentation de la concentration relative des

populations sanguines (CD8 et NK) est surtout liée à la réduction du volume

plasmatique. Ces mêmes auteurs ont signalé que sous I'effet du stress, la pression

artérielle augmente, filtre le fluide hors de la circulation sanguine dans I'espace extra-

vasculaire. Ceci augmente la concentration d'un grand nombre de constituants du sang

non diffusibles (les protéines, les globules blancs...).

Les travaux de Pariante ef al., (1997) ont montré que le stress psychologique chronique

(personnes s'occupant d'handicapés) affecte les paramètres immunitaires chez I'homme.

Selon cette étude le stress diminue le pourcentage des cellules T (CD3), celui des

cellules T auxiliaires (CD4) ainsi que le rapport T auxiliairesÆ suppresseurs. Cependant

le pourcentage des cellules T cytotoxiques/suppressives (CDB) augmente après

l'application du stress. Cette étude a montré aussi que le facteur .,âgerr, agit

considérablement sur la tendance des réponses immunitaires des individus stressés.
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Ces auteurs ont constaté que le stress chronique chez les personnes âgées déprime
d'avantage le pourcentage des lymphocytes T (CD3) et celui des lymphocytes T
auxiliaires (cD4)' Les travaux de Naliboff et al, (1gg1) ont montré que le stress
psychologique aigu (tâches mentales) chez I'homme engendre une augmentation du
nombre des cellules NK, celui des lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques (CDg) dans
le sang. Selon cette étude, I'activité cytotoxique des cellules NK augmente chez les
populations jeunes, alors que les personnes âgées ne présentent pas de variation de
I'activité cytotoxique des cellules NK. D'après cette étude, I'activité cytotoxique des
cellules NK est affectée différemment par le stress en fonction de l'âge. Ces travaux ont
aussi montré que le stress n'affecte pas significativement le nombre des lymphocytes
auxiliaires T(CD4), ni celui des lymphocytes totaux T(cD3), ni celui des lymphocytes B
(cD20).
Mufdoon et al., (1995) ont montrê chez I'homme que le stress psychologique aigu (20
min) augmente le risque de coronopathie. Le rythme cardiaque, la pression artérielle, la
cholestérolémie, le taux d'hématocrite, la quantité d'héniciglobine et la concentration
totale en protéines ont augmentés chez les sujets stressés. Cette étude a aussi mis en
évidence que le stress engendre d'une part, une réduction du volume plasmatique et
d'autre part, une augmentation de la viscosité du sang et de la concentration sérique en
lipides' Les travaux de Mills et al., (1995) se sont intéressés aux différentes populations
lymphocytaires et à la sécrétion des catécholamines après I'exposition à un stress
psychologique aigu chez I'homme; I'application du stress augmente: le nombre des
cellules NK, des lymphocytes T cytotoxiques/suppresseurs (CDg), des globules blancs
ainsi que le taux de I'adrénaline et de la noradrénaline; tandis qu'il diminue le nombre
des lymphocytes T CD4, cetui des lymphocytes B le rapport TCD4/TCDg. Les travaux de
Schedlowski ef at., (1993a) ont montré que le stress psychologique (test au parachute
chez les débutants) augmente ta sécrétion des hormones adrénergiques et
surrénaliennes ainsi que le nombre et I'activité des cellules NK; alors que l,altération de
la réponse immunitaire apparaît corrélée à une augmentation de la noradrénaline
pendant le stress. Cette étude a suggéré que la mobilisation immédiate et rapide des
cellules NK comme réponse à ce type de stress est essentiellement due à une efficace
adaptation du système immunitaire.
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D'autres travaux de Schedlowski et al., (1993b) ont mis en évidence les effets de
I'adrénaline et de la noradrénaline sur le nombre des sous-populations lymphocytaires et
sur la fonction des cellules NK chez I'homme. Selon cette même étude, I'administration
de I'adrénaline entraîne une diminution du nombre des cellules CD3 et celui des cellules
T CD4, 5 à 60 min après I' injection de I'adrénaline. Cependant, le nombre et la
cytotoxicité des cellules NK augmente considérablement, 5 min après I'injection de
I'adrénaline et de la noradrénaline. Schedlowski ef at., (1993c) ont porté sur l'évaluation
du taux des lymphocytes, de I'activité des cellules NK, des concentrations des
catécholamines et du taux du cortisol, avant, pendant et immédiatement après la chute
des parachutistes (stress psychologique). Ces auteurs ont constaté une augmentation
significative du taux de I'adrénaline et de la noradrénaline pendant la chute et cetui du
cortisol peu de temps après la chute. Selon ces mêmes auteurs, le nombre des
lymphocytes et I'activité des cellules NK augmentent immédiatement après la chute et
diminuent d'une façon significative une heure après. Cette étude a suggéré que ces
variations sont corrélées aux concentrations plasmatiques de la noradrénaline.
L'étude de Bachen et al., (1992) a montré chez I'homme que le stress psychologique
aigu (test de stroop), entraîne une augmentation du nombre des cellules NK, une
diminution du rapport TCD4ÆCD8 ainsi qu'une réduction de la prolifération des
fymphocytes stimulés à la PHA et à la Con-A. Benshop et al., (1994), ont montré que le
stress psychologique aigu (tâche mentale), induit une activation du système B-
adrénergique, et une augmentation du nombre des cellules NK dans le sang. Ces
réponses sont bloquées par I'administration du propranolol (antagoniste B adrénergique).
Ceci montre bien I'implication des mécanismes B adrénergiques dans le contrôle de
I'augmentation du nombre et de I'activité des cellutes NK dans le sang. Cette étude a
montré que le blocage des récepteurs B adrénergiques, empêche la mobilisation des
cellules NK des sites de stockage vers le sang circulant. Ceci a été confirmé en partie
par f'étude de Bachen et al., (1995), pour laquelle I'altération de la réponse immunitaire
après l'exposition à un stress mental aigu, est dépendante de I'activation du système
nerveux sympathique.
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. 3-2-2. Stress par contention

Okimura & Nigo, (1986) ont réalisé des travaux sur des souris stressées par
immobilisation, 12 heures (durant la nuit) pendant deux jours successifs et immunisées
par des SRBC, le nombre des lymphocytes est déterminé par la technique des plages
d'hémolyse <PFC: Plaque Forming Cell> quatre jours après t' immunisation. Cette étude
a montré que le nombre des lymphocytes ainsi que le titre d'anticorps dirigés contre les
globules rouges de mouton diminuent chez les animaux immunisés après I'applicatiJn du
stress. Alors que I' immunisation avant I'exposition au stress, ne provoque pas de
variation au niveau du taux des pFC formés.
Rinner et at, (1992) ont comparé les effets d'un stress doux (Manipulation de l,animal) et
d'un stress sévère (immobilisation) sur le taux des catécholamines, de I'ACTH, de la
corticostérone ainsi que sur les fonctions in vitro des lymphocytes chez le rat. lls
concluent que les changernents observés au niveau des lymphocytes du sang
pét'iphérique (PBL: Peripheral Blood Lymphodtes) dépendent de I' intensité de I'agent
stressant: un stress à court-terme (manipulation de I'animal pendant 1 min) induit une
augmentation de la prolifération des PBL (technique de culture cellulaire en utilisant de la
thymidine radioactive). Alors que I' immobilisation provoque plutôt une suppression de la
prolifération de ces populations lymphocytaires en fonction de la durée du stress
appliquée. La diminution provoquée après 120 min d'immobilisation est réversible 24h
après et peut être largement prévenue par une surrénalectomie, ceci démontre bien
l'implication des facteurs libérés par cette glande dans I' immunosuppression induite
après I'application du stress. Cependant, ta prolifération des lymphocytes spléniques a
plutôt augmentée après I' immobilisation et la surrénalectomie. Cette étude montre bien
que le stress affecte les compartiments du système immunitaire par le biais de différents
mécanismes.

Millan et al, (1996) ont étudié les effets du stress (réduction de I'espace) appliqué à court
et à long terme, sur I' immunité cellulaire et humorale chez le rat. Les deux types de
stress augmentent significativement la concentration plasmatique de la corticostérone.
Selon cette étude, le stress appliqué à court et à long terme diminuent le nombre des
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leucocytes périphériques et celui des cellules mononucléaires spténiques. Alors que les
deux types de stress n'engendrent pas de variation au niveau de la prolifération des
lymphocytes spléniques après une stimulation à la Con-A.

3-2-3. Stress par rotation

Les travaux de Esterling ef al., (1987) ont montré I'existence d'une interaction entre le
stress et le système immunitaire au niveau des lymphocytes T. Selon ces travaux, le
stress, consistant en une rotation des souris par groupe de 5 pendant 10 min, est
appf iqué le jour même de I' immunisation par des globules rouges de mouto n et 24
heures après I'immunisation. Les souris sont ensuite sacrifiées quatre jours après
I'immunisation, la rate est prélevée et le nombre des lymphocytes T est déterminé par la
technique de formation de PFC. Une diminution de 50 % du nombre des lymphocytes
spléniques est observée quand le stress est appliquê 24 heures après I'immunisation,
alors que ce nombre n'est pas modifié lorsque le stress est appliqué aux souris,
immédiatement. après I'immunisation. Ces mêmes travaux ont mesuré le taux d'anticorps
totaux par la technique d'hémagglutination chez des souris surrénalectomisées (la
surrénalectomie est faite deux semaines avant I'immunisation) et chez des souris
normales stressées 24 heures après I'immunisation, objectivant ainsi une importante
réduction du titre d'anticorps totaux chez les souris non surrénalectomisées et peu de
variation chez les souris qui ont subi la surrénalectomie. Ceci est expliqué par I'effet
immunosuppresseur des glucocorticoÏdes, qui inhibent la circulation des lymphocytes
dans le sang et par conséquent, provoque une diminution du taux d'anticorps.

Les travaux de Li et al., (1997), ont montré chez des souris inoculées par des cellules
tumorales (syngenic 816 melanoma), et exposées au stress de rotation (tubes à
centrifugation de façon répétitive), une diminution des cellules TCD4* anti-tumorales de
type Th1, ainsi que la production de I' lNFy et celle de l' l l-2, alors que la production de
l'lL-4 n'a pas été affeclée. Ces auteurs ont signalé d'une part, que I'activité des cellutes
NK spléniques n'est pas modifiée après I'application du stress.

35



Section bibliograph ique

D'autres part, la sensibilité de ces cellules à un stimulateur mitogénique, diminue après
l'exposition au stress. Selon ces mêmes auteurs, une administration in vivo des
glucocorticoldes (la déxametasone) chez les animaux non stressés, engendre une
diminution de la production de l' lNFy et de l' l l-2 ainsi qu'une réduction de la prolifération
des cellules cytotoxiques (crls) spléniques anti-tumorales.

3-2-4. Stress par privation de la boisson et de la nourriture: sfress
psychophysiologique

Les travaux de Jessop et at., (1987) ont montré que des rats assoiffés et isolés (la
privation d'eau et l'isolement social constituent une forme de stress
psychophysiologique), présentent une augmentation de la prolifération des lymphocytes
après une stimulation à la PHA en comparaison à des rats vivants en groupe (5 par
cage), et bénéficiant de la boisson et de la nourriture à volonté. Le nombre des
lymphocytes totaux dans le sang augmente significativeméÀI après S semaines
d'isolement. Quand les animaux subissent la combinaison des deux traitements pendant
12 semaines, à la fois les lymphocytes du sang et de la rate augmentent respectivement
d'un facteur de 3 et de 2, alors que la concentration des glucocorticoides reste
inchangée. Par contre, les auteurs ont constaté que 48 heures après I'isolement, la
réponse des lymphocytes est réduite de 60% par rapport aux rats vivant en groupe.
Cette étude montre, 48 heures après, une diminution de I'activité immunitaire cellulaire.
Les mécanismes intervenant dans la diminution de la réponse immunitaire après
I'application du stress restent inconnus et dépendent principalement de la durée
d'exposition à I'agent stressant.

3-2-5. Stress par exercices physiques

Les travaux de Hoffman & Pedersen, (1994) ont montré que I'exercice physique
influence I' immunité naturelle, les fonctions des cellules T et B, les réponses des
cytokines en modifiant les paramètres hémodynamiques ainsi que les effets des
hormones endocriniennes, sécrétées, lors d'un stress physique.
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Les effets sur le système immunitaire dépendent de I'intensité, la durée, la chronicité de

I'exercice physique, le temps de l'évaluation immunitaire ainsi que de la variabilité

individuelle. La concentration des neutrophiles augmente et continue à augmenter après

I'exercice physique. Le nombre total des lymphocytes et des cellules NK augmente

également, les lymphocytes B et T sont mobilisés dans la circulation sanguine.

Cependant, le rapport CD4ICD8 diminue. Selon cette étude, I'exercice physique induit

une cascade de réponses hormonales. D'une part, la dépolarisation des nerfs

splanchniques sympathiques innervant la médullosurrénale aboutit à la libération de

I'adrénaline et de la noradrénaline dans le plasma, ces neurohormones ont des effets
physiologiques sur le rythme cardiaque, sur le tonus vasomoteur, sur le flux sanguin

dans le tissu lymphoïde ainsi que sur la circulation des leucocytes. D'autres part,

I'activation de I'axe HPA durant I'exercice provoque une sécrétion de I'ACTH, et par

conséquent, une libération des glucocorticoïdes dans la circulation sanguine: les
glucocorticoïdes ont des effets potentiellement immunosuppresseurs sur les cytokines,

sur les macrophages, sur les monocytes ainsi que sur les cellules NK.

3-2-6. Stress par chocs électriques

Les travaux de Zalcman et al., (1988) ont montré chez la souris que le stress sous forme

de chocs électriques diminue la réponse des plages d'hémolyse (PFC) 48 heures après
I'immunisation avec des globules rouges de mouton. Alors que, la réponse < PFC > ne
change pas chez les animaux stressés 24 heures et 95 heures après I'immunisation
avec des globules rouges de mouton. Cette même étude a montré que le stress diminue
la prolifération de la réponse des lymphocytes T et B et réduit aussi la cytotoxicité des
cellules NK spléniques. Par conséquent, la vulnérabilité aux agents pathogènes

augmente. L'activité des cellules NK et la prolifération des splénocytes à la suite d'une
stimulation mitogénique ont été étudiées par Millar et al, (1993) chez des rats exposés
aux chocs électriques évitables et inévitables. Les animaux exposés à des chocs
évitables présentent une activité cytotoxique des cellules NK plus élevée que celle des
non stressés et que celle des animaux exposés à des chocs inévitables. Selon ces
auteurs, la prolifération des splénocytes est augmentée significativement chez les rats

exposés à des chocs évitables par rapport à ceux stressés de façon inévitable.
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Cependant, la prolifération des lymphocytes périphériques, est supprimée de 50 o/o chez
les animaux stressés par des chocs inévitables par rapport aux animaux stressés par
des chocs évitables. L'étude de Batuman ef al., (1990), a montré chez le rat que le
stress répétitif (immobilisation et chocs électriques) pendant 7 j et 14 j consécutifs, induit
une réduction du nombre des cellules mononucléaires, particulièrement les cellules
TCDS suppressives/cytotoxiques spléniques et périphériques. Cette étude a montré
aussi que la production de l' l l-2 ainsi que la prolifération des cellules T après une
stimulation à la Con-A et à la PHA, diminuent après I'exposition au stress.
D'autres travaux de Zalcman et al, (1991), ont montré que le stress sous forme de chocs
électriques inévitables chez trois lignées de souris (C57BL/6j, C3H/HeJ et BALB/cByj),
induit une diminution de I'activité des cellules NK ainsi que le taux des catécholamines
centraux. La cytotoxicité des cellules NK est déterminée à difiérentes durées (30min,
24h ou 48 h) après le déclenchement des chocs électriques inévitables. Ces auteurs ont
montré que la cytotoxicité des cellules NK est remarquablement diminuée chez
C57BL/6J, 30 min et 48h après I'exposition au streSs. Cet êffét est significatif chez la
lignée C3H/HeJ entre 24 et 48 h après I'application du stress. Cependant I'activité des
cellules NK est significativement réduite 24 h, après I'application du stress chez la lignée
BALB/cByj.

Kusnecov et al., (1992) ont établi une corrélation entre I' infection virale (HSV: Herpes
Simplex Virus) des souris stressées par des chocs électriques et la réponse immunitaire
humorale et cellulaire. Ces travaux ont montré que les chocs électriques provoquent une
diminution de I' immunité spécifique à I'HSV. Selon ces mêmes travaux, il a été relevé
chez des souris stressées, une dépression spécifique de la réponse des lymphocytes
CTL observée aussi bien au niveau de la rate qu'au niveau des ganglions lymphatiques.
Le taux des anticorps lgM anti-HSV a aussi diminué d'une façon significative chez les
souris stressées. Ces différentes diminutions sont corrétées à une augmentation
significative du titre du virus HSV chez les souris stressées par les chocs électriques.
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3-3 Stress et immunité humorale

Les travaux de Laudenslager et al., (1988) ont révélé une différence de la production

d'anticorps chez des animaux immunisés par KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) et

stressés (chocs électriques pendant deux semaines successives), soit pendant la phase

obscure ou claire de leur cycle. En effet ces auteurs ont observé une importante

production d'anticorps spécifiques lgG anti-KLH, lorsque le choc électrique est appliqué

pendant la phase obscure, contrairement au faible taux d'anticorps lgG anti-KLH trouvé

chez des animaux stressés pendant la phase claire. Ces auteurs ont suggéré deux

hypothèses pour expliquer cette différence :

- Au moment de I ' immunisation par I ' injection de I 'antigène, pendant la phase obscure

(au moment ou' le taux de la corticostérone est élevé), un grand nombre de lymphocytes

B, T et des macrophages sont probablement séquestrés au voisinage des ganglions

lymphatiques, ce qui expliquerait la protection des lymphocytes contre I'effet inhibiteur

des glucocorticoïdes.

- L'antigène aurait probablement un effet plus efficace pendant la phase obscure et la

production d'anticorps se mettrait en place pendant cette phase.

D'autres travaux de Berkenbosch et al., (1991) ont montré que le stress (contention et

chocs électriques), provoque une hausse de la réponse immunitaire humorale en

impliquant par voies directes ou indirectes le CRF chez le rat. Selon cette étude, la

neutralisation du CRF (injection d'anticorps anti-CRF) prévient I 'augmentation du taux de

I'ACTH, celui de I 'adrénaline et celui de la noradrénaline. Ces auteurs ont démontré

I' implication de I 'ACTH et d'autres peptides sous le contrôle du CRF, dans la modification

de la réponse humorale splénique chez les animaux stressés,

Les travaux de Baldwin et al., (1995) ont étudié les effets du stress (Nage forcée 60min/j

pendant 3 à 5j) sur I ' immunité humorale des rats isolés. Cette étude a montré chez des

rats soumis au stress expérimental (nage forcée), une hypertrophie des glandes

surrénales et une réduction du poids du thymus et de la rate comparé à des rats non

stressés. Cependant les deux types de stress n'affectent pas le titre d'anticorps dirigés

contre les SRBC. Ces auteurs ont aussi observé chez les animaux isolés

(lanimal/cage), une augmentation du pourcentage des lymphocytes, du taux de la
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corticostérone ainsi que celui du glucose en comparaison à des animaux stressés (nage

forcée). Cette étude a révélé que la réduction de contact social suivi d'une exposition à
un stress physique (nage forcée), n'entraîne pas de changement au niveau de la
réponse immunitaire. D'autres travaux de Baldwin et al., (1997), ont comparé les effets
de deux types de stress (Physique ( course )) yersus psychologique ( immobilisation >)

sur les réponses humorales et endocriniennes chez les rats (male et femelle). Les

résultats de cette étude ont révélé que le stress psychologique et combiné
(psychologique et physique) augmentent le titre d'anticorps dirigés contre les SRBC, le
pourcentage des lymphocytes périphériques ainsi que le taux de la corticostérone et de
la noradrénaline plasmatiques chez la rate. Ces mêmes auteurs ont montré que

I'activation de I 'axe HPA pendant le stress est dépendante du sexe.

Banerjee et al., (1997) ont montré chezla souris que I 'exposition au DDT (insecticide) à

des concentrations de 20, 50 ou 100 ppm pendant 4 semaines, n'affecte pas la réponse
primaire des anticorps dirigés contre les SRBC. Alors qu'un prétraitement au DDT des

animaux stressés par contention appliqué à court terme et à long terme, provoque une

réduction du titre d'anticorps anti-SRBC comparé aux animaux non stressés et non

traités au DDT. Selon cette étude, les effets les plus immunosuppresseurs du DDT sur le

titre d'anticorps anti-SRBC et sur le taux des PFC spléniques sont observés à des doses

de 50 et 100 ppm en combinaison à un stress de contention intense (24 h) ou un stress

appliqué à long terme (1h pendant 5 j). Les résultats de cette étude ont mis en évidence

les différentes interactions existantes entre les agents stressants physiques et

environnementaux dans la régulation de la réponse immunitaire à médiation humorale

chez la souris.

3-4 Interactions des hormones dites de stress avec la réponse cellulaire Th1

et Th2 et avec les cytokines pro/anti-in:flammatoires

Les travaux de Elenkov & Chrousos, (1999) ont montré que le stress fait intervenir les

hormones dites de stress, les glucocorticoÏdes (cortisol) et les catécholamines

(adrénaline et noradrénaline). Ces dernières exercent leurs effets sur les cellules T

auxil iaires (Thr et Th2) et sur la production des cytokines de type 1 et de type 2. Ces

auteurs ont aussi montré que le stress aigu induit des activités pro-inflammatoires dans
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certains tissus via I'activation de la CRH et de I'histamine sécrétée par les mastocytes.

Selon cette même étude, le traitement conjugué par des antagonistes B2 adrénergiques

et Histaminiques H2, amplifie la réponse cellulaire de type Thr, qui peut contribuer

positivement dans I'amélioration de certaines infections ou tumeurs. Ces auteurs ont

aussi suggéré que le traitement par des antagonistes du CRH, prévient

I'immunosuppression de la réponse Th1 induite par le stress. D'autres travaux antérieurs

de Elenkov et al., (1996), ont montré chez I'homme que les glucocorticoides inhibent la
production de l'lL-12 en agissant directement au niveau de leurs récepteurs

cytoplasmiques/nucléaires qui se trouvent au niveau des CPA, et ceci affecte la balance

Thr/Thz. Ces mêmes travaux ont montré aussi que les glucocorticordes exercerait un

effet suppresseur direct sur les cellules de type Th1.

3-5 Stress, HIV et cancer

3-5-1. Stress et HIV

Les travaux de Famularo et al., (1997) ont montré que I'HlV engendre indirectement le

suicide cellulaire ou la mort programmée, l'apoptose, ce qui va entraîner une diminution
du nombre des cellules dans le sang. Les résultats de cette étude affirment que les
facteurs régulant les effets négatifs de ce virus sur I'immunité sont surtout tiés à la
balance oxydanUantioxydant du système redox cellulaire ainsi qu'à la production du
TNF. Cette étude recommande aux patients séropositifs, de combiner un traitement
antirétroviral avec des drogues antioxydantes dont I'activité anti-apoptotique a été mise
en évidence par cette équipe.

Les travaux de Nair et al., (1995) se sont intéressés particulièrement à I'impact des
hormones dites de stress sur la progression de I'infection à I'HIV. Ces mêmes auteurs
ont développé un modèle in vitro pour évaluer les effets des hormones de stress tels
que : le cortisol, I'ACTH et la B endorphine sur la progression de la maladie et
particulièrement sur I'activité des cellules NK. Selon cette étude, I'administration

exogène et directe de la p endorphine sur une mixture de cellules immunitaires, n'affecte
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pas I'activité des cellules NK, alors que le cortisol et I'ACTH, inhibent I'activité de ces
cellules chez les patients infectés par I'HIV. Cette étude a mis en évidence I'implication
des neurohormones dans l'évolution de la maladie du SIDA.

3-5-2. Stress et cancer

Les travaux de Wu et al., (2000) ont montré I'impact du stress psychosocial (isolement
social) sur la formation des métastases du foie chez la souris Balb/c après une injection
de cellules cancéreuses de type: colon 26-L5. Pour ces auteurs, I ' isolement social
augmente le nombre des colonies tumorales par rapport aux animaux vivant en groupe.
Un isolement de ces animaux durant 2 semaines engendre une diminution du poids du
thymus (35.8 %) ainsi que le nombre des thymocytes (40.2 %). Selon cette étude, le
stress affecte aussi la réponse des splénocytes à divers stifiuli, I'activité splénique des
cêlluleS NK, la cytotoxicité des macrophages ainsi que I'activité tumoricide des
macrophages. Elle fait apparaître que le stress psychosocial potentialise la formation des
métastases tumorales, en partie à travers ses effets suppressifs sur le système
immunitaire. Les études de Rowse et al., (1995) ont montré chez la souris que le stress
psychologique (isolement) affecte la vitesse de croissance des tumeurs mammaires
(SC115) et I 'activité des cellules NK spléniques; I' isolement des souris (vivant en groupe
au départ) juste après I' injection des cellules cancéreuses, entraîne une augmentation
de la vitesse de croissance de la tumeur et I 'activité des cellules NK; alors que la vie en
groupe des animaux vivant seul au départ diminue à la fois la taille de la tumeur et
I'activité des cellules NK. Ces travaux ont révélé I' importance du rôte des cellules NK
dans la croissance de la tumeur observée chez les animaux isolés. ogawa et al., (2000)
se sont intéressés plutôt à l'étude des effets du stress postopératoire sur la réponse
immunitaire des cancéreux (cancer gastro-intestinal). D'après eux le stress chirurgical
induit une diminution du nombre des lymphocytes périphériques ainsi que leurs fonctions
deux semaines après I' intervention chirurgicale.
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L'immunosuppression est due à une diminution du nombre des lymphocytes T

auxiliaires/inducteurs, celui des cellules cytotoxiques et celui des cellules NK. Ces

auteurs observent en outre que ce type de stress augmente la sécrétion du cortisol et

des protéines acides chez les patients atteints du cancer.
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4, Stress et axes corticotropelsympathique

4-1. La glande surrénale

4'1'1 . DescriPtion générale

Les glandes surrénales sont des organes pairs situés au pôle supéro-interne des reins'

Dê forme variable selon les espèces, le plus souvent "en tricorne", chaque surrénale est

composée de quatre glandes emboîtées les unes dans les autres' Du centre vers la

périphérie, on trouve: la médullosurrénale, embryologiquement distincte du reste de la

glande, la corticosurrénale, elle même formée de trois zones concentriques ayant

chacuneunéquipementenzymat iquespéci f iqueetunrô|ephys io |og iquepar t icu | ier .

4'1'2. Les corticosu rrénales

- Aperçu anatomique (voir Fig. 16)

On distingue de la périphérie vers le centre: la zone gtomérulée productrice

d,ardostérone (hormone minérarocorticoÏde), ra zone fascicurée en continuité avec une

zone réticutée respectivement responsables des sécrétions de glucocorticoÏdes et

d'androgènes (Malamed 1975; Waterman & Simpson 1990)'
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* La zone glomérulée, ainsi nommée car les travées sont pelotonnées sur elles mêmes

et recourbées en arc ou en croix, donnant de nombreux point un aspect de pseudo-

glomérules, est constitué de petites cellules, très polymorphes, cubiques ou arrondies, et

dont le protoplasme peu coloré contient des granulations lipotdes. Elle sécrète

I'aldostérone.
* La zone fascicu/ée, plus importante, est formée de grande cellules polyédriques

disposées en travées parallèles (Colonnes de Kôlliker) qui vont de la périphérie vers le

centre de la glande. Leur cytoplasme est riche en gouttelettes graisseuses contenant

des lécithines et du cholestérol précurseur des hormones : c'est la partie moyenne de la

zone fasciculée. Sa partie externe comporte une mince couche de cellules plus petites,

ou' I'on retrouve quelques figures de mitoses.

" La zone réticulée, couche la plus interne, est faite de cordons de cellules cubiques

anastomosées en réseau. Entre les cellules, courent de nombreux capillaires fortement

dilatés.

Les zones fasciculées et réticulées sont responsables de la biosynthèse et de la

sécrétion des glucorticostéroïdes et des androgènes.
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Fig. 16 Structure microscopique de la glande surrénale
(a) schéma. (b) Photographie d'une coupe transversale de la glande surrénale. On aperçoit la

cortico-surrénale et une partie de la médullo-surrénale (cité dans ta thèse de Moftaqir-Handaj. A, 1997)
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- Hormones de la corticosurrénale

La corticosurrénale sécrète trois types d'hormones : les glucocorticoïdes, dont le chef de

file est le cortisol, les minéralocorticoïdes, assurant la régulation de l'équilibre

hydrominéral et dont le plus actif est I 'aldostérone, enfin les androgènes. Compte tenu

de I'intérêt porté aux glucocorticoïdes dans cette étude, nous présenterons dans un

paragraphe indépendant quelques considérations (structure, biosynthèse, transport,

catabolisme) sur ces hormones sans évoquer les minéralocorticotdes et les androgènes.

Puis, nous discuterons certaines propriétés physiologiques de ces hormones.

4-1 -2-1. les g I ucocorticoiUes

Dans I'espèce humaine, le principal représentant de ce groupe est le cortisol devançant

de loin la corticostérone, produite en quantité 6 à 8 fois inférieure à celle du cortisol par

le cortex surrénalien. Cependant, chez les rongeurs de laboratoires, la corticostérone

est au contraire le glucocorticoïde le plus abondant (Cohen, 1973).

- Structure

Comme tous les stéroïdes, les glucocorticoïdes dérivent de la structure cyclo-penténo-

phénanthrénique. C'est une structure constituée de trois cycles de cyclohexane et d'un

cycle de cyclopentane dans un même plan, des groupements fonctionnels se projetant

sur I'un ou I'autre côté du plan de la structure principale (Fig. 17). Le cortisol, stéroÏde en

C21, possède sur le carbone 17 de sa structure un hydroxyle qui le différencie de la

corticostérone ou' il fait défaut.

- Biogenèse

La biosynthèse des hormones surrénales de nature stéroïdique a lieu dans les trois

zones histologiques, à partir du cholestérol, par un ensemble de réactions biochimiques

formant un tronc commun. (Fig. 18)
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Le cholestérol vraisemblablement plasmatique, grâce à deux hydroxylases NADPH

dépendantes, est transformé en 20 a, 22 (a ou b) dihydrorycholestérol. Celui ci, scindé

par une desmolase, donne un composé en C21, la A5-prégnénolone. Celle-ci subit

ensuite une oxydation en C3 avec isomérisation de la double l iaison qui passe de D5 à

D4. Ensuite, intervient une série d'hydroxylations en C17 puis en C21 et enfin en C1 1 .

Fig. 17 Structure de base des stéroïdes
Elle est composée de trois cycles de cyclohexane et d'un cycle de cyclopentane.

Les atomes de carbone sont numérotés pour identifier les groupes fonctionnels.

(cité dans la thèse de Moftaqir-Handaj. A, 1997)
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Fig. 18 Principales chaînes de biogenèse des glucocorticoïdes.
(cité dans la thèse de Moftaqir-Handaj. A, 1997)

- Transport

Après leur formation, les glucocorticoïdes sont libérés dans le sang circulant et sont fixés

à 90 % sur une protéine porteuse de type cr glycoprotéine d'origine hépatique, la

transcortine ou la CBG (Corticosteroid Binding Globulin). lls peuvent rester sous forme

libre, forme quantitativement peu importante. Dans les hypercorticismes, la transcortine

est rapidement saturée et la fixation s'opère alors de façon non spécifique sur les

sérumalbumines.
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- Catabolisme

Le métabolisme des hormones stéroides se fait dans le foie par le biais d'une série de
réductions donnant lieu à des dérivés di, tétra et hexahydrogénés. Ensuite, ils sont
principalement éliminés par voie urinaire (par sulfoconjugaison et surtout
glucuroconjugaison). Une partie du cortisol non dégradé est éliminée sous forme libre.

- Mise en jeu et régulation de la sécrétion des glucocorticoides

La sécrétion des glucocorticoïdes est sous la dépendance du complexe hypothalamo-
antéhypophysaire. Ce complexe subit lui même une régulation hippocampique via les
projections qu'il reçoit (Jacobson & Sapolsky, 1991). En effet, I'hypothalamus exerce un
contrôle par I' intermédiaire d'une neurohornione lê CRF, pcptide de 41 acides aminés
qui stimule au niveau de I'antéhypophyse, les cellules sécrétrices de I'ACTH. De plus, le
système hypothalamique est responsable de la nature circadienne de tout le
fonctionnement sous-jacent (Daly & Evans, 1974), ainsi que de son adaptation aux
stimulations extérieures tels que le stress de toutes ses formes. Sous I'effet du stimulus
physiologique représenté par I'ACTH hypophysaire, le chotestérol emmagasiné dans les
zones fasciculées et réticulées des cortico-surrénales entre dans la voie de la
biosynthèse hormonale. Ainsi, en se fixant sur un récepteur membranaire, I 'ACTH
provoque une activation de I'adénylate cyclase et une cascade de réactions aboutissant
à I'activation des enzymes de biosynthèse des glucocorticoides. L'ACTH hypophysaire
dérive de la Pro-Opio-Mélano-Cortine (POMC) dont le clivage protéolytique peut
également engendrer d'autres peptides tels que les endorphines ou la MSH (Melanocyte
stimulating Hormone). En dehors de son effet sur la stéroidogenèse, I'ACTH exerce
également une fonction d'ordre trophique: I'hypophysectomie entraîne I'atrophie des
surrénales. Cependant une rétroaction négative exercée par le cortisot sur
I'hypothalamus et I'antéhypophyse régule I'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénal ien.
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L'essentiel de cette régulation s'effectue pendant la nuit, engendrant ainsi un Mhme

d'activité circadienne.

- Action des glucocorticoTdes

C'est un glucocorticoide dont I'action essentielle se fait sur le métabolisme des glucides,

il stimule la gluconéogenèse. Le cortisol a également un effet activateur du métabolisme

protéique, Le cortisol a un effet important sur le catabolisme des protéines. Par ailleurs,

le cortisol est connu pour activer la glycogène synthétase et inhiber la glycogène

phosphorylase par inhibition de la phosphatase de la phosphorylase q. De plus, il exerce

sur les tissus périphériques un effet anti-insuline, sur le muscle squelettique par

exemple: Le cortisol agit sur les cellules chromaffines en activant la transmethylase de la

noradrénaline (qui catalyse la réaction noradrénaline)ad rénaline).

Sur le plan immunitaire, les glucocorticoides à des doses modérées et élevées

entraînent une diminution du nombre de globules blancs, d'éosinophiles et des

lymphocytes circulants dans le sang en même temps qu'une fonte d'organes

lymphoides. Cependant, les glucocorticoides entraînent une augmentation du taux des

monocytes, I'activation des macrophages et la stimulation de I'activité des cellules NK

due à un blocage de la production endogène de I' interféron (Munck et a|.,1984).

4-1 -3. La médullosurrénale

La médullosurrénale appartient au système nerveux sympathique. Elle peut être

assimilée à un ganglion au sein duquel les neurones postganglionnaires se sont

différenciés en cellules endocrines, les médiateurs (adrénaline et noradrénaline) étant

déversés non plus dans un espace synaptique mais dans la circulation.
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4-1-3-1. Rappel anatomique

Occupant la partie centrale des glandes surrénales, les cellules polyédriques qui la
constituent sont dites chromaffines car elles renferment dans leur cytoplasme des
granules se colorant par les sels de chrome. Un vaste système vasculaire représenté
surtout par les rameaux provenant de la grande veine surrénale, est situé entre le réseau
formé par les cellules chromaffines. La médullosurrénale est constituée par deux grands

types cellulaires: les cellules chromaffines (majoritaires) et les neurones ganglionnaires.

Les cellules chromaffines sont divisées en cellules adrénergiques et en cellules
noradrénergiques (Coupland, 1989; Kobayashi & Coupland, 1993). Ce sont de petites

cellules ne possédant pas d'extensions dendritiques. Les neurones ganglionnaires sont
des cellules beaucoup plus grandes possédant des expansions dendritiques. Leur
sécrétion principale est la noradrénaline. ll existe une troisième population minoritaire de
cellules catécholaminergiques dont la morphologie est intermédiaire entre les cellules
chromaffines et les neurones ganglionnaires appelés cellules SIF (Small tntensley
Fluorescent). Elles diffèrent des cellules chromaffines par I'existence de petits
prolongements et de granules de sécrétion plus petits (Tischler & Delellis, 1988).
D'autres cellules existent aussi au niveau de la médullosurrénale, les cellules satellites
ou encore cellules de Schwann (Cooper et al., 1990). Ces cellules joueraient le rôle de
support et de jonction entre les cellules.

4-1-3-2. Les catécholamines (CA)

Les CA sont des substances possédant une fonction amine et deux fonctions phénol.
Les CA physiologiques : adrénaline, noradrénaline et dopamine sont les intermédiaires
chimiques, les médiateurs entre les terminaisons nerveuses et les organes
périphériques. ll existe à peu près 80 à 90 % d'adrénaline au niveau de la
médullosurrénale. Au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques, on trouve
uniquement de la noradrénaline ou'elle joue un rôle important dans la médiation trans-
synaptique.
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- Biosynthèse

Le voie de biosynthèse des CA se fait à partir de la L-tyrosine fournie soit par

I'alimentation, soit par I'hydroxylation de la phénylalanine dans le foie. Elle est recaptée

dans le sang ou'elle se trouve, par les cellules chromaffines par le biais d'un transport

actif. L'hydroxylation de la tyrosine conduit à la 3, 4-dihydroxyphénylalanine ou DOPA.

C'est l'étape limitante de la biosynthèse, car toute inhibition de I'hydroxylase retentit sur

la quantité d'adrénaline produite et sur son stockage. La réaction qui suit se produit

grâce à L-acide aminé aromatique décarboxylase : cette enzyme décarboxyle la L-dopa

en L-dopamine. La L-dopamine subit une B hydroxylation qui la transforme en

noradrénaline par la dopamine B-hydroxylase, qui a comme cofacteur, I'acide ascorbique

et le cuivre. Quant à la transformation de la noradrénaline en adrénaline, elle s'effectue

dans la médullosurrénale grâce à une méthyltransférase (Fig. 19).

- Stockage et libération

Les CA sont stockées dans les cellules de la médullosurrénale dans des granules qui

contiennent également des protéines solubles, les chromogranines, une ATPase Mg2*

dépendante et la dopamine B hydroxylase. Une stimulation cholinergique, engendre une

augmentation de la perméabitité de la membrane de la cellule cible aux ions Na* et Ca2*,

ce qui induit une dépolarisation membranaire et par la suite la sécrétion. Cette dernière

se fait par exocytose, tout le contenu du granule est déversé dans le sang.

- Catabolisme

Les CA sont inactivés par deux principales enzymes : la MAO (Mono-Amine Oxydase)

et la COMT (Gatéchol-O-Méthyl-Transférase), au niveau des organes effecteurs et

surtout au niveau du foie. LA COMT, enzyme du plasma, du foie, des reins,

interviendrait principalement dans I'inactivation des métabolites circulants, cependant, la

MAO agirait plutôt secondairement sur les métanéphrines. Sous I'action de la COMT,

des dérivés O-méthoxylés sont formés et se trouvent au niveau des urines, et peuvent

être éliminés sous forme glucuroconjuguée ou sulfoconjuguée.

53



Section b ibliograph ique

ffi
D{'pfmlË'd

lu ***
Ji"**r

ffi-u*r**
I f.{rer

*

+.4 i *4 , *ëë ï t i i i ââ  d ,

PËrËfistà1ûffi
,}
t. t

I
ll'

HÉrfr $iëi.brblçi,"rmiarui;

Fig. 19 Les différentes voies de biosynthèse des catéchoramines

(cité dans la thèse de Moftaqir-Handaj. A, 1997)
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4-2. Les effets à long terme d'un stress prénatal et postnatal sur les paramètres

métaboliques et sur la régulation de I'axe HPA

Les travaux de Vallée et a1.,1996 ont montré que I'environnement prénatal et postnatal

exercent une influence à long terme sur la réponse de I'axe HPA. Dans cette étude, les

manipulations prénatales et postnatales (stress de contention) et leurs influences sur la
sécrétion des glucocorticoides sont évaluées en mesurant les paramètres métaboliques

du rat adulte : le taux du glucose plasmatique, le poids corporel et la nutrition de base.
Cette même étude a montré que les modifications prénatales et postnatales ont un effet
opposé sur tous les paramètres sauf, sur le taux du glucose dans le sang, qui augmente
chez les animaux exposés à un stress prénatal. Selon ces auteurs, le stress prénatal
provoque une altération à long terme de la régulation de I'axe HPA.

4-3. Stress, immunité et hormones dites de stress (corticostérone et
catécholamines)

Hedman et al., 1984 ont étudié I'effet des glucocorticoides sur la circulation des
lymphocytes chez le rat en utilisant la technique d'immunofluorescence. Trois heures
après I'injection des glucocorticoïdes, ces auteurs ont observé chez les rats non
thymectomisés une réduction de 640/o des cellules immunitaires affectant à la fois les
lymphocytes T et B, alors que chez les animaux thymectomisés, ils ont relevé une
réduction lymphocytaire beaucoup plus importante (77o/o). Ces travaux ont signalé que
le comptage des cellules montre qu'il y 'a plus de lymphocytes T que de B qui
disparaissent au niveau de la circulation. lls ont constaté aussi que les cellules T-non
auxiliaires (les lymphocytes T cytotoxiques/suppresseurs) disparaissaient d'une façon
plus importante que les cellules T auxiliaires. L'administration de la prednisolone
(glucocorticoïdes de synthèse) à ces animaux a un effet plus prononcé sur la diminution
du taux des lymphocytes B que sur celui des lymphocytes T périphériques. ll parait que
le taux endogène des glucocorticoides affecte seulement les lymphocytes T.
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Quand la dose augmente, I'effet des glucocorticoides sur le taux des lymphocytes B
semble être dose-dépendant. Les travaux de Spry, (972) ont montré, par la technique
de marquage radioactif, que la circulation des lymphocytes est liée aux glucocorticoÏdes.

Ces mêmes travaux ont montré que I'injection du CRF à des rats entraîne aussi une
diminution des lymphocytes. Trois hypothèses découlent de ces travaux :

- Les glucocorticoides agiraient préférentiellement sur la circulation des lymphocytes T.

- Lors de I' injection de I'ACTH et de la prednisolone, il y 'aurait probablement une lyse
des lymphocytes T et une inhibition de leur circulation par blocage de leur passage des
organes lymphoËes vers le sang.

- La synthèse de I'ADN et de I'ARN serait inhibée par les stérordes (glucocorticoides).

Dobbs et al., (1993) ont mesuré le taux des corticostéroides plasmatiques sécrétés suite
à I'exposition des animaux au stress (infection virale, privation alimentaire, réduction de
I'espace etc...). l ls observent qu'un stress physiologique causé par une infection virale
(lnfluenza A/PRB virus) est suffisant pour activer I'axe HPA par la libération de I'ACTH.
lls ont constaté 48h après I' infection une augmentation significative du taux de la
corticostérone plasmatique, et que chez des souris privéeg de nourriture et de boisson,
le taux de la corticostérone plasmatique est plus élevé que chez des souris non
rationnées. Selon ces mêmes auteurs, I ' isolement des souris dans des cages
cylindriques montre aussi une augmentation très prononcée de la corticostérone
plasmatique.

L'étude de Stefanski, (2000) s'est intéressée aux effets du stress social (confrontation)

sur I' immunité cellulâire chez le rat male : la perturbation de la réponse immunitaire chez
les animaux stressés, est liée au changement hormonal. Après une confrontation
chronique de 7j, les rats vainqueurs présentent une concentration stable de CBG
(Corticoïd Binding Globulin), alors que la concentration de la corticostérone est faible.
Cependant, les rats vaincus présentent une faible concentration de la CBG, alors que la
concentration totale de la corticostérone n'a pas changé. Cette même étude a montré
que le taux de la noradrénaline et de l'adrénaline augmente de façon importante chez
les rats vaincus; qp
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Et que le stress social engendre une granulocytose et une diminution du nombre des

cellules T CD4 particulièrement chez les rats vaincus et chez les rats vainqueurs < non
mordeurs >. Chez les rats vaincus, une corrélation entre la concentration de la
noradrénaline et le pourcentage des granulocytes a été montrée. Ce travail a bien mis
en évidence le rôle de la réponse hormonale dans les perturbations immunitaires
induites par le stress social chez le rat.
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5-1 Endomorphines et récepteurs opioides

5-1-1. Structure anatomique de I'hvpophvse

L'hypophyse est subdivisée en différentes parties, on distingue: Fig. 20
- L'adénohypophyse (développée à partir de l'épiblaste stomodéal) qui comprend trois
parties:

1) le lobe antérieur (LA),

2) le lobe tubéral (LT),

3) la zone intermédiaire ou zone cystiforme qui représente chez I'adulte une zone
étroite composée de quelques îlots cellulaires et de microkystes situés entre le lobe
antérieur et le lobe postérieur.

- La neurohypophyse (d'origine neurale à partir du plancher diencéphalique) est
également composée de trois parties :

1) l 'éminence médiane (EM) située au niveau de I' infundibulum,

2) la tige hypophysaire (TH) ou tige infundibulaire,

3) le lobe postérieur (LP) ou lobe nerveux.

La technique de I' immunocytochimie a montré que les hormones antéhypophysaires ont
leur source essentielle dans le lobe antérieur de I'hypophyse (Fig. 21); le lobe tubéral et
la zone intermédiaire ne jouent qu'un rôle secondaire.

58



S ection b ib liograp h ique

- Le lobe tubéral est constitué par des cordons cellulaires de type endocrinien, les

cellules sont de type glandulaire; elles pourraient jouer un rôle endocrinien de

substitution après hypophysectomie.

- La zone intermédiaire de I'animal renferme des cellules glandulaires à I'origine d'une

sécrétion d'hormone mélanotrope et de peptides de la famille opio-corticotrope, ce qui

n'est pas le cas chez I'homme.

- Le lobe antérieur, renferme une série de cellules spécialisées dans la sécrétion des

hormones adéno-hypophysaires. Certaines de ces cellules prédominent dans les régions

latérales du lobe antérieur (cellules somatotropes et cellules à prolactine) et d'autres

dans la région médiane (cellules opio-corticotropes). Les cordons cellulaires (1) du lobe

antérieur renferment des cellules disposées en plusieurs couches, ils sont limités par

une lame basale péri-cordonale (LPB) et séparés des autres cordons par un capillaire à

endothélium fenêtré (2). Entre les espaces capillaires, le tissu conjonctif correspond à

I'espace péri-capillaire (3). A côté des cellules endocriniennes, il existe des cellules non
glandulaires appelées cellules folliculaires (6). Ces cellules délimitent une cavité qui peut

être remplie de substance colloïdale (5) Ces cellules envoient des expansions
périphériques (4) vers la lame basale péri-cordonale.

Parmi les cellules glandulaires hormonogènes, on peut distinguer cinq types de cellules :

Les cellules somatotropes (S): elles ont une disposition périphérique au sein des

cordons et prédominent dans les régions latérales du lobe antérieur. Elles fixent

abondamment les colorants acides (cellules acidophiles).

Les cellules à prolactine (P): elles sont également acidophiles et localisées surtout

dans les zones latérales du lobe antérieur.

Les cellules opio-corticotropes (OC) : elles sécrètent I'ACTH, I'hormone lipotrope

(LPH), la B endorphine. Chez les rongeurs, les cellules OC sont localisées dans le lobe

antérieur et dans le lobe intermédiaire. Cependant, chez I'homme ces cellules sont
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dispersées uniquement dans la partie médiane du lobe antérieur de l'hypophyse. Ce
sont des cellules basophiles, de grande taille, contenant des grains intensément
colorables par_ le bleu d'aniline (cellules cyanophiles). Lorsque le taux de cortisol
circulant augmente, leur cytoplasme est envahi par une substance hyaline à
ultrastructure filamenteuse, on parle alors de cellules de < crooke >.

Les cellules thyréotropes (T) : elles sont peu nombreuses par rapport aux autres
catégories cellulaires. Elles se caractérisent par la présence d'expansions
cytoplasmiques dont certaines rejoignent la lame basale péri-cordonale.

Les cellules gonadotropes (GN) : elles ont une taille et une forme variables , mais elles
sont habituellement grandes, ovordes ou globuleuses, et situées à la périphérie des
cordons contre la lame basale.
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iliri rs

Fig. 20 Les différentes parties de I'hypophyse
(Poirier, Ribadeau-Dumas, Histologie, 1980)

6 l



S ect io n b ib lio g rap h iqu e

Fig.21 Représentation schématique du lobe antérieur

de l 'hypophyse lencyclopédie Médicale Chirurgicale, T I  ,  t998)

5-1-2.  Endomorphines

- Classification

Les peptides opiacés ou endomorphines, sont consti tuées par une vingtaine de peptides

qui appart iennent à trois grandes famil les:
\

- La famille de la pro-opio-mélano-cortine (POMC), comprend les endorphines dont la p-

endorphine est la mieux connue (Fig.22)
- La famil le de la pro-dynorphine donne naissance aux néo-endorphines et dynorphineA.
- La famille de la pro-enképhaline comprend en particulier la Met-enképhaline (Met et

Leu-enképhal ine).
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- Localisation

Endorphines.' La POMC est synthétisé dans I'antéhypophyse au niveau du noyau arqué
de I'hypothalamus. Les projections des neurones hypothalamiques sont nombreuses
vers les régions limbiques, des noyaux du bulbe, les noyaux de la ligne médiane du
thalamus et de la substance grise périacqueducale (ces deux régions sont impliquées
dans I' intégration de la sensation de la douleur).

Le gène de la POMC, chez I'homme est situé sur te chromosome N"2. Dans le SNC, la
POMC est synthétisée par des neurones présents dans I'hypothalamus et te tronc
cérébral, le noyau arqué renferme la majorité des neurones hypothalamiques à pOMC.

Le gène de la POMC s'exprime dans d'autres tissus que ceux de I'adénohypophyse et
du SNC, surtout que les leucocytes (les lymphocytes) peuvent sécréter de la B
endorphine en cas d'inflammation.

Enképhalines ef dynorphines; Les enképhalines et les dynorphines sont largement
distribuées dans les neurones cérébraux, et leurs voies sont souvent parallèles. Elles
sont présentes dans les cellules chromaffines de la médullosurrénale dans les mêmes
grains de sécrétion que les catécholamines avec lesquelles etles peuvent être libérées.
Chez I'homme, le gène de la proenképhaline, est situé sur le chromosome N'12, c'est au
niveau de la médullosurrénale de certaines espèces et le SNC qu'il est principalement
exprimé. Alors que la dynorphine et les dérivés de la prodynorphine se situent chez
I'homme sur le chromosome N'20, ils s'expriment principalement dans le SNC, la glande
médullosurrénale et I'hypophyse antérieure.

63



Section bibliograph ique

Fig.22 Chaîne peptidique de la pro-opiomélanocortine
(Encyclopédie Médicale Chirurgicale, Tl, l99g)

5-1-3. Rôle et distribution des récepteurs opioidergiques

5-1-3-1. Opiacés et système nerveux central

Les "analgésiques narcotiques" dont le prototype est la morphine, sont des ligands
exogènes pour ces récepteurs dont les peptides opiacés sont les ligands endogènes
(endomorphines). Le contrôle de la douleur est donc le domaine d'intervention essentiel
des peptides opiacés.

Les agonistes p ont un effet euphorigène et sont sujets à accoutumance tandis que les
agonistes k qui produisent une sensation désagréable et peuvent générer des
hallucinations ont un faible potentiel d'accoutumance.

L'effet de I'activation des récepteurs étant essentiellement inhibiteur, le mécanisme
d'action proposé pour I'analgésie est que, par activation des canaux potassiques ou
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inhibition des canaux calciques, la durée du potentiel d'action se trouve diminuée et la
quantité de transmetteur libérée aux terminaisons (par exemple la substance P dans la
moelle) baisse. L'influx sensitif responsable de la douleur serait donc réduit.
Le mode de transduction, contrairement aux autres systèmes de transmission est très

similaire pour les trois types : les récepteurs r, p et ô sont couplés négativement à

I'adénylcyclase par une protéine G, mais il existe aussi un couplage ionique qui permet

de différencier p et ô d'une part (canal K*; et d'autre part (canal Ca**). En effet, la

modulation du couplage avec I'adénylcyclase au cours du traitement chronique par les
agonistes, joue un rôle dans le développement des phénomènes de tolérance et de
dépendance.

La distribution des sites récepteurs est assez mal corrélée à celle des peptides opiacés.
Ainsi, le cortex et le noyau caudé ont une haute concentration en sites de liaison mais un
faible taux de peptides alors que le globus pallidus est riche en enképhalines et pauvre

en sites delta. De même, la substance noire et l'hippocampe reçoivent une innervation
dense du système à dynorphine. Les structures les plus riches en récepteurs

opioïdergiques sont le striatum, le tronc cérébral (noyaux du raphé et du trijumeau en
particulier) et la moelle au niveau de la corne postérieure et de la substance gélatineuse.

Les opioïdes interagissent avec trois types de récepteurs : p, ô et r et e.

Les peptides endogènes, enképhalines, dynorphines et B endorphine, ne sont

spécifiques d'aucun récepteur, mais à forte concentration les enképhalines agissent sur

les récepteurs p et ô. Les récepteurs opioïdes pr sont subdivisés êh p1 et pr2 (Pasternak,

1993), ô sont également subdivisés en deux sous-types:ôr et ô2 (Jiang et a\. ,1991), et

fe r en trois sous types '. K1, K2 et q (Cheng et a\.,1992).
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Tableau. 2 Récepteurs des opioïdes et leurs l igands. (Meunier & Shvatoff,  1992)

Récepteur Mu Delta Kappa Epsi lon

Opioides

endogènes

B endorphine

Met-enképhaline

Leu-enképhaline

Enképhalines

B endorphine

dynorphines B endorphine

Agonistes

de synthèse

Morphine

Codéine

Fentanyl

Péthidine

DSTBULET

DPDPE

u50488H

pentazocine iltl

AntagonistesNaloxone

p FNA

Naloxone

Naltr indole

Naloxone

Nor- BNI

Naloxone

Mécanisme

Effecteur

Proteine G

activation

des

canaux K*

Proteine G

inhib i t ion

des canaux

Ca**

Effets

Analgésie

Anxiolyse

Euphorie

Nausées

Constipation

Suppression

de la toux.

Dépendance.

Comme

F'

moins

marqués

Analgésie

Aversion

Diurèse
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5-1 -3-2. Propriétés pharmacodynam io ues des morph inom imétiques

Les morphinomimétiques ont des propriétés pharmacologiques, dépendantes de la dose,
qui concernent notamment I'analgésie, la dépression respiratoire et les effets digestifs.
Les principales différences entre eux sont situées principalement au niveau de la
puissance, des durées et délais d'action.

- Actions surle SNC

Les morphiniques peuvent agir sur le SNC soit en I' inhibant soit en le stimulant.

- Analgésie

L'analgésie des morphiniques constituant la classe des agonistes purs est intense,
dépendante de la dose et se manifeste à l'égard de tous les types de douleur.

- Actions psychomotrices

Les morphiniques peuvent engendrer deux types de comportements :
* soit un état de sédation, quand le morphinique est administré chez

le patient douloureux.
* soit un état d'agitation psychomotrice plus particulier à certains

terrains : vieillards, enfants jeunes, sujets cachectiques.

- Actions hypnotiques

Les morphiniques altèrent le niveau de vigilance par une dépression sélective du SNC,
mais ils ne créent pas d'hypnose même à fortes doses
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- Actions respiratoires

Les morphinomimétiques provoquent une réduction de la réponse des centres
respiratoires bulbaires aux stimuli hypoxémiques et hypercapniques.

- Tolérance, dépendance physique et assuétude.

- La tolérance, dite aussi accoutumance, est définie comme la nécessité d'augmenter tes
doses pour obtenir les mêmes effets.
- La dépendance phvsique, il s'agit d'un état physiologique caractérisé par un syndrome
de sevrage à I'arrêt brutalde |administration de morphiniques.
- L'assuétude ou addiction, c'est un état de besoin ou de compulsion qui incite le sujet à
répéter indéfiniment I'administration du produit afin de s'en percevoir les effets
psychiques ainsi que d'éviter les effets du sevrage.

5-2. Les effets des peptides opioides sur la réponse immunitaire

Les travaux de Cunnick ef at., (1989) ont montré chez le rat que le stress sous forme de
chocs électriques induit la suppression de I'activité des cellules NK spléniques et la
réponse des lymphocytes T à une stimulation mitogénique à la Con-A et à la pHA. Cette
étude a montré aussi que le choc électrique affecte différemment les compartiments
immunologiques, par exemple, une seule session de chocs entraîne une suppression de
la réponse des lymphocytes spléniques et celle des lymphocytes périphériques après
une stimulation à la Con-A. Cependant, I'effet suppressif du choc électrique sur la
réponse des lymphocytes spléniques diminue après 5 sessions répétitives de chocs
électriques. La réponse des lymphocytes du sang à une stimulation mitogénique, reste
supprimée par le choc électrique répétitif. Ceci montre bien que I'immunosuppression est
dépendante du nombre de sessions de chocs appliqués et du compartiment immunitaire
étudié. Ces travaux ont démontré aussi que I'administration du naltrexone mais non pas
celle du Diazépam avant le stress, empêche la suppression de I'activité des cellules NK,
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ceci met en évidence I'implication des récepteurs opioides dans I'altération de I'activité
des cellules NK. D'autres travaux de Shavit et al., (1984) ont montré que I'activité
cytotoxique des cellules NK diminue, et la croissance des tumeurs augmente après un
stress chronique sous forme de chocs électriques chez I'animal et ces effets sont mimés
par la morphine et bloqués par la naloxone, ceci prouve bien aussi I'implication des
récepteurs opioïdes dans I'altération de l'activité cytotoxique des cellules NK. Les
travaux de Flores et al., (1995) ont montré chez le rat que la morphine, exerce une
activité suppressive vis à vis de la réponse immunitaire. Selon cette étude la prolifération
des lymphocytes périphériques après une stimulation à la Con-A est supprimé à 70 o/o,

2h après I'administration de la morphine à 10 mg/kg. Les mêmes résultats ont été mis en
évidence par ces auteurs en utilisant un agoniste sélectif des récepteurs p (fentanyl) à
0.05 mg/kg. Selon cette étude, un prétraitement avec un antagoniste des récepteurs
opiotdes de type p, le naltrexone à Smg/kg bloque complètement I'action inhibitrice de la
morphine à 7mg/kg sur la réponse des lymphocytes périphériques. Ces auteurs ont
montré aussi que I'administration de la morphine est accompagnée d'une diminution de
30 o/o du nombre absolu des lymphocytes T circulants dans le sang. La technique de la
cytométrie de flux a révélé que la diminution n'est spécifique à aucune des sous
populations des lymphocytes T. Cependant, la morphine n'affecte pas significativement
la distribution relative des monocytes, celle des neutrophiles et celle des éosinophiles.
Cette même étude a montré aussi que la lymphopénie induite par la morphine est
supprimée chez les animaux surrénalectomisés. Une autre étude de Flores ef a/., 1996
s'est plutôt intéressée au SNA et son implication dans la suppression de la prolifération
des lymphocytes du sang, induite après I'administration de la morphine chez le rat. Les
résultats de cette étude ont bien démontré I'implication du SNA en partie dans
I'immnosuppression induite par la morphine, cependant le blocage du système
sympathique ou parasympathique, n'était pas suffisant pour antagoniser les effets
immunosuppressifs de la morphine. La seule explication apportée par ces travaux, à la
diminution de la prolifération des lymphocytes du sang, est I'activation des neurones
postganglionaires non cholinergiques et non adrénergiques, ce qui entraîne une
libération de neuropetides neuroactifs tels que: VlP, Peptide Intestinal Vasoactif (sécrété
au niveau des nerfs parasympathiques en même temps que I'acéthylcholine),
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le neuropeptide Y (sécrété par les nerfs sympathiques), la somatostatine (co-sécrétée
par les nerfs sympathiques). Les effets immunomodulateurs de ces neuropeptides ont
été démontrés pardes études antérieures de Payan & Goetzel, (1985), qui ont mis en
évidence I'existence des sites spécifiques au niveau des cellules immunitaires, ayant
une forte affinité pour la substance P, pour le VIP ainsi que pour la somatostatine. En
plus, Flores ef a/., (1996) ont montré que ces peptides entraînent une augmentation et
une diminution de I'activité des lymphocytes in vitro à différentes concentrations, la

substance P augmente la prolifération des lymphocytes T humains, stimule le
chimiotactisme et la production de I'H2O2 par les macrophages. A des concentrations
inférieures à 10-12M, la somatostatine inhibe la prolifération des lymphocytes T humains
in vitro. Cependant, Wahl et al., (1988) ont rapporté que les effets <anti-prolifératifs> de
la morphine se traduisent d'une part, par une diminution de la libération de l' l l-1
sécrétée par les monocytes, facteur primordial pour la prolifération lymphocytaire; d'autre
part, par une libération d'un autre facteur sécrété aussi par les monocytes (TGF-p),

ihhibaft lâ prolifération lymphocytaire. Ces résultats sont en accord avec l'étude de Chao

et al., (1992) qui a montré que la morphine augmente la libération du TGF-F au niveau
d'une culture cellulaire PBMC. Par ailleurs, l 'étude de Mills et al., (1991) a démontré
qu'en présence du TGF-B, il y'a une libération du monoxyde d'azote (NO) par les
macrophages suppresseurs, qui a pour rôle d'inhiber par la suite la prolifération des
lymphocytes.

Les travaux de Sei et al., (1991) ont montré chez la souris que I' immunosuppression
induite par la morphine est due à une inhibition de la recapture du Ca** intracellulaire au
niveau des cellules B de la rate et cet effet n'est pas altéré par la surrénalectomie, alors
qu'il est bloqué par un prétraitement par la naloxone. Ces auteurs ont montré aussi que
la morphine induit une diminution de la recapture du Ca** au niveau des lymphocytes T
CD4 spléniques. Cependant, I 'effet de la morphine n'est pas bloqué par le naltrexone sur
ce type de lymphocytes et il est dépendant de I'axe surrénalien, ceci montre bien que la
morphine affecte la prolifération des lymphocytes T CD4* spléniques par le biais de
voies surrénaliennes.
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D'autres travaux de Fecho et al., (1993) ont montré chez le rat, qu'un prétraitement avec
des antagonistes B adrénergiques, bloque complètement les effets suppressifs de la
morphine sur la prolifération des leucocytes spléniques stimulés à la Con-A, à la pHA et
au LPS. Les résultats de cette étude ont démontré que les récepteurs B adrénergiques
sont impliqués dans certains effets immunosuppressifs engendrées par la morphine.
L'étude de Carr & France, (1993) a montré que le traitement par la morphine provoque
une diminution de 10 à 12 o/o de la circulation des cellules T auxiliaires accompagnée
d'une augmentation de 20 à 22 % des cellules cytotoxiques/suppressives CDB chez le
singe. Cette étude a montré aussi que la prolifération des thymocytes, des ceilules T dans
le sang périphérique et dans la rate sont affectées de façon importante par un traitement
chronique par la morphine. Kavelaars et al, (1990) ont montré que les peptides opioides
surtout la B endorphine, exercent un effet sur les cellules mononucléaires du sang humain
en changeant le taux intracellulaire de I'AMP". Mais cet effet de la B endorphine n'est pas

uniforme (des augmentations et des diminutions de I'AMP. ont été observées). La B
endorphine tend à diminuer le niveau de I'AMP" quand la concentration de base de cette
dernière est trop élevée et elle augmente quand sa concentration est trop faible. L'effet de
la B endorphine sur le taux de l'AMPc est corrélée négativement au changement du taux
intracellulaire de I'AMPc induit par une activation des récepteurs B adrénergiques.
Fuchs & Pruett, (1993) ont mis en évidence les effets suppressifs de la morphine sur les
thymocytes murines in vivo. Cette étude a montré que la morphine induit une réduction de
30 % du poids et de la cellularité du thymus par rapport aux animaux non traités et les
animaux qui ont un implant de la morphine, présentent un pourcentage important de DNA
fragmentés. Le maximum de fragmentation de DNA est observé 12 heures après
I'application de I' implant de la morphine. Cependant, i ls ont montré que I'apoptose des
thymocytes engendrée par la morphine in vivo est complètement bloquée par
I'administration des antagonistes opioÏdes et glucocorticoides. Ces auteurs ont bien mis
en évidence l'implication des récepteurs opioides et glucocorticoides dans I'apoptose des
thymocytes engendrée par la morphine in vivo. D'autres travaux de Lysle et al., (1gg3)
ont mis en évidence les effets immunosuppressifs de la morphine sur trois différents
compartiments immunitaires: la rate, le sang et les ganglions lymphatiques
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mésentériques. Ces auteurs ont montré aussi que la morphine induit la suppression dose
dépendante de la prolifération des lymphocytes spléniques, la cytotoxicité des cellules
NK, la production de I' lL-2 et ta production de I' interféron. Ces mêmes auteurs ont
démontré aussi une suppression dose dépendante de la prolifération des lymphocytes du
sang périphérique' Cependant, la prolifération des lymphocytes des ganglions
lymphatiques mésentériques ainsi que ta production des cytokines par ces cellules n,ont
pas été affecté par la morphine. Cette étude a montré aussi que les effets
immunosuppressifs de la morphine sur ces différents compartiments immunitaires sont
antagonisés par le naltrexone.

Les travaux de Molina et al., (1995) suggèrent que les opiacés endogènes (morphine et
codéine) sont sécrétés au niveau des tissus des rongeurs en particulier au niveau du
cerveau, de la rate et des poumons. Cette étude a montré que la concentration de la
morphine splénique (3 fois) et cérébrale (5 fois) plus élevé e,24h après le stress (privation
de la nourriture). Selon ces mêmes auteurs, la concentration de la codéine cérébrale et
splénique ne varie pas chez les animaux stressés. Cês résultats suggèrent que ia
morphine cérébrale, est impliquée dans tes effets métaboliques et comportementaux liés
au stress alimentaire, alors que les effets des opiacés dans la rate sont surtout liés à
l' immunomodulation, dépendante des facteurs nutritifs.
D'autres travaux de Marotti et al, (1996) ont montré que le stress de contention, diminue
la prolifération des lymphocytes après une stimulation à la Con-A, les pFC formées
(SRBC) et I'activité des cetlules NK spléniques chez la souris. Par contre, I 'activité de
phagocytose a plutôt augmenté. ces auteurs ont montré aussi que I'administration de 10
mg/kg, i.p. de la Met-enképhaline (MENK), 30 min avant le stress, atténue les
perturbations engendrées par le stress (sauf pour I'activité des cellules NK) et atténue
aussi I 'augmentation des glucocorticoides induite par le stress. Cependant la MENK,
affecte de façon similaire la réponse immunitaire des animaux non stressés en diminuant
I'activité des cellules NK et la réponse de PFC et en augmentant I'activité phagocytaire.
Contrairement au stress, MENK n'a aucun effet sur la prolifération lymphocytaire. Cette
étude a montré aussi qu'un prétraitement par la naloxone, inverse les effets du stress tels
que I'augmentation de la phagocytose et la diminution de la prolifération cellulaire.
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Selon cette même étude, les altérations de la réponse immunitaire induites par le stress
sont probablement provoquées par deux mécanismes: I'activation de I'HPA et la sécrétion
des peptides opioïdes : les lymphocytes T et B sont apparemment affectés par I'activation
de I'axe HPA, les cellules de phagocytose sont directement affectés par les opiacés, alors
que les cellules NK sont sous le contrôle d'autres facteurs.
Les travaux de Roy & Loh, (1996) ont montré que les opioides affectent la prolifération
des macrophages (immunité naturelle), celle des lymphocytes (immunité adaptative)
ainsi que la différenciation des cellules immunitaires. Selon cette étude, les opioides
agissent sur le système immunitaire via deux voies :
- Une voie centrale: activation de I'axe HPA en produisant des corticostéroides
immunosuppressifs ou en stimulant le système nerveux sympathique en libérant les
catécholamines.
- Une seconde voie directe: c'est la fixation des opiacés directement sur les récepteurs
présents au niveau des cellules immunitaires en induisant I' immunosuppression.
D'autres travaux de Chang et al., (1998) ont mis en évidence l'interaction entre l'll-1 et
le traitement chronique à la morphine. Ces travaux montrent d'une part, que le traitement
chronique à la morphine atténue la production de l' l l-1 et par conséquent, diminue ta
sécrétion des glucocorticoides par le biais de I'axe HPA. Selon cette étude, la réduction
de la sécrétion des glucocorticoÏdes contribue à renforcer la réponse des leucocytes:
LEA (Leucocyte Endothelial Adhesion) dans les veinules mésentériques du rat. D'autres
part, la sécrétion de l'll-1 induit I'expression des récepteurs opioTdes sur tes cellules
endothéliales après I'exposition au stress.

Jonsdottir et al., (2000) ont montré que I'administration i.c.v de la p endorphine entraîne rn
vivo une augmentation dose dépendante de la cytotoxicité de I'immunité naturelle, de
façon similaire que le stress physique volontaire chronique (5 semaines d'exercice
physique). Selon cette même étude, une administration centrale de LENK ou MENK et de
fa dynorphine n'affectent pas in vivo la cytotoxicité de I'immunité naturelle. Ces auteurs
ont mis en évidence I'implication centrale des récepteurs opioides de type ô dans
I'augmentation de la cytotoxicité des cellules NK rn vivo.
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D'autres travaux de Wichmann et al., (2000) ont montré chez la souris que
I'administration de la naloxone (antagoniste des récepteurs opioides) après un choc
hémorragique induit d'une part, une diminution des fonctions des macrophages
péritonéales et spléniques du système immunitaire; d'autre part, la naloxone réduit aussi
de façon similaire que le choc hémorragique la production des interleukines: lL-1 ,2, 3 et
6 sécrétés par les macrophages spléniques et péritonéales comparé aux animaux ayant
subi un choc hémorragique et traités au NaCl 0.9 %. Cette étude a montré aussi que le
choc hémorragique augmente le taux plasmatique de la corticostérone, alors que
I'administration de la naloxone ne fait pas varier la concentration plasmatique de cette
hormone. Cette étude a suggéré que le système opioTdergique est primordial pour le
maintien de l'équilibre du système immunitaire dans le cas du stress sous forme de choc
hémorragique.

5-3. Les effets directb de lâ lhorphine sur la réponse lymphocytaire

Les travaux de Chuang ef at., (1995) ont montré que la morphine induit une diminution de
I'activité phagocytaire et chimiotactique des cellules polymorphonuclèaires des primates.

Cette étude a isolé et identifié I'ARN messager codant pour le gène des récepteurs p au
niveau des cellules immunitaires humaines et celles du singe. Les récepteurs opioides
sont exprimés au niveau du : CEMX174 (hybride des cellules B et T humaines); cellules B
humaines, Cellules CD4+ humaines, monocytes et macrophages humains, pMN humain,
cellules mononucléaires du sang périphérique chez le singe et PMN du singe. D'autres
travaux de Mehrishi & Mills, (1983) ont mis en évidence chez I'homme I'existence des
récepteurs opioïdes de type p sur les lymphocytes du sang périphérique. Les travaux de
Madden et al., (1987) ont montré que les lymphocytes T humains présentent une faible
affinité pour la naloxone, qui est partiellement déplacée par la morphine, par la B
endorphine et par les agonistes des récepteurs opioides de type sigma. Ovadia et al.,
(1989) ont mis en évidence chez le rat I 'existence des sites pour la naloxone au niveau
des splénocytes. Cette dernière étude a montré que la fixation de la naloxone est
sensible aux ions Na* et au guanosine 5'o-3-thiotriphosphate (GTPy s), en suggérant que
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la protéine GTP qui a pour fonction de se coupler au récepteur de I'adénylate cyclase est
impliqué dans la fixation des opiacés au niveau des lymphocytes. Cependant, les travaux
de Radulescu ef al., (1991) ont montré que les lymphocytes T murins présentent aussi

des récepteurs opioïdes de type p qui sont plutôt couplés au canal Ca** dans le tissu
nerveux. Ces auteurs ont mis en évidence aussi I'existence des sites sigma et kappa au
niveau des lymphocytes murins.
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6-1 . Pharmacologie des récepteurs benzodiazépiniques

Deux types majeurs de récepteurs benzodiazépiniques ont été identifiés : centraux et
périphériques.

6-1 -1 . Récepteurs benzodiazépiniques centraux
Ce type de récepteur est lié au complexe-récepteur GABA-A, et il est responsabte des
actions cliniques connues des benzodiazépines tels que : les actions anxiolytiques,
hypnotiques, anticonvulsivantes et myorelaxantes (Braestrup & Squires, lgZT)

6-1-1-1. Récepteur Gaba-A

Les benzodiazépines agissent sur des récepteurs hautement spécifiques du SNC, on les
identifie grâce à leur haute affinité pour les ligands radioactifs benzodiazépiniques et ils
sont visualisés sur coupes histologiques par autoradiographie ou dans le cerveau intact
par tomographie par émission de positrons. Les récepteurs aux benzodiazépines est un
complexe supra-moléculaire formé de glycoprotéines contenant les sites de liaison pour
les ligands des récepteurs Gabaergiques type-A. Les molécules dites benzodiazépines
sont des dérivés de la benzsdiazépine-1 ,4 ou 1,5. Leurs propriétés pharmacologiques
principales sont dues à des effets sédatifs, hypnotiques, anticonvulsivants :
- Les benzodiazépines se fixent sur des sites spécifiques dits récepteurs aux BZD.
- Ces sites sont liés aux sites GABA-A mais distincts d'eux et les BZD ne sont pas des
agonistes GABA-A mais des agonistes pour des sites propres aux BzD.
- Les BZD sont inactives en I'absence de gaba, eltes potentialisent la réponse du gaba
sur les sites du GABA-A par effet allostérique. L'étude pharmacologique des sites BZD a
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conduit non seulement aux agonistes, les BZD elles mêmes, mais aussi aux
antagonistes, aux agonistes inverses du groupe des bêta-carbolines.

6-1-1-2. Structure du récepteur (Fiq. 23)
C'est un récepteur de type ionotrope constitué de 5 sous-unités dont la disposition trans-
membranaire laisse la place à un canal pour les ions chlorures. Quatre sous unités
différentes (u, F, ô, o') ont été identifiées et leur gènes ont été clonés. Une hétérogénéité,
due à un agencement des sous-unités de diverses manières conduit à des sous types
récepteurs différant par leur localisations et leur propriétés de liaison avec les BZD. Des
ligands spécifiques ont été synthétisés pour les deux sous types principaux, BZD-1
(localisation préférentielle dans le cervelet) et BZD-2 (localisation préférentielle dans
I'hippocampe et le cortex).

Fig. 23 Représentation de la structure hypothétique et des fonctions du complexe récepteur

GABA-A/récepteur benzodiazépinique/canal chlorique. Les sous unités p contiennent un site

fixation pour le GABA et des sites de fixation pour les barbituriques et certains convulsivants.

Les sous unités cr contiennent le récepteur benzodiazépinique.

(Cité dans la thèse de A. Denis, Les modèles animaux de l'anxiété anxiolytiques : perspectives

thérapeutiques,1 997)

au

de
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6-1-1-3. Propriétés du récepteur

L'activité du récepteur Gaba-A se manifeste par un courant d'ions chlorés
hyperpolarisant.
- L'amplitude de la réponse du GABA-A diminue en présence du GABA dans le milieu.
- La fréquence d'ouverture et de fermeture des canaux est modulée par des ligands
endogènes ou exogènes :

- Antagonisfes qui bloquent le site et empêchent la fixation d'autres BZD, ils
sont sans effet propre sur I'impact du GABA sur son récepteur, ce sont des ligands
neutres (le flumazénil).

- Agonistes inverses qui diminuent la perméabilité au chlore et donc
I'efficacité du GABA. lls sont donc anxiogènes.

= Agonistes qui augmentent la perméabilité au chlore et donc I'efficacité du
GABA. lls sont donc anxiolytiques.

- Agonistes parfiels qui potentialisent I'effet du GABA plus faiblement que les
agonistes complets.

A ce jour 3 BZD endogènes ont été partiellement purifiées dans le cerveau humain.
ll s'agit du DBI (Diazepam binding inhibitor), des p carbolines et des endozépines. Les
deux premières molécules sont des agonistes inverses du site BZD du récepteur GABA-
A, alors que les endozépines sont des agonistes.
Dans les pathologies anxieuses, il est possible que l'équilibre endogène entre BZD
agoniste et agonistes inverses soit perturbé, avec une prédominance pour les agonistes
inverses. Ce qui conduirait une hyperactivité quasi générale des systèmes à
neu rotransmetteu rs excitateu rs.
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6- 1 -2. Le s ré ce pte u rs b e n zod i azé p i n iq u e s pé ri p h é iq ue s

C'est une protéine de 18 KDa, elle est exprimée sur la membrane mitochondriale
(McEnery et al., 1gg2). D'après Desouza et al., (1ggs), les récepteurs
benzodiazépiniques périphériques sont essentiellement abondants au niveau des
organes endocriniens : le cortex surrénalien, I'hypothalamus postérieur, le tissu
interstitiel des testicules, la prostate, I'ovaire, I'utérus, le placenta et I'hypophyse, ainsi
qu' au niveau de la peau, des poumons, de la rate, du cæur et de la moelle osseuse.
Selon cette même étude, ce type de récepteur existe aussi au niveau des cellules gliales
du SNC.

Les travaux d'Anholt et al., (1985) ont démontré aussi I'existence des récepteurs
benzodiazépiniques périphériques au niveau de la moelle osseuse, thymus (surtout le
medulla), la rate (la pulpe blanche expriment deux fois plus de récepteurs
benzodiazépiniques que la pulpe rouge), les ganglions lymphatiques et les plaques de
Peyer (Benavides et al . ,1g8g).

6-2. Les sites des benzodiazépines au niveau des cellules immunitaires

6-2-1. Etudes réalisées chez les ronqeurs

Les récepteurs benzodiazépiniques périphériques ont été identifiés au niveau des
thymocytes murins (Wang et a1.,1981), des mastocytes chez le rat (Miller et al.,1ggg).
Sefon l'étude de Zavala et al., (1984), les splénocytes murins sont riches en récepteurs
benzodiazépiniques surtout au niveau de la population des macrophages et au niveau
des cellules T, ces dernières présentent une capacité de fixation 5 fois plus faible que
celle des macrophages. D'autres travaux de Yamagishi ef at., (1998) ont montré chez le
rat, que les glandes parotides et sub-mandibulaires présentent des récepteurs BZD
périphériques et centraux au niveau de la membrane cellulaire.
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6-2-2. Etudes réalisées chez I'Homme
ll a été démontré par Ruff ef a/., (1985) que les récepteurs benzodiazépiniques
périphériques existaient au niveau des monocytes. Alors que Bond et al., (1gg5) ont mis
en évidence I'existence des sites aux benzodiazépines, plutôt au niveau d'une
préparation de membranes des cellules polymorphonuclèaires. Rocca et al., (19g3) ont
montré I'existence de ces récepteurs au niveau des granulocytes, des monocytes, des
lymphocytes T CD4, TCD8, et au niveau des lymphocytes NK et B. Selon cette même
étude, I'ordre d'abondance de I'expression de ce type de récepteurs est le suivant:
la teneur de ces récepteurs est la même au niveau des monocytes et des neutrophiles,
elle est plus importante que celle retrouvée au niveau des lymphocytes B, TCD4 et des T
CD8, qui a son tour plus importante que celle retrouvée sur les plaquettes et les
érythrocytes. Les travaux de Bessler et al., (1997) et Covelli et al., (1gg8) ont montré
f'existence des récepteurs BZD périphériques au niveau des macrophages et d'autres
cellules immunitaires humaines.

6-3. Stress, immunité et benzodiazépines

L'étude de Bessler et al., (1992) a démontré chez I'homme que la fonction des
lymphocytes T n'est pas altérée après I'administration du ctonazépam (agoniste sélectif
central des récepteurs BZD). Cependant, I'administration des agonistes périphériques et
mixtes à fortes doses, réduisent la prolifération des PBMC humains (à la Con-A et à la
PHA) et I'activité de I'lL-2 et l'll-3. Cette étude a montré aussi chez la souris que le
traitement par des agonistes périphériques et mixtes à faibles doses, entraîne des effets
antiprolifératifs des cellules malignes du thymus et des thymocytes normaux (Wang ef
al., 1984). Les travaux de Ramseier et al., (1993) ont montré que les agonistes
périphériques (PK11195 et RO5-4864), mixtes (diazépam) et centraux (clonazépam) des
récepteurs BZD, entraînent une inhibition de la prolifération des cellules T et B in vitro,
une réduction de la stimulation allogénique des lymphocytes T dans une culture de
lymphocytes totaux, ainsi qu'une inhibition de I'expression du récepteur à l ' l l-2 et la
production de I' lL-2. Cependant, seulement quelques études, se sont intéressées à
examiner les effets du traitement aux BZD in vivo (Schlumpf et al., 1gg3) ont mis en
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évidence une immunosuppression chez le rat suite à un traitement prénatal aux BZD,
ceci est du à I'implication des récepteurs BZD périphériques, qui régulent négativement
les macrophages spléniques. Ceci a été confirmé par l'étude de Morgulis ef a/., (1ggg),
qui a montré chez le poussin que les récepteurs BZD jouent un rôle important dans
I'activité des macrophages et dans I'activité de toute catégorie cellulaire intervenant dans
la résistance et la défense contre les infections.

D'autres travaux de Galdiero et al., (1995) ont montré qu'un traitement chronique aux
BZD (plus de 2 à 3 mois), entraîne une diminution des réponses spécifiques et non
spécifiques chez la souris. Les animaux traités pendant 3 mois avec du diazépam ou du
chlordemethyldiazépam survivent moins aux infections du type Sa/m onella typhimurium.
Ces auteurs ont montré aussi que I'adhésion des PMN diminue après un traitement de 7j
aux BZD et un long traitement aux BZD atténue d'avantage cette réduction d'adhésion.
Selon cette même étude, les PMN traités aux BZD pendant g0 j montrent aussi une
diminution de chimiotactisme et de phagocytose des germes tels que Saccharomyces
cerevisiae. Ces auteurs ont montré aussi que les monocytes des animaux traités aux
BZD pendantTi, sécrètent plus d' lL-1cr que les animaux non traités. Cependant, le titre
d'anticorps des animaux traités à long terme aux benzodiazépines, est faible comparé à
celui des animaux non traitées. Cette étude a montré aussi qu'un traitement à court
terme aux benzodiazépines, entraîne une augmentation de I'incorporation de la
thymidine-H3 par les lymphocytes activés (Con-A ou LPS), alors qu'un traitement à long
terme, diminue au contraire cette incorporation de la thymidine-H3 par les lymphocytes
stimulés par la Con-A ou par du LpS.

L'étude de Freire-Garabal et al., (1991) a montré chez la souris que les BZD à profil
anxiolytique inverse partiellement les effets suppressifs du stress chirurgical vis à vis de
la réponse des cellules T de la rate et celle du foie contre les microorganismes
pathogènes tels que : Listeria monocytogenes. D'autres travaux de Freire-Garabal et al.,
(1993) ont montré que le stress de bruit (5s/min pendant t h ou 3h) chez des souris
infectées à lnfluenza PR-8/34, renforce les effets suppressifs de I'infection sur I'activité
des cellules NK, sur la réponse de I'hypersensibilité retardée et sur la production de l'll-2.
Ces mêmes auteurs ont montré que le temps de survie après I'infection au pR-B/34 est
plus court et que le titre du virus est plus élevé dans les poumons des animaux
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stressées infectés. Cependant, un prétraitement à I'alprazolam induit une réduction du
titre du virus et par conséquent une augmentation du temps de survie chez les animaux
stressés.

6-4. Stress, anxiété, expression des récepteurs BZD

Nudmamud et al., (2000) se sont intéressés à étudier, I 'anxiété chez des étudiants
universitaires pendant la période des examens. Ces auteurs ont montré que le taux de
I'ARNm destiné pour la synthèse des récepteurs BZD périphériques (indicateur de
I'anxiété), est faible chez les sujets anxieux. Cependant, la période anxiogène des
examens provoque, une diminution du taux de I'ARNmezo chez les uns et, plutôt une
augmentation chez les autres. Dans la même cohorte, le taux du cortisol augmente et
celui de la prolactine diminue. Cette étude n'a pas montré de corrélation entre les
changements individuels, les taux hormonaux et le taux de I'ARNm des récepteurs
benzodiazépiniqtres périphériques. Ce travail a suggéré que ces paraniètres sont
affectés différemment par des facteurs environnementaux et physiologiques.

L'étude de Miller et al., (1986) a montré que le stress social (défaite sociale) augmente
l'expression des récepteurs benzodiazépiniques centraux in vivo. Ces auteurs ont
constaté une augmentation du nombre des récepteurs BZD, 20 min après I'exposition au
stress, au niveau du cortex cérébral, de I'hypothalamus et du cerebellum. Les résultats
de cette étude ont montré aussi que I'augmentation de I'expression des récepteurs BZD,
est bloquée par la surrénalectomie, et elle est restaurée à la suite de I'administration de
la corticostérone. D'autres travaux ont montré que le stress aigu tels que, la nage froide
(Novas et al., 1987), les chocs électriques (Drugan et a|.,1988), le bruit (Ferrarese et al.,
1991), augmente la densité des récepteurs BZD. Cependant le stress répétitif, la nage
forcée (Burgin et al., 1996), les chocs électriques répétés (Drugan et al., lggg),
entraînent plutôt une réduction de la densité des sites aux BZD.
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PARTTE. T

Validation d'un modèIe de stz.ess physiqze :

évaTuation de I',intenraTTe optimaT séparant

I ' i-munisation et 7e stÊessl

effets du stress suî J.es réPonses

cory)oîtementaTes, gastriques et inm/unj.taites .

A. But du travail

L'objectif principal de cette première partie de notre travail est de préciser

expérimentalement, les effets du stress expérimental Sur les réponses

comportementales, gastriques et immunitaires chez la souris, en évaluant I ' intervalle

optimal qui sépare I ' immunisation et le moment de I 'application du stress. Cet objectif se

propose de valider d'abord le modèle en comparant les animaux non immunisés non

stressés aux immunisés non stressés et d'autres animaux immunisés et stressés, à trois

durées différentes 1j, 3j et 5j.

B. Matériels et méthodes

1- Animaux

1-1.  L 'espèce ut i l isée

Les animaux uti l isés dans le cadre de cette étude sont des souris mâles hétérozygotes

âgées de 12 semaines, issues de la l ignée SWISS et provenant des centres d'élevages

R. JANVIER, France.
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1 -2. Conditions d'élevage

Les souris sont réparties au hasard par groupe de 5 dans des cages standards en

macrolon (22 x 16 x 14 cm). L',eau et la nourriture [croquettes complètes et vitamines

M25 Extra Labo., provinsl sont fournies à volonté. Les animaux sont placés quinze jours

avant le test dans une pièce expérimentale soumise à un cycle jour/nuit de 12 heures

d,éclairement et 12 heures d'obscurité, la lumière s'allumant à t heure du matin pour

s,éteindre à 13 heures. L',étude comportementale se fait entre 13h et 17h' Les

expérimentations sont réalisées durant la phase nocturne et correspond à la phase

active du cycle nycthéméral des animaux'

2.  immunisat ion

Pour se transformer en lymphoblastes, les lymphocytes sont stimulés soit par des

antigènes ou Par des mitogènes'

2-1. Action des antiqènes

Dans cette action, la stimulation antigénique est dite < spécifique > parce que les

lymphocytes mis en présence d'un antigène ne se transformeront en lymphoblastes que

s,irs re reconnaissent : cera imprique un contact rymphocyte-antigène.

2-2. Action des mitoqènes

Dansunau t re typed 'ac t ion , las t imu la t ionan t igén iquees td i teaucon t ra i re

< aspécifique > et elle atteint une plus grande population de cellules' De nombreuses

substances possèdent cette propriété :

-LaPhy tohémagg lu t in ine (PHA) : lec t inevégé ta leex t ra i tedePhaseo lusvu lgar i s '

uti l isée comme stimulant des lymphocytes T '

_ La concanavarine-A (con-A) : protéine extraite de canavaria ensiformis qui stimule

également les lYmPhocYtes T'
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- Le pokeweed mitogène: glycoprotèine de phytolacca americana qui stimule les

lymphocytes T et les lymphocytes B.

D'autres substances tels que les LPS (lipopolysaccharides de salmonella) ont la

propriété de stimuler la réponse des lymphocytes B, alors que les SRBC (Sheep Red

Blood Cells: les globules rouges de mouton) sont plutôt util isés dans le but de stimuler à

la fois la réponse des lymphocytes T et B.

Dans notre protocole, les animaux sont immunisés par des SRBC (Laboratoires

BioMérieux), i ls sont administrés par voie i.p. pendant la phase obscure (Laudenslager ef

a/., 1g88). On administre aux souris 106 cellules SRBC dans un volume approximatif de

150 pl du NaCl 0.9 o/o (Zalcman et a\. ,1988)

3. Procédure du stress physique (chocs électriques)

On met les souris par lot de 5 dans la boite de vogel. l l s'agit d'une enceinte en plexiglas

opaque (27.5 x 24 x 28.5) reliée à un générateur qui I 'alimente en courant électrique. La

grille à l ' intérieur de I'enceinte joue le rôle de conducteur électrique. Les chocs

électriques sont appliqués 1j, 3j et 5j après I' immunisation. lls se caractérisent par les

trois critères suivants : inévitables, répétitifs et douloureux.

- tnévitabtes: I'animal ne dispose d'aucune possibilité pour éviter le choc électrique, c'est

une composante objective.

- Répétitifs: pour que I'application du stress expérimental ne soit pas limitée dans le

temps et qu'elle soit du type chronique, c'est une composante objective.

- douloureux: ll faut que la stimulation (douleur) soit gênante pour I'animal et crée une

réaction de stress, c'est la seule composante subjective'

Les paramètres retenus et utilisés pour les chocs électriques ont été inspiré de la

technique de Zalcman et al., (1988).
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Tableau 3. Les différents paramètres retenus pour la procédure du stress

physique (selon Zalcman et  a1.,1988)

lntensité

du choc électrique (en pA) 150 pA.

Nombre

des chocs électriques 300.

Durée du choc

électrique (en secondes) 2 sec.

Durée

séparant

les chocs électriques

(en secondes)

9 sec.

Durée totale de

la procédure

du stress

pour chaque

animal (en minutes)

50 min
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4. Etudes immunologiques

Vingt quatre heures après I'application du stress, les animaux sont anesthésiés, par

injection intrapéritonéale du pentobarbital sodique (Sanofi, France) à 6 % dilué au

1/10è'" dans du NaCl 0.9 %. On récupère immédiatement après I'anesthésie, le sang

par ponction cardiaque dans des tubes héparinés; le sang est fractionné en deux

parties: 300 pl pour le comptage cellulaire (Technicon-H2 et Facscan) et 600 à 700 pl

pour le dosage immunoenzymatique. Le sang récupéré est centrifugé à 2000 Trlmin

pendant 10 min (Jouan, Paris), les sérums sont ensuite stockés à -20'C jusqu'au

moment du dosage.

4-1. Comptage des cellules Sanguines : Numération Formule Sanguine (NFS)

4-1-1. Principe de mesure

Le comptage et la différenciation des éléments figurés du sang reposent sur le principe

de diffraction d'un rayon lumineux, induit par le passage des éléments, un par un, devant

la source lumineuse (Lampe tungstène halogène) provoquant une diffraction et

absorption de la lumière respectivement proportionnelle à sa taille et à sa coloration. Les

populations leucocytaires (lymphocytes, monocytes, éosinophiles, basophiles,

neutrophiles) sont examinées selon leur taille et I 'activité péroxydasique de leur

cytoplasme (analyse cytochimique) complétée par l'étude de la densité chromatinienne

et du degré de segmentation des noyaux par diffraction laser (analyse morphométrique).

4-1-2. Les canaux de mesure

Après aspiration de 100 pl d'échantillon, le sang est fractionné en compartiment de

volume déterminé, chacun étant respectivement entraÎné par un volume précis de réactif

vers la cuve de mélange réactionnel. L'enregistrement des signaux est traduit au niveau

du module électronique, qui transmet les résultats visualisés sur l'écran de contrôle, à
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I ' imprimante. Deux canaux de mesure (canal de I 'activité péroxydasique et canal

basophile) permettent d'analyser les populations leucocytaire :

Le canal de I 'activité péroxydasique (Analyse cytochimique) qui permet d'obtenir un

nuage de répartit ion des éléments, suivant leur valeur respective en X (activité

pérorydasique) et Y (tail le des cellules) et le canal des basophiles (Analyse

morphométrique), permettant d'obtenir un nuage de répartit ion des éléments suivant leur

valeur en X (densité de chromatine et de degré de segmentation des noyaux) et en Y

(tail le des éléments). Un seuil horizontal, f ixe, permet la séparation des deux types de

populations (Polylobés et les monolobés) suivant la tail le des éléments.

4-2. Dosage des anticorps totaux : E.L.l.S.A

4-2-1. Princioe

Au cours de ces dernières années, les méthodes immunologiques sont de plus en plus

util isées pour le dosage quantitatif précis. Ces méthodes offrent I'avantage d'allier la

spécificité à la précision. Pour la titration des anticorps totaux la technique E.L.l.S.A de

type sandwich a été util isée. Elle repose sur la mise en évidencê par une technique

enzymatique de complexes immuns formés d'anticorps anti-souris fixés sur un support et

d'anticorps éventuellement présents dans le sérum à tester. Pour ce dosage, il est

nécessaire que I'antigène (anticorps de souris dans notre cas) possède plusieurs

épitopes, de telle façon eu'après sa réaction avec I'anticorps immobilisé, il puisse réagir

avec le deuxième anticorps spécifique couplé à I'enzyme. Après lavage les complexes

immuns sont révélés par des Anticorps marqués à I'aide d'enzymes. Les complexes

formés sont proportionnels au taux d'Anticorps dans le sérum.
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4-2-2. Matériels et méthodoloqie

On procède à un < Coating >>, les puits des plaques sont enduits (200 pl) avec 2,5 pglml

d'Anticorps anti-souris dans un tampon de Carbonate bicarbonate pendant une nuit

d'incubation à 4'C, On lave trois fois avec du PBS (Phosphate Buffred Saline) Tween 20

à 0.05% (250 frl). On sature la plaque à I'aide de BSA 3 % (Bovine Sérum Albumine)

(200 pl), cette opération dure 30 minutes à 37"C et on rince avec du PBS-Tween 20. On

ajoute le sérum dilué dans du PBS-Tween (200 pl), les dilutions ont été faites par

duplicat. L'incubation dure 3 heures à 37"C. On lave trois fois avec du PBS-Tween. On

place pendant une heure à 37'C la solution d'anticorps conjugués à la peroxydase (1

pg/ml). On lave la plaque trois fois avec PBS-Tween. On distribue 200 pl d'OPD (O-

Phenylenediamine Dihydrochloride) et de I'eau oxygénée. Cette dernière étape se fait à

I'abri de la lumière, La réaction enzymatique est arrêtée, 10 min plus tard par ajout de 50

pl d'acide sulfurique 3 M. Ensuite la plaque est laissée à température ambiante pendant

10 minutes et les plaques sont lues grâce à un lecteur de type {MRX, Microplate

Reader), I'absorbance est mesurée à 450 nm (ces produits nous ont été fournis par les

laboratoires Sigma, Saint louis, Etats unis).

5. Etudes stomacales

- Observation microscopique de I'estomac

Les estomacs sont prélevés sur les animaux après la prise de sang et avant d'être

observés au microscope optique, chaque estomac est incisé, la paroi stomacale est

rincée à la tyrode puis étalée, afin d'observer I'aspect des villosités stomacales. La

solution de-tyrode ayant servi au lavage et au rinçage de I'estomac est composé de :

NaCl  :89 /  KCI  :0 .2g lCaCl r :  0 .2  g  /  MgCl r :0 .19 /  NaHCO.:19 /  NarHPOo:  0 '05 g /

Glucose : 19. Eau distil lée : 1000 ml.
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Le NaHCO3 (10g) et le Glucose (109) sont ajoutés, à la préparation de la tyrode lors de

la manipulat ion.

La méthode uti l isée au niveau de cette étude est basée sur la mesure de la longueur de

chaque lésion gastrique par vil losité. On calcule ensuite la moyenne des longueurs de

ces lésions par surface d'estomac observée (en général 5 vil losités correspondant à une

superficie totale de2.5 cm2;. lYano & Harada, 1973).

6. Etudes comportementales

6-1. Recherche des effets du stress expérimental sur le comportement

général de la souris placée dans les tests de la chambre claire/obscure et de

I 'escal ier

Les deux tests choisis pour nos expériences < test de l'escalier et test dè la eliarhbrë

claire obscure> (Simiand et al., 1984; Crawley & Goodwin, 1980) sont dits <tests

contraignants> en raison du caractère contraignant qu'il comporte pour les animaux,

puisque, placé dans ces tests, l 'animal ne peut s'en extraire et en plus n'a aucune

possibilité d'évitement. Les évaluations faites sur ces tests portent sur I'observation et la

quantification de la réaction de I'animal, stressé au pr'éalable, à la nouveauté du milieu et

la présence d'autres agents anxiogènes tels que la lumière (Costal et al.,1989). En effet

les souris sont des animaux dont I'activité générale est optimale en phase nocturne. La

présence de la lumière est perçue comme un élément anxiogène.

Ces tests ont été utilisés également pour la recherche des propriétés psycho-

pharmacologiques de certaines substances. Le test de I'escalier tient compte de deux

paramètres: les redressements et les marches montées (Simiand et a\.,1984), le test de

la chambre claire/obscure (Kilfoil et a\.,1989) prend en considération des transitions, des

redressements, de I'activité locomotrice et du temps passé par I'animal dans les deux

compartiments éclairé et obscure.
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Ces deux tests, offrent la possibilité d'évaluer de manière globale deux aspects

comportementaux : un aspect exploratoire traduit par le nombre des transitions, celui des

redressements et le temps passé par les animaux en particulier dans le compartiment

éclairé du test de la chambre claire/obscure et par le nombre des redressements dans le

test de I'escalier. D'autre part, un aspect locomoteur traduit par le nombre marches

montées dans le test de I'escalier.

6-1-1. Matériels

- Test de la chambre claire/obscure

Le dispositif expérimental consiste en une enceinte en Plexiglas opaque composé de

deux compartiments, I 'un obscure (20 x 18 x 20cm) et l 'autre fortement éclairé

(2Ox18x20cm) les deux compartiments sont reliés par une petite porte permettant à

I'animal de passer librement de I'un à I'autre.

- Test de I'escalier

La technique a été mise au point sur des rats par Molinengo & Canaleros, (1970) et

adaptée aux souris par Simiand et at., (1984). L'enceinte en Plexiglas opaque comprend

à I' intérieur un escalier composé de 5 marches de 3 cm de hauteur, 7 cm de profondeur

et 10 cm de largeur. L'appareil a les dimensions suivantes 47 x 10 x 25 cm. Une lampe

à incandescence blanche (60 W), placée au dessus de la marche la plus haute permet

d'éclairer I'encei nte.

6-1-2. Méthodes

- Test de la chambre claire/obscure

La procédure expérimentale retenue est inspirée de la technique décrite par Crawley &

Goodwin, (1980). Trente minutes, avant le test I'animal est prélevé de sa cage d'élevage

pour être introduit dans I'enceinte éclairée. Son comportement est alors observé pendant

5 minutes (temps global).

9 l



Travaux Personnels

Les paramètres pris en compte sont :

a. Le temps passé dans le compartiment clair, i l est constitué par le cumul du temps

passé par I'animal sous la lumière pendant le temps global d'observation'

b. Le nombre de transitions effectuées par I 'animal (nombre de passages

compartiment obscure < préféré par I 'animal > au compartiment éclairé < anxiogène

la lumière >) : ce paramètre indique le niveau d'anxiété.

c. Le nombre de redressements effectués par I 'animal dans le compartiment éclairé.

Test de I'escalier

L'animal est retiré de sa cage d'élevage et déposé en bas de I'escalier, le dos tourné par

rapport aux marches. L'enceinte est éclairée à I'aide d'une lampe à incandescence

blanche. On enregistre pendant 5 minutes (durée totale du test) deux paramètres

comportementaux : le nombre de marches montées et le nombre de rêdiëssements.

du

par
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C. Résultats

i. Détermination des effets de I' immunisation sur la réponse immunitaire des

animaux non stressés

Comme le montre le Tableau. 4, les animaux immunisés ont montré une augmentation

significative du nombre des lymphocytes (p= 0.0001), celui des neutrophiles ainsi que

celui des monocytes (p= 0.003, p= 0.027: respectivement), cependant, le nombre des

éosinophiles et des basophiles (p=0.056, p=0.06; respectivement) n'a que très peu varié.

Concernant les paramètres sanguins, les résultats du Tableau. 5 montrent que le

nombre des globules rouges, le volume globulaire moyen, le pourcentage de

I'hématocrite et le nombre des plaquettes n'ont pas varié chez les animaux immunisés

en comparaison à des animaux non immunisés.

Z. Détermination de t' intervalle optimal séparant I' immunisation du stress

physique vis à vis de la réponse immunitaire à médiation cellulaire et humorale.

Comme le montre le Tableau. 6, le stress semble affecter de manière différente le

nombre des populations leucocytaires en fonction de I' intervalle séparant I' immunisation

de I'application du stress. On constate ainsi que le stress appliqué 1i après

I'immunisation réduit de façon significative le nombre des lymphocytes, des neutrophiles,

des monocytes et des basophiles. Cependant, le nombre des éosinophiles a plutôt

augmenté chez les animaux stressés 1j après l' immunisation. Les résultats du Tableau'

7, ont montré aussi que le stress appliqué 1j après I' immunisation engendre une

augmentation importante de la concentration sérique des anticorps totaux par rapport

aux animaux non stressés et immunisés à I' intervalle de 1j. Cependant, on constate que

I'application du stress 5j après I' immunisation, entraîne plutôt une diminution de la

concentration des Anticorps totaux en comparaison à des animaux non stressés.
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Nombre des cel lu les lO' /Pl NINS INS

Lymphocytes MoY
+

SEM
p

1.950
+

0 . 1 6 8

3.824
+

0.296
p=0.0001

ANOVA à un facteur Effet de l'immunisation

F (3, 28)=20.78 I ; p:0.0001

Neutrophiles MoY
t

SEM
p

0.580
f

0.132

l . 8 7 5
f

0.407
p=0.004

ANOVA à un facteur
Effet de I'immunisation
F(3,28):7 .0r7 ; p=0.0q3

Basophiles MoY
+

SEM

0.292
-

0 .053

0.283
+

0.062
p=0.920

ANOVA à un facteur
Effet de l'immunisation

F(3, 28)=8'930 ; P:0.056.

Monocytes Moy
+

SEM
p

1.124
*

0.091

2.340
+

0.23r
p=0.001

ANOVA à un facteur
Effet de I'imm unisation

F (3, 28)=3.520 ; p=0,027

Eosinophiles Moy
+

SEM
p

0.020
+

0.022

0.040
+

0.003
p=0.050

ANOVA à un facteur
Effet de l' immunisation

F(3, 28)=3.40a, p=0.0!Q-

Travaux personnels

Tableau 4. Effet de I'immunisation sur le nombre des leucocytes chez la souris.

f f issés; INS: lmmunisés non stressés

N=9x2 lots. p< 0.05 est considéré significatif
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Tableau 5. Effet de I'immunisation sur les paramètres sanguins chez la souris'

NINS : Non immunisés non stressés.
INS : lmmunisés non stressés.
RBC :.les gtobules rouges ; VCM : volume globulaire moyen; HCT : hématocrite ;
Plqt : les plaquettes. N:9x2 lots. p< 0.05 est considéré significatif'

NINS INS

RBC 106/pl
Moy

+
SEM

D

7.926
t

0.363

8.460
*

0 . 1 9 1
p=0.229

ANOVA à un facteur Effet de I' immunis ation

F(1,8)= 1.695 ;  p=0.229

VCM fl
Moy

-
SEM

D

49.220
+

0.651

51.200
t

0.785
p=0.088

ANOVA à un facteur Effet de I' i mmunis al i o n

F(1,8) :3.768;  P:0.088

IJCT Oh

Moy
+

SEM
p

39.1  00
-

2.085

43.360
+

1.086
p=0. I 07

ANOVA à un facteur Effet de I' i mntu n i s at i on

F (1 ,  s1=3 .235  ;  p=  0 .107

Ptqts 103/pt
Moy

+
SEM

514.200
+

r07.166

483.500
f

r  08.39r
p=0.441

ANOVA à un facteur Effit de l'immunisation

F( 1.8)= 0.656 ;  p= 0.441
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Tableau 7. Effet du stress sur I'immunité humorale (i.e. la concentration des anticorps totaux)

chez la souris.

INS : immunisés non stressés.
lS : immunisés stressés. p< 0.05 est considéré significatif.

Nombre
d'animaux
util isés

La concentration en pglml des anticorps totaux
(Moyenne + SEM)
Probabilité au test

NINS 6 9.330 + 0.862
rNs lj

3j
sj

ANOVA à un facteur
Intervalle entre I'immunisation et
le stress

6
6
6

9.613 +0.872
48.004 +2.696
27.562 + 1.402

F(3, 36):  78.734; p: 0.0001.

rs lj
3j
5j

ANOVA à deux facteurs

- Effet du stress.

- Effet de I'immunisation.

- Interaction entre les deux
facteurs

6
6
6

47.066 +3.599; p= 0.0001
40.756 + 3.125; p: 0.053.
13.059 + 0.716; p: 0.0001

F(1, s7)= 7.393; p= 0.008.

F(2, s7)= 55.046; P: 0.0001.

F(2, s7): 66.150; p: 0.0001 .

NINS: non immunisés non
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3. Détermination de I' intervalle optimal séparant I' immunisation du stress

expérimental vis à vis de la réponse gastrique.

Le Tableau.S montre que le stress de façon générale a tendance à provoquer' des

lésions de la muqueuse gastrique, particulièrement quand il est appliqué 1j après

I ' immunisat ion (p=9.0001) par rapport aux animaux non stressés et immunisés à 1j

d'intervalle. En effet, on constate que le nombre et la longueur des lésions de la

muqueuse gastrique ont augmenté de façon importante chez les animaux stressés

(Photo. 2) par rapport aux animaux non stressés (Photo. 1).

4. Détermination de I' intervalle optimal séparant I' irnmunisation du stress

expérimental vis à vis de la réponse comportementale.

4-1. Les effets de I' immunisation sur le comportement qénéral de I'animal dans les

tests de la chambre claire/obscure et I'escalier

L'immunisation ne semble pas varier statistiquement le comportement général de la

souris dans les deux tests util isés, c'est pour cette raison qu'on a choisi conformément

aux résultats du stress sur la réponse immunitaire (cellulaire et humorale) d'appliquer le

stress 1j après I' immunisation pour évaluer le comportement général des animaux

stressés dans les tests de la chambre claire/obscure et de I'escalier (Tableau 9).
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Tableau 8. Effet du stress sur la réponse gastrique à différents intervalles de I'immunisation
lj,3j et 5j chez la souris.

NINS: Non immunisés non stressés.
INS : Immunisés non stressés.
IS : Immunisés stressés.

Nombre
d'animaux
utilisés

Moyenne des longueurs des lésions des
muqueuses gastriques obs ervées (cm)

(Moyenne + SEM)
Probabilité au test

NINS 6 3.027 +0.428

INS
lj
3j
sj

6
6
6

3 .502 + 0.320; p: 0.541 .
3.120 + 0.300; p: 0.446.
3 .741+ 0 .101;  p=  0 .823.

ANOVA à un facteur
Effet de I'intervalle entre I'immunisation
et le stress.

F(3, 33): 2.449; p:0.081

IS
lj
3j
5j

6
6
6

7.601 + 0.250; p= 0.000..
7.102 + 0.7211' p:0.000-.
6.403 + 0.812; p= 0.005.

ANOVA à deux facteurs
- Effet du stress

- Effet de I'intervalle entre I'immunisation
et le stress.
- Interaction entre les deux facteurs

F(I,  58)= 1.460; P: 0.0001.

F(2, 58): 0.874; p: 0.422.

F(2, s8): 13.024; p= 0.0001.
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4-2. Les effets du stress expérimental sur le comportement qénéral de I'animal

dans les tests de la chambre claire/obscure et I'escalier

Comme le montre le Tableau.10, le nombre des transitions effectuées entre les deux

compartiments du test de la chambre claire/obscure diminue significativement chez les

animaux stressés. Nous avons constaté aussi que le stress expérimental réduit de façon

significative le nombre des redressements dans le compartiment clair par rapport aux

animaux non stressés. Contrairement aux deux précédents paramètres cités ci-dessus,

le temps passé dans le compartiment clair, augmente significativement chez les animaux

stressés. Ce résultat laisserait supposer que le stress engendre une certaine

immobilisation comportementale de I'animal dans le compartiment clair du test de la

chambre clair/obscure.

Tableau. l0 Effet du stress expérimental oppliqué à court terme sur Ie comportement général de la

souris dans le test de la cltambre claire/obscure.

Nombre des
onimaux utilisés

Redressements/clair Temps/clair
kn sec)

Transitions

Non stressés
Moy + SEM l0 27.126 + 1.400

/il
91.900 *  9 .395

l/t
10.800 + 0.860

/il

Stressés
Moy + SEM

t-test
D

l 0 18.000 r  1 .020
t-test= 7.946 ;

p=0.0001

177.700 +18.372
/-test: -6.386;

p :0 .0001.

6.857 *0.459
/-tesF 6.199;

p:0.0001
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Les résultats du Tableau 11 montrent que le stress expérimental, provoque une

diminution du nombre des redressements et celui des marches montées effectués par

les animaux dans le test de I'escalier.

Tableau 11. Effet du stress expérimentat appliqué à court terme sur le nombre des marches montées et

des redressements effictués par les unimaux dans le test de I'escalier.

Nombre des animaux
utilisés

Redressements Marches montëes

Non stressés
Moy + SEM

l0 22.625 t 1.782

ill

27 .750  !2 .177

ill

Stressés

Moy +SEM
t-test

p

l 0
16.571t2.716

f-test=2.954; p=0.012

13.000 r 3.078

f-test=4.030;p=0.001
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D. Conclusion

Ce travail montre pour la première fois chez la souris, que le stress expérimental

(répétitif, inévitable et douloureux), affecte simultanément les réponses immunitaires,

gastriques et comportementales, avec un optimum d'effets à 1j après I' immunisation

chezla souris.

Concernant les effets du stress sur I' immunité cellulaire, nous avons montré une

réduction de la valeur absolue de toutes les catégories leucocytaires sauf les

éosinophiles dont la valeur absolue a plutôt augmenté après I'application du stress. Nous

avons montré aussi une augmentation de la concentration plasmatique des anticorps

totaux quand le stress est appliqué 1j après I' immunisation.

Cette première étude s'est intéressée aussi aux effets du stress sur l'état de la

muqueuse gastrique et sur le comportement général de la souris. Nos résultats ont

montré d'une part, une diminution de I'activité locomotrice et exploratoire et d'autres part,

une potentialisation de l' inflammation de la muqueuse gastrique chez la souris.

Ces résultats montrent également qu'une fois un modèle de stress expérimental est

validé, il apparaît possible d'étudier les effets de ce même modèle de stress sur d'autres

fonctions.
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PARTTE. TT,

psychosocial / sltr les réponses conryoîtezrentaLe,

gastriqae / endocainj.etttle et izmunitaire -

n. Définition des obiectifs

L'objectif principal de cette partie de notre étude est d'une part, de valider un deuxième

modèle de stress de manière à le comparer avec le modèle étudié précédemment et

d'autre part, de comparer les conséquences des deux types de stress (physique et

psychosocial) appliqués à court terme et à long terme sur les différentes réponses

comportementales, gastriques, immunitaires et endocriniennes chez la souris.

On peut ainsi subdiviser cet objectif général en objectifs plus spécifiques de la manière

suivante :

- Etudier les effets du stress (physique et psychosocial) sur le comportement général de

la sour is.

- Rechercher les effets du stress (physique et psychosocial) sur la réponse immunitaire à

médiation cellulaire chez la souris.

- Evaluer les effets des deux types de stress sur la concentration plasmatique de la

corticostérone, I 'adrénaline et de la noradrénaline.

- Etudier l 'état des surrénales et celui de la muqueuse gastrique des animaux stressés

(physique et social).

- Etudier et comparer les conséquences des deux types de stress sur le taux de la B

endorphine au niveau de I 'antéhypophyse (voir Annexe technique).
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B. Matériels et méthodes

1. Recherche des effets du stress phvsique et psychosocial appliqués à court terme et à

lonq terme sur le comoortement qénéral de I'animal

Après validation de I' intervalle séparant I' immunisation et I'application du stress pour les

trois fonctions, comportementale, gastrique et immunitaire. Nous avons retenu

I'application du stress (stress physique et psychosocial) 1j après I' immunisation pour la

suite des travaux.

1-1. Procédure du stress

1-1-1. Stress physique (voir partie l)

1 -1 -2. Stress psychosocial

Le protocole consiste à isoler les animaux individuellement, dans des cages

rectangulaires (26x13x8cm) situés dans des isoloires pour une durée de 4 heures

pendant la phase obscure (13h-17h). L'eau et la nourriture sont fournies à volonté.

Ensuite on évalue leur comportement à I'aide des deux tests comportementaux

suivants :

1-2. Test de la chambre claire/obscure

1-2-1. Matériels

Le dispositif expérimental consiste en une enceinte en Plexiglas opaque composé de

deux compartiments, I'un obscure (27x18x29cm) et I'autre fortement éclairé

(27x27x29cm) les deux compartiments sont reliés par une petite porte permettant à

I'animal de passer librement de I'un à I'autre.

1-2-2. Méthodes

Trente minutes, avant le test I'animal est prélevé de sa cage d'élevage pour être introduit

dans I'enceinte éclairée. Son comportement est alors observé pendant 5 minutes (temps

global).
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Les paramètres pris en compte sont :

a. Le temps passé dans le compartiment clair et obscure : i l est constitué par le cumul du

temps passé par I'animal sous la lumière ou dans I'obscurité pendant le temps global

d'observation.

b. Le nombre de transitions effectuées par I'animal (nombre de passages du

compartiment obscure au compartiment éclairé).

c. Le nombre de redressements effectués par I'animal dans le compartiment éclairé et

obscure.

d. L'activité locomotrice effectuée par l 'animal dans les deux compartiments clair et

obscure (les deux compartiments sont subdivisées en cases, le passage d'une case à

I'autre, est considéré comme une locomotion).

1-3. Test de I 'escalier (voir partie.l)

Dans le but d'étudier les effets du stress sur le plan tissulaire et cellulaire, nous avons eu

recours à la technique histologique (Hématoxyline-Eosine) et nous avons dû procéder à

la mise au point de cette dernière sur le tissu stomacal et surrénalien'

2-1 Coupes histologiques de I'estomac et des surrénales avec coloration

standard systématique (HE : Hématoxyline Eosine)

2-1-1. Fixation

La fixation représente le temps essentiel de la technique histologique. Fixer une cellule,

c'est la conserver dans un état aussi proche que possible de l'état vivant :

- En la protégeant de I'attaque bactérienne Gram-.

- En s'opposant à l'autolyse de constituants fondamentaux sous I'effet des enzymes

cellulaires.
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Pour que la fixation soit efficace, il faut prévoir un volume de fixateur 10 à 40 fois

supérieur au volume de la pièce. La pièce sera plongée dans le fixateur et non mise

dans le flacon vide puis recouverte de fixateur, ceci pour éviter qu'elle n'adhère aux

parois du flacon.

Le fixateur utilisé est le formol à 10 o/o.

2-1-2. lmpréqnation à Ia paraffine

C'est le VIP 200 qui effectue I' imprégnation en cycle de nuit. C'est un automate à

( mouvements de fluides >> c'est à dire que les différents produits utilisés vont être

successivement aspirés puis refoulés dans la cuve de traitement par des phénomènes

physiques tels que <vide> et < pression > sans que la moindre vapeur ne soit rejetée

dans I'atmosphère.

Les cassettes de prélèvements, placées dans un panier métallique, vont être déposées

dans la cuve du VIP 200 (contenance 200 cassettes) puis traitées par les bains

suivants , durant le cycle de nuit :
- 4 bains d'alcool 95 ".
- 2 bains d'alcool absolu (butanol).

- 3 bains de toluène.
- 4 bains de paraffine à 56"C.

Lorsque le cycle est terminé, le panier baigne dans la paraffine à 56"C. Les

prélèvements sont alors prêts à être inclus.

.2-1-3lnclusion

On dépose une cassette sur la platine thermostatée à 56"C. On dépose son contenu

dans un moule métallique de taille adéquate préalablement rempli de paraffine liquide au

distributeur, à l 'aide d'une pince réchauffée à la flamme.
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une fois le prélèvement positionné dans le moule, on va le placer sur la plaque

réfrigérante à o.c pour faire refroidir et donc durcir la paraffine, Bien refroidis, les blocs

sont démoulés et prêts à être coupés.

2-1 -4. Co u Pe- Etale m e nt- Séc h aa e

Le microtome est un appareil de haute précision. ll se compose d'un support de bloc mis

en mouvement vertical grâce à une première manivelle, et un support de lame mis en

mouvement horizontal grâce à une deuxième manivelle.

Lorsque le bloc est positionné sur son support, on va <débiter> le bloc jusqu'à avoir tout

le prélèvement sur le plan de coupe. Une fois ce but atteint, on va faire des coupes de 6

microns d'épaisseur. Le but recherché est d'obtenir un ruban de coupes dont la forme

reflète complètement celle du bloc. ce ruban de coupes est ensuite déposé sur une

lame porte-objet préalablement recouverte d'albumine à 2%. Cette albumine sert à la

fois de milieu d'étalement et de colle lors du séchage. L'étalement s'effectue sur une

platine chauffante (température inférieure à 50"C. On laisse sécher les coupes étalées à

56"C pendant 30 min.

2-1-5. Colorations

2-1-5-1. Déparaffinage et réhydratation

Après séchage, les coupes sont en milieu hydrophobe qui est la paraffine' Lors des

colorations, un produit au moins se trouve en milieu aqueux; il faut donc éliminer la

paraffine par du toluène. Ce dernier n'étant toujours pas miscible à I'eau, il faut introduire

un bain d'alcool intermédiaire à g5" qui fera la jonction entre le toluène et I'eau. Les

coupes ainsi réhydratées, peuvent être colorées'
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2-1-5-2. Coloration standard systématique: HE

C'est une coloration à base d'hématoxyline-éosine, effectuée systématiquement sur

toutes les coupes, la méthodologie se fait selon le schéma suivant : (Fig.2a)

rinçase | ,inoun"
i  rV  i i  i

Alcool chlorhydrique

(quelques sec)

Alcool 95 "

(quelques sec)

I
(1)  (2)

Hématoxyline
De Harris (5 min)
Coloration des noyaux
en bleu

(3)

Alcool ammoniacal
(quelques sec)

(5)

Eosine alcoolique
(1min)

coloration du cytoplasme
en rose

(4)

(7)

Toluène

t t l l--)l ts--+l I
(o)

3 bains d'alcool

absolu

Fig.24 Schéma représentant les principales étapes

de la procédure de la coloration standard à hématoxyline éosine (HE)

2-1-5-3. Montage des lamelles

En fin de coloration, les lames se retrouvent dans le toluène, totalement déshydratées.

On colle une lamelle couvre-objet à I'aide d'une résine synthétique : le Baume d'Eukitt,

Ce Baume met plusieurs jours pour sécher complètement. Mais après séchage d'une

semaine, les lames sont prêtes pour I'observation microscopique.

J. Recherche des effets du stress physique/psychosocial appliqué à court terme et à

lonq terme sur I' immunité cellulaire de I'animal.

3-1. Comptage des cellules sanguines : Numération formule sanguine.

l l 0

(voir partie. l)
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3-2. Comptage des souspopulations lymphocytaires:

Cytométrie de flux (CMF)

3-2-1. Rappel de la cytométrie de flux

3-2-1-1. Historique

Le développement et I'application des systèmes de CMF à I'analyse et à la séparation

automatisées des cellules ont ajouté de nouvelles dimensions à la recherche médicale et

biologique. Cette technologie représente une amélioration par rapport aux techniques

cytophotométriques basées sur I'utilisation du microscope, Grâce à ces systèmes de

CMF, I'analyse des populations s'effectue cellule par cellule à très grande vitesse

(usqu'à 1OO0O évènements par seconde) ce qui permet une forte précision statistique.

Les progrès récents dans I'instrumentation, dans les préparations et colorations

cellulaires font de cette technique une méthode de choix dans I'analyse de propriétés

cellulaires, de composants sub-cellulaires et de métabolismes cellulaires.

3-2-1-2. Définition de la CMF

La CMF peut se définir comme une technique permettant la caractérisation individuelle

de particules dans un milieu liquide après excitation lumineuse des particules.

L'originalité de cette technologie réside d'une part dans la possibilité d'analyser à de

haute vitesses de passage, un nombre élevé de particules assurant ainsi reproductibilité

et précision statistique à I'analyse. D'autre part, cette technique permet la réalisation de

mesures multi-paramètriques qualitatives et quantitatives d'une population cellulaire' La

puissance séparative de cette technique, ou tri cellulaire, permet la séparation physique

de sous populations de l'échantil lon étudié'
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3-2-1-3. Principe de la technique

Le schéma du principe du cytométre en flux incluant la fonction de tri est présenté dans

la Fig. 25. Les cellules en suspension sont injectées par pression différentielle dans une

veine liquide (liquide de gaine ou sheat fluid) afin de les aligner au centre de la gaine

(focalisation hydrodynamique) et à les entraîner une par une devant le faisceau laser

pour assurer une il lumination homogène. Chaque cellule interceptée par le faisceau

laser émet des signaux de diffusion et de fluorescence (naturels ou acquises par un

marquage préalable); les différents signaux émis sont alors dissociés sur la base de leur

longueur d'onde par un filtrage optique composés de filtre et de miroirs , captés par des

photodétecteurs, transformés en signaux électroniques, et visualisés après amplification

sur l 'écran d'un système informatique pour être présenter à I'util isateur. Après excitation

des cellules, et analyse des différents signaux émis qui permettent de définir

I'appartenance d'une cellule à I'une ou à I'autre des sous-populations (fluorescence 1

< population 1 > ou fluorescence 2 < population 2 >>), un cristal piézo-électrique

fractionne le jet de cellules en gouttelettes homogènes, chacune contenant au maximum

une cellule. En fonction des caractéristiques de ces cellules, les gouttelettes sont

chargés positivement (si la cellule appartient à la population 1) ou négativement (pour

les cellules de la population 2) par un anneau de charge. Les gouttelettes contenant des

cellules non apparentées aux sous-populations 1 ou 2 ne reçoivent pas de charge. Les

gouttelettes passent ensuite à travers des plaques de déflection (champs électrique très

puissant) et se trouve alors dévié en fonction de leur charge vers deux réceptacles

différents. Les gouttelettes non chargées, suivent une trajectoire non modifiée et sont

conduites vers un récipient d'élimination.
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b. Paramètres étudiés

La CMF mesure des signaux optiques dont I' intensité dépend de caractéristiques

cellulaires. La cellule intercepte le faisceau lumineux incident et remet différents signaux.

- Caractéristiques morpholoqiques : Lumière diffusée dans différentes directions Par

rapport aux ravons incidents

Sous un petit angle (.12') : L'intensité de ce faisceau peut être corrélée

avec le diamètre de la cellule ce qui permet de la différencier des agrégats, des débris et

des cellules mortes (qui diffusent moins de lumière): paramètre appelé FSC (forward

scatter).

Sous un angle droit : ce qui permet de fournir des données sur la granularité

ou le rapport nucléocytoplasmique de la cellule : paramètre appelé : SSC (side scatter).

L'analyse de ces deux paramètres ne nécessite pas de marquage cellulaire, sur la base

de leurs caractéristiques morphologiques, cette technique peut définir les différentes

sous populat ions cel lulaires d'un échanti l lon (Fig. 26).

Fig. 26 Représentation biparamétrique ou cytogramme de cellules

de sang périphériquê (d'après Genetet ; Immunologie ; 1997)
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- Caractéristiques fonctionnelles : Lumière absorbée par la cellule

Elle se révèle proportionnelle au diamètre de la cellule supposée sphérique, elle dépend

bien entendu de I ' indice d'absorption des constituants cellulaires.

c. La fluorescence émise par la cellule

Celle ci peut être émise spontanément, c'est le phénomène d'autofluorescence ou plus

fréquemment, elle peut être provoquée par différents artifices techniques tels que

I'util isation des fluorochromes. Ces fluorochromes peuvent avoir une affinité pour un

constituant de la cellule ce qui augmente son intensité de fluorescence (comme dans

notre étude celle du thiazole orange pour I'ARN). Cette affinité peut être apportée grâce

à la liaison d'un fluorochrome avec un anticorps ou un ligand pour lequel il existe un

récepteur cellulaire. Ces paramètres impliquent des modifications du spectre d'émission,

d'excitation et du rendement quantique et peuvent être à I'origine de nouvelles

applications de la CMF.

d. Marquage par un fluorochrome :

La molécule à identif ier est mise en évidence par la l iaison d'un anticorps spécifique

couplé à un fluorochrome .

- I mmunofl uorescence directe

L'anticorps spécifique de la molécule analysée est directement lié à un fluorochrome.

- I mm u nofl uorescence i ndi recte

L'anticorps spécifique de la molécule étudiée est révélé par un deuxième anticorps

couplé à un fluorochrome : deux étapes de marquage sont nécessaires.
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e. Traitement des données

Les informations relatives à chaque cellule sont visualisées soit sous forme mono-
paramétrique ou histogramme, courbe de distribution d'un paramètre en fonction du
nombre des cellules analysées, soit sous forme biparamétrique ou cytogramme, deux
paramètres sont corrélés.

f. Avantages de la CMF

La cytométrie en flux permet de détecter et de quantifier avec précision des sous-
populations cellulaires ainsi que I'estimation de la population moyenne. La CMF fait la
différence entre une faible augmentation de l'expression d'un marqueur d'activation pour

I'ensemble des cellules et une augmentation importante du même marqueur par une
petite fraction de la population.

- Facilité et rapidité

Certaines analyses peuvent être directement effectuées sur le sang total. Pour les
autres, la préparation de la suspension cellulaire à partir de sang total ne parait pas être
un obstacle. La rapidité de I'analyse est un avantage certain par rapport aux méthodes
traditionnelles (la vitesse de passage peut être de 20 à 10 000 cellules par seconde dans
un échantil lon de concentration).

- Sensibilité

La CMF fournit une échelle d'intensité comprenant de 256 à 1024 canaux et est donc

capable de détecter des signaux beaucoup plus faibles qu'en microscopie de
fluorescence qui n'util ise qu'une échelle qualitative (négatif, Positif, moyen, fort); la CMF
rend un résultat quantitatif.
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- Préservation de I' intégrité cellulaire

Des types cellulaires représentant des pourcentages de I'ordre de 10-3 à 1O-5 peuvent

être analysés sans enrichissement préalable ni purification, et sans risque associé de

pertes sélectives ou de diminution de fonction cellulaire.

- Mesure simultanée de plusieurs signaux

Elle constitue un autre avantage et peut permettre d'identifier deux sous populations

lymphocytaires (par exemple) dans le même échantil lon grâce à la technique du double

marquage (anti-lymphocytes auxiliaires TCD4 et anti-lymphocytes cytotoxiques TCDS

par exemple).

- Tri cellulaire

ll permet le recueil dans des conditions vitales de populations pures suivant des critères

déterminés de I'analyse. Le recueil de population cellulaire très pure (pureté >95%) tout

en préservant I' intégrité et leur viabilité.

- La possibil i té de réaliser un clonage.

- L'établissement de banques chromosomiques.

g. Principales limites de la CMF

De nombreuses limites résident dans la préparation de suspensions cellulaires à partir

de tissus solides, qui peut entraîner une modification du marqueur et de son micro-

environnement. Le signal lumineux émis par la cellule ne renseigne pas sur la

distribution intracellulaire du fluorochrome; le cytométre peut alors prendre en compte

des amas cellulaires ou des débris qui, en microscopie auraient été éliminés.
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De nombreuses limites concernant I'appareillage et les fluorochromes util isées sont à
prendre en compte telles que le rendement quantique, le système optique, le choix des

filtres...

3-2-2. Méthodologie

3-2-2-1. Principe

ll convient tout d'abord de marquer le sang total avec des anticorps monclonaux

conjugués à I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) eUou à la phycoérythrine (PE) pour

détecter des cellules porteuses d'antigènes membranaires spécifiques.

Après marquage et lyse, on a établi une fenêtre excluant les débris, les globules rouges

nuclées, les plaquettes, les monocytes et les granulocytes sur la base de valeurs de

diffraction et de volume. On a compté entre 3000 et 5000 événements. On a ensuite

établi un histogramme indiquant le nombre d'événements comptés et I' intensité de

fluorescence pour les cellules marquées par I'anti-anticorps monoclonal. On a exprimé

le chiffre des cellules positives en pourcentage du nombre total de lymphocytes

comptés.

3-2-2-2. Préparation

Dans des tubes de 3 ml, on a déposé 50pl de sang total à analyser, On a introduit la

quantité d'anticorps monoclonal recommandée par le fabriquant (lmmunotech :4pl).

Ensuite, on agite et on incube à température ambiante, à l 'abri de la lumière pendant 15

min. On ajoute 2 ml de solution de lyse FACS diluée, et on incube 10 min comme
précédemment ; 10 min plus tard, on centrifuge 5 min à 2000tr/min à 25'c.

Enfin, on ajoute 3 ml de PBS et on centrifuge à 2000 trlmin encore une fois pendant 5

min.
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3-2-2-3. Lecture (Fig. 27)

On ajoute 0.3 ml de PBS à température ambiante, on vortexe doucement et on analyse

au FACS (cytométre de flux).
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4. Recherche des effets du stress physique et psychosocial sur la réponse

endocrinaenne chez la souris.

4-1. Dosage de la corticostérone par RIA au tritium après une extraction et

chromatographie sur Célite (Dosage réalisé chez Pasteur Cerba à Paris).

Protocole opératoire pour le dosage de la corticostérone plasmatique :

1) Extraction par un mélange cyclohexane/acétate d'éthyle (50/50),

2) Chromatographie sur colonne de célite,

3) Dosage RIA avec des anticorps anticorticostérone de lapin par compétition avec un

traceur marqué au trit ium,

4) Comptage sur compteur bêta en scinti l lation de proximité (sPA).

Sensibi l i té= 0.5 nmol/ | .

Gamme d'étalonnage : de 0à 28.90 nmol/|.

4-2. Dosage de la noradrénaline et de I 'adrénaline chez des animaux stressés par

chromatographie l iquide à haute pression (HPLC)

La technique de dosage de la noradrénaline et de I 'adrénaline, uti l isée dans cette étude,

est la chromatographie l iquide à haute pression couplée à la détection électrochimique.

4-2-1. Présentation de I 'appareil lage

Le système chromatographique utilisé est une chaîne Waters R (Waters, Bedford, Etats

unis) comprenant :

- Une pompe à pistons, en opposition de phase (modèle 510), dont le débit peut varier de

0.1 à 9.9 ml par minute la pompe, dont le débit de travail est de 0.8 ml par minute, est

munie d'un filtre de basse fréquence rendu nécessaire en détection électrochimique, car

toute oscillation du débit entraîne des variations de pression qui perturbent la détection et

font varier la ligne de bas. Dans notre système, la pression de travail est stabilisée à 125

bars.
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- Un injecteur manuel (modèle UOK), permettant des volumes d'injection d'échantil lon de

1 à 100 ml. Dans notre protocole, le volume des injections est standardisé à25 pl.

- Une colonne (Resolve R, 150x3.9 mm) remplie de grains de silice d'une granulométrie

de 5 pm et greffés par des chaînes carbonées de 18 atomes.

- Un détecteur électrochimique (modèle 460) comprenant trois électrodes et basés sur le

modèle de détecteur en couche mince de Kissinger (Ehrenstrôm, 1988).

- une électrode de mesure,
- une électrode de référence (KCL 3M).
- une électrode auxiliaire.

L'électrode auxiliaire sert à compenser la chute ohmique (chute de résistivité) due au

milieu entre l'électrode de mesure et l'électrode de référence.

Elle mesure la différence de potentiel entre ces deux électrodes et la maintient égale à

celle à respecter pour l'électrolyse du soluté qui traverse la cellule, soit 0.6 volt,

4-2-1-1. La phase mobile

La phase mobile util isée a la composition suivante :

- Méthanol RS HPLC (Carlo Erba, Milan, ltalie) < 80ml >

- Eau tri-distil lée < 920 ml >
- Phosphate monosodique (Merck, Damstadt, Allemagne) <13.89>

- EDTA disodique (Merck, Damstadt, Allemagne) < 18.6m9 >

- Octyl sulfate de sodium (Sigma, Saint louis, Etats unis) <250m9 >

Le phosphate monosodique joue le rôle de tampon éliminant toute variation de pH de la

phase lors de I' injection des échantil lons (pH 4.5).
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L,octyle sulfate de sodium est le contre ion uti l isé. Sa concentration dans la phase mobile

détermine la sélectivité du système chromatographique. En contre partie, il augmente le

temps de rétention. Le méthanol permet de diminuer le temps d'analyse

chromatographique en favorisant l'élution, sans affecter la sélectivité (le temps d'analyse

est de 15 min par échantil lon).

A cette concentration, L'EDTA permet de chélater les particules métalliques susceptibles

d'altérer la détection électrochimique.

La phase mobile est f i l trée (fi l tre Sartorius de 0.45 pm de porosité, Gôttigen, Allemagne)

et dégazée sous vide chaque jour avant le début de la manipulation. La phase mobile est

renouvelée tous les 7 jours.

4-2-1-2. Les standards

- Solut ion NAD 0.5 mg/ml dans HCIO4 0.3 N'

- 3.4 dihydroxybenzylamine (DHBA), PM=220.1 0.

- Noradrénaline Bitartrate PM=337.29.

- Adrénal ine HCL PM= 333.3'

Ces produits nous ont été fournis par les laboratoires (Sigma Chemical, Saint Louis,

Etats Unis).

4-2-2. Protocole d'extraction de la noradrénaline et de I'adrénaline

Les catécholamines ont la particularité d'être absorbées sélectivement sur I'alumine à un

pH élevé pour former un complexe stable. Cela permet de laver I'alumine et d'éliminer les

composés indésirables de l'échantil lon. Les catécholamines peuvent ensuite être

relargués de I'alumine par addition d'acide dilué, L'éluant est ensuite injecté dans le

système chromatograPhique.

Préparation des solutions pour I'extraction:

- 15 mg d'alumine oxYde,

- 100 pl de BSNA 1 %,

- 75 pl de EDTA 10 o/o,

-  1.025 ml 0.1 M PCA,
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- 100 pl de plasma,

- 50 pl du DHBA (D) ou mélange (NAD pour la solution NAD),
- 0.6 ml Tris 2 M (pH 8.6).

On vortexe et on agite les tubes par retournement 30 min à 4"C.

4-2-3 Détermination de la concentration plasmatique de la noradrénaline et de

I'adrénaline

Le dosage de la noradrénaline et de I'adrénaline plasmatique est effectué sur 100 pl de

plasma après centrifugation du sang total.

Ce dosage a été réalisé selon la technique décrite par Ehrenstrôm (1988).

Les plasmas sont décongelés à 4"C, puis sont additionnés. Dans chaque tube :
- 15 mg d'oxyde d'alumine (clinrepR, Recip, Pharma Vertriebe, Munuich, Allemagne),
- 100 pl d'une solution D'EDTA (Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Allemagne)
- 5% (0.13 M) de Bisulfite de sodium (Msodium (Merck, Darmstadt, Allemagne).
- 250 prl d'eau tridistillée

- 250 pl de tampon Tris-HCl 2 M à pH 8.8.

Les tubes sont alors agités par retournement pendant 15 minutes à I'abri de la lumière et

à +4"C. L'alumine est ensuite lavée trois fois par de I'eau tri-distil lée à +1'C. Après

aspirat ion de la troisième eau de lavage,50 pl d'acide perchlorique 0.1M sont

additionnés à I'alumine et agités pendant 10 secondes au vortex. Après sédimentation de

I'alumine, I'acide est repris et fi ltré (microfiltre mill ipore d'une porosité de 0.45 pm,

Bedford, Etats unis). Les échantillons sont stockés à -4"C et25 ml sont injectés dans le

système chromatographique au plus tard 4 heures après I'extraction.

4-2-4. Expression des résultats

L'extraction sur alumine ne permettant pas de recueill ir à 100 % la noradrénaline,

I'adrénaline et le DHBA; le rendement d'extraction, identique pour les standards et les

échantil lons de noradrénaline et d'adrénaline inconnus à doser, peut ainsi être calculé.

La noradrénaline, I'adrénaline et le DHBA sont en solution mère dans I'acide
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perchlorique 0.1 M. Ces derniers sont conservés à -80"C pour une période maximale de

90 jours.

4-Z-4-i. Extraction des standards pour la mesure de la noradrénaline,

I'adrénaline plasmatiques

Un < pool > de plasma, dépourvu de noradrénaline, a été constitué. L'élimination de la

noradrénaline est obtenue en maintenant le plasma à 60"C pendant t heure. Une

extraction sur alumine de 100 pl de ce plasma a permis de vérifier I 'absence de la

noradrénaline et de l'adrénaline.

En plus de 50 pl du NAD préparé à partir de la noradrénaline, de l'adrénaline et du

DHBA, les tubes contiennent:

10 pl de HCLO4 2.4M,160 pl de HCLO4 0.2 M.

On centrifuge ces tubes à 4000trimin pendant 10 min à 4"c'

Ensuite pour extraire les catécholamines, on ajoute:

15mgd'oxyded 'a lumine,  100p l  deBSNA à1o/o ,100p|  dep lasmasansnoradréna l ine,

75 pl d'EDTA à 10 %, 0.6 ml Tris 2 M pH 8.6, 1.025 ml de PCA et 50 pl de DHBA.

Les tubes sont alors agités par retournement, pendant 15 min. Le protocole de lavage et

d'élution de la noradrénaline, de I'adrénaline et du DHBA standards, est identique à celui

des échantil lons de Plasma.

4-2-4-2. Mesure de la noradrénaline, I'adrénaline inconnues

Les chromatogrammes sont enregistrés sur papier (Servotrace, Sefram, Paris France).

Les pics de noradrénaline, d'adrénaline et du DHBA sont mesurés en millimètres'
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Le calcul est le suivant : concentration de I 'adrénaline et de la noradrénaline.

[Ad1= H Ad ecn/H D ecn X Rdt D/Rdt Ad x D injecté x D/vp

H AD rrrno/H D xno

[Ad]: concentration de I'adrénaline en pg/ml.

H Ad ecn: hauteur du pic de I'adrénaline de l'échantil lon en mm.

H D sçr,i hauteur du pic du standard interne dans l'échantil lon en mm.

H AD pae: hauteur du pic de l'adrénaline du mélange NAD en mm.

H D xap: hauteur du pic du standard interne dans le mélange NAD en mm.

Rdt D= H Dpo /H D r,,rno

H Dpo : Hauteur du pic du standard interne dans le plasma qui ne contient pas de

catécholamines.

H D r,rno = Hauteur du pic du standard interne dans le mélange NAD en mm

Rdt Ad= H Ad pol H Ad lrno

H Ad po : Hauteur du pic de I'adrénaline dans le plasma qui ne contient pas de

catécholamines.

H Ad r,,rno: Hauteur du pic de I'adrénaline dans le mélange NAD en mm.

D: quantité du standard interne injectée (280 pg dans 25 pl injectée).

Df: facteur de dilution.

Vp: volume plasmatique util isée.

Cette formule est valable pour calculer aussi la concentration de la noradrénaline.
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G. Résultats

1. Les effets du stress phvsique/psvchosocial appliqué à court terme et à long

terme sur le comportement qénéral de I 'animal.

1-1. Détermination des effets du stress physique et psychosocial sur le comportement

général de la souris dans les tests de la chambre claire/obscure et de I 'escalier.

1-1-1. Test de la chambre claire/obscure

1-1-1-1. Stress physique

La Fig. 28 montre que le stress physique agit différemment sur le nombre des transitions

quand il est appliqué à court terme (1j) ou à long terme (4j et 10j successifs). En effet, le

nombre des transitions effectuées par les animaux stressés à long terme (4j et 10j), a

plutôt tendance à augmenter par rapport aux animaux non stressés (ANOVA à un

facteur: F(5,27\= 8.318; p= 0.0001). On a plutôt tendance à supposer que le stress

appliqué à court terme, entraîne une diminution du nombre des transitions et par

conséquent une inhibition comportementale, alors que le stress appliqué à long terme (4j

et 10j) entraîne plutôt une augmentation du nombre des transitions et par conséquent

une activation comportementale.

Concernant les redressements, la Fig. 29 montre que le stress physique a tendance à

diminuer de façon significative le nombre des redressements effectués dans le

compartiment clair à toutes les durées de stress par rapport aux animaux non stressés

(1j,  4j  et 10j):  ANoVA à un facteur: F(5, 39;= 6' t .283; p= 0.0001. cependant, ces

résultats montrent aussi que le nombre des redressements dans le compartiment

obscure augmente en particulier chez les animaux soumis au stress physique pendant

10j successifs: ANovA à un facteur: F(5, 32'1= 5'ot7i p= 0'001' Cet effet apparaît

dépendre de la durée d'exposition de I'animal au stress'
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Le stress physique ne semble pas avoir d'effet sur le nombre des redressements dans le

compartiment éclairé sauf lorsque I'exposition de I'animal au stress est assez longue

(10j). Comme le montre la Fig. 30, le temps passé dans le compartiment clair a plutôt

tendance à augmenter considérablement chez les animaux stressés à toutes les durées

(1j,4j  et 10j);  ANOVA à un facteur: F(5,29)= 3.6nU; p= 0.01. Nous avons noté aussi

que les animaux stressés pendant 4j et 10j successifs, passent moins de temps dans le

compartiment obscure par rapport aux animaux non stressés (ANOVA à un facteur:

F(5,28)= 1 .422 ; P=0.247).
La Fig, 31 montre que I'activité locomotrice est peu affectée par le stress physique, elle

augmente sensiblement chez les animaux stressés pendant 4j successifs (ANOVA à un

facteur: F(3,29)=2.992; p=0.047). Cependant, l 'activité locomotrice dans le

compartiment obscure a légèrement diminué à toutes les durées du stress (ANOVA à un

facteur '. F(3,27)=3.014 ; p= 0.047).

Durée du stress en j

Fig. 28 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des transitions

effectuées par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x4 lots.

*** '  p< 0.001; *p< 0.05.
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Fig. 3l Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur I 'act ivi té locomotrice

de la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x4 lots. **:p< 0.01.

1 -1 -1 -2. Stress psychosocial

Comme le montre la Fig. 32, I' isolement social diminue le nombre des transitions

effectués de façon importante chez les animaux isolés pendant 1j et 15j successifs, alors

qu'un isolement de 4j, n'affecte pas le nombre des transitions. On peut supposer que les

animaux isolés pendant 4j successifs ont tendance à s'adapter au test utilisé. Alors que

I'isolement des animaux pendant 15j successifs, engendre plutôt une diminution du

nombre des transitions. Ce résultat laisserait supposer que 15 j successifs d'isolement,

provoquent une inhibition comportementale (ANOVA à un facteur:F(5, 321= 4.,,r'

p=0.0053).

Comme le montre la Fig. 33, le nombre total des redressements effectués, diminue en

fonction de la durée de I'application du stress. Cette diminution est très importante

quand le stress psychosocial est appliquée 4j et 15j successifs par rapport aux animaux

non stressés (ANovA à un facteur : F(5, 321= 29.t" ' p= 0'0001)' Ces résultats

montrent que le stress psychosocial réduit encore davantage les redressements dans le

compartiment clair chez les animaux stressés surtout à 4j et 15j d'application successive

de stress d'isolement (ANOVA à un facteur : F(5, 321= 1.70; p= 0.162).
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cependant le temps passé dans le compartiment clair augmente de façon significative

chez les animaux isolés surtout à 4j et 15j successifs (ANOVA à un facteur : F(5' 32)=

26.020.,p= 0.0001). Alors que le temps passé dans le compartiment obscure diminue à

toutes les durées, surtout chez les animaux stressés 15j successifs (ANOVA à un

fac teur :F(5 ,30;=1 '698,p=0.165) ;F ig .34.onpourra i texp| iquercet teaugmentat iondu

temps passé dans re compartiment crair par une inhibition comportementale induite par

re stress ce qui a engendré une sorte d'immobirisation de |animar dans le compartiment

crair surtout qu,au niveau de ra procédure expérimentare, r'animal est placé dans le test

au niveau du compartiment éclairé. Par conséquent, sa tendance à diminuer son

déplacement entraÎne une augmentation du temps passé dans le compartiment clair et

une diminution du temps passé dans le compartiment obscure'

comme pour re stress physique, ra Fig. 3s montre que risorement sociar n'affecte pas

significativement |activité rocomotrice des animaux dans re compartiment clair (ANovA

àunfacteur :F(5 ,32)=1.472,p=0.226) 'A |orsque l 'ac t iv i té locomotr icedesan imaux

isolés pendant 15j successifs dans le compartiment obscure, est réduite de façon

significative par rapport aux animaux non stressés (ANOVA à un facteur: F(5'30)=7 '337 ;

p= 0.0001)'
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Fig.32 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des transitions

effectuées par la souris dans le test de la chambre claire/obscure' N=10x4 lots. *: p< 0'05'
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Fig.33 Effet du stress psychosocial appl iqué à court terme et à long terme, sur le nombre des redressements

effectués par la souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=l0x4 lots. Rd: redressements'

***!P< 0.001; **: P<0.01; 
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P< 0.05'
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1-1-2. Test de I'escalier

1 -1 -2-1. Stress physique

La Fig. 36 montre que le stress physique réduit le nombre des redressements effectués

dans le test de l'escalier, particulièrement chez les animaux stressés pendant 1j et 10j

successifs (F(5, 37)= 4.03; p=0.0018). Une réduction du nombre des marches montées

a été montrée aussi chez les animaux stressés 1j et 10j successifs (Fig. 37) (ANOVA à

un facteur: F(5, 3Z;= 3.UUU ; p= 0.009). On pourrait expliquer la diminution des marches

montées et des redressements par une réduction de I'activité locomotrice et exploratrice

de I'animal suite à I'application du stress.

Fig.36 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des redressements

effectués dans le test de I 'escal ier. N=l0x4 lots, **: p<0.01,*: p<0.05,
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Durée  du  s t ress  en  i

Fig.37 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des marches montées dans

l e t e s t d e l ' e s c a l i e r c h e z | a s o u r i s . N : 1 0 x 4 | o t s . * * * : p < 0 ' 0 0 1 , * * : p < 0 . 0 1 .

1 -1-2-2. Stress Psychosocial

Comme le montre la Fig.3g, I' isolement des animaux pendant 4j et 15j successifs,

entraînent une diminution du nombre des redressements effectués dans le test de

l'escalier par rapport aux animaux non stressés, (ANOVA à un facteur: F(5' 40)=

13.74g, p= o.oo01).De la même manière que les redressements (Fig.39), I ' isolement

social réduit significativement le nombre des marches montées à toutes les durées de

stress par rapport aux animaux non stressés, (ANOVA à un facteur: F(5,40)= 13'509'

p=o.ooo1). ce test confirme la réduction de l'activité exploratoire et locomotrice

observée chez les animaux soumis au stress physique.
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15j
Durée du stress en j

Fig.38 Effet du stress psychosocial appl iqué à court terme et à long terme, sur le nombre des redressements

effectués par la souris dans le test de I 'escal ier. N=l0x4 lots.

***: p( 0.001, *: p<0.05.

Fig' 39 Effet du stress psychosocial appl iqué à court terme et à long terme, sur le nombre des marches montées

effectuées dans le test de I 'escal ier. N=l0x4 Iots. ***: p<0.001, **: p<0.01.
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2. Détermination des effets du stress physique et psychosocial appliqué à court

terme et à long terme, sur l 'état des surrénales et celui de la muqueuse gastrique

chez la souris.

2-1. La muqueuse gastrique

Comme le montre la photo. 4, le stress physique appliqué à court terme induit un

phénomène d'inflammation au contact de la couche profonde de la muqueuse' on

constate la présence de nombreux polynucléaires neutrophiles (indicateur de

l,inflammation aiguë) autour des vaisseaux et au contact de la couche musculaire de

l,estomac en comparaison à des animaux non stressés (Photo. 3)' On retrouve chez les

animaux stressés pendant 10j successifs, le même phénomène inflammatoire que celui

observé chez les animaux stressés à court terme 1j (Photo. 5). Concernant les animaux

isolés pendant 1j, on remarque une présence moins importante de polynucléaires

neutrophiles comparés aux animaux exposés au stress physique pendant 1j (Photo' 6)'

On constate aussi que I' isolement pendant 15j successifs, n'induit pas un important

phénomène inflammatoire en comparaison aux animaux exposés au stress physique

pendant 1 0j consécutifs (Photo.7)'

2-2. Les surrénales

Comme le montre la Photo. 9, la glande surrénale des animaux exposés au stress

physique à court terme (1j), présente une dilatation vasculaire un peu marquée au

niveau de la médullosurrénale avec une présence de quelques polynucléaires en

comparaison aux surrénales des animaux non stressés (Photo. 8). on constate aussi au

niveau du cortex une augmentation du nombre des vésicules de sécrétion des

corticoTdes au niveau des cellules de la fasciculée et de la réticulée. De la même

manière, le nombre des vésicules de sécrétion des catécholamines (la noradrénaline et

l,adrénaline) a aussi augmenté au niveau des cellules chromaffines de la

médullosurrénale. Lorsque le stress devient répétitif (stress physique pendant 10j
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successifs), on constate une importante augmentation du nombre des vésicules de
sécrétion des corticoides au niveau des cellules de la fasciculée et de la réticulée ainsi
que celui des vésicules de sécrétion des catécholamines au niveau des cellules
chromaffines (Photo. 10).

Cependant, les animaux isolés pendant 15j successifs (Photo.11), présentent une
hypertrophie de la médullosurrénale due certainement à une importante augmentation
du nombre des vésicules de sécrétion des catécholamines (l'adrénaline et la
noradrénaline).
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Photo.no3. Coupe histologique d'un estomac d'une souris non stressée. (x a0).
TC: tissu conjonctif . GF: glandes fundiques..
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Fhoto. no 4. Coupe histologique d'un estomac d'une souris exposée à un stress
physique appliqué à court terme (1j). (X 40). PN: polynuclèaires neutrophiles.
TC: tissu conjonctif. GF: glandes fundiques.
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Photo.no 6. Coupe histologique d'un estomac d'une souris exposée à un stress
psychosocial appliqué à court terme (1j). (x 40). TC: tissu conjonctif.
GF: glandes fundiques. PN: polynucléaires neutrophiles.
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psychosocial appliqué à long terme (15 j). (x a0). TC: tissu conjonctif.
GF: glandes fundiques.
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Photo. no 8. Coupe histologique de la surrénale d'une souris non stressée.
(xaO). CS: cortex surrénalien; MS: médullosurrénalle. ZF: zone fasciculée;
ZR: zone réticulée; CC: cellules chroma{fines. VS: vésicules de sécrétion.

MS

Photo. no 9. Coupe histologique de la surrénale d'une souris exposée à un
stress physique appliqué à court terme (l j). (xaO). CS: cortex surrénalien;
MS: médullosurrénalien.; P: polynucléaires.
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CS

.MS

Photo. no10. Coupe histologique de la surrénale d'une souris exposée à un
stress physique appliqué à long terme (10 j). (xa0). CS: cortex surrénalien;
MS: médullosurrénalien.

CS

i .. ,airi:

stress psychosocial appliqué à long terme (15 j). (xaO). CS: cortex surrénalien;
MS: médullosurrénalien.
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3. Détermination des effets du stress physique et psychosocial appliqué à court
terme et à Iong terme sur I' immunité cellulaire de la souris.

3-1, Détermination des effets du stress physique et psychosocial sur le nombre des

leucocytes.

3-1-1. Effets du stress physique sur la valeur absolue des leucocytes et sui
d'autres paramètres sanguins.

Comme le montre le Tableau 12,le stress physique a un double effet sur le nombre des

lymphocytes. Ce dernier diminue significativement quand le stress est appliqué à court
terme (1j). Alors que le stress appliqué à long terme, a plutôt tendance à augmenter le

nombre des lymphocytes en comparaison à des animaux non stressés.

Concernant les neutrophiles, leur nombre diminue particulièrement chez les animaux

stressés à court terme 1j. Nous avons noté aussi que le stress physique appliqué
pendant 1j et 10j, engendre une réduction du nombre des basophiles en comparaison à
des animaux non stressés. Les monocytes diminuent de façon importante chez les

animaux stressés pendant 4j et 10j successifs. Cependant, le nombre des éosinophiles

augmente significativement à toutes les durées du stress et particulièrement quand le
stress est appliqué à court terme ( 1j).
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Tableau 12. Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre

des leucocytes chez la souris.

Nombre des cellules en
I 03/pl INS $

4i 10j

Lvm
Moy

-
SElyl

p

3.824
+

0.296

1.730
+

0.213
p=0.007

3.E40
-

0.694
p= 0.831

5329
f

0.642
p:0.003

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F (2.22): 3.429 ; P= 0.032

Neut
Moy

+
SEM

p

1.875
-

0.407

0.901
i

0.281
p:0.019

1.536
+

0.200
p= 0.547

1.557
-

0.632
p=0.850

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F(2. 1 6): 0.27 r, p: 0.7 66

Bas
Moy

=
SEM

p

0.283
+

0.062

0.023
+

0.021
p=0.001

0.162
+

0.036
p= 0.379

0.143
*

0 .127
p:0.0001

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F (  2.16)= 0.748,  p:  0.488

Mon
Moy

È
SEM

D

2.340
-

0.231

1.950
+

0.12r
p:0.258

1.700
I

0.203
o-- 0.042

0.686
+

0.1  87
p:0.003

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F(2.16)= 12.187 ; p= 0.001

Eos
Moy

+
SEM

D

0.040
+

0.003

1.052
+

0.172
p=0.0001

0.s88
+

0.152
p=0.003

0.143
t

0.061
p=0.006

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F(2, I 6)= I 2.09!.r !.0992
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Concernant les paramètres sanguins (Tableau. 13), le stress physique affecte

significativement le nombre des globules rouges quand le stress est répétitif (4j

successifs). Le taux d'hématocrite a tendance à diminuer à toutes les durées de stress.

Cependant le nombre des plaquettes a plutôt tendance à augmenter quand le stress est

répétitif (4jet 10j successifs). Le volume globulaire moyen n'est pas affecté par ce type

de stress.

Tableau 13. Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur les paramètres sanguins chez

la souris.

INS IS
4iI l 0 i

RBC 106/pl

Moy
*

SEM
P

8.460
+

0.  l9r

7.263
*

0.505
p=0. I 20

4.425
+

0.940
p= 0.001

6.799
+

0.428
p=0.128

ANOVA à un facteur

Effet du stress
F (2.22\= 8.287 : p=0.025

VCM fl
Moy

SEM
P

5 1.200
+

0.785

48.567

0.650
p:0.020

5l .088
i

0.403
r-0.923

52.17 |
E

0.921
p=0. I 60

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(3. 2l )= 4.643 : v 0.012
IICT Vo

Moy
+

SEM
P

43.360

1.086

35.417

2.695
o=0.030

36.7 r2

3.230
o=0.040

35.357
*

2.058
r-0.024

ANOVA à un facteur
Effet du stress

F(3.21\= 3.697 : o= 0.032

Plqts 103/pl

Moy
È

SEM
P

483.500
+

108 .391

646.167
+

28.866
p=0.170

722 200
+

32.250
p= 0.2500

825.000
+

70.500
p=0.145

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(3. l3): 5 253 : p: 0.0 l3
INS : Immunisés non stressés.
IS : Immunisés stressés. RBC :.les globules rouges ; VCM : volume globulaire moyen ;
HCT : hématocrite ; Plqt : les plaquettes. N:9x4 lots. p< 0.05 est considérée significatif.
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3-1-2. Effets du stress psychosocial sur la valeur absolue des leucocytes et

sur d'autres paramètres sanguins.

On constate que le stress psychosocial affecte de la même manière que le stress

physique, le nombre des lymphocytes en le réduisant quand le stress est appliqué une

fois et en I'augmentant quand il est appliqué de façon répétitive (4j successifs) en

comparaison aux animaux non stressés. Concernant le nombre des basophiles et des

monocytes, on constate que I'isolement social réduit de façon très importante leur

nombre quand le stress est appliqué 1j.

Cependant, le nombre des éosinophiles augmente significativement chez les animaux

stressés pendant 4j et 15j successifs par rapport aux animaux non stressés. Aucune

variation statistiquement significative, n'a été montrée au niveau du nombre des

neutrophiles chez les animaux stressés (Tableau 14).

Concernant les paramètres sanguins, le Tableau. 15 montre que le nombre des globules

rouges et le taux d'hématocrite diminuent significativement quand le stress est répétitif

(4j et 15j successifs). Cependant, le nombre des plaquettes a plutôt tendance à

augmenter quand le stress est répétitif 4j et 15j consécutifs. Comme pour le stress

physique, le volume globulaire moyen des cellules n'a pas été affecté par l ' isolement

social.
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Tableau 14. Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des

leucocytes chez la souris.

INS: Immunisés non stressés.
IS: Immunisés stressés.
Lym: lymphocytes; Neut: neutrophiles; Bas : basophiles; Mon : monocytes ;
Eos: éosinophiles. N:9x4 lots. p< 0.05 est considérée significatif.

148

Nombre des cellules l0'/ul

tNs IS

I 4i l 5 i

Lvm
Moy

*
SEM

p

3.824
-

0.296

l .864
+

0.222
p:0.0006

7.317
+

0.s66
p=0.0001

4.750
L

0.391
p:0.050

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5.36\:20.768 : p=0.000 I
Neut

Moy
*

SEM
D

1.857
+

0.407

1.767
+

0.209
p:0.99

2.1  80
+

0.400
o=0.734

2.017
*

0.334
p:0.859

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5,30): 2.838 : p=0.032
Bas

Moy
-

SEM
D

0.283
L

0.062

0.000
I

0.000
p:0.036

0.033
+

0.021
p=0.280

0.280
+

0.280
o=0.940

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5.31) :  1 .909:  p= 0.121
Mon

Moy
+

SEM
D

2.340
-

0.231

1 . 1 5 0
-

0.167
p:0.039

2.000
+

0.761
p=0.768

L l 0 0
+

0 . 1  3 4
p=0.050

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F ( 5 . 3 1 ) =  1 . 7 1 8  :  P : 0 . 1 5 9 .
Eos

Moy
+

SEM
D

0.040
+

0.003

0.1  00
+

0.046
p:0.07

0.120
*

0 .031
p=0.1 59

0.1  60
t

0.040
p:0 .01 I

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5 ,31) :1 .61  I  ;  p :0 .186.
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Tableau. 15 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur les paramètres

sanguins chez la souris.

INS IS

4 i  r s i

RBc 106/pl
Moy

+
SEM

n

8.460
+

0 . 1  9 1

8.906
+

0.206
p= 0.214

7.444
-

0 .1  78
p=0.006

7.607
+

0 . 1  l 8
p: 0.030

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5,34):  16.041 ;  p:0.0001
VCM fI

Moy
+

SEM
D

51.200
-

0.785

49.725
+

0.920
p=0.483

49.033
=

0.674
o:0.779

50.613
È

0.486
p:0.334

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5,34): l .336 :  p= 0.273.
IJCT o/o

Moy
+

SEM
p

43.360
a

1.086

43.450
+

r.463
p:0.395

38.433
t

0.765
p=0.007

37.675
+

0.657
p:0.004

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F(5.34)= 5. 108; p:0.00 13

Plqts 103/pl
Moy

+
SEM

D

483.500
-

108.391

609.333
-

70.817
p=0.05

718.000
+

63.417
p:0.002

742.625
*

26.288
p:0.001

ANOVA à un facteur
Effet du sfress

F (s, 30)--6,7 7 3 ; P=0.0002.
INS : Immunisés non stressés.
IS : Immunisés stressés.
RBC :.les globules rouges ; VCM : volume globulaire moyen; HCT : hématocrite ;
Plqt : les plaquettes. N=9x4 lots. p< 0.05 est considéré significatif.
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3-2. Détermination des effets du stress physique et psychosocial sur le nombre des

lymphocytes T auxiliaires (TCD4), celui des lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques

(TCDB) et celui des cellules tueuses naturelles périphériques (NK)'

3-2-1. Stress physique

La comparaison des groupes non immunisés non stressés (NINS) aux immunisés non

stressés (lNS) s'est révélée significative uniquement pour la catégorie des lymphocytes

TCD4 (p<0.001) ; pour les autres catégories, il n'y'a aucune variation significative. Chez

les animaux non immunisés (NINS et non immunisés stressés ( NIS >), la comparaison

fait apparaître une différence significative aussi bien pour les lymphocytes TCD4 que

pour les cellules NK. La catégorie des cellules T CD4 semble diminuer après le stress

chez les NlS, par contre les catégories des cellules NK semblent plutôt augmenter chez

les NlS.

Lorsqu'on observe les effets conjoints de I'immunisation et du stress, comme le montre

la Fig. 40 une diminution statistiquement significative (p< 0.001) du nombre des TCD4

sous I'effet du stress et de I'immunisation, alors que la catégorie des cellules NK

apparaît augmenter sensiblement (p< 0.01). Ces comparaisons nous permettent donc de

porter nos études comparatives pour la suite de notre travail entre les INS et les lS dans

le but d'étudier les activités pharmacologiques (réponses optimales) des drogues et des

molécules util isées ultérieurement dans ce travail.
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Fig. 40 Effet de l' immunisation sur l ' immunité cellulaire chez la souris. N=9-10/x4 lots.

NINS: non immunisés non stressés, INS: immunisés non stressés. NIS: non immunisés stressés,

lS: immunisés stressés. *: NINS/INS; ':NINS/NIS; +:lNS/IS'

Les résultats de la Fig. 4l montrent que le stress physique appliqué 1j ou plusieurs jours

successifs, engendre une diminution significative du nombre des lymphocytes auxiliaires

T CD4 par rapport aux animaux non stressés. Cependant, une application de stress

physique pendant 4j successifs n'affecte pas le nombre des cellules T CD4 par rapport

aux animaux non stressés (ANOVA à un facteur : F(5, 381= 27 .,1 1 ; p= 0.0001).

On pourrait expliquer la tendance de la réponse des cellules TCD4 par une adaptation

des animaux à ce type de stress quand il est appliqué pendant 4j successifs avec un

épuisement de cette phase de résistance à 10j de stress successifs qui entraîne une

diminution du nombre des cellules T CD4, même si cette diminution reste moins

importante que celle engendrée par le stress à court terme (1j).

La Fig. 42 montre que le stress physique n'affecte pas le nombre des cellules

cytotoxiques/suppressives à toutes les durées du stress (ANOVA à un facteur: F(5, 38)=

27.081; P= 0.05).
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Cependant, la Fig. 43 montre que le nombre des cellules NK augmente à toutes les

durées de stress, cette augmentation est particulièrement importante à 1j et à 10j de

stress. Alors que 4j successifs de stress, engendrent une légère augmentation du

nombre des cellules NK par rapport aux animaux non stressés (ANOVA à un facteur:

F(6,40)= 10.543;  P= 0.0001) .

Fig. 41 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre

des lymphocytes auxiliaires TCD4 chez la souris. N=9-10/x4 lots.

NS : non stressés; S: stressés. ***: p<0.001, **: p<0.01.

Dntê dnsûessen j
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Fig. 42 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre

des lymphocytes cytotoxiques/suppresseurs TCDS chez la souris. N=9-10/x4 lots.

Fig. 43 Effet du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre

des cellules tueuses naturelles NK chez la souris. N=9-10/x4 lots. ***: p< 0.001; *: p< 0.05.
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3-2-2. Stress psychosocial.

La Fig. 44 a montré que le stress psychosocial diminue de façon significative le nombre

des cellules TCD4 chez les animaux isolés à toutes les durées de stress étudiées et de

façon importante à 1j (ANOVA à un facteur : F(3, 39;= 5.60U; p= 0.0006)'

Comme pour le stress physique, I'isolement social n'affecte pas le nombre des

lymphocytes T CD8 par rapport aux animaux non stressés (Fig. 45); ANOVA à un

facteur: F(5, 38)= 0.306 ; P= 0.906.

Comme le montre la Fig. 46, le stress social augmente de façon importante le nombre

des cellules tueuses surtout, à 1j et à 4j successifs d'isolement. Par contre à 15j

d'isolement, on a tendance à supposer que I'isolement répétitif entraîne une certaine

adaptation de I'animal au stress. On pourrait supposer que I'animal arrive à stabiliser le

taux des cellules NK après I'exposition à 15j successifs d'isolement en comparaison à

des animaux non stressés (ANOVA à un facteur : F(5, 39;= 3.5t't; p= 0.010).

%
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Fig. 44 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des

lymphocytes auxil iaires TCD4 chez la souris. N=9x4 lots. ***: p< 0.001,**:p<0.01.
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Fig. 45 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des

lymphocytes cytotoxiques/suppresseurs TCD8 chez la souris' N=9x4 lots.

Fig. 46 Effet du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur le nombre des cellules

tueuses naturelles NK chez la souris. N=9x4 lots. **: p< 0.01, *: p< 0.05.
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4. Les effets du stress phvsique et psvchosocial appliqué à court terme et à lono

terme sur la réponse endocrinienne chez la souris.

Dans le but de mieux comprendre les effets du stress sur le taux plasmatique de

certaines hormones dites de stress (corticostérone, adrénaline et noradrénaline). Nous

avons tenté de déterminer la concentration plasmatique de la corticostérone et celle des

catécholamines en util isant respectivement, les techniques de RIA et d'HPLC.

4-1. Détermination des effets du stress physique et psychosocial sur la concentration

plasmatique de la corticostérone chez la souris

4-1-1. Stress physique

La Fig. 47 montre que, le stress physique appliqué à court terme (1j) et à long terme

(10j), induit une augmentation significative de la concentration plasmatique de la

corticostérone. L'analyse de I'ANOVA à un facteur montre que le stress physique a un

effet significatif sur le taux de la corticostérone plasmatique (ANOVA à un facteur: F(4,

15)= 9.159; p= 0.0006).

Fig.47 Effets du stress physique appliqué à court terme et à long terme, sur la concentration

plasmatique de la corticostérone chez la souris' N=5x4 lots. **n: p<0'001 ; *: p< 0'05'
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4-1 -2. Stress psychosocial

Comme le montre la Fig. 48, I' isolement social engendre une augmentation significative

(moins importante que le stress physique), de la concentration plasmatique de la

corticostérone chez les animaux isolés à court terme (1j) et à long terme (4j). L'analyse

de I'ANOVA à un facteur ne montre pas d'effet significatif du stress psychosocial sur le

taux de la corticostérone plasmatique (ANOVA à un facteur : F(4, 15;= 2.6rU ; p=0.106).

20 30 40
C o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c o r t i c o s t é r o n e  e n  n g / m l

Fig. 4E Effets du stress psychosocial appliqué à court terme et à long terme, sur la concentration

plasmatique de la corticostérone chez la souris. N:5x4 lots. *: p<0.05.

4-2. Détermination des effets du stress physique et psychosocial appliqué à court terme,

sur la concentration plasmatique de I'adrénaline et de la noradrénaline chezla souris.

Concernant, le taux plasmatique des catécholamines (l 'adrénaline et la noradrénaline),

nous nous sommes intéressés uniquement à la comparaison des effets des deux types

de stress appliqués à court terme vis à vis de la régulation de la sécrétion de I'adrénaline

et de la noradrénaline.

I
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Tableau 16. Détermination des effets du stress physique et psychosocial appliqué à court

terme (1j) sur la concentration plasmatique de I 'adrénaline et de la noradrénaline chez la

souris.

Nombre d'animaux

uflrsés

Adrénaline

en pg/ml

moy ! sEM

Probabilité au test

Noradrénaline

en pg/ml

moy r. sEM

Probabilité au test

Non sfressés 15.860

+

0.940

ill

18 .310

t

1.540

ill

Sfress physique

21.560

t

1.460

f-fesl=-4.096,

p= 0.008

61.500

t

14.900

t-tesF-A.289,

p= 0.003

Sfress psychosocial

16.230

t

1 .650

t-testr9.214,

p= 0.850

46.380

t

5.580

f-fesÊ2.506,

p=0.011

Comme le montre le Tableau. 16, le stress physique appliqué à court terme (1j)

augmente significativement la concentration plasmatique de I'adrénaline et de façon

importante celle de la noradrénaline, Cependant, I ' isolement social appliqué à court

terme (1j) a plutôt tendance à augmenter de façon moins importante que le stress

physique, uniquement la concentration de la noradrénaline (Fig' 49 et Fig. 50). On

pourrait supposer dans ce cas là que le stress physique est un modèle de stress, plus

intéressant que le modèle du stress psychosocial pour les études pharmacologiques'
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Fig. 49 (a) Chromatogramme du mélange NAD standard.

(b) Chromatogramme réalisé chez des animaux non stressés.
PGA : acide perchlorique, Ad : adrénaline ; Nd:noradrénaline; D : DHBA

(b)(a)
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(a) (b)

Fig. 50 Chromatogramme réalisé chez des animaux exposés à court terme au

stress physique (a) et d'autres exposés à court terme au stress psychosocial (b)
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D. Gonclusion

Cette deuxième partie de ce travail consiste à étudier les effets de deux modèles de

stress appliqué à court terme et à long terme sur les fonctions comportementale'

immunitaire, endocrinienne et gastrique chez la souris. Nos résultats ont montré que le

stress induit une réduction de I'activité exploratoire (transitions et redressements) chez

les animaux exposés au stress physique et psychosocial à toutes les durées dans le test

de la chambre claire/obscure. Cependant, I'activité locomotrice (marches montées) et

exproratoire (redressements) dans re test de |escarier, diminuent de façon significative

chez les animaux exposés aux deux types de stress. ces résultats laisseraient supposer

que le stress, induit une activation des systèmes inhibiteurs et par conséquent, une

inhibition comPortementale.

Nous avons constaté aussi que re stress physique augmente considérablement le taux

de la corticostérone, de I'adrénaline et de la noradrénaline (hormones de stress) chez les

animaux soumis au stress physique par rapport aux animaux non stressés et à ceux

exposés au stress psychosocial. concernant la réponse gastrique, nos résultats ont

montré que l' inflammation de la muqueuse gastrique est beaucoup plus importante chez

les animaux exposés au stress physique comparé aux animaux isolés' cette

inflammation de la muqueuse gastrique pourrait être expliquée par une forte infiltration

des polynucléaires neutrophiles à I' intérieur de la muqueuse gastrique des animaux

exposés au stress PhYsique.

sur le plan immunologique, nos résultats ont montré aussi que le stress physique

appliqué à court et à long terme, diminuent le nombre des lymphocytes TCD4' et

augmentent plutôt le nombre des cellules NK. Cependant, nous n'avons pas noté de

variation significative du nombre des cellules T cDg chez les animaux exposés au stress

physique. Des résultats similaires ont été montrés chez les animaux exposés au stress

psychosocial. Nous avons noté une réduction du nombre des lymphocytes TCD4 à

toutes les durées du stress psychosocial. Alors que le nombre des cellules NK a

augmenté uniquement chez les animaux isolés pendant 1j et 4j'
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De façon générale, I 'augmentation du nombre des cellules NK, pourrait être liée au

détachement des cellules NK de I'endothélium vasculaire, par la fixation des

catécholamines sur les récepteurs p2 adrénergiques existants au niveau de la membrane

des cel lules NK (Benshop et al . ,1994; Benshop et a\. ,1997). Alors que, la réduction du

nombre des cellules T CD4 est surtout liée aux effets immunosuppresseurs directs des

glucocorticoÏdes sur la réponse de type cellulaire (particulièrement les cellules T), en

favorisant la réponse humorale (Tamada et a1.,1998). En plus des glucocorticoÏdes, des

neuropepetides endogènes libérés pendant le stress (CRH, ACTH et la B endorphine),

exerceraient aussi des effets immunosuppresseurs vis à vis de la réponse cellulaire

(Reul  e t  a | . ,1998) .
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PARTTE. TTT

Rôles et iryIieations des réeepteurs opioides

dans J.es pertuïbations de 7 | imtznité celTalaire

induites par 7e stress.

A. Obiectifs

Nous avons défini un objectif :

Evaluer le rôle des récepteurs opioïdes dans les perturbations immunitaires induites par

le stress en étudiant I ' interaction de la combinaison antagoniste/agoniste des récepteurs

opioÏdes vis à vis de la dépression immunitaire induite par le stress.

Pour cela, i l  a été nécessaire de stimuler l 'axe opioTde par I ' intermédiaire d'un agoniste

sélectif ( la morphine sulfate), et aussi de bloquer cet axe par un antagoniste (la

naloxone) pour étudier les conséquences sur I ' immunité cellulaire.

B. Matériels et méthodes

- Recherche des effets des opiacés dans les altérations immunitaires induites par

le stress

Pour stimuler I 'axe opioÏdergique, nous avons administré par voie intrapéritonéale (i p) à

des animaux non stressés et stressés de la morphine sulfate (agoniste des récepteurs

opio1des) à différentes doses: 1mg/kg, 5 mg/kg et 10 mg/kg,30 min avant l 'application

du stress (chocs électriques).

Pour bloquer cet axe, nous avons injecté par voie i.p. à d'autres groupes d'animaux non

stressés et stressés de la naloxone (antagoniste des récepteurs opioÏdes) à trois doses :

2.5 mg/kg, 10 mg/kg et  50 mg/kg,30 min avant le stress.
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Les différents groupes de cette partie de l'étude sont les suivants : (chaque lot est

constitué de 9 souris).
- Un lot non stressé traité au NaCl 0.9 Yo.
- Trois lots non stressés traités aux trois doses de I'agoniste.

- Trois lots non stressés traités aux trois doses de I'antagoniste.

- Un lot stressé traité au NaCl 0.9 %.

- Trois lots stressés traités aux trois doses de I'agoniste'

- Trois lots stressés traités aux trois doses de I'antagoniste'

1. Morphine

1 -1 . Propriétés physico-chimiques

La morphine est le morphinomimétique le moins liposoluble (Kafuman et al., 1975). l l

s'agit d'une base faible, dont 79 % de la concentration sont sous forme ionisée à pH 7.40

et 85 % à7.20. La morphine est principalement fixée à I'albumine, la fixation protéique

est de 30 à 35 % (Fig. 51).

1 -2. Pharmacocinétique plasmatique

La voie d'administration la plus intéressante, qui permet d'avoir le maximum de

concentration plasmatique est la voie intraveineuse. La diffusion de la morphine dans les

tissus est très rapide. La résorption de la morphine administrée par la voie orale, est

importante et rapide, mais la biodisponibilité est faible. Cependant, I 'administration de la

morphine par voie i.m. ou s.c. est rapide, mais instable'

1-3. Métabolisme et élimination

- Métabolisme

La morphine est métabolisée selon trois voies principales :

Glycuroconjugaison, sulfoconjugaison et N déméthylation (Yei et al., 1977). La

glycuroconjugaison est la voie métabolique principale. Elle transforme la morphine en

dérivés glucuroconjugués en 3,6 ou en 3 et 6 par I'action de I'UDP glucuronyl-

transférase, c'est la conjugaison en 3 qui est la plus importante'
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La morphine est aussi métabolisée en d'autres métabolites mineurs tels la normorphine
et la codéine qui peuvent exercer également une activité analgésique. Le métabolisme
de la morphine se fait principalement au niveau hépatique.

- Elimination

L'élimination est urinaire, par fi l tration glomérulaire et excrétion tubulaire.

1 -4.  Ut i l isat ion c l in ique

La morphine est prescrite par voie sous cutanée, intramusculaire, intraveineuse, sous-
arachnoi'dienne et péridurale. Quelquefois uti l isée en prémédication, elle est en fait
surtout prescrite durant la période postopératoire et en cas de douleurs aiguës sévères.
La morphine est aussi prescrite dans le cas des douleurs chroniques cancéreuses et
préférentiellement par voie orale.

2.  La naloxone (Narcan R)

2-1. Propriétés physicochimiques

La naloxone est très soluble (Kafuman et al., 1975). Son poids moléculaire est de 363.83
et son pK, de 7.82 (Fig. 52).

2-2. P harmacoci nétiq ue

La concentrat ion plasmat ique de la naloxone diminue très rapidement après son
administration par voie i.v. La diffusion tissulaire est rapide, les concentrations dans les
structures cérébrales sont 10 à 15 fois plus élevées que celle de la morphine.
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2-3. Métabolisme

Le métabolisme se fait principalement au niveau du foie par glycuroconjugaison. '

2-4. Utilisation clinique

La naloxone est utilisée pour antagoniser la dépression respiratoire induite par les

morphiniques. Cette action s'associe à une régression de I'analgésie.

Fig. 51 Structure de la morphine
MorPhine : R1= R2= H

R

Fig. 52 Structure de la naloxone
Naloxone : R= CHg-CH=CHz
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C. Résultats

- Détermination de I ' implication des récepteurs opioides dans les altérations

immunitaires induites par le stress.

1. Détermination des effets de la morphine, agoniste sélectif des récepteurs

opioÏdes de type p, sur I' immunité cellulaire chez la souris.

1-1. Effets de la morphine sur le nombre des lymphocytes T auxiliaires (TCD4).

Comme le montre la Fig. 53, le traitement des animaux non stressés à la morphine aux

doses 1,5, lOmg/kg, entraîne une diminution du nombre des lymphocytes T CD4 par

rapport aux animaux non stressés et traités au NaCl 0.9 o/o, particulièrement à la dose

1mg/kg (respectivement: p= 0.0001; p= 0.0001; p= 0.0001). On constate aussi que le

traitement à la morphine renforce les effets suppressifs du stress sur le nombre des

lymphocytes TCD4 surtout aux doses 5 et 10 mg/kg (respectivement: p= 0.007; p=0.04),

puisque I'effet de la dose 1mg/kg chez les souris stressées ne diffère pas statistiquement

de I'effet de cette même dose chez les souris non stressées.

ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,46)= 64.821; p= 0.0001.

Effet du traitement: F(3,46)= 16.580; p= 0.0001.

Interaction: F(3,46)= 4.865 ; p= 0.005

L'analyse statistique montre bien I'existence d'une interaction synergique statistiquement

significative (p= 0.005) entre le traitement à la morphine et le stress dans la dépression

du nombre des cellules T CD4 chez les animaux stressés.
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Fig.53 Effet de la morphine sur le nombre des TCD4 chez les souris stressées. N=9x 8 lots'

NS : non stressés; S: stressés' *:  NS0Æ.{S1,5et10; S0,Sl '5 et 10; +: S0/S1'5 et 10;

-:  NS5,10/55,10.

1-2. Effets de la morphine sur le nombre des lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques

(TCD8).

La Fig. 54 montre que la morphine réduit significativement le nombre des lymphocytes

TCD8 à toutes les doses (1 mg/kg, 5 mg/kg et 1O mg/kg) chez les animaux non stressés

(respectivement:p= 0.004; p= 0.003; p= O.0OO1). On constate aussi chez les animaux

soumis au stress que le prétraitement à la morphine à toutes les doses, entraÎne une

importante diminution du nombre des lymphocytes TCDS par rapport aux animaux

stressés et traités au NaCl O.g % (respectivement : P= 0'003; p=0'0001 ; p= 0'017)'

Les animaux stressés et prétraités aux doses 1mg/kg et Smg/kg n'ont pas montré de

variation significative par rapport aux animaux non stressés et traités aux mêmes doses.

Cependant I'effet de la dose 10 mg/kg varie significativement comparé à celui de cette

même dose chez les animaux non stressés. On pourrait supposer qu'en présence du

stress, I'effet de la dose 10 mg/kg de la morphine est moins important, vis à vis du

nombre des cellules TCD8, comparé à I'effet de la morphine sur le nombre des TCDS

chez les animaux non stressés.
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L'analyse statistique a montré une interaction entre le stress et le traitement vis à vis de
la régulation du nombre des T CD8.

ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,46)= 1 .999; p= 9.164.

Effet du traitement: F(3,46)= 11.027; p= 0.0001.

lnteraction: F(3,46)= 3.427; p= 0.034.

Fig. 54 Effet de la morphine sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées.
N=9x8 lots. NS : non stressés; S: stressés.*: NS0/NS1,Set10 ; S0,S1,5 et 10; +: S0/S1,5 et 10;

.: NS10/S10.

1-3. Effets de la morphine sur le nombre des cellules NK

Contrairement aux effets de la morphine sur le nombre des sous populations TCD8 et
TCD4, le nombre des cellules tueuses naturelles NK augmente de façon significative
chez les animaux non stressés et traités à la morphine aux doses 5 et 10 mg/kg
(respectivement: p= 0.0003 ; p= 0.0004).
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On constate aussi qu'un prétraitement des animaux stressés à la morphine à toutes les

doses (1, 5 et 10 mg/kg), semble renforcer les effets du stress sur le nombre des cellules

NK par rapport aux animaux stressés et traités au NaCl 0.9 o/o, en particulier aux doses

1mg/kg et Smg/kg (p= 0.OOO1, p=0.03), puisque I'effet de la dose 1Omg/kg n'est pas

statistiquement différent de celui de cette même dose chez les animaux non stressés

(Fis. 55).
ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,46)= 45.131; p= 0.0001.

Effet du traitement: F(3,46)= 14.223; p= 0.0001.

Interact ion: F(3,46)= 8.509; p= 0.0001.

Les résultats montrent bien I'existence d'une interaction synergique entre le stress et le

traitement à la morphine vis à vis de la régulation de la réponse des cellules NK.

Fig. 55 Effet de la morphine sur le nombre des cellules NK chez les souris stressées. N=9x8 lots.

NS : non stressés; S: stressés. *:  NS0/1.{S5,10; S0,S1,5 et 10; +: S0/S1'5 et 10; -:NS 1'5/S 1'5.
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2. Détermination des effets de la naloxone, antagoniste des récepteurs opioiues ,
sur l ' immunité cel lulaire chez la souris.

2-1. Effets de la naloxone sur la réponse des lymphocytes T auxiliaires (TCD4).

Comme le montre la Fig. 56, le traitement à la naloxone entraîne une diminution du
nombre des lymphocytes TCD4 à toutes les doses chez les animaux non stressés
(respectivement: p= 0.0001; p= 0.0001; p=0.0001). Cependant, un prétraitement à la
naloxone chez des animaux stressés, a tendance à atténuer sensiblement les effets du
stress, puisqu'il augmente le nombre des lymphocytes TCD4 chez les animaux traités
aux doses 10 et 50 mg/kg par rapport aux animaux stressés et traités au NaCl 03%
(respectivement : P=0.04; p= 0.003).

La dose 2 mglkg renforce plutôt les effets suppressifs du stress sur le nombre des
lymphocytes TCD4 chez les animaux stressés (p= 0.01g) et cet effet est statistiquement
significatif comparé aux animaux non stressés.
ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,52)= 28 698; p= O.OOO'1 .

Effet du traitement: F(4,52)= 11.002; p= 0.0001.

lnteraction: F(2, 52)= 15.725; p= 0.0001.

Ces résultats montrent une interaction entre le traitement à la naloxone et le stress vis à
vis de la régulation du nombre des T CD4. On pourrait supposer que la naloxone à la
dose 2mglkg, agit comme un agoniste des récepteurs opio'rdes chez les animaux
stressés, puisque son effet se rapproche de celui de la morphine sur la réponse des T
cD4.
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Doses en mg/kg

10

S

Fig. 56 Effet de la naloxone sur le nombre des T CD4 chez les souris stressées.

N=9x8 lots. NS : non stressés; S: stressés..: NSO/NS2,10 et 50; S0,2,10 et 50;

+: S0/S2,10 et 50 ; -:NS2/S2.

2-2. Effets de la naloxone sur le nombre des lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques

(r cD8).

Comme le montre la Fig, 57 le traitement aux doses 10 et S0mg/kg, entraÎne une légère

diminution non significative du nombre des lymphocytes T CDB par rapport aux animaux

non stressés et traités au NaCl 0.9 o/o (respectivement: p=0.119; p=9.992i P= 0'07). De

façon similaire, on constate qu'un prétraitement des animaux stressés à la naloxone, ne

varie pas significativement le nombre des lymphocytes T CD8 par rapport aux animaux

stressés et traités au NaCl 0.9% (respectivement: p= 6.9aUi P= 0.344; p= 0'208)'

ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,52)= 0.718; p= 0.400.

Effet du traitement: F(4, 52)= 2.540; p= 0.050.

lnteraction: F(2, 52)= 0.321 p= 0'726

L'analyse statistique n'a pas montré d'interaction entre le stress et le traitement vis à vis

de la régulation du nombre des cellules T CD8.
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Fig. 57 Effet de la naloxone sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées.
N=9x8 !ots. NS : non stressés: S: stressés.

2-3. Effets de la naloxone sur le nombre des cellules tueuses naturelles chez la souris
(NK)

La Fig. 58 montre une importante augmentation du nombre des cellules NK chez les

animaux non stressés, après un traitement à la naloxone et à toutes les doses
(respectivement: p= 0.001; p= 0.018; p= 0.009). Par ailleurs, un prétraitement à la

naloxone à 2mglkg et à 1Omg/kg, renforce les effets du stress sur le nombre des cellules

NK (respectivement: p= 0.002 ; p= 0.012). Cependant, la dose S0mg/kg semble inverser

les effets du stress sur le nombre des cellules NK chez les animaux stressés (p= 0.020),

I'effet de cette dose n'est pas statistiquement différent de celui de cette même dose chez

les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré une interaction entre le traitement à la naloxone et le

stress vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK.

t73



Travaux personnels

ANOVA à deux facteurs : Effet du stress: F(1,52)= 6.487: p= 0.013.

Etfet du trai tement:  F(4,52)= 13.516; p= 0.0001.

lnteraction: F(2,52)= 6.442; p= 0.0032.

Fig. 58 Effet de la naloxone sur le nombre des cellules NK chez les souris stressées. N=9xB lots.

NS : non stressés; S: stressés. *: NS0/NS2,10 et 50 ; S0,S2,10; +: S0/S2,10; -:NS2 et10/S2et10 .

3. Détermination de I'implication directe des récepteurs opioides dans la réponse

immunitaire au stress.

3-1. Détermination des effets de la combinaison naloxone/ morphine sur le nombre des

lymphocytes T auxiliaires (TCD4) chez les animaux stressés.

Les résultats de la Fig. 59 montrent qu'en général, le nombre des cellules T CD4 diminue

chez les animaux traités à la naloxone et à la morphine en présence ou en absence du

stress. On constate aussi chez les animaux non stressés que le prétraitement à la

naloxone (2 et 10mg/kg), n'affecte pas significativement le nombre des cellules TCD4

comparé aux animaux non stressés et traités à la morphine.
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Cependant, la naloxone 2mg/kg antagonise de façon importante les effets

immunodépresseurs de la morphine Smgikg vis à vis du nombre des lymphocytes T CD4

chez les animaux stressés (p= 0.0001), puisque I'effet de cette combinaison est

statistiquement différent de celui observé chez les animaux stressés et traités à la

morphine Smg/kg ou à la naloxone 2mg/kg.

Ces résultats montrent que la naloxone antagonise parfaitement les effets

immunodépresseurs de la morphine sur cette catégorie cellulaire chez les animaux

soumis au stress expérimental. L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une

interaction entre le prétraitement par la naloxone, le traitement par la morphine et le

stress vis à vis de la régulation du nombre des T CD4 (F(2, 961= 12.rt5; p= 0.001).

50
40
30
20
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0

I

0  N 2  N 1 0

NS

0  N 2  N 1 0

s

0 M 5  0 M 5

N S S

Doses en mg/kg

0 N2/M5 N10/M5 0 N2/M5 N10/M5

s

Fig. 59 lmplications des récepteurs opioTdes dans les perturbations de la réponse des

TCD4 chez les souris stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés.

": NSNo//NSN2,1OIM5;':SNZ/SN2/M5; +:SNo/SN2,10/M5;-:SMs//SN2,1 0/M5.
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3-2. Détermination des effets de la combinaison naloxone/morphine sur le nombre des

lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques (TCD8) chez les animaux stressés'

Comme le montre la Fig.60, les combinaisons de la naloxone (2 et 10 mg/kg) et la

morphine Smg/kg chez les animaux non stressés, semblent réduire le nombre des

cellules TCDS (respectivement: p= 0.005; p= 0.0009), mais I'effet de ces combinaisons

ne varie pas significativement comparé à celui observé chez les animaux non stressés et

traités à la morphine Smg/kg ou à la naloxone (2 et 1Omg/kg). De façon similaire, les

mêmes combinaisons n'affectent pas significativement le nombre des TCD8 chez les

animaux stressés (respectivement: p= 0.515; p= 0.191), puisque l'effet de ces deux

combinaisons ne différent pas des effets de la naloxone 2 et 10 mg/kg chez les animaux

stressés,

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs ne montre pas d' interaction du prétraitement par

la naloxone, le traitement par la morphine et le stress vis à vis de la régulation du nombre

des T CD8.

Yo

I

6

4

2

0
0 N2 N10

S

0 M 5

N S S

M5 0 NzMs N10/M5

N S S
Doses en mg/kg

Fig. 60 lmplications des récepteurs opioides dans les perturbations de la réponse des

cellules TGDS chez les souris stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés.
*: NSN0//NSN2,1 0/M5;":SM5//SN2,1 0/M5.
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3-3. Détermination des effets de la combinaison naloxone/morphine sur le nombre des
cellules tueuses naturelles (NK) chez les animaux stressés.
On constate que les combinaisons de la naloxone (2 et 10 mg/kg) et la morphine Smg/kg,
rétablissent le taux de base des cellules NK chez les animaux non stressés, leurs effets
sont statistiquement significatifs comparé aux effets propres des produits chez les
animaux non stressés.

Chez les animaux stressés, la combinaison de la naloxone 2 mglkg et la morphine 5
mg/kg, réduit significativement le nombre des cellules NK, I'effet de cette combinaison
est statistiquement différent de celui observé chez les animaux stressés et traités à la
morphine Smg/kg ou à ta naloxone 2mglkg (Fig. 61).
L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une interaction du prétraitement par la
naloxone, le traitement par la morphine et le stress vis à vis de la régulation du nombre
des cel lu les NK (F(2,96;= 10.326; p= 0.012).
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Fig.6l Implications des récepteurs opioides dans les perturbations de la réponse des cellules NK
chez les souris stressées. N=9x12 rots. NS: non stressés; s: stressés.

+ : S0/SN2M5; o:SN2//SN2/ÙI5; _: SM5//SN2ÆvI5.
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D. Gonclusion

Cette partie a mis en évidence d'une part, les effets suppressifs de la morphine vis à vis

de la régulation de la réponse de I' immunité cellulaire (TCD4, T CDB et NK) chez les

animaux non stressés. D'autre part, nos résultats ont montré que la morphine

potentialise les effets immunosuppresseurs du stress vis à vis de la régulation du nombre

des cellules T CD4, TCDB et NK. Ces résultats laisseraient supposer que le stress,

entraîne une libération de peptides opioïdes endogènes, qui activent I'axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien, sécrète à son tour les glucocorticoïdes dont les effets

immunosuppresseurs sont connus (Marroti et al., 1996). On pourrait aussi appuyer

I'hypothèse de I'action directe des opioïdes au niveau des récepteurs membranaires des

cellules immunitaires (Radulescu ef al., 1991)

Nous avons noté aussi que le traitement à la naloxone chez les animaux stressés et non

stressés, engendre pratiquement les mêmes effets que la morphine vis à vis de la

régulation du nombre des cellules TCD4 et celui des NK. On pourrait supposer que la

naloxone administrée seul, agit comme un agoniste des récepteurs opioïdes à la fois

chez les animaux non stressés et stressés.

Cependant un prétraitement des animaux stressés par la naloxone, antagonise en partie

les effets immunodépresseurs du stress et de la morphine vis à vis de la régulation du

nombre des cellules T CD4 et celui des cellules NK. Ces résultats mettent I'accent sur

I' implication partielle du système opiorde dans les effets immunodépresseurs induits par

le stress expérimental chez la souris.
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PARTTE. TV

Rôles et irryTications des réeepteuÊs

benzodiazépiniques dans .les perturbations de

I'immznité ceTTulaire induites PaÊ Ie sùress

Cette partie de l 'étude a pour but :

D'évaluer le rôle des récepteurs benzodiazépiniques dans les perturbations de I ' immunité

cellulaire induites par le stress, en étudiant l ' interaction antagoniste/agoniste de ces

récepteurs pour déterminer leur implication directe dans I 'altération de I ' immunité

cellulaire induite par le stress.

Pour cela, i l  a été nécessaire de stimuler I 'axe benzodiazépinique par I ' intermédiaire d'un

agoniste (clorazépate dipotassique : Tranxène), et aussi de bloquer cet axe par un

antagoniste (flumazénil : AnexateR) pour étudier d'une part, les conséquences sur

I' immunité cellulaire, et d'autres part, évaluer I ' implication des récepteurs

benzodiazépi n iq ues da ns I'a lté ratio n i m m u n ita i re.

B. Matériels et méthodes

- Recherche des effets des benzodiazépines sur I ' immunité cellulaire chez la

souris.

Pour st imuler I 'axe benzodiazépinique, on a administré par voie i .p à des animaux non

stressés et stressés, du clorazépate dipotassique (agoniste des récepteurs

benzodiazépiniques) à différentes doses: 1mg/kg, 5 mg/kg et 10 mg/kg, 30 min avant

I'application du stress (chocs électriques).
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Cependant pour bloquer cet axe, on a administré à d'autres groupes d'animaux non
stressés et stressés du flumazênil (antagoniste des récepteurs benzodiazépiniques) à
trois doses: 1mg/kg,Smg/kg et 10 mg/kg (on rajoute une goutte de Tween B0 pour
solubiliser le produit ), 30 min avant le stress. Les animaux sont sacrifiés 24 heures après
la séance de stress.

Les différents groupes étudiés sont les suivants : (chaque groupe est constitué de g

souris).
- Un fot non stressé traité au NaCl 0.9 %.
- Trois lots non stressés traités aux trois doses de I'agoniste.
- Trois lots non stressés traités aux trois doses de |antagoniste.
- Un lot stressé traité au NaCl 0.9 %..
- Trois lots stressés traités aux trois doses de I'agoniste.
- Trois lots stressés traités aux trois doses de I'antagoniste

1 . Clorazépate dipotassique

1-1. Rappel sur les propriétés physiologiques

En 1958, une nouvelle classe de médicaments à visée psychotrope a été découverte, les
benzodiazépines. Ces molécules se caractérisent par trois propriétés majeurs :
(voir Fig. 62)
- Anxiolytique.
- Hypnotique
- Myorelaxante.

1 -2. P h a rm a coc i n ét i q u e d u clorazépate dipotassique

1-2-1 . Méfabolisme du clorazépate dipotassique
La présence, dans sa formule, de groupements hydrophiles rend le clorazépate
dipotassique soluble dans le milieu gastrique. Une fraction est absorbée telle quette,
tandis qu'une importante partie est transformée en N desméthyl diazépam, principale
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forme d'absorption digestive. Dans I'organisme, le N desméthyl diazépam est transformé

en Oxazépam. ll en est de même pour la plus grande partie du clorazépate absorbé.

1-2-2. Elimination

Dans I'urine, la principale forme d'élimination est représentée par la forme

glycuroconjuguée de I'Oxazépam et des très petites quantités de Clorazépate.

2. Flumazén i | (AnexateR

C'est une imidazobenzodiazépinone, elle est synthétisée pour la première fois en 1979,

et commercialisée sous le non d'AnexateR (Roche).

La seule différence avec la famille des BZD est l 'absence du groupe phénol, qui est

remplacé par un groupe carbonyle (Fig. 63).

2-1 . Propriétés phvsicochimiques

- Le point de fusion : 200 "C.
-  pKa:  1 .7 .
- La solubilité: 0.49/1.
- Son poids moléculaire: 330.

2-2. Pharmacocinétique et pharmacodvnamie

Le flumazénil peut être administré par voie intraveineuse, voie intrapéritonéale ou par

voie orale. Le plus souvent, c'est les voies orale et intrapéritonéale qui sont les plus

util isées expérimentalement. Le flumazénil est complètement métabolisé dans le foie en

forme libre d'acide carboxylique correspondant au glucuronide. ll restera moins de 0.2 o/o

du flumazénil non métabolisé qui sera excréter dans les urines.

Le flumazénil est un antagoniste des récepteurs BZD, mais de légères propriétés

agonistiques et agoniste inverse ont été démontré dans différents tests et chez

différentes espèces (File ef al., 1982). A fortes doses, le flumazénil exerce une activité
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agoniste chez I'homme (Higgit et a|.,1986). L'administration de doses pharmacologiques

(1-2mglkg) cause de légers effets secondaires tels que : migraine, vertiges, rougeur.

Ces effets indésirables sont expliqués par le fait que le flumazénil n'antagonise pas tous
les soustypes des récepteurs BZD. En clinique, le flumazénil est surtout util isé pour

inverser les effets somnifères des BZD et aussi pour éliminer les effets d'un
empoisonnement aux BZD.

CtOCrt. :o

Fig. 62 Structure du clorazépate dipotassique Fig. 63 Structure du Flumazénil

(Anexate R)
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C.Résultats

- Effets des benzodiazépines sur I' immunité cellulaire chez la souris

1. Détermination des effets du clorazépate dipotassique, agoniste des récepteurs
benzodiazépiniques, sur I' immunité cellulaire chez les animaux stressés .

1-1. Effets du clorazépate dipotassique sur le nombre des lymphocytes T
auxiliaires (TCD4).

Comme le montre la Fig. 64, les doses 0.1 et 1 mg/kg du clorazépate dipotassique

diminuent significativement le nombre des lymphocytes T CD4 chez les animaux non
stressés (respectivement: p= 0.03;p= 0.028). Cependant, le clorazépale dipotassique a
plutôt tendance à augmenter à la dose 0.1mg/kg, le nombre des lymphocytes TCD4 chez
les animaux stressés (p= 0.0001), puisque I'effet de cette dose est différent

statistiquement de celui de cette même dose chez les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré une interaction entre le traitement au clorazépate

dipotassique et le stress vis à vis de la régulation du nombre des T CD4.
ANOVA à deux facteurs :  -  Effet  du stress: F(1,53)= 1.737; p= 0.193.

- Effet  du trai tement:  F(3,53)= 3.931; p= 0.013.
- lnteraction: F(2,52)= 19.328; p= 0.0001.

Chez les animaux non stressés, I'effet du clorazépate dipotassique à faible dose vis à vis
de la régulation du nombre des cellules TCD4, semble être comparé à celui du stress
seul, Cependant chez les animaux stressés, les faibles doses du clorazépate
dipotassique ont tendance à s'opposer aux effets immunodépresseurs du stress sur le
nombre des cellules T CD4.
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I
I

Fig. 64 Effet du clorazépate dipotassique sur le nombre des T CD4 chez les souris stressées.
N=9x8 lots. NS: non stressés; s: stressés..: NS0/NS0.1 et1 ;s0,1 et 10; +: s0/s0.1,let 10;

- :  NS0.1/S0.1.

1-2. Effets du clorazépate dipotassique sur le nombre des lymphocytes T
s uppresseu rs/cytotoxiq ues.

On constate que le clorazépate dipotassique à faibles doses a tendance à diminuer le
nombre des lymphocytes TCDS chez les animaux non stressés (p= 0.011). cependant,
le nombre des cellules T CD8 n'a pas varié significativement chez les animaux stressés
et traités au clorazépate dipotassique à toutes les doses (Fig. 65).
L'analyse statistique n'a pas montré d'interaction entre le traitement au clorazépate
dipotassique et le stress vis à vis de la régulation du nombre des T cDg.

ANOVA à deux facteurs : - Effet du stress: F(1,52)= 0.0g4; p= 0.773.
- Effet du traitement: F(3,52)= 5.471; p= 0.0024.
- Interaction des deux facteurs: F(3,52)= 2.980; p= 0.39.

184



Travaux personnels

I
7
6
5
4
3
2
1
0

Doses  en  mg /kg

Fig. 65 Effet du clorazépate dipotassique sur le nombre des T CD8 chez les souris stressées.

N=9x8 lots. NS : non stressés;S: stressés.*: NSO/NSO.1,10;-: NS0.1/S0.1.

1-3. Effets du clorazépate dipotassiquesur le nombre des cellules tueuses

naturelles (NK).

La Fig. 66 montre que les doses 0.1 et 1mg/kg, engendrent une augmentation

significative du nombre des cellules NK chez les animaux non stressés (respectivement:

p= 0,008; p= 0.0001). Cependant, le clorazépate dipotassique administré aux animaux

stressés semble agir différemment sur le nombre des cellules NK en le réduisant surtout

à la dose 0.1m9/kg (p= 0.03), puisque I'effet de la dose 1gmg/kg ne varie pas

significativement comparé à celui de cette même dose chez les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré une interaction entre le traitement au clorazépate

dipotassique et le stress vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK.
ANOVA à deux facteurs:

- Effet du stress: F(1, 51)= 1.362; p= 9.246

- Effet du traitement: F(3, 51)= 13.248; p= 0.0001.
- lnteract ion: F(3, 51)= 5.775: p= 0.0018.

'100 . 1
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Fig. 66 Effet du clorazépate dipotassique sur le nombre des cellules NK chez les souris stressées.
N=9x8 lots. NS : non stressés; S: stressés..: NS0/NS 0.1,1;S0, S1 ;+;gg1gg.1,1g.

-:  NS 0.1,1/S0.1,1.

2. Détermination des effets du flumazénil, antagoniste sétectif des récepteurs
benzodiazépiniques, sur l ' immunité ceiluraire chez la souris.

2-1. Effets du flumazénil sur le nombre des lymphocytes T auxiliaires (TCD4)

Comme le montre la Fig. 67, le flumazénil semble augmenter le nombre des cellules T
CD4 en particulier chez les animaux stressés et traités au flumazénil 5 et 10 mg/kg
(respectivement: p= 0.005; p= 0.001), r'effet de ces doses ne varient pas
significativement de celui de ces mêmes doses chez les animaux non stressés.
Cependant, le nombre des T CD4 ne varie pas chez les animaux non stressés et traités à
toutes les doses du flumazénil par rapport aux animaux non stressés et traités au NaCl
0.9 %. L'analyse statistique montre une interaction entre le stress et le traitement vis à
vis de la régulation des cellules T CD4. Cette interaction est due probablement à la
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différence significative entre I'effet de la dose 2.5m9/kg chez les non stressés et les

stressés.

ANOVA à deux facteurs:

- Effet du stress: F(1, 48)= 38.642; p= 0'0001.

- Effet du traitement: F(3, 48)= 0.295; p= 0.829.

- Interact ion: F(3, 48)= 3'187; p= 0.032.
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Fig. 67 Effet du flumazénil sur le nombre des TCD4 chez les souris stressés. N=9xB lots.

NS : non stressés ; S : stressés.. : NSO/ S0,S2.5 ; +: S0/S5,10 ; - :NS2.5/S2.5.

2-2. Effets du flumazénil le nombre des lymphocytes

suppresseurs/cytotoxiq ues (TC DB).

La Fig. 68 montre que le traitement à toutes les doses du flumazénil ne semblent pas

affecter significativement le nombre des cellules T CDB chez les animaux non stressés.

Cependant le traitement au flumazénil Smg/kg, induit une réduction du nombre des T

CD8 chez les animaux stressés. L'effet de la dose Smg/kg est statistiquement différent

de celui de cette même dose chez les animaux non stressés.
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ANOVA à deux facteurs:

- Effet du stress: F(1, 48)= 9.798; p= 0.045.
- Effet du traitement: F(3, 48)= 0.864; p= 0.466.
- lnteraction: F(3, 48)= 1.229; p= 0.309.

Fig. 68 Effet du flumazénil sur le nombre des TCD8 chez les souris stressées. N=9x8 lots.
NS : non stressés; S: stressés. +:S0/S5;-: NSs,1OlS5,10.

2-3. Effets du flumazénil sur le nombre des cellules tueuses naturelles (NK)

Comme le montre la Fig. 69, on constate que le flumazénil a deux profils
pharmacologiques différents, quand il s'agit des animaux non stressés ou stressés. Le
traitement aux doses fortes 5 et 10 mg/kg montrent une augmentation significative du
nombre des cellules NK (respectivement: p= 6.9901; p= 0.0001) par rapport aux animaux
non stressés traités au NaCl 0.9 %. Cependant les mêmes doses, induisent une
réduction du nombre des cellules NK chez les animaux stressés (respectivement:
p=0'012, p=0.004). L'effet des doses 5 et lOmgikg est statistiquement significatif
comparé à celui de ces mêmes doses chez les animaux non stressés.
L'analyse statistique a montré une interaction entre le stress et le traitement vis à vis de
la régulation du nombre des cellules NK.
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ANOVA à deux facteurs :

-  Effet  du stress: F(1, 48)= 22.616; p= 0.0001.
- Effet du traitement: F(3, 48)= 5.069; p= 0.0039.
- Interact ion: F(3, 48)= 22.496; p= 0.0001.

Fig. 69 Effet du flumazénil sur le nombre des cellules tueuses naturelles chez

les souris stressées. N=9x8 lots. NS : non stressés; S: stressés.
*: NS0/NSO, NSS,10; +:S0/S5,10; -: NSS,10/S5,10.

3. Détermination de I' implication directe des récepteurs benzodiazépiniques dans
la réponse immunitaire au stress.

3-1. Détermination des effets de la combinaison flumazénillclorazépate dipotassique sur
le nombre des lymphocytes T auxiliaires chez la souris.

Comme le montre la Fig. 70, la combinaison du flumazénil 2.5 mg/kg et le clorazépate
dipotassique 0.1mg/kg, semble augmenter le nombre des lymphocytes TcD4 (p= 0.04)
chez les animaux stressés mais I'effet de cette combinaison n'est pas différent
significativement de I'effet observé chez les animaux stressés et traités au flumazénil
2.5mg/kg.
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Cependant la combinaison du flumazénil Smg/kg et le clorazépate dipotassique 0.1
mg/kg, provoque plutôt une importante diminution du nombre des cellules T CD4 (p=
0.0001), I'effet de cette combinaison est différent statistiquement de celui observé chez
les animaux stressés et traités au flumazénil Smg/kg ou au clorazépate
dipotassique0.lmg/kg. Chez les animaux non stressés, les deux combinaisons du
flumazénil 2.5 et 5mg/kg et le clorazêpate dipotassique 0.1mg/kg, semblent diminuer le
nombre des T CD4 en comparaison aux animaux non stressés et traités au NaCl 0.9 %
(respectivement, p= 0.03, p=0.008). Cet effet n'est pas différent de I'effet propre au
flumazénil 2.5 et 5 mg/kg et de celui du clorazépate dipotassique chez les animaux non
stressés. L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une interaction entre le
prétraitement au flumazénil, le traitement au clorazépate dipotassique et le stress vis à
vis de la régulation du nombre des T CD4 (F(2, 96)= 11.639; p= 0.002).

Fig. 70 Implications des récepteurs benzodiazépeniques dans Ia réponse des TCD4 chez les souris stressées.

N=9x12 lots. NS: non stressés; S: stressés. *:NSF0/Æ.r1SF2.5,5/T0.1;+:SF0//SF2.5,5Æ0.1; o:SF5//SF5/T0.1;

-: ST0.I//SF5/T0.1
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3-2. Détermination des effets de la combinaison flumazénil/clorazépate dipotassique sur

le nombre des lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques (TCD8) chez la souris.

Comme le montre la Fig. 71, les combinaisons du flumazénil 2.5m9/kg et 5mg/kg avec le

clorazépate dipotassique 0.1 mg/kg, semblent diminuer le nombre des lymphocytes T

CD8 chez les animaux non stressés (respectivement: p= 0.0049; p= 0.0001), puisque

l'effet de ces combinaisons n'est pas différent de celui du clorazépate dipotassique seul.

Chez les animaux stressés, la combinaison Smg/kg et le clorazépate

dipotassique0.lmg/kg, semble diminuer le nombre des TCDS (p=0.007), I 'effet de cette

combinaison n'est pas différent statistiquement de I'effet propre au flumazénil chez les

animaux stressés.

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs ne montre pas d'interaction entre le prétraitement

au flumazénil, le traitement au clorazépate dipotassique et le stress vis à vis de la

régulation du nombre des T CD8.

0 T0.l 0 T0.l
N S S

Doses en mg/kg

0 F2.5/'r01 F5/T0 l
NS

0 F2 5Æ0 r F5Æ0 I
s

Flg.71 !mplications des récepteurs benzodiazépeniques dans la réponse des TCDS

chez les souris stressées. N=9x12 lots. NS: non stressés;

S: stressés. -:NSF0//NSF2.5,5/T0.1; +:SF0//SF5/T0.1; -:ST0.1//SF2.5,5/T0.1.
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3-3. Détermination des effets de la combinaison flumazénillclorazépate dipotassique sur
le nombre des cellules tueuses naturelles chezla souris (NK).

Les résultats de la Fig. 72 ont montré que les combinaisons du flumazénil 2.Smg/kg et
Smg/kg avec le clorazépate dipotassique 0.1 mg/kg, entraînent une diminution
significative du nombre des cellules NK par rapport aux animaux non stressés et traités
au NaCl 0.9 % (respectivement, p= 0.004, p= 0.025), Chez les animaux stressés, on
constate un légère augmentation du nombre des cellules NK après un traitement à la
combinaison flumazénil 2.5m9/kg et le clorazépate dipotassique 0.1mg/kg, dont l 'effet est
statistiquement significatif par rapport à I'effet propre du flumazénil 2.5mg/kg et celui du
clorazépate dipotassique 0.1mg/kg, Cependant la combinaison Smg/kg et le clorazépate
dipotassique0.lmg/kg, semble induire une diminution du nombre des cel lules NK
(p=0.006), I'effet de cette combinaison n'est pas différent de I'effet propre aux deux
produits chez les animaux stressés.

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une interaction entre le prétraitement au
flumazénil, le traitement au clorazépate dipotassique et te stress vis à vis de la régulation
du nombre des cellules NK (F(2, 96;= 10.569 ; p= O.OO4).
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Fig. 72 Implications des récepteurs benzodiazépiniques dans la réponse des cellules NK chez les souris stressées,

N:9x12 lots. NS: non stressés; s: stressés. *:NSF0//NSF2.5,5/T0.1; +:sF0//sF5/T0.1;
o: SF2.5//SF2.5/T0.1 ; -:ST0.1//SF2.5,5Æ0. l.
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D. Conclusion

Les résultats de cette partie montrent que le clorazépate dipotassique à faible dose

possède des effets immunoprotecteurs vis à vis de la régulation de la réponse cellulaire

(TCD4 et NK) des animaux stressés. Cependant chez les animaux non stressés, nous

avons constaté que le clorazépate dipotassique agit comme un agoniste inverse vis à vis

de la régulation du nombre des cellules TCD4 et celui des cellules NK, puisqu'il semble

mimer les effets du stress comparé aux animaux stressés et non traités au clorazépate

dipotassique. Ces résultats laisseraient supposer que les faibles doses des

benzodiazépines, empêchent I'augmentation de la libération des glucocorticoïdes,

probablement responsables de I' immunodépression induite par I'application du stress

(Freeman & Thurmond, 1986). On pourrait aussi appuyer I'hypothèse des études de

Beinlich et al., (1999) et Carmel et al., (1999), qui ont montré un effet biphasique des

benzodiazépines sur la prolifération cellulaire. Les faibles concentrations stimulent la

synthèse de I'ADN, alors que les fortes concentrations induisent plutôt des effets

antiprolifératifs.

L'administration du flumazénil seul, a plutôt tendance à agir uniquement sur la réponse

des cellules NK chez les animaux stressés et non stressés, Nos résultats ont aussi

montré que le prétraitement au flumazénil avant I'administration du clorazépate

dipotassique, entraîne un antagonisme vis à vis de la régulation du nombre des TCD4 et

celui des cellules NK chez les animaux stressés. On pourrait supposer que I'action

protectrice du clorazépate dipotassique contre les effets immunodépresseurs du stress

passe bien via les récepteurs benzodiazépiniques vis à vis de la régulation du nombre

des cellules TCD4 et en partie vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK.
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Partie. V

Interactions des systènes opioidergiques et

benzodiazépiniques dans J'es perturbations

imnznitaires induites pat Ie stress.

A. But du travail

L'objectif principal de cette étude est de mettre en évidence une éventuelle interaction
des systèmes benzodiazépiniques et opioÏdes vis à vis des perturbations de I ' immunité
cellulaire induites par le stress.

Cet objectif général se propose de comparer des groupes d'animaux stressés et non
stressés ayant reçu I 'antagoniste des récepteurs benzodiazépiniques (flumazénil),30 min
avant I 'administration de I 'agoniste des récepteurs opioÏdes (morphine), dans le but
d'évaluer I ' implication et l ' interaction de ces récepteurs dans la réponse cellulaire des
animaux stressés.

B. Matériels et méthodes

Pour bloquer I 'axe benzodiazépinique, on a administré par i.p. à des animaux non
stressés et stressés du flumazénil 5 et 1Omg/kg, 30 min avant I 'administration de la
morphine Smg/kg. Les différents lots étudiés se composent de I à 10 souris :

- Un lot non stressé traité au NaCl 0.9 o/o.

- Deux lots non stressés traités aux deux combinaisons antagoniste/agoniste.

- Un lot stressé traité au NaCl 0.9 %.

- Deux lots stressés traités aux deux combinaisons antagoniste/agoniste.
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c. Résultats

- Interactions des systèmes opioÏdergiques et benzodiazépiniques dans les

altérations immunitaires induites par le stress.

1. Détermination des effets de la combinaison flumazénil/morphine sur le nombre des

lymphocytes T auxiliaires (TCD4) chez les animaux stressés (Fig. 73).

Nos résultats montrent que la combinaison du flumazénil Smg/kg et la morphine 5mg/kg,

semble réduire le nombre des cellules T CD4 chez les animaux non stressés 1p=g.ggg'tr.

L'effet de cette combinaison n'est pas statistiquement différent de I'effet propre à la

morphine Smgikg chez les animaux non stressés. De la même manière, le traitement à la

combinaison du flumazénil 1Omg/kg et la morphine Smg/kg, semble augmenter le

nombre des cellules T CD4 par rapport aux animaux stressés et traités au NaCl O.9o/o

(p=O.Ot1), puisque cet effet n'est pas statistiquement différent de celui observé chez les

animaux stressés et traités au flumazénil 1Omg/kg.

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une interaction entre le prétraitement au

flumazénil, le traitement à la morphine et le stress vis à vis de la régulation du nombre

des TCD4 (F(2, 96)= 5.645 ; p= 0.023). On pourrait expliquer cette interaction par la

variation significative entre le traitement combiné du flumazénil (5 et 10 mg/kg)/la

morphine et le traitement à la morphine Smg/kg chez les animaux stressés'
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Fig' 73 lnteractions des récepteurs benzodiazépiniques et opioides dans la réponse
des TCD4 chez les souris stressées. N=9x12 lots. Ns: non stressés; s: stressés.

.:NSF0//NSF5/M5; +:SFollSFtO/Ms ; .:SM5//SFS,1 0/M5; -:SF5//SF5/ME.

2' Détermination des effets de la combinaison flumazénil/morphine sur le nombre des
lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques (TCDB) chez les animaux stressés.
comme le montre la Fig. 74, les combinaisons du flumazénil 5mg/kg, 10 mg/kg et la
morphine 5mg/kg, semblent réduire le nombre des cellules T cDg chez les animaux non
stressés (respectivement, p= 0.018, p= 0.007), I'effet de ces combinaisons ne diffère pas
de I'effet propre à la morphine Smg/kg chez les animaux non stressés. cependant tes
mêmes combinaisons, n'affectent pas significativement le nombre des cellules T cDg
chez les animaux stressés.

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs ne montre pas d'interaction entre le prétraitement
au flumazénil, le traitement à la morphine et le stress vis à vis de la régulation du nombre
des TCD8.
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Fig. 74Interactions des récepteurs benzodiazépiniques et opioides dans

la réponse des TCDS chez les souris stressées' N=9x12 lots'

NS: non stressés; S: stressés. . : NSFO//NSFS,10/M5; " : SM5//SF5'10/M5.

3. Détermination des effets de la combinaison flumazénil/morphine sur le nombre des

cellules tueuses naturelles chez les animaux stressés. (Fig. 75)

On constate que la combinaison du flumazénil 10 mg/kg et la morphine Smg/kg, réduit le

nombre des cellules (NK) chez les animaux stressés (p= 0.03). L'effet de cette

combinaison, est différent statistiquement de celui observé chez les animaux stressés et

traités séparément au flumazénil eVou à la morphine. Le traitement aux combinaisons du

flumazénil Smg/kg, 1Omg/kg et la morphine Smg/kg, rétablit le taux de base des cellules

NK chez les animaux non stressés, puisque I'effet de ces combinaisons est

statistiquement significatif comparé à celui observé chez les animaux non stressés et

traités au flumazénil Smg/kg, 1Omg/kg et à la morphine Smg/kg.

L'analyse de I'ANOVA à trois facteurs montre une interaction entre le prétraitement

au flumazénil, le traitement à la morphine et le stress vis à vis de la régulation du

nombre des cellules NK (F(2, 961= 12.t02 i p= 0.003).
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Ces résultats montrent une interaction des récepteurs benzodiazépiniques et
opioÏdes dans la régulation de la réponse des cellules NK chez les animaux soumis
au stress.
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Fig' 75 lnteractions des récepteurs benzodiazépiniques et opioides dans les perturbations
de la réponse des cellules NK chez les souris stressées, N=9xi2 lots. NS: non stressés;

S: stressés. +:SFO//SFS,1 0/M5 ; .:SMS//SFS, 1 0/M5; _:SFi O//SF1 O/MS.

D. Conclusion

Nous avons noté une interaction entre le prétraitement au flumazénil, le traitement à la
morphine et le stress uniquement vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK
chez les animaux stressés. Ainsi, nous pouvons proposer pour la première fois dans la
littérature, I'implication et I'interaction des systèmes opioldes et benzodiazépiniques
dans les effets immunomodulateurs du stress vis à vis de la régulation de la réponse des
cel lules NK.
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Paztie. VI

Détennination des propriétés phantacoTogiqaes de

certailas médicaments homéopathiques d' origir2es

animaJ-e et végétale vis â vis des perturbations

cory)oztementale, gastriqu.e et inwunitaire

induites par 7e stress.

A. But du travail

En homéopathie, la recherche clinique a pour but de mettre en évidence I'efficacité des

médicaments, particulièrement celle de la dilution infinitésimale, qui n'est que I 'un des

aspects de l 'homéopathie, mais sans doute le plus caractéristique, constitue une

véritable énigme au regard de nos connaissances physiques et chimiques les plus

élémentaires.

Les banques de données bibliographiques disposent de nombreux articles concernant la

recherche en homéopathie, dont quelques rares articles ont traité la variable immunitaire,

mais aucun travail publié ne s'est intéressé actuellement à étudier les propriétés

pharmacologiques de dilutions d'Atropa belladonna L., de Gelsemium sempervirens L. et

du Poumon histamine simultanément sur le comportement, l ' immunité cellulaire et sur

l 'état de la muqueuse gastrique chez la souris en absence et en présence du stress.

C'est pourquoi notre objectif a été de déterminer les éventuels effets de ces

médicaments homéopathiques d'origine animale (P. histamtne) et d'origine végétale (4.

belladonna L., G. semperuirens L.) sur les réponses étudiées, et par conséquent,

déterminer les propriétés pharmacologiques des dilutions de ces différents produits par

rapport aux altérations induites par le stress expérimental chez I 'animal.
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B. Matériels et méthodes

- Recherche des propriétés pharmacologiques de dilutions d'Afropa belladonna.

L., du Gelsemium semperuirens. L., du Poumon histamine et de I'Histaminum vis à

vis des altérations induites par le stress.

Les médicaments homéopathiques ont été préparés aux laboratoires BOIRON (IFRH,

Lyon), par dilution au centième selon la technique dite < Hahnemanienne >. La teinture

mère des produits étudiés a été diluée au 11199ème dans de I'alcool 90', pour obtenir les

dilutions 5 CH, 9 CH, 15 CH et 30 CH. Entre chaque opération de dilution, le flacon est

fortement agité, c'est ce qu'on appelle < la dynamisation > (voir Fig. 76).
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Fig.76 Schéma des di lut ions Hahnemaniennes

On administre ces médicaments homéopathiques par voie i.p. 30 min avant I'application

du stress (voir procédure du stress, Partie.l). lmmédiatement après I'application du

stress, le comportement général des animaux a été étudié par le biais du test de la

chambre claireiobscure et le test de I'escalier (voir Partie.l). 24 h après le stress, le sang

et I'estomac ont été prélevé pour réaliser les études immunologiques et gastriques (voir

Partie. l).
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1. Atropa helladonna. L

1-1.  Or iq ine et  descr ipt ion

La Belladone, plante de la famille des solanacées à laquelle appartient aussi la pomme

de terre, était uti l isée au moyen-âge par les magiciens, les empoisonneurs et les

fabricants de produits de beauté car la plante provoque une dilatation pupil laire qui

donnerait au regard de la profondeur, d'ou son nom de Belladonna (belle dame).

1-2. Pharmacoloqie et util isation clinique

Elle est prescrite très empiriquement comme sédatif, anti-épileptique et anti-cancéreux.

Elle contient surtout des alcaloïdes à action parasympathicolytique et en particulier

I'atropine. La teinture mère est préparée à partir de la plante entière fleurie, la majorité

des principes actifs étant contenus dans les feuilles. De nos jours I'atropine est surtout

utilisée comme antispasmodique, à fortes doses elle avait été proposée comme un

traitement de la maladie de Parkinson (D'après Deniker P, 1987). Ce produit est aussi

util isé dans les rhinopharyngites, angines, congestions céphaliques et pour tous les

syndromes inflammatoires et fébriles et dans les spasmes des organes creux.

2. Gelsemium semperuirens. L

2-1. Oriqine et description

Le jasmin jaune, arbuste grimpant de la famille des loganiacées, util isée comme plante

ornementale pour son feuillage toujours vert, ses fleurs jaunes décoratives et odorantes,

le Gelsemium fut employé pour ses propriétés médicinales comme fébrifuge,

antispasmodique et antinévralgique, anti-hypertenseur depuis la fin du siècle dernier.

La teinture-mère est essentiellement préparée à partir de la racine de la plante: son

absorption se révèle toxique pour des doses supérieures à 2 grammes. L'étude de sa

composition chimique a permis d'identifier en plus de la résine, des lipides et des stérols,

trois alcaloïdes à configuration chimique de type indolique qui en sont les véritables

principes actifs : la gelsémine, la sempervirine et la gelsemicine.
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2-2. Pharmacologie et util isation clinique

- La gelsémine i principal alcaloïde de la plante, retrouvé dans les fleurs et les racines.
La gelsémine interfère principalement avec la transmission cholinergiques des
récepteurs nicotiniques et de façon plus modérée, avec celle des récepteurs
muscariniques. Au niveau du SNC elle est responsable de I'effet sédatif avec
somnolence et torpeur, par inhibition des récepteurs nicotiniques centraux.

' La semperuirine, plus toxique que la gelsemine est présente dans les racines; elle a
une action convulsivante.

- La gelsemicine enfin, très toxique et mal connue, n'existe qu'à dose infime dans la
plante, Selon les données toxicologiques et pharmacologiques, ce produit est prescrit
pour la grippe avec tous ses symptômes : la congestion céphalique, les courbatures, les

tremblements et les états fébriles adynamiques et aussi dans les paralysies virales,
poliomyélite etc. Cependant, ce produit est util isé selon les données cliniques, surtout
pour le trac et le stress (tremblements, troubles de mémoire etc.), l ' insomnie , les
céphalées et les migraines.

3. Poumon histamine

3-1. Origine et description

Poumon histamine est préparé à partir du poumon de cobaye sacrifié au cours d'un choc

anaphylactique provoqué artificiellement par I'ovalbumine. Ce produit contient de

nombreux médiateurs de I'allergie et de I' inflammation : histamine, leucotriène...,etc.

3-2. Pharmacologie

Les études cliniques ont montré que Poumon histamine êtait indiqué dans la régulation

des mécanismes de la réaction allergique et surtout pour les voies respiratoires. Les

travaux de recherche expérimentale ont confirmé I'action des hautes dilutions de
Poumon histamine sur le mécanisme de la réaction allergique, en particulier sur la

modulation de I'activation de la dégranulation des basophiles humains. Ces études ont
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démontré que I'activité expérimentale de Poumon histamine est supérieure à I'Histamine

seule et ceci est liée à la composition très complexe du produit.

3-3. lndicationss cliniques
- Allergies des voies respiratoires : asthme, rhinite allergique.
- Allergies cutanées.
- CEdème de Quincke,

4. Histaminum

Ce produit est préparé par dilutions de chlorhydrate d'histamine. ll est surtout util isé pour

des réactions allergiques cutanées, mais le Poumon histamine reste le produit le plus

employé dans le domaine de I'allergie, même dans les indications cutanées, en raison

de son mode de préparation plus traditionnel.

N.B. Les différentes données sur ces quatres produits : A. belladonna L., G.
semperuirens L., P.histamine et Histaminum, sont cifées dans Matière
médicale homéopathique, 2è'" édition (Boiron), 1997.
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C. Résultats

1. Détermination des propriétés pharmacologiques des dilutions d'Atropa

belladonnâ. L., du Gelsemium semperuirens. L. et du Poumon histamine vis à vis

des perturbations induites par le stress.

1-1. Effets pharmacologiques des dilutions de Atropa belladonna L., du Gelsemium

semperuirens L. et du Poumon histamine sur le comportement général des

animaux stressés ffoir Partie. I pour les paramètres comportementaux)

1-1-1. Test de la chambre claire/obscure

1-1-1-1. Atropa belladonna L.

a) Transitions

Comme le montre la Fig. 77,le traitement des animaux stressés par Atropa belladonna,

9 et 15 CH, induit une augmentation significative du nombre des transitions chez les

animaux stressés (respectivement, p= 0.0008, p= 0.0001, p=0.0001) par rapport aux

animaux stressés et traités au NaCl 0.9%. L'effet de la dilution 5 CH n'est pas différent

statistiquement de celui observé, à la même dilution chez les animaux non stressés.

Le traitement par Atropa belladonna 15 CH, engendre par contre une réduction du

nombre des transitions effectuées par les animaux non stressés (p= 0.04).

ANOVA à deux facteurs : - Effet du stress: F(1, 55)= 21.432: p= 0.0001.

- Effet du traitement: F(3, 55)= 5.740 ', p= 0.0017.

- Interact ion :  F(3, 55)= 11.373; p= 0.0001.

Ces résultats laisseraient supposer que Atropa belladonna, inverse les effets du stress

vis à vis du nombre des transitions effectuées par les animaux dans le test de la

chambre clair/obscure, particulièrement après un traitement aux dilutions 9 et 15 CH.
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Fig.77 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des transitions effectuées par

les souris stressées dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots.

CH: Centésimales Hahnemanniennes. NS: non stressés; S: stressés.
': NS0/S0 ; +:NSO/NSBe;l5 ; *: S0/SBel5,9 et15 CH.

b) Temps passé dans le compartiment clair

Les résultats de la Fig.78 montrent que le traitement pat Atropa belladonna 9, 15 et 30

CH, diminue le temps passé par les animaux stressés dans le compartiment clair

(respectivement, p= 0.0001; p= 0.0001; p= 0.0001.) comparé aux animaux stressés et

traités au NaCl 0.9 %.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs :- Effet du stress : F(1, 51)= 25.379: p= 0 0001.

- Effet du traitement: F(3, 51)= 2.273', p= 9.99.

- Interaction :F(3, 51)= 10.048 ; p= 0.0001.
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Comme c'est le cas pour les transitions, on

belladonna 5 et 15 CH, inversent les effets

compartiment clair.

Travaux personnels

pourrait supposer que les dilutions de Atropa

négatifs du stress sur le temps passé dans le

9 1 5
NS

Dilutions en CH

Fig. 78 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le temps passé dans le compartiment ctair
par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=l0x8 lots.

NS: non stressés; S: stressés. CH: Centésimales Hahnemanniennes.

" :NS0/S0; +:NSO/NSBe|S; .:S0/SBe15,9,15 CH.

c) Redressements (Fig. 79)

Nous avons observé aussi que le traitement par toutes les dilutions de Atropa
belladonna, réduit le nombre des redressements effectués par les animaux non stressés
(respectivement, p= 0.039, p= 0.009, p= 0.0001). Nous n'avons pas noté de variation

statistiquement significative du nombre des redressements chez les animaux stressés.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 54)= 15.489; p= 0.0002.

- Effet du traitement: F(3, 54)= 4.414; p= 0,007

-  ln te rac t ion :F(3 ,55)=  11 .373;  p=  0 .01 .
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Fig. 79 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des redressements effectués

par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots.

NS: non stressés; S: stressés. CH : Gentésimales Hahnemanniennes

: NS0/S0; +: NS0/NSBe|S,9 et 15 GH; -: NS Bel9 et 15 CH/S Bel9 et 15 CH.

1 -1 -1 -2. Poumon histamine

a) Transitions

Comme le montre la Fig.80, le traitement par Poumon histamine 5 et 15 CH, augmente

le nombre des transitions effectuées par les animaux stressés (respectivement, p=0.003 ;
p= 0.0025), mais I'effet de ces dilutions ne varie pas statistiquement chez les animaux

stressés par rapport à I'effet de ces mêmes dilutions chez les animaux non stressés. Le

nombre des transitions des animaux non stressés et traités pat Poumon histamine à

toutes les dilutions, n'a pas montré de variation statistiquement significative.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 54)= 0.1 18; p= 0.732.

-  Effet  du trai tement:  F(3, 54)= 2.174; p= 0.101.

- Interact ion :F(3, 54)= 5.879; p= 0.0015.
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Fig. 80 Effet du Poumon histamine sur le nombre des transitions effectuées par les souris

dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

GH: Centésimales Hahnemanniennes. ': NS0/S0. ": S0/S P. his 5 et 15 CH.

b)Temps passé dans le compartiment clair

Les résultats de la Fig. 81 montrent que le traitement des animaux stressés pat Poumon
histamine 5, I et 15 CH, réduit le temps passé dans le compartiment clair
(respectivement, p= 0.0001 ; p=0.0001 ; p= 0.0001). Nous n'avons pas noté de variation
significative de ce paramètre chez les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 51)= 31.239; p= 0.0001.

-  Effet  du trai tement:  F(3, 51)= 1.947 ;  p= 0.133.

-  In te rac t ion :F(3 ,51)=  1 .940;  p=  Q.134.
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Fig. 81 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le temps passé dans le compartiment clair par

les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots. CH: Centésimales Hahnemanniennes.

NS: non stressés; S: stressés. ': NS0/S0, .:S0/SP.His5,9,15 CH; -: NSP.HislSCH/SP.His15CH.

c) Redressements

La Fig. 82 montre que le traitement des animaux non stressés à toutes les dilutions de
Poumon histamine, engendre une diminution significative du nombre des redressements
par rapport aux animaux non stressés et traités au NaCl 0.9 % (respectivement, p=

0.0001 ; p= 0.04 ; p= 0.0003). Concernant les animaux stressés, le nombre des
redressements diminue chez les animaux stressés et traités par toutes les dilutions, et
particulièrement la dilution 9 CH,

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 54)= 13.251; p= 0.0006.

- Effet du traitement: F(3, 54)= 9.124; p= 0.0001.

- Interact ion :F(3, 54)= 6.205; p= 0.0001.

Di lut ions en CH
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Fig. 82 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le nombre des redressements effectués

par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots.

CH: Centésimales Hahnemanniennes. NS: non stressés; S: stressés.
': NS0/S0, +: NSo/NSP.his 5,9,15 CH; *: So/S,9CH; .: NSP;Hiss,15CH/S.p.His S,15CH.

1-1-1-3, Gelsemium semperuirens L.

a) Transitions

Comme le montre la Fig. 83, le traitement par Gelsemium semperuirens à toutes les

dilutions, augmente le nombre des transitions effectuées par les animaux stressés
(respectivement, p= 0.01i P= 0.03; p= 0.04).

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(3, 54)= 0.045; p= 0.987.

- Effet  du trai tement:  F(1, 54)= 0.109; p= 0.748.

- Interact ion :F(3, 54)= 3.785; p= 0.015.
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Fig. 83 Effet des dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des transitions effectuées par

les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8lots. NS: non stressés: S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemanniennes.': NS0/S0; ":S0/SGe15,9,15 CH ;

-: NS Gel5, 9CH/S Gel5 et 9 CH.

b) Temps passé dans le compartiment clair

Comme le montre la Fig. 84, le traitement des animaux stressés par toutes les dilutions
de Gelsemium semperuirens, entraîne une réduction du temps passé dans le

compartiment clair (p= 0.001 ; p=0.014 ; p= 0.012) comparé aux animaux non stressés et
traités à toutes les dilutions du Gelsemium semperuirens.

L'analyse statistique a montré que:

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 46)= 3.569; p= 0,021.

- Effet du traitement: F(1, 46)= 50.278; p= 0.0001.

- lnteraction :F(3, 46)= 0.782; p= 0.509.
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Fig. 84 Effet des dilutions de Gelsemium semperuirens L. sur le temps passé par les souris dans

le compartiment clair du test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots.

CH: Centésimales Hahnemanniennes. NS: non stressés;

S:s t ressés .  " :  NS0/S0.  * :S0/SGel5 ,9e t  15  CH; - :  NSGel5  e t9  CH/S Ge l5e t9  CH.

c) Redressements

La Fig.85 montre que letraitement par Ge/semium semperuirens 5etg CH, induitchez

les animaux non stressés, une réduction du nombre des redressements effectuées par

rapport aux animaux non stressés et traités au NaCl 0.9 % (respectivement, p= 0.0001 ;
p= 0.0001). Cependant, aucune variation statistiquement significative du nombre des

redressements n'a été notée chez les animaux stressés et traités par Gelsemium

semperuirens à toutes les dilutions.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs: - Effet du stress: F(1, 54)= 11.617', p= 0.0012.

- Effet du traitement: F(3, 54)= 7.893; p= 0.0002.

- lnteraction :F(3, 55)= 5.792; p= 0.00'17.
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Fig. 85 Effet des dilutions de Gelsemium semperuirens L. sur le nombre des redressements

effectués par les souris dans le test de la chambre claire/obscure. N=10x8 lots.

CH: Gentésimales Hahnemanniennes. NS: non stressés;

S: stressés.o: NS0/S0. +: NSo/ NSGelS et 9 CH.

1-1-2.  Test de I 'escal ier

1-1-2-1. Atropa belladonna L.

a) Marches montées

La Fig. 86 montre que le traitement des animaux non stressés pat Atropa belladonna 5

et 15 CH, diminue le nombre des marches montées (respectivement, p= 0.03; p=

0,0001).  Cependant la di lut ion 15 CH, provoque une augmentat ion du nombre des

marches montées chez les animaux stressés (p= 0.006) comparés aux animaux stressés

et traités au NaCl 0.9 %.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 56)= 7.944; p= 0.0067.

- Effet du traitement: F(4, 56)= 10.126; p= 0.0001.

- lnteract ion :F(2,54)= 6.256; p= 0.02.
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Fig. 86 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des marches montées
effectuées par les souris dans le test de l'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemanniennes. .: NS0/S0 ; +: NSO/NSBeIS et 15 CH, *: SO/SBel15 GH ;

- :NSBetl 5CH/SBet1 SCH.

b) Redressements (Fig. 87)
On constate que la dilution 15 CH de Atropa belladonna, augmente le nombre des
redressements chez les animaux stressés comparés aux animaux stressés et traités au
NaCl 0.9 o/o (p= 0.008). L'effet de cette dilution n'est pas différent statistiquement de
celui observé chez les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1,52)= 0.445: p= O.SO7.

- Effet  du trai tement:  F(4, 52)= 1.834; p= 0.136.

- Interact ion :F(2,52)= 1.287; p= 0.284.
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Fig. 87 Effet des dilutions de Atropa belladonna L. sur le nombre des redressements effectués par

les souris dans le test de I'escalier. N=l0x8 lots. NS: non stressés. S: stressés.

GH: Centésimales Hahnemanniennes.o: NS0/S0; +: NS0/NSBe|9CH; *: SO/SBel1SCH.

1 -1 -2-2. Poumon histamine

a) Marches montées

La Fig. 88 montre que le traitement pat Poumon histamine 5,9 et 15 CH, induit une

réduction du nombre des marches montées chez les animaux non stressés
(respectivement, p= 0.008 ; p= 0.0001 ; p= 0.003). Alors que le nombre des marches

montées augmente après un traitement des animaux stressés aux dilutions 5 et 9 CH
(respectivement, p= 0.0001 ; p= 0.0003).

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress: F(1, 54)= 12.532; p= 0.0008.

- Effet du traitement: F(4, 54)= 11.456; p= 0.0001.

- lnteraction : F(2, 54)= 12.074; p= 0.005.
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Fig. 88 Effet de Poumon histamine sur le nombre des marches montées par
les souris dans le test de l'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemanniennes.o: NSO/S. +:NS0/NSP.his5,9 et1SCH.-: S0/Sp.his S, 9CH ;
- :  NS P.His5,9CH/S p.His5,9 CH.

b) Redressements

La Fig. 89 montre que le traitement des animaux stressés par Poumon histamine 5 et 9
CH, augmente le nombre des redressements comparé aux animaux stressés et traités
au NaCl 0.9% (respectivement, p= 0.001 ; p= 0.003).

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 52)= 0.063; p= 0.803.

- Effet  du trai tement:  F(4, 52)= 3.540; p= 0.011.

- lnteract ion :F(2,52)= 2.963; p= 0.04.
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Fig. 89 Effet des dilutions de Poumon histamine sur le nombre des redressements effectués par

les souris dans le test de l'escalier. N=10x8 lots. NS: non stressés. S: stressés

CH: Centésimales Hahnemanniennes. ':NS0/S0; +: NSO/NS P.his9; .: SO/SP.his 5 et 9 GH.

1-1-2-3. Gelsemium semperuirens L.

a) Marches montées

La Fig. 90 montre que le traitement des animaux non stressés par Gelsemium

semperuirens 5 et 15 CH, provoque une réduction du nombre des marches montées
(respectivement, p=0.001, p= 0.0001). Cependant, ces mêmes dilutions augmentent le
nombre des marches montées des animaux stressés (respectivement, p=0.008; p=0.03),

mais I'effet de ces dilutions n'est pas différent statistiquement de celui de ces mêmes
dilutions chez les animaux non stressés.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Etfet du stress : F(1, 54)= 1.894; p= 0.174.

- Effet du traitement: F(4, 54)= 7.508; p= 0.0001.

- Interaction :F(2, 54)= 2.807; p= 0.069.
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Fig. 90 Effet de Gelsemium semperuirens L. sur le nombre des marches montées
par les souris dans le test de l'escalier. N=l0x8lots. NS: non stressés. S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemanniennes.o: NS0/S0; + NS0/NSGelSet lSCH;": SO/SGel5,iS CH.

b) Redressements

La Fig. 91 montre que les dilutions Gelsemium semperuirens 5 et 1S CH, induisent une
diminution du nombre des redressements chez les animaux non stressés
(respectivement, p= 0.03 ; p= 0.025). Alors que le nombre des redressements n'a pas
varié après un traitement à toutes les dilutions testées de Ge/sem ium semperuirens chez
les animaux stressés.

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, S2)= 3.710; p= O,OSg.

- Effet du traitement: F(4, 52)= 0.506; p= 0.731.

- lnteraction :F(2,52)= 5.859; p= 0.0059.
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Fig. 91 Effet des dilutions de Gelsemium semperuirens L. sur le nombre des redressements

effectués par les souris dans le test de I'escalier. N=10x8 lots.

CH: Centésimales Hahnemanniennes NS: non stressés. S: stressés.
': NS0/S0; +: NSo/NSGelSet 15 GH.

1-2. Effets pharmacologiques des dllutions de Atropa belladonna L., du Gelsemium

semperuirens L. et du Poumon histamine sur la valeur absolue des leucocytes

chez les animaux stressés.

1-2-1. Atropa belladonna L.

Comme le montre le Tableau. 17, les animaux stressés et traités par Atropa belladonna

I CH, présentent une légère et significative hausse du nombre des lymphocytes. Le

nombre des neutrophiles et des basophiles, augmente significativement chez les

stressés et traités aux dilutions 5 et I CH. Cependant, le nombre des monocytes

augmente significativement chez les animaux stressés et traités aux dilutions 5 et 15 CH.

Les résultats montrent aussi que le nombre des basophiles augmente significativement

chez les animaux non stressés et traités aux dilutions 5 et 15 CH. Alors que la dilution 9

CH de ce produit induit plutôt une réduction du nombre des basophiles.
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1-2-2. Gelsemium semperuirens L. (Tableau. 1g)

Gelsemium sempervirens 15 CH, induit une importante augmentation du nombre des
lymphocytes chez les animaux stressés comparés aux animaux stressés et traités au
NaCl 0'9 %. Une augmentation significative du nombre des neutrophiles a été montrée
aussi chez les animaux stressés et traités aux dilutions g et 15 CH. Cependant, le
nombre des basophiles augmente uniquement après un traitement par Gelsemium
semperuirens 15 CH. Le traitement des animaux non stressés aux dilutions 5 et g CH,
induit une réduction du nombre des monocytes. Concernant le nombre des basophiles,
nous avons noté une réduction de leur nombre, uniquement chez les animaux non
stressés et traités à la dilution 5 CH.

1-2-3. Poumon histamine (Tableau, 19)

Le traitement des animaux stressés par Poumon histamine g et 15 CH, entraîne une
hausse du nombre des lymphocytes; le nombre des basophiles augmente
considérablement chez les animaux stressés et traités à la dilution 5 CH. Une
augmentation significative du nombre des neutrophiles et des monocytes a été montrée
chez les animaux stressés et traités à toutes les dilution s de Poumon histamrne. Nous
avons constaté aussi chez les animaux non stressés, que la dilution 1S CH provoque,
une augmentation du nombre des lymphocytes et des basophiles. Alors que la dilution 9
CH, induit une augmentation significative du nombre des neutrophiles comparé aux
animaux non stressés et traités au NaCl O.g %.

1-3. Effets pharmacologiques des dilutions d'Afropa belladonna L., du Gelsemium
semperuirens L. et du Poumon histamine sur l'état de la muqueuse gastrique des
animaux stressés.

Comme le montre le Tableau. 20, le traitement par la dilution g CH de Atropa
belladonna, protège de façon importante la muqueuse gastrique des animaux stressés
comparé à des animaux stressés et traités par du Nacl 0.g %.
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Nous avons noté aussi que le traitement (particulièrement, la dilution 5 CH) des animaux
stressés par toutes les dilutions du Gelsemium sempervirens et du Poumon histamine,

entraîne une protection importante de la muqueuse gastrique des animaux exposés au
stress, comparé aux animaux stressés et traités par du NaCl 0.9 %.

Tableau 17. Effets des dilutions de Atropa belladonnu L. sur le nombre des sous populations leucocytaires chez la
souris,

Lymphocytes Neutrophiles Basophiles Monocytes

Groupes non stressés/traités au NaCl 0.9 7o

NS NaC l0 .9  % Moy+ SEM
%o variation

2.797 +0.126
100 o/o

0.844 + 0.039
100%

0.370 + 0.050
r 0 0 %

1.632 + 0.182
100 %

Groupes stressés/traités au NaCl 0.9 7o

S  NaC l0 .9  %
Moy + SEM
o/o variation

oo

2.012 t  0.162
7 2 %

o

0.439 +0.026
5 2 %

o o o

0.064 + 0.005
t 7 %

o o

1.042 +  0 .018
6 4 %

Groupes non stressés et traités/Atropa belladonna L.

5 C H
Moy+ SEM
%o variation

2.600 + 1.214
93 o/o

0.754 r0.254
89%

+#

0.560 + 0.532
t7t %

1 .568  +  0 .189
96 o/o

9 C H
Moy + SEM
oÂ variaTion

2.800 +2.023
r 0 0 %

0.852 + 0.065
100%

++
0.260 +0.286

7 0 %
L698 + 0.062

104%
15 CH

Moy f SEM
oÂ variation

3.125 + |  .265
l l 2  o /o

0.956 + 0.059
ll3 Yo

+#

0.689 + 0.560
1 8 6 %

1.602 + 0.253
98 o/o

Groupes stressés et traitésl Atropa belladonna L.

5 C H
Moy + SEM
%o varialion

2.284 +0.169
ll3 o/o

* , t  *

1 . 6 1 0  +  0 . 1 2 1
366%

+ * *

0 . l l l  + 0 . 0 0 5
173%

*{.*
l . 8 l  l  +  0 . 1 4 2

173 o/o

9 C H
Moy + SEM
o/o variation

2.509 + 0.244
125 %

{( *,f

1.434 +  0 .151
3 2 6 %

0.087 + 0.006
136%

L l  l 9  +  0 . 1 3 1
107 o/o

15 CH
Moy + SEM
Yo variation

*
L509 *  0 .105

7 5 %
0.371 + 0.040

84 o/o
0.052 * 0.005

8 r %

*
1.341 +  0 .095

r 2 9 %
N:9x8 lots. CH: Centésimales Hahnemanniennes. NS : non stressés ; S : stressés.
- NS0/S0: ooo:p< 0.001, oo : p<0.01, o : p<0.05.
- NS0/NS Bel5,9 etl5CH: +#:p< 0.001,++: p< 0.01.
-  S0/S Bel5,9 et  l5  CH '  '<* ' !  'p< 0.001,  ** :p< 0.01,  * :p< 0.05.
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Tableau 18. Effets de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre des sous populations leucocytaires chez la
souris.

Lymphocytes Neutrophiles Basophiles Monocytes
Groupes non stressés/traités au NaCl 0.9 7o

NS NaCl0.9 % Moy+ SEM
%o variation

2.797 t0.126
100%

0.844 + 0.039
r 0 0 %

0.370 + 0.050
100 %

1.632 +  0 .182
100%

Groupes stressés/traités au NaCl 0.9 7o

S NaCl 0.9 %
Moy+ SEM
%o variation

o o

2.012 + 0.162
72yo

o

0.439 +0.026
s 2 %

o o o

0.064 + 0.005
1 7 %

o o

I .042 + 0.01 8
6 4 %

Groupes non stressés et traités/Gelsemium sempervirens L.
5 C H

Moy+ SEM
o/o variation

+
2.023 +0.235

72%
0.825 L0.023

9 7 %

++
0,231 + 0.031

6 2 %

+
1.225 r 0.223

7 5 %
9 C H

Moy+ SEM
Yo variation

+
2.265 +0.285

80%
0.964 + 0.059

l t 4 %
0.352 r 0.059

95 o/o

TT

0.986 * 0.060
60%

I 5  C H
Moy+ SEM
oÂ variation

2.850 +0.126
101 %

0.758 + 0.063
89%

0.380 * 0.063
102%

1.560 +0.092
9 5 %

Groupes stressés et traitéslGelsemium semnervirens I
5 C H

Moy + SEM
%o variation

2.341L0.271
1 1 6 %

0.380+ 0.060
86%

0,057 + 0.004
89%

0.870 + 0.087
84%

9 C H
Moy+ SEM
o/o variation

1.933 + 0.095
96Yo

***
1 . 6 0 6 + 0 . 1 1 6

366%
0.066 + 0.008

103%
1 . 1 3 5  +  0 . 1 5 8

109 o/o

15 CH
Moy+ SEM
%o variation

t :f.

2.592r0.148
t29 0Â

***
0.820 + 0.053

187 %

' f * *

0.137 +  0 .017
214 o/o

1 .170 L 0.037
112%

N:9x8 lots. Centésimales Hahnemanniennes.. NS : non stressés ; S : stressés.
-  NS0/S0;  ooo:p< 0.001,  oo :  p<0.01,  "  :  p<0.05.
- NSO/I{S Gel 5 et 9 CH:++: p< 0.01, + : p<0.05.
-  S0/S Gel  9 et  l5  CH '  ' f  ' t *  :p< 0.001,  ** :p< 0.01.
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LvmphocWes Neutrophiles Basophiles Monocytes
Grounes non stressés/traités au NaCl 0.9 7o

NS NaCl0.9 % Moy + SEM
o/o variation

2.797 +0.126
r 0 0 %

0.844 + 0.039
100 o/o

0.370 + 0.050
100 y:o

1.632 + 0.182
100 Yo

Groupes stressés/traités au NaCl 0.9 7o

S  NaC l0 .9  %
Moy + SEM
Yo variation

o o

2.012 + 0.162
7 2 %

o

0.439 +0.026
5 2 %

o o o

0.064 + 0.005
r 7 %

o o

1.042 +  0 .018
64Yo

Grounes non stressés et traités/Poumon histamine
5 C H Moy + SEM

o/o variation
2.701 r 0.205

9 6 %
0.952 + 0.052

l l 2  o /o
0.456 + 0.056

r23 %
1 . 7 5 8  +  0 . 1 8 9

107 %
9 C H

Moy + SEM
oÂ variation

2.986 + 0.274
106%

TT

1.231 + 0.265
145 Yo

0.321+0.052
86%

t .702 +  0 .160
104%

15 CH
Moy+ SEM
%o variaTion

T1

3.902 r 0.256
r39 %

r.023 +0.20r
l2l o/o

++
0.507 +0.026

137 %
| .689 + 0.231

103 %;o
Grounes stressés et traitésl Poumon histamine.

5 C H
Moy+ SEM
%o variation

2.385 + 0.208
t r8%

* : f  *

t .857  +0.226
423 o/o

,F ' t *

0.176 +  0 .016
275 %

1.414 +  0 .171
135 %o

9 C H
Moy + SEM
%o variation

2.598 + 0.229
129 Yo

, < * ' t

3.130 t  1.612
712 o/o

0.078 + 0.004
1 2 2 %

* *
1 .607 +0.174

154 Yo
1 5  C H

Moy + SEM
o/o variation

3.661 +  0 .148
1820Â

'{. * rr

1.010 +  0 .045
230 o/o

0.071 + 0.009
ll0 o/o

{ < * *

I  . 6 0 0  +  0 . 1 3 1
153 o/o

Travaux personnels

Tableau 19. Effets du Poumon histamine sur le nombre des sous populations leucocytaires
chez la souris.

N=9x8 lots. CH: Centésimales Hahnemaniennes. NS : non stressés ; S : stressés.
-  NS0/S0:  ooo:p< 0.001,  oo :  p<0.01,  o:  p<0.05.
_ NSO^IS p. His 9 etl 5CH: ++: p< 0.01 .
-  S0/S P.His 5,9 et  15 CH '  : f  ' r ' : *  :p< 0.001,  ** :p< 0.01,  * :p< 0.05.
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Tableau 20. Effets de Atropa belladonna L., Gelsemium sempervirens L. et Poumon histamine sur la réponse
gastrique chez la souris.

Nombre
d'animaux

Moyenne de
I'inflammation

-
SEM

p< Protection (%)

Groupes non stressés/traités au NaCl 0.9 7o
NS NaCl0 .9  % 5 2.677 +0.2t1

Groupes stressés/traités au NaCl 0.9 7o

S NaCl 0.9 % 5 8 . l l l  r 0 . 5 1 1 0.001
Groupes non stressés et traités/Atropa belladonna L,

5 C H 5
2.250 +2.020

0.03 t6

9 C H 5
2.020 r 1.050

0.004 21

15  CH )
4.023 t1.022

0.01 Aucune
Drotection

Groupes stressés et traitêslAtropa belladonna L
9 C H 5

|.532 r 0.417
0.001 8 l

t5  cH 5
9.100 + 0.231

NS Aucune
Drotection

G roupes non stressés et traitésl Poumon histamine
5 C H ) 3.677 +2.030 0.01 Aucune

Drotection
9 C H 5 4.266 + 1.230 0.00 r Aucune

protection
15 CH 5 3.023 +2.120 0.03 Aucune

nrotection
Groupes stressés et traitésl Poumon histamine

5 C H 5
2.500 + 0.289

0.001 69

9 C H 5
4.050 x |.470

0.01 50

15  CH 5
4.020 + 1.230

0 .01 50

N=5x19 lots. CH:Centésimales Hahnemaniennes. NS : non significatif. NS : non stressés ; S : stressés.
Le taux de protection (%o) : a-b/a x 100.
a : moyenne de la longueur des lésions de la muqueuse gastrique chez les animaux traités au NaCl 0.9 %.
b : moyenne de la longueur des lésions de la muqueuse gastrique chez les animaux traités avec les produits étudiés.

Groupes non stressés et traitéslGelsemium semDemirens L.
Fucune

nrotection
I . V J U l \ ù

9 C H 5
2.050 +0.206

0.005

15  CH
2.560 + 1.086

NS Aucune
orotection

Groupes stressés et traitéslGekemium sempemircns L.
5 C H 5

2.667 +0.546
0.001 67

9 C H 5
5.047 + 0.801

0.01 38

15 CH 5
3.500 + 0.128

0.001 57
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2. Détermination des effets pharmacologiques des hautes dilutions de Gelsemium

semperuirens L., du Poumon histamine et de I'Histaminum sur la réponse

immunitaire à médiation cellulaire chez la souris.

2-1. Gelsemium semperuirens

2-1-1. Les lvmphocytes T CD4

Comme le montre la Fig. 92 Gelsemium semperuirens 9 et 15 CH, augmentent le nombre

des lymphocytes TCD4 chez les animaux stressés (respectivement, p=0.022; p=0.007),

I'effet de ces dilutions n'est pas différent statistiquement de celui de ces mêmes dilutions

chez les animaux non stressés. Cependant, le traitement des animaux non stressés à

toutes les dilutions du produit, provoque une réduction du nombre des cellules T CD4

(respectivement, p= 0.017; p= 0.015 ; p= 0.0004).
ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 48)= 15.508; p= 0.0003

- Effet du traitement: F(3, 48)= 2254:, p= 9.994

- Interact ion:F(3,48)= 6.006;  p= 0.0015.

50

40 I

30

20

Dilutions en CH

Fig. 92 Les effets des hautes dilutions de Gelsemrum semperuirens L . sur le nombre

des lymphocytes T CD4 chez la souris. N=9x8. NS: non stressés. S: stressés'

CH: Centésimales Hahnemaniennes.*:NS0/NSGe19,15,30; S0; +:S0/SGe19,15.

%

10
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2-1-2. les lvmphocytes T CDB (Fig. 93)

Les dilutions de Gelsemium semperuirens 15 et 30 CH, induisent une réduction du

nombre des T CDB chez les animaux stressés comparés aux animaux stressés et traités

au NaCl 0.9 o/o (respectivement, p=0.004 ; p= 0.003). Aucune variation statistiquement

significative du nombre des T CD4 n' a été notée chez les animaux non stressés.

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 46)= 4.219; p= g 945.

- Effet du traitement: F(3, 46)= 5.246; p= 0 0033.

- Interaction :F(3, 46)=0.e03: p= 0.498.

10
I
6
4
2
0

Fig. 93 Les effets des hautes dilutions de Gelsemium sempervirens L. sur le nombre

des lymphocytes T CD8 chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

GH: dilutions centésimales hahnemaniennes. +: SO/SGel15 et 30 ; -: NSGel15,30/SGe115,30.

2-13. Les cel lules NK (Fig.9a)

On note que les dilutions de Ge/semium sempervirens 15 et 30 CH, provoquent une

augmentation significative du nombre des cellules NK (respectivement, P= 0.0006;

p=0,03) chez les animaux stressés. Alors que I CH a plutôt tendance à inverser les

effets du stress en diminuant le nombre des cellules NK (p=0.025). L'effet de cette

dilution est différent significativement de celui de cette même dilution chez les animaux
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non stressés. Cependant la même dilution I CH, chez les animaux non stressés, a plutÔt

tendance à augmenter de façon importante le nombre des cellules NK chez les animaux

non stressés (P= 0.0001).

L'analyse statistique a montré que

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 46)= 2.841; p= 9.996.

- Effet du traitement F(3, 46)= 7.563; p= 0.0003.

- Interaction :F(3, 46)= 21.309; p= 0.000'1.

Par conséquent, on pourrait supposer que Gelsemium sempervirens agit différemment

en fonction des dilutions. Ces résultats montrent d'une part, que les faibles dilutions (9

CH), inversent les effets du stress vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK.

D'autre part les fortes dilutions (15 et 30 CH), renforcent les effets immunodépresseurs

du stress vis à vis de la régulation du nombre des cellules NK.

Fig. 94 Les effets des hautes dilutions de Gelsemium semperuirens L. sur le nombre

des cellules NK chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés, S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemaniennes. .: NSO/NSGe|9, S0; +: S0/SGel9,15 et 30; -: NS Ge19,15,30/SGel9'15'30 CH.

To
25

20

15

10

5

0

Dilntions en Cfl
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2-2. Poumon histamine

2-2-1. Les lymphocytes T CD4 (Fig. 95)

Le traitement à toutes les dilutions de Poumon histamine, augmente le nombre des

cellules TCD4 chez les animaux stressés (respectivement, p=0.009; p=0.006; p=0.0018)

comparé aux animaux stressés et traités au NaCl 0.9 %.

Cependant le nombre des T CD4 chez les animaux non stressés, a plutôt tendance à

diminuer après un traitement à toutes les dilutions 9, 15 et 30 CH (respectivement,

p=0.013; p= 0.0006; p= 0.0002).
ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress: F(1 ,45'1= 5.77t' p= 0.020.

- Effet du traitement F(3, 45)= 0.201; p= 9.695.

- fnteraction :F(3,45)= 10.947, p= 0.0001.

Fig. 95 Les effets des hautes dilutions de Poumon histamine sur le nombre des

lymphocytes T CD4 chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.
CH: Centésimales Hahnemaniennes.*: NSO/NSPhis9,15,30 CH, S0 ; + ; S0/S P.his,15 et 30 GH.
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2-2-2. Les lymphocvtes T CD8

Les résultats de la Fig. 96 montrent que Poumon histamine 15 CH, induit une réduction

du nombre des lymphocytes T CD8 à la fois chez les animaux stressés (p=0.002) et non

stressés (P= 0.04).
ANOVA à deux facteurs: - Effet du stress: F(3,47)= 6.034; p= 0.0015.

- Effet du traitement: F(1, 47)= 0.03'1; p= 9.961.

- lnteraction :F(3, 47)= 1.272', p= g 294

Fig. 96 Les effets des hautes dilutions de Poumon histamine sur le nombre

des lymphocytes T GD8 chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemaniennes. ": NSo/NSP.his15;+: So/SP.his15; -: NSP.his15/SP'his15'

2-2-3. Les cellules NK

On constate que le traitement par Poumon histamine I CH, diminue le nombre des

cellules NK (Fig. 97) (p= 0.003), I'effet de cette dilution n'est pas différent statistiquement

de celui de cette même dilution chez les animaux non stressés. Alors que les plus hautes

dilutions 15 et 30 CH, induisent plutôt une augmentation du nombre de ces cellules

(respectivement, p=0.0013; p= 0.0004) par rapport aux animaux stressés et traités au

NaCl 0.9 %.
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L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 40)= 28.065; p= 0.0001.

- Effet du traitement: F(3, 40)= 7.282, p= 0 0005.

- Interact ion:F(3,40)= 9.506; p= 0.0001.

Fig. 97 Les effets des hautes dilutions de Poumon histamine, sur le nombre des
cellules NK chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

CH: Gentésimales Hahnemaniennes.
.: NS0/S0; +:So/SP.hisg,15,30CH; -: NSP.his15,30/SP.his15,30CH.

2-3. Histaminum

2-3-1. les lymphocvtes T CD4

Le traitement des animaux stressés parl'Histaminum 9 et 15 CH, augmente le nombre
des lymphocytes T CD4 (Fig. 98) (respectivement, p=0.03 ; p=0.0004). L'effet de ces

dilutions n'est pas différent statistiquement de celui de ces mêmes dilutions chez les
animaux non stressés. Les dilutions 9 et 30 CH ont tendance à réduire le nombre des T
CD4 chez les animaux non stressés (respectivement, p=0.004 ; p=0.0007).
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L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress: F(1, 50)= 23.057; p= O.OOO1

- Effet du traitement: F(3, 50)= 3.'107; p= g 934.

- Interaction : F(3, 50)= 6.435; p= 0.0009.

Fig. 98 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminum, s.r le nombre des
lymphocytes TCD4 chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemaniennes. *: NSO/NSHisg et 30, S0; +: gg1ggls9 et15;
-: NShis30/Shis30.

2-3-2. Les lymphocytes T CDB (Fig. 99)

Aucune variation statistiquement significative n'a été montrée, à la fois, chez les animaux
non stressés, stressés et traités à toutes les dilutions de I'Hisfaminum

L'analyse statistique a montré que :

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress : F(1, 49)= 2.248; p= 9.149.

- Effet du traitement: F(3, 49)= 0.4161p= 9.742.

- Interaction :F(3, 49)= 0.600; p= 9.616.
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8
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0

Fig. 99 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminufn, sur le nombre

des lymphocytes TCDB chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemaniennes.

2-3-3. Les cellules NK

Les fortes dilutions de l'Histaminum (Fig. 100) (15 et 30 CH), induisent une hausse

significative du nombre des cellules NK à la fois chez les animaux non stressés

(respectivement, p=0.0047; p=0.010) et chez les animaux stressés (respectivement,

p=0.03; p= 0.028). Alors que I'Hisfaminum I CH, provoque plutôt une diminution du

nombre des cellules NK chez les animaux stressés (p= 0.004). on pourrait supposer que

cette dilution de l'Histaminum a plutôt tendance à inverser les effets du stress sur le

nombre des cellules NK.

L'analyse statistique a montré que:

ANOVA à deux facteurs:- Effet du stress: F('1 ,421= g.7Ùt' p= 0.406.

- Effet du traitement: F(3, 42)= I827; p= 0.0001.

- lnteraction . F(3, 42)= 1.141', p= 9.943
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Fig. 100 Les effets des hautes dilutions de l'Histaminum sur le nombre des cellules
NK chez la souris. N=9x8 lots. NS: non stressés; S: stressés.

CH: Centésimales Hahnemaniennes. *: NS/NSH|si5,30; S0; +: So/SHisg,iS et 30CH.
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D.Conclusion

Les résultats de cette partie montrent pour la première fois dans la littérature que, Atropa

belladonna aurait plutôt un profil pharmacologique de type anxiolytique à la dilution I CH.

Gelselmium sempervirens posséderait plutôt des propriétés immunoprotectrices et

gastroprotectrices, particulièrement aux dilutions 5 CH et 15 CH. Ces effets sont

associés probablement à leur profil neurotropique, anxiolytique-like. Cependant, Poumon

histamine a montré un effet pharmacologique plutôt actif sur le système immunitaire à

toutes les dilutions, avec un effet moins important de type neurotropique. Nous avons

testé aussi un autre médicament homéopathique, I'Histaminum dans le but de comparer

son activité à celle du Poumon histamine qui représente un mélange de constituants dont

I'histamine fait partie. Nous avons noté ainsi que le traitement par la dilution 9 CH du

Gelsemium sempervirens, du Poumon histamine et de /Histaminum, s'oppose aux effets

immunosuppresseurs du stress uniquement vis à vis de la réponse des cellules NK. On
pourrait supposer que la dilution I CH de ces trois produits, possède des effets

immunoprotecteurs uniquement vis à vis de la réponse des cellules NK chez les

animaux stressés. Concernant la réponse des cellules TCD8, nos résultats montrent que

fa dilution 15 CH du Poumon histamine et les dilutions 15 CH et 30 CH du Gelsemium

sempervirens, réduisent respectivement le nombre des T CDB chez les animaux exposés

au stress expérimental. Cependant aucune variation statistiquement significative n'a été

notée au niveau de la régulation du nombre des cellules T CD4 chez les animaux

stressés et traités à toutes les dilutions des trois produits étudiés.
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I . TRAVATJ:( FOIIDAIUENTATIX

I-1 . Strerss et réponses comportementale, immunitaire,

gastrique et endocrinienne.

Dans cette première étude orientée vers les effets du stress expérimental sur les

fonctions comportementale, immunitaire et gastrique chez la souris, nous avons étudié

plus particulièrement les répercussions éventuelles du stress sur ces réponses à

différents intervalles séparant I'immunisation du stress : 1j, 3j et 5j. Notre démarche a été

de préciser tout d'abord dans une étude expérimentale I' importance de I' intervalle entre

I'immunisation et I'application du stress et ses répercussions sur les réponses étudiées.

Les résultats de cette étude suscitent plusieurs commentaires : Concernant la réponse

immunitaire à médiation cellulaire, nous avons noté une réduction de la valeur absolue de

toutes les catégories leucocytaires sauf les éosinophiles dont la valeur absolue a plutôt

augmenté après I'application du stress, 1j après I' immunisation. Nos résultats sont en

accord avec les travaux de Millan et al., (1996), qui ont montré une réduction du nombre

des leucocytes chez les animaux exposés au stress expérimental (immobilisation). Dans

le même sens de cette étude, nous avons montré que la diminution du nombre des

leucocytes est due principalement à la réduction du nombre des lymphocytes

périphériques.

Nos constatations sur les effets du stress sur la réponse humorale sont aussi en accord

avec plusieurs études (Berkenbosch ef al., 1991; Baldwin et a|.,1997) qui ont noté aussi

une augmentation de la réponse humorale après application du stress. En effet, l'étude

de Berkenbosch et al., (1991), a interprété cette hausse de la réponse humorale par une

implication de I'ACTH et d'autres peptides sous le contrôle du CRF. Dans le même sens,

l'étude de Baldwin et al., (1997) a expliqué ce résultat par I'activation de I'axe HPA. Selon

ces mêmes auteurs, cette augmentation de la réponse humorale est dépendante du

SCXC.

235



Discussion

cette première partie du travail s'est intéressée aussi aux effets du stress sur le

comportement générar de ra souris. contrairement à certains auteurs (weizman et al',

lggg), nous avons constaté que le stress induit une diminution de l'activité exploratoire

de l'animal. Nous avons noté deux stratégies différentes menées par I'animal: soit les

animaux s'agitent dans tous les sens, soit i ls s'immobilisent' selon Blanchard et al' '

(1976), cette immobilisation ou freezing est util isée comme un indice d'expression de la

peur chez le rat.

Nos résultats ont montré aussi que le stress induit des lésions de la muqueuse gastrique'

ceci est en accord avec plusieurs travaux (Ludwig & Lipkin, 1969; Avunduk et a|" 1990 et

lshikawa et at.;1999). En effet l 'étude menée par Ludwig et lipkin' (1969)' a montré que

l,immobilisation entraîne des lésions gastriques et duodénales. ces auteurs ont interprété

ce résultat par une dégranulation des mastocytes de la muqueuse gastrique et par une

diminution de la synthèse de I'ADN et de I'ARNm, ce qui engendre une diminution de la

prolifération des cellules ainsi que la production des mucoprotéines de la muqueuse

gastrique. Les travaux de Avunduk ef a/., (1990) ont plutôt associé les effets du stress sur

l,état de la muqueuse gastrique du rat à la diminution de la production des

prostaglandines de type Ez, Ce résultat a été confirmé par l 'étude de (lshikawa et al' '

1999), qui a montré que les effets protecteurs de la molécule FR145715 vis à vis de des

résions de ra muqueuse gastrique chez re rat soumis au stress expérimental (acidité de

l'aspirine), dépendent aussi de la production endogène des prostaglandines'

Le deuxième volet de ce travail consiste à étudier les effets de deux modèles de stress

(l'un physique et l 'autre psychosocial) appliqué à court et à long terme sur les fonctions

com portementa|e, immunitai re, gastrique et endocrinienne.

cette partie de ce travail s'est intéressée principalement à valider les deux modèles de

stress expérimentaux, afin de définir des paramètres objectifs et quantifiables qui nous

permettent de mettre en évidence d'une manière aussi rigoureuse que possible le lien

entre le stress et les différentes altérations des systèmes biologiques choisies pour

l'étude.
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D'une manière générale, le stress agit sur deux composantes comportementales: la
composante locomotrice et la composante exploratoire. Cette action apparaît
généralement être de type inhibiteur à travers les différents tests utilisés bien que
quelquefois il apparaît des paradoxes entre les tests, on observe généralement une
inhibition due à I'effet du stress.

Nous avons également procédé aux dosages de deux indicateurs hormonaux du stress
(la corticostérone et les catécholamines). Nous avons ainsi constaté que le stress
physique, augmente considérablement le taux de la corticostérone (à court terme et à
long terme) et celui des catécholamines (adrénaline et noradrénaline) chez les animaux
stressés à court terme comparé aux animaux non stressés et à ceux exposés au stress
psychosocial.

Concernant la réponse gastrique, nos résultats ont montré que I' inflammation de la
muqueuse gastrique est beaucoup plus importante chez les animaux exposés au stress
physique par rapport aux animaux isolés. Cette inflammation de la muqueuse gastrique
pourrait être expliquée par une forte infiltration des polynucléaires neutrophiles à
I'intérieur de la muqueuse gastrique des animaux exposés au stress physique.

Les résultats que nous avons obtenus concernant les effets du stress (physique et
psychosocial) sur I' immunité cellulaire, ont montré que le stress physique appliqué à
court et à long terme (1j et 10j), diminuent le nombre des lymphocytes auxiliaires, et
augmentent le nombre des cellules NK chez les animaux stressés à court terme et à
long terme (1j,4j et 10j). Cependant, nous n'avons pas noté de variation significative du
nombre des cellules T cD8 chez les animaux exposés au stress physique.

De similaires résultats ont été montré chez les animaux exposés au stress psychosocial,
nous avons noté une réduction du nombre des lymphocytes TCD4 à toutes les durées
du stress psychosocial (1j, 4j et 15j). Alors que le nombre des cellules NK a augmenté
uniquement chez les animaux isolés pendant 1j et 4j.
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comme c,est re cas pour le stress physique, aucune variation statistiquement

significative n'a été notée au niveau du nombre des cellules T CD8 chez les animaux

exposésàcour t termeetà longtermeaust resspsychosocia | .

Dans ce SenS plusieurs auteurs, ont rapporté que le stress en général diminue le

nombre des lymphocytes T CD4 (Marsland et a1.,1997; Pariante et a\" 1997)' alors que

le nombre des cellules NK et celui des cellules T CD8 augmente (Naliboff et al" 1991;

Benshop et a1.,1994; Bachen et at. ,  1995; Mil ls ef a/ ' ,  1995; Marsland et al" 1997;

Benshop et al., 1997), En effet (Benshop et al', 1994 et Benshop et al" 1997) ont

apporté des arguments qui étayent I'hypothèse selon laquelle les mécanismes

adrénergiques seraient responsables de I'augmentation du nombre des cellules NK'

Dans lemêmeSensquecesdern iers t ravaux,onpourra i tsupposerque l 'augmentat ion

du nombre des ceilures NK après |apprication du stress expérimentar, est surtout liée au

détachement de ces cellules de I'endothélium vasculaire, par la fixation des

catéchoramines sur res récepteurs B2 adrénergiques qui se trouvent au niveau de cette

catégorie cellulaire.

plusieurs autres données plaident en faveur du rôle physiologique très important des

glucocorticoÏdes et des catécholamines dans la régulation de la réponse immunitaire

dans des situations de stress:

- les glucocorticoÏdes ont des effets directs sur le nombre des cellules T' favorisent la

réponse Th2. Par conséquent, ceci potentialise I' immunité humorale (Tamada et al"

1 998).
- La libération de l,adrénaline et de la noradrénaline agit sur I'activation de la prolifération

des cellules T et sur la production des cytokines (sanders, 1998)'

D,autres pistes prometteuses suggèrent qu'ir y'aurait une imprication des neuropeptides

endogènes qui exercent probablement des effets immunosuppresseurs sur la réponse

immunitaire, surtout que d'une part ces cellules présentent des récepteurs pour ces

neuropept ides,e td 'aut respar t ,cesce l lu lesact ivéessontcapablesdesécré terces

derniers ters que re cRH, r'AcrH et ra B endorphine (Reur et ar.,1gg8). selon l'étude de

webster et al., (1997), ces neuropeptides exercent différents effets sur la réponse
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immunitaire selon leur origine périphérique (réponses inflammatoires) ou centrale (effets

immunosuppresseurs).

T-2. Les récepteurs opiordes

L'intérêt porté aux opioïdes dans notre étude est en partie justifié par son implication

directe eUou indirecte dans la régulation de la réponse immunitaire. Dans cette partie du
travail, les résultats obtenus ont montré que le traitement des animaux stressés à la

morphine (agoniste des récepteurs opioïdes), engendre une réduction du nombre des

lymphocytes TCD4 et celui des cellules TCDS chez les animaux stressés. Ces résultats
sont en accord avec ce qui a été rapporté par l'étude de Flores et al., (1995). En effet,

ces auteurs ont montré que I'administration de la morphine, engendre une diminution de
30 % du nombre absolu des lymphocytes T périphériques. Cette diminution n'est

spécifique à aucune des sous populations des lymphocytes T. Ces auteurs ont montré
que ces effets immunosuppresseurs de la morphine vis à vis de la réponse des
lymphocytes périphériques sont dus d'une part, à un effet de lymphopénie surrénalien
dépendant. D'autre part, à la diminution de la sensibilité des lymphocytes à une
stimulation mitogénique. Les travaux de Carr & France, (1993) ont montré que le
traitement à la morphine, provoque une réduction de 10 à 12 % des cellules T CD4
périphériques et plutôt une augmentation de 20 à 22 % des cellules T CD8 chez le
singe. Contrairement aux effets constatés dans cette même étude, au niveau du nombre
des cellules TCD4 et celui des TCD8, la morphine provoque plutôt une augmentation du
nombre des cellules NK périphériques chez les animaux stressés. D'autres travaux
(Cunnick et al., 1989, Bayer et al., 1990, Carr ef a/,,1993) se sont intéressés plutôt à
étudier les effets des opiacés sur I'activité cytotoxique des cellules NK. En effet,
Cunnick et al., (1989) ont mis en évidence I' implication des récepteurs opioTdes dans
l'altération de I'activité cytotoxique des cellules NK. Bayer et al., (1990) ont montré que

le traitement aigu et chronique à la morphine, induit une diminution de I'activité

cytotoxique des cellules NK. De façon similaire les travaux de Carr et al., (1993) ont
rapporté que la morphine, induit aussi une réduction de I'activité cytotoxique des cellules

NK. Selon cette dernière étude, ceci est due à I'implication des récepteurs F2 au niveau

du cerveau (mécanismes centraux neuroendocriniens) et à celle des récepteurs a
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adrénergiques au niveau de la régulation périphérique' L'étude de Jacobs et al' ' (1999)

a montré chez l,homme que le fentanyl (agoniste des récepteurs Fr opioïdes), provoque

une augmentation importante du nombre des cellules NK périphériques (258 %)' Selon

ces auteurs, les opioÏdes agissent via le système nerveux central, non pas directement

sur res ceilures NK. En accord avec res résurtats obtenus dans notre équipe, ces auteurs

ont montré aussi chez deux sujets traités à la naloxone, une importante augmentation du

nombre des ceilures NK. Les résurtats de notre travair indiquent aussi que le

prétraitement à la naloxone 2mglkg avant la morphine Smg/kg, inverse les effets négatifs

induits après l'application du stress vis à vis du nombre des lymphocytes T CD4 et celui

des cellures NK chez les animaux stressés. prusieurs travaux ont montré que le

prétraitement à la naloxone, controverse les effets du stress' En effet' Marotti et al"

(1996)ontmont réque| 'admin is t ra t ionde|ana loxoneavant | 'app| ica t iondust ress

(contention), inverse les effets immunosuppresseurs induits par le stress tels que

'augmentation de ra phagocytose et ra diminution de ra prorifération rymphocytaire chez

ra souris. seron cette même étude, r'activation de |axe HpA et la sécrétion des peptides

opioïdes sont probablement responsables de I'altération de la réponse immunitaire

après I'aPPlication du stress.

Dans le même sens, nos résultats renforcent I'hypothèse selon laquelle il y'aurait une

implication des récepteurs opioTdes dans I'altération de la réponse immunitaire à

médiation cellulaire chez la souris. Le mécanisme d'action des peptides opioÏdes dans

I'altération immunitaire n'est pas encore bien

pourraient être émises:

connu. Cependant plusieurs hypothèses

- Le nombre des lymphocytes T CD4 et celui des T CD8 périphériques diminuent après

l,administration de la morphine chez les animaux stressés, ceci est du probablement à

une réduction de la prolifération de ces catégories lymphocytaires: les facteurs

primordiaux qui contribuent à ra prorifération rymphocytaire sont l ' lL-1 et l ' lL-2' on

pourrait supposer que ra diminution de ra production de HL-1 et celle de l' lL-2 sous I'effet

de la morphine (Lysle et a1.,1993; Chang et al ' ,  1998), entraîne la diminution de la

prolifération lymphocytaire, ce qui réduit probablement le nombre de ces lymphocytes

périphériques.
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- Les peptides opioïdes endogènes activent I'axe HPA, ce qui entraîne la libération des

glucocorticoïdes qui exerceraient par la suite des effets immunosuppresseurs (Roy &

Loh, 1996, Marott i  et  a| . ,1996).

- L'activation du SNA est en partie responsable des effets immunosuppresseurs de la

morphine (Flores et  a\ . ,1996).

- Les peptides opioïdes endogènes agissent directement via les récepteurs opioTdes au

niveau des lymphocytes (Radulescu et  a\ . ,1991).

f -3. Les récepteurs benzodiazépiniques

ll est connu que les récepteurs benzodiazépiniques sont impliqués dans la réponse au
stress, c'est pour cela qu'on a pensé utile d'étudier, I ' implication éventuelle de ces
récepteurs dans les effets immunosuppresseurs induits après I'application du stress
expérimental.

l l faut souligner que la rareté et le manque des travaux publiés dans ce domaine a rendu
cette partie du travail très difficile à discuter. A part les travaux de (Galdiero et a\.,1995;
Zavala, 1997 et Morgulis et al., 1999), peu d'auteurs se sont intéressés au
retentissement de I'implication des récepteurs benzodiazépiniques dans la réponse
immunitaire. Cependant leur intérêt n'a pas ciblé, comme dans notre étude,
particulièrement I' immunité cellulaire (TCD4, TCDS et NK) mais la réponse immunitaire
dans sa globalité. En effet, l 'étude de Morgulis ef a/., (1999) s'est plutôt intéressée à
déterminer I'implication des récepteurs benzodiazépiniques dans I'activité des
macrophages chez le poussin. Ces mêmes auteurs ont rapporté que les effets du stress
sur I' immunité non spécifique font impliquer en partie les récepteurs benzodiazépiniques.
En outre, les travaux réalisés chez la souris par Galdiero et a\.,1995, ont montré qu'un

traitement à long terme aux benzodiazépines (agonistes benzodiazépiniques), 2 à 3
mois, induit une réduction des réponses immunitaires spécifiques et non spécifiques.
Selon cette même étude, le traitement aux benzodiazépines atténue la chimiotaxie, la
phagocytose de Saccharomyces cerevisrae, I'immunité générale et la durée de la survie
aux infections.
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par ailleurs les résultats rapportés par Zavala, (1997), ont montré que les

benzodiazépines anxiogènes suppriment la réponse immunitaire alors que les

anxiolytiques protégent plutôt cette réponse de I'immunosuppression induite par le

stress. Dans le même sens que cette étude, nos résultats montrent que le traitement au

clorazépate dipotassique (particulièrement la dose 0'1 mg/kg) des animaux exposés

préalablement au stress expérimental, provoque une augmentation du nombre des

lymphocytesTCD4comparéaux|o ts témoins(an imauxst resséset t ra i tésauNaC|

0.9%). Par conséquent nos résultats montrent que le clorazépate dipotassique

administré aux animaux stressés, inverse comprètement res effets immunodépresseurs

du stress vis à vis de la régulation du nombre des lymphocytes TcD4. Nous avons noté

de similaires constatations au niveau de la régulation de la réponse des cellules NK

chez res animaux stressés ettraités à ra dose 0.1mg/kg. L'administration du flumazénil

seul, a plutôt tendance à agir uniquement sur la réponse des cellules NK chez les

animaux stressés et non stressés. En accord avec res travaux d'rzumi et al', (1999), on

pourra i texp l iquer |esef fe tsduf |umazéni lsur la réponsedesce| lu |esNKdesanimaux

stressés, par l 'antagonisme qu'il exerce sur les agonistes inverses endogènes libérés en

situation de stress et qui sont probabrement responsabres en partie des perturbations

engendréespar l 'app l ica t iondust ress 'Nousavonsnotéauss ique lacombina isondu

prétraitement au frumazénir et du traitement au crorazépate dipotassique chez les

animaux stressés, entraîne un antagonisme vis à vis de la régulation du nombre des

cellules TCD4 et celui des cellules NK. par conséquent, on pourrait conclure que I'action

protectrice du crorazépate dipotassique contre res effets immunodépresseurs du stress

passe bien via les récepteurs benzodiazépiniques vis à vis de la régulation du nombre

desce| |u |esTCD4etenpar t iev isàv isde|arégu|a t iondunombredesce| |u |esNK.on

pourrait expliquer en partie cette protection de la réponse des cellules TCD4 et des

ceilures NK chez res animaux stressés par |effet psychotrope du crorazépate

dipotassique sur la perception du stress par I'animal'

Dans le même sens que les travaux (Drugan et a:"1988' Ferrarese et al" 1991)' ces

résurtats raisseraient supposer que re stress expérimental utilisé dans ce travail, induit

une augmentation de la densité des sites benzodiazépiniques et par conséquent une
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forte occupation de ces sites par les benzodiazépines, ce qui a probablement induit cette

protection vis à vis de la régulation du nombre des TCD4 et celui des cellules NK.

On pourrait aussi attribuer à ces effets, des fois paradoxaux, une cause liée aux doses

util isées. Ainsi l 'étude menée par lkezaki et al., (1990), a rapporté que les faibles

concentrations des benzodiazépines, entraînent une induction de la prolifération

cel lulaire. D'autres travaux (Beinl ich et a\. ,1999 et Carmel et a\. ,1999) ont montré aussi

un effet biphasique des benzodiazépines sur la prolifération cellulaire, Selon ces mêmes

auteurs, les faibles concentrations de I'ordre de nmole stimulent la synthèse de I'ADN,

alors que les fortes concentrations induisent plutôt des effets antiprolifératifs.

D'autres travaux de Freeman & Thurmond, (1986) ont montré que les faibles doses des

benzodiazépines, empêchent l 'augmentation de la libération des glucocorticoïdes induite

par le stress, alors que les fortes doses induisent plutôt une augmentation de la

sécrétion des glucocorticoïdes, probablement responsables de I'immunodépression.

En plus de la voie indirecte des effets des benzodiazépines sur la réponse immunitaire,

plusieurs études ont montré I'existence des récepteurs benzodiazépiniques

périphériques au niveau des cellules immunitaires (Canat et al., 1992, Covelli et al.,

1998). On pourrait ainsi supposer que les benzodiazépines agissent aussi en partie

directement sur les récepteurs benzodiazépiniques existants au niveau des cellules

immunitaires.

Dans le même sens que les travaux de Zavala, (1997), on pourrait supposer que sous

I'effet du stress (sans le traitement avec les benzodiazépines), le DBI (agoniste inverse

endogène des récepteurs BZD) agit en modulant négativement la réponse immunitaire.

Selon cette même étude, le DBI (agit au niveau périphérique et central), exerce une

modulation allostérique négative au niveau des récepteurs benzodiazépiniques centraux

GABAn. Comme c'est le cas pour le stress, cette modulation négative des récepteurs

GABAa, stimule la libération du CRH, qui augmente à son tour I'ACTH et la sécrétion

périphérique des glucocorticoïdes. Selon cet auteur, le DBI interagit aussi avec les

récepteurs BZD périphériques au niveau des cellules gliales et induit la synthèse des

neurostéroïdes au niveau cérébral et celle des glucocorticoTdes au niveau des

surrénales après la stimulation des récepteurs benzodiazépiniques périphériques, ce qui
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sous régule la réponse immunitaire de type Th1 (la réponse cellulaire) et potentialise

plutôt la réponse de type Th2 (la réponse humorale)'

Dans cette même partie du travail, nous avons montré pour la première fois dans la

rittérature, une interaction entre res systèmes opioidergiques, benzodiazépiniques et le

stress vis à vis de ra réguration de rimmunité à médiation ceilulaire chez I'animal' Nos

résultats ont montré que ces deux systèmes interagissent dans les effets

immunodépresseurs du stress uniquement vis à vis de la régulation du nombre des

cellules NK.

I I .  APPlicat ions

Nous avons entrepris une étude expérimentare (en utirisant re modère de stress

physique) dans raqueile nous avons étudié res effets des dirutions de Atropa beiladonna

L., du Gelsemium sempervirens et du Poumon histamine 5 CH' 9 CH et 15 CH' Sur leS

réponses étudiées auParavant'

Les résultats de ce travail (Bousta et al',2001) ont montré que Atropa belladonna aurait

plutôt un profil pharmacologique de type anxiolytique à la dilution I CH' Gelselmium

sempervirens posséderait prutôt des propriétés immunoprotectrices et gastroprotectrices,

particurièrement aux dirutions 5 CH et 15 CH. Ces effets sont associés probabrement à

leur profil neurotropique, anxiolytique-like. cependanl, Poumon histamine a montré un

effet pharmacorogique prutôt actif sur re système immunitaire à toutes res dilutions' ces

effets de poumon histamine sont probabrement associés à sa principale activité

pharmacologique sur le système immunitaire, avec un effet secondaire de type

neurotroPique.

pour ra suite des travaux, on a pensé utire d'étudier |activité d'une 4è'" dilution 30 cH du

poumon histamine et du Gelsemium semperuirens, puisque I'activité de ces produits a

été montrée surtout à ra dirution 15 CH. On a focarisé r'étude sur ra réponse immunitaire

cellulaire (les lymphocytes T CD4, T CD8 et NK périphériques)' Nous avons testé aussi

unaut reprodu i t , l 'H is taminumdans lebutdecomparersonact iv i téàce l leduPoumon

histaminequi représente un mérange de constituants très comprexe dont I'histamine fait
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partie. Nous avons noté ainsi que le traitement par la dilution 9 CH du Gelsemium

sempervirens, du Poumon histamine et de I'Histaminum, s'oppose aux effets
immunosuppresseurs du stress vis à vis de la réponse des cellules NK. On pourrait

supposer que la dilution 9 CH de ces trois produits, possède des effets
immunoprotecteurs uniquement vis à vis de la réponse des cellules NK chez les
animaux stressés. Concernant la réponse des cellules TCD8, nos résultats montrent que

la dilution 15 CH du Poumon histamine et les dilutions 15 CH et 30 CH du Gelsemium
semperuirens, réduisent respectivement le nombre des T CD8 chez les animaux

exposés au stress expérimental. Cependant aucune variation statistiquement

significative n'a été notée au niveau de la régulation du nombre des cellules T CD4 chez
les animaux stressés et traités à toutes les dilutions des trois produits étudiés.
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Le but de notre travail était de faire une étude aussi complète que possible des effets du

stress expérimental sur les réponses comportementale, gastrique, endocrinienne et

immunitaire chez la souris. Une des originalités de cette étude réside d'une part, dans

I'association de I'aspect comportemental aux investigations immunologiques,

endocriniennes et histologiques après I'exposition au stress expérimental. D'autre part,

dans la validation des modèles de stress fiable, reproductible et répétable.

Ainsi, notre première étude ayant porté sur la validation des modèles de stress

expérimental util isé, a permis de montrer I' importance de I' intervalle entre I' immunisation

et I'application du stress. Le stress appliqué 24 h après l' immunisation provoque d'une

part, une diminution de I'activité exploratoire et locomotrice. D'autre part, nous avons

constaté que le stress, engendre une augmentation du nombre des lésions de la

muqueuse gastrique ainsi que le taux des anticorps totaux. Cette étude s'est intéressée

aussi à I' influence du stress sur I' immunité cellulaire. Elle a ainsi montré que le stress est

à I'origine des perturbations de la réponse des cellules immunitaires périphériques,

notamment une diminution du nombre des cellules T CD4 et une augmentation du

nombre des NK.

Afin de mettre en évidence I'existence réelle d'une situation de stress, nous avons

également procédé aux dosages de deux indicateurs hormonaux du stress, à savoir la

corticostérone et les catécholamines (la noradrénaline et I'adrénaline). Ainsi comme nos

résultats I'ont montré, le stress engendre une augmentation du taux de la corticostérone

et celui des catécholamines plasmatiques, en particulier la noradrénaline.

A I'issue de cette étude, plusieurs questions sont restées posées concernant d'une part,

les voies impliquées directement eUou indirectement dans les répercussions du stress

sur le système immunitaire, d'autre part I ' implication des systèmes de neurotransmission

opioTdergique et benzodiazépinique dans ces effets immunodépresseurs engendrés par

le stress,
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En effet' nous avons constaté que les opiacés, potentialisent les effetsimmunosuppresseurs du stress sur l ' immunité à médiation celfutaire. Nous avons conclu,I'implication des récepteurs opioides dans fes effets immunodépresseurs induits par testress' La poursuite de cette partie pourrait concerner fa ou res voies d,action desopiacés sur la réponse immunitaire à médiation cellufaire. Nous avons émis deshypothèses qu'if faudrait étayer en orientant des recherches vers une administrationcentrale des opiacés d'une part, et une étude in vitro, en évaruant par exempre raprolifération celfulaire sous I'effet des opiacés. D'autre part, en déterminant 'impricationdes cytokines (fL-1 et lL-2) dans la profifération ceiluraire après ladministration desopiacés.

concernant f imprication des benzodiazépines, nous avons noté un effetimmunoprotecteur des faibles doses du Tranxène (benzodiazépine à profil anxiolytique),vis à vis de f immunité cellulaire des animaux stressés. Nous avons montré aussi que reflumazénil (antagoniste des récepteurs benzodiazepiniques), administré aux animauxstressés a tendance à inverser les effets du stress vis à vis de la régulation du nombredes cellules T cD4 et celui des cellules NK, particulièrement après ladministration desdoses intermédiaires (Smg/kg) comparé aux animaux stressés et traités au Nacr o.g %.

Dans cette partie de ce travail, il serait intéressant aussi de déterminer le rôle etI'implication des neurostéro'rdes (centraux) et des glucocortico'rdes (périphériques) dansles effets immunodépresseurs engendrés par fe stress expérimental, en étudiant dans unpremier temps, les effets d'un prétraitement aux anticorps anti-DBl euou anti_cRH chezles animaux stressés' Dans un deuxième temps, on évalue après un prétraitement auxbenzodiazépines' le taux des neurostéro'rdes et celui des glucocortico.rdes ainsi que laprolifération celfulaire chez les animaux stressés.
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Enfin, les perspectives de ce travail peuvent concerner aussi le rôle et I'implication des

cytokines, dans I' impact du stress sur le fonctionnement du système immunitaire. Non
seulement, celles-ci coordonnent I'action des différents types de cellules immunitaires,
mais elles permettent également une régulation efficace de la fonction immune par le
système nerveux central. Le rôle joué par les cytokines cérébrales dans I'activation de
I'axe corticotrope, ainsi que dans les modifications comportementales et psychiques,
ouvre de nouvelles voies de recherche. Des altérations de I'expression de ces cytokines
pourraient contribuer dans certaines pathologies mentales telles que la dépression.
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Abstract

Previous studies realized in the laboratory have indicated that application of experimental stress (such as unavoidable
footshock) induced significant behavioral, gastric and immunological alterations in mice. The aim of this study was to evaluate
effects of low doses of Atropa belladonna L., Gelsemium semperuirens L. and Poumon histanùne on stress-induced behavioral,
immunological and gastric alterations. Locomotor, postural and exploratory activities have been evaluated by two behavioral
tests: light/dark box and staircase tests. Immunological studies were investigated to count white blood cells subpopulations
(lymphocytes, neutrophils, monocytes and basophils) by coulter counter. The severity of gastric erosions was evaluated by
microscopic technique in mice after experimental stress. The results have demonstrated that low doses ol G. semperuirens L. znd

A. bellaclonna L. had a significant neurotropic and protective effects on behavioral and gastric alterations induced by experimental
stress. The immunological protective eflects observed were probably induced via their neurotropic eflects. The P. histamine
showed a significant immunoprotective and gastroprotective effect in mice exposed to experimental stress. O 2001 Elsevier Science
Ireland Ltd. All rights reserved.

Keyvorcls: Stress; Behavior; Immunity; Gastric erosions; Atropa belladomn L; Gclsemium semperuirens L I Poutttttrt listatttine

1. Introduction

Stress (physic, chemic or psychosocial) represents the
reaction of the body to stimuli that disturb its normal
physiological equilibrium or homeostasis.

A major physiological response to stress is an activa-
tion of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis
(Baxter and Tyrell, l98l), inducing an increase in circu-
lating levels of p-endorphin, ACTH and glucocorti-
coids. These hormones have been shown to alter
immune function (Flores et al., 1990).

Many authors have demonstrated that stressful
events can alter the immune system (Schneiderman and

* Côrresponding author. Tel.: * 33-3-87378505; fax: + 33-3-
87378506.

E-mail address; soulimani@zeus.univ-metz.fr (R. Soulimani).

0378-8741/01/$ - see front matter O 2001 Elsevier Science Ireland Ltd
P I I :  S 0 3 7 8 - 8 7 4  I  ( 0 0 ) 0 0 3 4 6 - 9

Cabe, 1985; Kappel et al., l99l: Kusnecov et al., 19921,
Dobbs et al., 1993; Ader et al.. 1995). Other studies
performed by Esterling and Rabin (1987) have found
that stress influenced the immune response by different
mechanisms; some of uhich are independent of adrenal
corticosteroïd action. Furthermore immunocytochemi-
cal studies have demonstrated that lymphoid organs are
innervated with nerve fibres containing classical neuro-
transmitter and neuropeptides (V/alker and Codde,
1985; Felten et al., 1987).

In general it is assumed that acute and repeated stress
in animal models as well as humans has been associated
with a decrease in the leukocl'te number which is due to
a decrease in the number of the peripheral lymphocytes,
whereas the neutrophils were unchanged after restraint
stress exposure (Millan et al.. 1996), other studies

All rights reserved.
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(Rinner et al., 1992) also demonstrated a decrease in
the number of leukocytes, associated with a shift de-
crease of the relative proportions of lymphocytes and
neutrophils after exposure to immobilization.

In animals, experimental stress had been shown to
induce various behavioral parameters changes, includ-
ing decreases in general locomotor activity and ex-
ploratory behavior (Cabib and Puglisi-Allegra, 1996;
Aloisi et al., 1997; Mitsushima et al., 1998).

Other works indicated that stress was involved in the
development of gastric ulcer (Ludwig-William and Lip-
kis, 1969; Yano and Harada, 1973; Murakami et al.,
1985; Redei et al., 1994). This include increase in release
of acid and pepsin, decrease in mucus secretion, alter-
ations in adrenal steroids and catecholamines, hypoten-
sion followed by ischemic damage in the gastric
mucosa, and alterations in prostaglandin synthesis.
Some of these events, if not all, appear to be controlled
by the central nervous system (Hernandez, 1986).

The data sought to investigate the effects of Atropa
belladonnq L., Gelsemium semperuirens L. and poLtmon
histamine in mice after stress exposure.

A. belladonna L. is a medicinal plant knoun for its
sedative and local analgesic properties (Bezanger-
Beauquesme et al., 1990; Valnet, 1992). The principle
active compound is atropine (Demarque et al.. 1995). It
was also indicated that A bellqdoma L. possessed other
properties as hypertensive (Abraham et al., l98l), an-
tiarhythmic (Chadda et al., 1971), antiulcer and antivi-
ral (Smith, 1983).

G. sentperuirens L. is a medicinal plant which pos-
sesses also sedative and analgesic properties (Valnet,
1992). Principle Active compounds were: gelsemine,
sempervirine and gelsemicine (Demarque et al., 1995).

P. Iristanùne contains several inflammatory, and aller-
gic mediators: such as histamine, leukotriene. it has
been indicated to regulate allergic reaction mechanisms
(Demarque et  a l . ,  1995).

The aim of present study was to further evaluate the
plrarmacological effects of A. belhdonna L., G. sentper-
uit"ens L. and P. histctntine in stress-induced chan_ses on
behavioral, immune and gastric responses in mice.

2. Materials and methods

2.1. Aninnls

Male Swiss mice (Breeding R. Janvier, France),
weighin_e between 38 and 44 g, 12 weeks of age at the
time of testing, were used in all experiments. Nlice rvere
acclimatized to laboratory conditions for l4 days be-
fbre being used. During this time animals were ,qroup-
housed (five per box) in polypropylene boxes
containing food and water ad l ibitum. The light cycle
was aLrtomatically controlled (12 l ightl12 darkness) and
room temperature adjusted to maintain 22 + 2"C.

2.2. Preparation of products

A. belladonna L., G. semperuirens L. and P. histamine
(obtained from Boiron laboratories). The doses of 5, 9
and 15 CH 'Centesimal hahnemaniennes', were pre-
pared by centesimal dilution l/100 (l ml of product /99
ml of alcohol) and injected intraperitoneally (ip) 30 min
before stress exposure (rr: l0). Two Control groups
(unstressed) were treated by an equal volume of these
products or by NaCl 0.9%.

The preparations used in these experiments were:
o P. histamine is prepared from the lung of guinea pig

sacrificed during a anaphylactic shock provoked ar-
tificially with ovalbumine.

o G. semperuirens L. is prepared from climbing shrub
of the family of loganiaceae. The dying mother is
essentially prepared from the root of the plant.

o A. belladonna L. is a plant of the family of
solanaceae. The dyin-u mother is prepared from the
flowery complete plant. the majority of active princi-
ples are in sheets.

2.3. Procedure of stress

Each group of five mice was kept in shock boxes
measuring 27.5 x 24 x 28.5 cm, connected to a shock
generator (Leitica, LE 100-26 shocker, generator
France) and subjected to 300 unavoidable shocks (2
s/shock, 150 pA; 9 s intershock interval) (Zalcman et
al., 1988). The control groups were composed of two
groups: mice of the first group received NaCl 0.9%
without stress, the second group received products
without stress.

The stressed groups were composed by two groups:
the first group received NaCl 0.9% 30 min before stress
exposure, the second group received products 30 min
before stress. All the animals were sacrificed 24 h after
stress application. Time separatin_e application of stress
and animal sacrifice was kept constant (24 h).

2.4. Behattioral sndy

To study the effect of stress on behavior, two con-
strainin-e tests were used to evaluate locomotor, ex-
ploratory and postural behavioral of mice.

2.4. 1 . Ligltt ldark box tesr

2.4.1.1. Appuratus. The apparatus consisted of a Plexi-
glas box, divided in two compartments (20 x 20 x 20
cm) by a black Plexiglas partition, communicating with
a small door, which the animal could easily pass, one of
them was darkened, the other was illuminated (Crawlev
and Goodwin, 1980; Costall et al.. 1989).
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2.4.1.2. Procedure. Immediately after stress exposure,
each subject was individually tested in five min sessions.
Testing was performed between 14:00 and 17:00 h.
Mice (previously stressed or not) were placed in the lit
box to initiate the test session. The amount of time
spent in the lit box was recorded in each time during 5
min after the first entry of mice in the dark box, the
number of rears in the light side, and the number of
transitions from dark to light side were recorded over 5
min.

Table I
Effect of low doses of Atropct belladonna L. and Gelsemiunr semperuirens L. on leukocyte numbers in mice

2.4.2. Staircqse test

2.4.2.1. Apparatus. The apparatus consisted of a Plexi-
glas enclosure (47 x 10 x 25 cm) with five identical
steps. The only light source in the room was a 60 W
desk lamp above the staircase (Simiand et al., 1984).

2.4.2.2. Procedure. The animals were individually
placed on the floor of the box; the number of steps
climbed and rears performed over a 5 min period were

Lymphocytes Neutrophils Basophils Monocytes

U ns t ressed saline -group

O C H Mean *  S .E.M.
oZ Variation

Stressed saline-group

0 c H Mean .|- S.E.M
'% Variation

Unstressed f trectted Atropa belladonna L. groups

Mean * S.E.M.
7, variation
Mean * S.E.M.
%, Variat ion
Mean * S.E M.
% Variat ion

Mean * S.E M.
(2, variation
Mean * S.E.M
'2, Variation
M e a n * S E M .
%, Variat ion

Mean  *  S .E .M .

7u Variation
Mean *  S.E.M.
7o Variation
Mean  f  S .E .M .
'% Var iat ion

Mean t  S.E.M.
%) variation

Mean  *  S .E .M

% Variation

Mean *  S E.M.

% Var iat ion

2.797 + 0.126
100%

2.0t2 + 0.162""
72%

2.600 + 1.214
93%

2 800 + 2.023
100%
3.125 + t .265
llz,yo

2.284 + 0.169
I l3ult
2.509 + 0.244*
125"
l  509 +  0 .105*

7 Solt

groups
2.023 + 0 235+
72%

2.265 + 0.285+
80%

2.850 +  0 .126
l0l"Â

2 34t + 0.27 |
n6%,
1.933 + 0.095
96%

2.592 + 0.148**
129"/o

0.844 + 0.039
100,,1,

0.439 + 0.026'
52',

0.754 + 0.254
89%

0.852 + 0.065
100'v"
0.956 + 0.059
n3%

I  6 l  +  0 . 1 2 1 * * *
366%'
L 4 3 4 + 0 . I 5 l * * *
326"
0 . 3 7 1  + 0 0 4
84%

0.825 + 0.023
97"1,

0.964 + 0.059
ll4,'1,
0.758 + 0.06-3
89',n,

0.38 + 0.06
86"/u

1 . 6 0 6 + 0  l l 6 * * *
366"1,
0.82 + 0.05-l***
r87%

0.370 + 0.05
t00%

0 0 6 4 + 0 0 0 5 ' " "
t7%

0 . 5 6 0 + 0 . 5 3 2 + + +
t 7  l %
0.260 + 0.286+ +

70%
0 . 6 8 9 + 0 . 5 6 0 * + *
186%

0 . l l l  + 0 . 0 0 5 + * *
t '73%
0.087 + 0.006**
t36%
0.052 + 0.005
81,'1,

0 . 2 3 1  + 0 . 0 - j l + +
62"

0.352 + 0.059
95"/,,

1 .380 +  0  063
102%

0.057 + 0.004
89%

0.066 + 0.008
103,/;
0 . 1 3 7  +  0  0 1 7 * + *
2 t4%

1 . 6 3 2 + 0 . 1 8 2
t00%

I .042 + 0.018"
64"/o

1 .568 +  0 .189
96%

1.698 + 0.062
104"/o
| 602 + 0.253
98%

l . 8 l l  + 0  1 4 2 " + *
173"1,
l . l l 9 + 0 . t 3 1
t07%
1.341 +  0  095*
129"/o

I  7 ) 5 + O ? 7 1 +

7s%
0.986 + 0.060* *

60%'
1 .560 + 0.092
95"/o

0.87 + 0.087
84"1,

1 . 1 3 5 + 0 . 1 5 8
109%
I .17 + 0.037
llz'%

5 C H

9 C H

1 5  c H

5 C H

9 C H

1 5  c H

5 C H

9 C H

1 5  C H

5 C H

9 C H

1 5  C H

Stressedltreated Atropa belladonna L. groups

Unstressed f trettte./ Gelsemium sempervirens L

Stressedltreutetl Gelsemium sempervirens L. groups

"  P<0.05 ;
o o  P < 0 . 0 1 ;
ooo P<0.001; stressed-saline compared to unstressed-saline mice.
*  P < 0 . 0 5 ;
* *  P < 0 . 0 1 ;
*+* P<0.001; stressed-treated compared to stressed-saline mice.
+  P<0.05 ;
+  +  P < 0 . 0 1 ;
+ + + P<0.001; unstressed-treated compared to unstressed-saline mice
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Table 2
Effect of low doses of Poumon histamine on leukocytes number in stressed mice

Lymphocytes Neutrophils Basophils Monocytes

Unstressed saline -group

0 c H Mean * S.E.M.
o% Variation

Stressed saline-group
O C H Mean * S.E.M.

% Variation

Unstressedf trealed Poumon histamine groaps
Mean * S.E.M.
% Variation
Mean * S.E.M.
o/o Variation
Mean f S.E.M.
o% Variation

Mean * S.E.M.
oZ Variation
Mean * S.E.M.
% Variation
Mean * S.E.M.
oÂ Variation

2.797 + 0.126
100%

2.012 + 0.162""
72%

2.701 + 0.205
96%

2.986 + 0.274
. 106%

? q ô ? + n 7 s 6 + +

139y"

2.385 + 0.208
tt8%
2.598 + 0.229*
t29%
3.661 + 0.148**
t82%

0.844 + 0.039
100%

0.439 + 0.026.
52%

0.952 + 0.052
t12%
1.23t + 0,265+ +
145%
1.023 + 0.201
12 t%

1.857 + 0.226***
423%
3.130  +  1 .612* * *
7t2%
1.010 + 0.045***
230%

0.370 + 0.050
100%

0.064 + 0.005"""
t7%

0.456 + 0.056
123%
0.321 + 0.052
86%

0.507 + 0.026+ +

137%

0.176 +  0 .016*+*
275%
0,078 + 0.004
122%
0.071 + 0.009
n0%

|.632 + 0.t82
100%

1.042 + 0.018""
64%

1.758 + 0.189
107%
1.702+0 .160
104%
1.689 + 0.231
t03%

1.414  +  0 .171*
t35%
1.607 + 0.174**
154%
1.600  +  0 .131* * *
t53%

5 C H

9 C H

15 CH

5 C H

9 C H

15 CH

Stressedf treated Poumon histamine grozps

"  P<0.05 :
"  P < 0 . 0 1 ;
"' P<0.001; stressed-saline compared to unstressed-saline mice.
*  P<0.051
* *  P < 0 . 0 1 ;
*** P<0.001; stressed-treated compared to stressed-saline mice.* P<0.05;
++ P<0.01;+ + + P<0.001; unstressed-treated compared to unstressed-saline mice.

recorded. A step was considered as being climbed when
the mouse had placed all four paws on a step. The
number of steps descended was not taken into account
in order to simplify the observations. After each test
session, the box was cleaned to eliminate any olfactory
cue which might effect the next animal's behavior.

2.5. Immttnologicctl study

Mice were anaesthetized 24 h after stress exposure
with an intraperitoneal injection of pentobarbital
(Sanofi, France), 6% diluted at l l l0 in the NaCl 0.9%.
Blood was then collected in heparinized tubes by heart
puncture.

2.5.1. White blood cells counts (WBC)
Total concentration of WBC in peripheral blood

were determined using a coulter counter (Technicon
H-2).

2.6. Microscopically studies

The severity of gastric erosions in stressed mice and
effects of different products.

Twenty-four hours after stress, the abdominal cavity
was opened, and the stomach rvas immediately re-
moved, opened along the greater curvature and washed
with solution of tyrode (NaCl: 8 _s/KCl: 0.2 glMgClr:
0.1 g/NaHCOr: I g/CaClr: 0.2 g/Na.HPOo: 0.05 g/glu-
cose: I g distil led water: 1000 ml).

The mucosal side of the stomach was photographed
by a microscopical apparatus equipment (Nikon FDX-
35.Labophot). The severity score of mucosal erosions
was calculated as the summation of the lent of erosions
(Yano and Harada, 1973). Protective action of the
products on the severity score of gastric erosions was
calculated using the follorving fomula:

Protection (%) : a - b la x 100

where a is the mean severitl, score of gastric erosions of
stressed saline group; à is the mean severity score of
gastric erosions of treated and stressed group.

2.7. Statistical analysis

Data are expressed as means + S.E.M., statistical
differences were calculated by one way ANOVA, fol-
lowed by Student-Newman-Keuls post hoc analyses.
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treated compared to stressed-sal ine mice. + p<0.05; + + P<0.01; + + + P<0.001; unstressed-treated conrpared to unstressed-sal ine mice'

(b) Efiect oi A brllnrtonnn L. on rransirion, rears and time spent in the lit compartment of the light/dark bor rest in stressed mice. US, unstressed

groups ;  s ,  s t resse  groups .  N:10 .  "p<0.05 ;  " .p<0.01 :  
ooop<0.001;  s t ressed-sa l ine  compared ro  uns t ressed-sa l ine  mice .  *P<0.05 ;

* * p < 0 . 0 1 ; * * * p  0 . 0 0 1 ; s t r e s s e d - t r e a t e c i c o m p a r e d r o s t r e s s e d - s a l i n e m i c e .  * P < 0 . 0 5 ;  + +  P < 0 . 0 1 :  + + +  P < 0 0 0 1 ; u n s t r e s s e d - t r e a t e d

comDared to unstressed-saline mice
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F ig  2  ( a )E f f ec to fGc l - ; enùnnscn rpc t t ' i r cnsL .ons tepsc l imbedand rea rso f s t r essedm ice in thes ta i r case tes t  

US .uns t ressedg roups ;S . s t r essed
g r o u p s '  À ' :  l 0  ' P < 0 0 5 ;  

" P < 0 . 0 1 ;  " " P < 0 0 0 1 ;  s t r e s s e d - s a l i n e  c o m p a r e d  t o  u n s t r e s s e d - s z r l i n e  m i c e  * p < 0 . 0 5 :  * * p < 0 0 1 ;  i * * p . 0 0 0 1 ;
stressed-t rea ted compared to stressed-sirline mice. * p < 0 05: + + p < 0 0 I ; * + + p < 0.00 I ; unstressed _treated compared to unstressed_sil_
line mice (b) Effect of G senrpert'irerts L on transitions. rears ancl time spent in the lit compartment ol rhe 1ight dark box test in stressed mice
US.  uns t ressed  g roups ;  S ,  s t r essed  g roups  N :10 .  " p<00 j ; . . p<0 .01 ; . . . p<0 .001 ;  s t r essed_s : t l i ne  comparc ,d  t o  uns t ressec l_sa l i ne  mrce .r P < 0 ' 0 - 5 :  * * P < 0 . 0 1 ;  * * * P < 0 . 0 0 1 :  s t r e s s e d - t r e a t e d  c o m p a r e d  t o  s t r e s s e d - s a l i n e  m i c e .  +  P < 0 0 5 ;  -  +  p < 0 0 1 ;  +  +  +  p < 0 . 0 0 1 :  u n -
stressed-treated compared to unstressed-sal ine mice.
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Fig 3.  (e)  Ei fèct  of  porunon hist juni i le  on steps c l imbed and rerrs ofstressed mice in the sta i rcase test  US. unstressed groupsl  S,  st ressed groups

N : t 0  o p < 0 . 0 5 ; . . P < 0 0 1 ;  " ' P < 0 0 0 1 ; s t r e s s e c l - s a l i r r e c o m p a r e d t o u n s t r e s s e d - s a l i n e m i c e . * P < 0 . 0 5 :  
* * P < 0 . 0 1 :  * * * P < 0 0 0 1 ; s t r e s s e d -

trcated compâred to stressed-sal ine mice.  + p<005; + + P<001; + + + P<0.001; unstressed-treated conrpared to unstressed-sal ine mtce

(b) E, f fèct  of  p l t is lunt ine on t ransi t ions,  rears and t ime speut in the l i t  conpartment of  the l ight /dark box test  in st ressed ni ice US, unstressed

g roups ;  S ,  s t r essed  g roups .  N=10 .  .P<0 .05 ;  "P<0 .01 ;  " 'P<0 .001 ;  s t r essed -sa l i ne  comp i t r ed  t o  uns t ressed -sa l i ne  m ice  *P<005 ;

t+  p<0 .01 ;  * * *  P<0001 ;  s t r esse t l - t r ea tec l  compared  t o  s t r esscc l - sa l i ne  m ice  +  P<0 .05 ;  +  +  P<0011  -  +  +  P<0001 ;  uns t ressed - t r ea ted

cornplred to unstressed-sl t l iue mice
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Differences between means were considered sisnificant
i f  P < 0.05.

3. Results

3.1. Beltauioral studies

3.1.1. A. bellqdonnct
As shown in Fig. la, the experimental stress induced

a significant decrease in both mice rears and steps
climbed in the staircase test (45 and 59%: p < 0.01 and
P < 0.001, respectively) compared to the unstressed-sa-
line group, in this same behavioral paradigm,

A. bellqdonna was able to reverse the effects of stress
on these behavioral parameters, this effect was signifi-
cant only at 15 CH of A. belladonna (rears: 52o/o,

P < 0.01; steps climbed 56%; P < 0.01). However, the
unstressed and treated mice with 5 and l5 CH showed
a significant decrease on steps climbed number (32 and
60%: P <0.05 and P <0.001, respectively). Whereas,
the number of rears decreased only at 9 CH (26%,
P <  0 .01) .

In the light/dark box tesr, the stress applied to mice
induced a significant increase in the time spent in the lit
compartment (55%, P < 0.001), whereas it decreased
the number of transitions from dark to lit side and
rears (40 and 28oÂ; P<0.001 and P<0.01, respec-
tively) compared to the unstressed-saline group.

All doses of A. belladonnu failed to have any effect
on rears compared to the stressed-saline group in the
light/dark box test.

However, A. belladonna reversed the effect of stress
on transitions and time spent in lit compartment at

Fig.4 (a)  Microphotograph of  the stomach v i l los i ty  d isplays a ferv _qastr ic  erosions.red points ' (  x  60).  (b)  i \ l icrographs ol - the stomach of  st resseo
mouse ( x 32). Severe gastric erosions are observed after stress exDosure.
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5 C H  5
9 C H  2
1 5 C H  5

9 C H  5
1 5 C H  5

5 C H  5
9 C H  5
1 5 C H  5

5 C H  5
9 C H  5
1 5 C H  5

5 C H  5
9 C H  5
1 5 C H  5

5 C H  5
9 C H  5
1 5 C H  5

Table 3
Effects of Atropa belladonna L, GelseniLrm semperuirens L and Pott-
mon histamine on the severity of gastric erosions in stressed micen

No. animals Mean severity P <

score
+  S .E .M  O

Protection (%)

Unstressecl saline -group

0 cH s 2.677 + 0 ztt l l l

S t ressecl sal ine -grottp

0 c H  5  8 . l l l + 0 . 5 1 1  0 . 0 0 1

(Jnstressetl f trectted ATropa belladonna L. groups

2.250 + 2.020 0.03
2.020 + 1.050 0.004
4 .023+1 .022  001

Stressedftreated Atropa belladonna L. groups

| .532+0417 0 .001
9.  100 +  0 .231 NS

Unstressed I trearcrl Gelsemiurn sempervirens L. gtoups

3.560 t 1.036 0 02 No Protection
2.050 + 0.206 0.005 23
2 5 6 0 + 1 0 8 6  N S  1 2

Stresse. l  |  î redlet l  Gelscmirrm sempervi rens L.  groups

2 6 6 7 + 0 5 4 6  0 0 0 1
5 0 4 7 + 0 8 0 r  0 0 0 1
3.500 + 0.128 0.001

I J n s t r c.s s e tl I t r e cttcrl Poumon histamine grtrrrps

climbed and rears numbers in unstressed mice (steps

cl imbed:  39 and 36%; P <0.01 and P< 0.01;  rears;25

a n d 2 8 o / o ;  P < 0 . 0 5  a n d  P < 0 . 0 5 ) .
In the light/dark box test, G. sentperuiret?r caused a

significant increase of transitions at 5, 9 and l5 CH (48,

36  and  19 "Â ;  P  <0 .01 ,  P<0 .05  and  P<0 .05 ,  respec -

tively). In contrast, at the same doses, it decreased

significantly the time spent in the l it compartment (60,

46  and34%:  P  <0 .001 ,  P<0 .01  and  P<0 .01 ,  respec -

tively), compared to stressed-saline group, whereas it

caused no effect on number of rears at all doses.

However, a decrease was observed only on rears num-

ber in unstressed mice treated with 5 and 9 CH com-
pared to the unstressed-saline mice (62 and 59%;

P < 0.001 and P < 0.001, respectively) (Fig. 2b).

3.1.3. P. histqmine
In the staircase test (Fig. 3a), one observed that

number of rears and steps climbed increased signifi-

cantly in mice treated by 5 and 9 CH of P. histamine in

the sta i rcase test  (  rears:  8 i  and 5I%; P <0.001 and

P<0 .001 ;  s teps  c l imbed :  100  and  83%;  P<0 .001  and

P < 0.001). However, the unstressed groups treated
r,vith 5, 9 and 15 CH of this product showed a signifi-

cant decrease on steps climbed ntlmber (37, 55 and

44n /o :  P  <0 .01 ,  P<0 .001  and  P<0 .01 ,  respec t i ve l y )

but the number of rears decreased only in mice treated

with 9 CH of P. histanine compared to the unstressed-

saline group (22"^, P < 0.05).
As shown in Fig. 3b, it uas observed that P histantine

at 5 and 15 CH reversed the effects of stress on mice,

i.e. it decreased the time spent in the i it compartment
(48 ancl 500/o; P < 0.001 and P < 0.001, respectively)

and increased the nr.rmber of transitions (38 and 39'%;

P < 0.01 and P < 0.01,  respect ive ly) .  In  contrast ,  9  CH

of P. lt istcrttrine tlte decreased rears nttmber (33'%, P <

0.05) .
Also observed in Fi-s. ib that the unstressed mice

treated with 5, 9 and 15 CH showed a significant

decrease on rears nttmber compared to ttnstressed-sa-

l i n e  m i c e  ( 6 5 , 4 5  a n d  6 0  :  P < 0 . 0 0 1 ,  P < 0 . 0 5  a n d

P < 0.01,  respect ive ly) .

3.2. Itnmunologic'ul studies

3.2.1. lïhite bloocl cells ctttrttrs

3.2.1.1.  A.  bel ludonna l .  . \s  shorvn in  Table l ,  the

lymphocytes, neutrophils. basophils and monocytes

numbers has significantl l decreased afier stressor expo-

srlre compared to the tlnstressed-saline group.

It was also observed that in stressed treated group l.

belladonrtct L. at 9 CH sho*ed a slight and significant

increase of lymphocytes number, n'hereas l5 CH of this

same product decreased significantly the number of

lymphocytes. Neutrophils and basophils numbers were

o /

-J6

57

3.677 + 2.030 0.01
4 266 + | .230 0.001
3 0 2 3 + 2 1 2 0  0 0 3

No protecr ion

No protect ion

No protect ion

Stressed I treated Poumon histamine groups

2.500 + 0 289
4 0 5 0 + 1 4 7 0
4 0 2 0 + 1 2 3 0

0 001 69
0.01 s0
0.01 50

"  NS: not  s igni l icant
b The sever i ty  score of  gastr ic  erosions per stomach rvtrs calc l t lated

as the surnmat ion of  the lcngt l i  of  erosions

these sanre doses, i.e. it increased transitions number
(10 ,  131  and  8 l%;  P  <  0 .01 ,  P  <  0 .001  and  P  <  0 .01 )

and reduced time spent irt the l it conrpartnent (62' 60

anc l  620 /o :  P<0 .001 ,  P<0 .001  and  P<0 .001 ) .  These

effects lvet'e shown to be significant at all doses of l.

Bellaclonnct L. contpared to the stressed-saline grotlp.

Whereas the unstressed ntice treated with 5, 9 and 15

CH showed a dose dependant decrease on rears nttmber

C 5 .  5 4  a n d  l 5 o Â :  P < 0 . 0 5 ,  P < 0 . 0 1  a n d  P < 0 . 0 0 1 -

respectively). However, the time spent in the l ight com-

partn-rent iucreased signiflcantly at 5 CH of A. bella-

donna L. (37"/n, P < 0.01) (see Fig. lb).

3. 1.2. G. setnperuirens
As indicated in Fig. 2a, G. senryeruirens at 5 and 15

CH caused a significant iucrease in steps climbed in tl-re

staircase test (91 and 39n/oi P < 0.01 and P < 0'05)

compared to stressed-saline group. Whereas, the same

doses 5 and I 5 CH of this product decreased both steps
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strongly increased in stressed and treated mice with 5
and 9 CH of A. belladonne L. Whereas the number of
monocytes rvas increased significantly in stressed and
treated mice with 5 CH and 15 CH of A. bethdowmL.
However, one observed in Tabte I that the unstressed
treated mice with 5 and 15 CH showed a significant
increase on basophils number. On the contrary, 9 CH
of this product decreased the number of basoohils
compared to unstressed-saline mice.

3.2.1.2. G. senperuirens L.l. Table I showed an impor-
tant increase of lymphocytes number in stressed treated
group at 15 CH of G. semperuir.ens. L. A signiûcant
increase in neLrtrophil numbers was observed at 9 and
l5 CH. Whereas a significant increase in basophil num-
ber was observed only at 15 CH of G. sentperuirens L.
compared to stressed-saline group. However, it caused
no effect in monocytes number at all doses.

The unstressed mice treated with 5 and 9 CH de-
creased significantly the lymphocytes and monocytes
numbers, but only 5 CH catused a significant decrease
on basophils number compared to the unstressed-saline
group.

3.2.1.3. P. histuntine. As shown in Table 2, a significant
increase of lymphocytes number in stressed treated
group at 9 and 15 CH of P histunu)le was observed.
Horvever, a si_cnificant increase of basophils number
was noted at 5 CH. At all doses of p. hlstctmine zt
si_gnificant increase of monocytes and neutrophils num-
bers rvere observed compared to stressed-saline group.
In the unstressed treated -eror-rp with 15 CH of p.
It i.stcuttitte, a si_enificant increase of lymphocyte and
basophi l  numbers rvas noted but  only  9 CH of  th is
product  increased the number of  neutrophi ls  comparecl
to unstressed-saline -qroup.

3. 3. fuI ic' ros c' op ica l,\ t ud i cs

Tl.re number of elosions per stomach increased after
stress application compare d to the r,rnstressed-saline
group (Fig.  4a and b) .

Table 3 showec.l a si_enificant declease of gastric ero-
siorrs irr stressed rnice after treatment with l. halludonncr
L. at 9 CH, a marked decrease of _eastr-ic erosions after
treatnrent was also observed with G. .sertrltertirttt.s L.
airrd P. histuntittc at all doses, the greatest protectlon ol.l
the severity of -qastric erosions rvas obser.ved in stressecl
mice treated with 5 CH of P. histrunitte anci G. .\emper-
t, iretts' L. One also observed in Table 2 that 9 CH of A.
belladotuttt L. and G. sctnperttir-ens L. decreased signifi-
cautly the gastric erosion in unstressed treated groLrp.
In contfary, the unstlessed mice treated witl-t A. bella-
clotutu L. at 15 CH and G. .lenrperuirens L. at 5 CH
incleased the gastric erosions compared to unstressecl-
sal ine mice.  One observed a lso an increase in the gastr ic
erosions at all doses of P. lt isrctntine (Table 4).

4. Discussion and conclusions

In this study, the efflects of low doses o1 A. belladonnct
L., G. sentperuirens L. and P. histcnnine were investi-
gated on stress-induced alterations on behavior. im-
mune and gastric systems in mice.

As shown in this studi. L belludonnq L. was able to
reverse effects of stress on behavior, this may be related
to an anxiolytic-l ike effect of A. belluclonnn L., which
abolished the behavioral inhibit ion induced by the ex-
perimental stress. G. sentpertirens. L., also showed an
anxiolytic l ike effect on srressed mice particularly at 5
CH.

The results demonstrated that 5 CH and l5 CH of p.
histomine present the same effects on behavior at it was
seen with A. belladonna L. and G. semperuit.ens L.

Immunological studies demonstrated that all these
three products were able to reverse the effects of stress
on different leukocyte subpopulations. Horvever., this
protective effect was lar-ael1, apparent after treatment
with P. listcurtine.

Gastric erosions appeared ro be lower in the stressed-
saline group after treatment rvith G. sentpert,irens L.
and P. histanine at all doses. Whereas, A. belloclonnq L
was effèctive on the severirv of -sastric erosions only at
9 CH in stressed mice.

In summary, the data presented in this work showed
that A. bellaclonna L. at 9 CH and G. sentpert'irens L. aI
5 and l5 CH have an immunoprotective and gastropro-
tective properties. These efl-ects ar.e probably associated
to their neurotropic. anriolytic-l ike effects. Im-
mrrnoprotective effecr of P histcuttine at all doses is
probably associated ri ' i th irs pharmacological properties
on the immnne systeut. uirh neur.otropic effect as sec-
ond effect.
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Dans le but d'évaluer les effefs du sfress physique sur le taux de la

p endorphine (hormone de sfress et de douleur). /Vous avons

entrepris une étude expérimentale comparative chez des animaux

isolés ou sfressés physiquement, dans laquelle nous avons mis au

point une technique immunohistochimique sur le fissu

hypophysaire par le biais d'un marquage Streptavidine-Peroxydase.

Nous avons constaté chez les deux types d'animaux sfressés par

isolement social ou par sfress physique, la même intensité de

marquage et surtout la même localisation de l'hormone (au niveau

de quelques cellules opiocorticotropes et la majorité de l'hormone

se sifue au niveau des vaisseaux sanguins).

l. Détermination du taux de la B endorphine au niveau de I'antéhypophyse

de I 'animal: lmmunohistochimie

l- '1. Rappel de la technique immunohistochimique : immunomarquage

streptavid i ne-biotine peroxydase

L'immunohistologie est une technique destinée à mettre en évidence

certains constituants cellulaires et tissulaires ayant des propriétés

antigéniques ; i l s'agit de techniques de révélation des antigènes

intracellulaires par des anticorps marqués par des enzymes (la

peroxydase par exemple). Cette technique se résume dans ce schéma

suivant :  voir Fig. (pr incipe de la technique).

Ainsi,  I ' immunohistochimie, quelque soit  I 'ant igène recherché, suivra

toujours le même mode opératoire, et seule la spécificité de l'anticorps

changera, le protocole opératoire est le suivant :

1) Déparaffinage et montage des coupes à I'eau (Voir paragraphe coupes

histologiques).

2) Démasquage antigénique



Les antigènes, du fait des modifications conformationnelles de l'épitope

liées à la fixation, ne sont plus reconnus par les anticorps correspondants

après inclusion en paraffine. cette étape aboutit à un démasquage de

fonctions normalement non accessibles aux réactifs histochimiques : ce

démasquage est lié à la dénaturation de protéines globulaires qui

s,accompagne d'un déplissement de la molécule et donc I'apparition en

surface de groupes normalement enfouis à I' intérieur de l'édifice

moléculaire globulaire. Différentes méthodes de démasquage sont

poss ib |es(ch imique,enzymat iqueouthermique) ,mais lares taura t ion

antigénique de la chaleur reste la plus f iable pour donner les meil leurs

résultats.

cette dernière est la plus util isée, et a permis d'augmenter

considérablement le nombre d'anticorps util isables sur coupes en

paraffine, son optimisation est assurée par le contrôle de 4 paramètres :

- La température: à laquelle il est effectué : plus elle est élevée ' et plus le

démasquage est rapide et efficace'

-LepHdelaso|u t iondedémasquage:pour |agrandemajor i tédes

anticorps, l ' intensité du marquage est peu influencé par le pH de la

solution ; i l apparaît que les anticorps fonctionnels après démasquage

thermique répondent en quasi totalité à un prétraitement dans un tampon

citrate 10 mM à PH 6 (ou Plus élevé)'

_ La nature de la solution de démasquage : 4 solutions ont prouvé leur

e f f icac i té : | ,u rée l0mM, le tamponc i t ra teà10mM(pH6)et I 'EDTAà10

mM (pH 8) ; ces deux derniers offrent une grande sensibilité de marquage

et une grande reProductibilité'

-Duréededémasquage.Pourcer ta insant igènes,unga indes igna les t

obtenu avec un temps de démasquage prolongé'

3) lnhibition des activités enzymatiques endogènes

Certaines cellules contiennent naturellement des peroxydases pouvant

engendrer une fausse positivité lors de la révélation, afin de bloquer leur

activité, i l faudra en début de la technique immerger les lames en eau

oxygénée à 3 % (substrat des péroxydases)'



4) Incubation avec I'anticorps primaire.

5) lncubation avec I'anticorps secondaire marqué à la peroxydase.

6) Révélation avec le substrat de I'enzyme.

7) Contre coloration et montage des lamelles.

a) Réactifs utilisés

- Toluène neuf.

- Alcool absolu, alcool 95"c.

- Eau distil lée, eu courante, eau chaude.

- Tampon Tris 0.5 M, pH 7.6,

- Tampon citrate 10 mM, pH 6.

-  Eau oxygénée à3%.

- hématoxyline de Harris.

-  Comprimés de DAB (Sigma).

- Sérum normal de chèvre (dilué au 1/5è'")

- Anticorps primaire polyclonal ant i-Bendorphine ( lapin) (Euromedex).

- Anticorps secondaire biotinylés chèvre anti-lapin (DAKO).

- Système de révélation (DAKO) : complexe streptavidine-biotine conjugué à la

peroxydase.

- Substrat chromogène (Sigma) :  3,3 DAB (diaminobenzidine).



b) Protocole de marquaqe K sIJr coupes en paraffine >

On déparaffine les coupes soigneusement dans le toluène neuf pendant 10 à

15 min. Ensuite on déshydrate dans de I 'alcool absolu (5 min).On r ince à I 'eau

courante pendant 2 min. On procède à I ' immersion des lames dans de lH2O2

et on rince à I'eau courante. On met les coupes dans le tampon citrate en

ébul l i t ion dans un bain marie à 97"C pendant 40 min. Par la suite on procède à

un refroidissement du tampon citrate pendant 20 min. On lave les lames à

l'eau pendant2 min. On transfère les coupes dans le tampon Tris pendant 2

min. Les lames sont disposés à plat en chambre humide et recouverte de

sérum normal de chèvre dilué au 1/5èt" pendant 10 min. On recouvre chaque

coupe avec I'anticorps primaire spécifique de la P endorphine, dilué au

1/500è'" pendant 30 min. On lave au tampon Tris pendant 5 min. Ensuite, on

recouvre les lames du complexe streptavidine-biotine-peroxydase dilué au

1/500ètt dans du tampon Tris. Les lames sont recouvertes par du substrat

chromogène (DAB) pendant 10 à 15 min. On colore légèrement les noyaux à

I 'hématoxyl ine de Harr is pendant 1 min. On fai t  bleuir les coupes quelques

secondes dans I'alcool amoniacal à 3 %. On procède aussi à la déshydratation

dans des alcools successifs à 95'et 100. Enfin on immerge dans du toluène et

on col le les lamelles et on laisse sécher sur la plat ine.



(x 10)

1x 40)

Fig.l. Expression de la p endorphine dans l'antéhypohyse des souris non stressées
(Marquage Streptadine-Peroxydase). Marquage positi f: localisation de I' hormone au
niveau des vaisseaux.



(a)

Fig.2. Expression de la p endorphine au niveau de I'antéhypophyse des souris
exposées au stress physique et psychosocial (x a0). (a): Antéhypophyse des souris
exposées au stress physique, la localisation de la p endorphine est au niveau des
cellules productrices et au niveau des vaisseaux. (b): Antéhypophyse des souris
exposées au stress psychosocial, la même intensité de marquage, et la même
localisation de I'hormone (les cellules productrices et les vaisseaux).



I) Détermination du nombre des leucocytes, celui des lymphocytes T CD4, TCDS

et celui des cellules NK à différents intervalles séparant Ie stress du dosage 0h

(Immédiatement), 24h et 48 après (Voir Fig.la,Za,3a et Tab.3a et 3b).

II) Détermination du nombre des leucocytes, celui des lymphocytes T CD4, TCDS

et celui des cellules NK à différentes durées des deux types de stress appliqués:

(Voir Fig. 1b,2b,3b; Fig. 1c,2c,3c ; Tab. la, lb et2a ,2b).

- Stress physique (25min, 50min et 75 min).

- Stress psychosocial (1h, 2h et 4h).

III) Dosage de la corticostérone à différentes durées des deux types de stress

appliqués: (Voir Fig. ld,2d).

IV) Dosage de la corticostérone à différents intervalles séparant Ie stress du

dosage (Voir Fig. 3d)
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Fig. la Effet de I'intervalle séparant le stress du dosage sur le
nombre des lymphocytes TCD4 chez la souris
N:9x4 lots +** P<0 001, **: P<0.01

Fig. 2â. Effet de l'intervalle séparant le stress du dosage sur le nombre
des lymphocytes TCDS chez la souris

N=9x4 lots.

Fig.3a. Effet de I'intervalle séparant le stress du dosage sur le nombre
Des cellules tueuses NK chez la souris. N=9x4 lots r* : P< 0 01.
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Fig. 1b. Effet des différentes durées de stress psychosocial sur le nombre
nombre des lymphocytes TCD4 chez la souris

N=9x4 [ots.***: P<0.00l, ** P<0.01.

Fig. 2b. Effet des différentes durées de stress psychosocial sur le
nombre des lymphocyres TCDS chez la souris.
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Fig. 3b.Effet des différentes durées de stress psychosocial sur le
nombre des cellules tueuses naturelles NK chez la souris

N:9x4 lo ts  * * * :  P< 0 .001:  * * :  P<0 01 .
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Fig.lc. Effet des differentes durées de stress physique
sur le nombre des lymphocy'tes T CD4 chez la souris

N=9x4 lots. {.**. P<0.001, **.P<0.01.

Fig.2c. Effet des différentes durées de stress physique
sur le nombre des lymphocltes T CD8 chez la souris.

N=9x4 Iots.

Fig.3c. Effet des différentes durées de stress psychosocial sur Ie nombre
des cellules tueuses NK. N= 9x4 lots. ** P< 0 0l ; * : P< 0 05.



Tableau la Effet des différenûes duées du stress physique sur le nombrc des
leucocytes chez la souris. N=9x4 lots. P<0.05 est considéré significatif'

INS : lmmunisê non stressê.
IS : I[ununises sresses-
Lym:lyr4phocytes;Nant:netrtrcphiles;Bas:basophiles;Mm:murocytes;Eos:eosino,phils.

Nombre &s
c€llules 103/pl

INS $
25 min 50 min 75 min

(150 chocs) (300 chocs) (450 chocs)
Lvm 3.824

-
0.296

ilt

3.541
+

0.457
P={.600

1.730
*

0.231
FO.007

4.403
+

0.480
F0.2r0

One Way
Anova

Effet des ditrér€ntes durees de stress
F(3.29F 10.620 : F0.0001

Neut 1.875
+

o.407
ill

1.520
+

0.r92
P=O.600

0 . 9 1 1
+

0.0.091
H.m7

5.021
+

0.920
P{.210

One Way
Anova

Effet des difrérentes dure€s de stress
F(3.25): 10.333 : F 0.0001

Bas 0.283
+

o.462
ill

0.014
+

0.014
P--0.001

0.097
+

0.028
P{.001

0.014

0.014
H.ml

One Way
Anova

Efret des différentes durees de stress
F(324F10.863 ; F0.0001

Mon 2.3N

0.231
ill

2.320
+

0.231
H.54n

1.9_50
t

0.121
F0.023

r.922
+

0.224
F0.100

OneWay
Anova

Effet des difrérentes durees de stress
F(3,24F3.443 ; F 0.032

Eos 0.003
+

0.003
ill

0.0ûr
1

0.028
F0.012

1.052
-

0.172
H.0001

0.050

0.023
F0.680

One Way
Anova

Effet des difiérentes duroes de stress
F(3,23)= 26.921; p= 0-0001



Tableere lb Effet des différentes durees de stresc physique sur les paramètres sanguias

chee la souris. N= 9r4 lotr. P4.05 est considéÉ significatif.

INS : Irununisrs nm $.ressê.
IS : Inrnunises dresses.
RBC :.les gtobules rouges ; vcM : volume globulaire moyat; HCT : herratocrite; PIqt : les plaqudes.

INS Is
25 min 50 min 75 min

(150 chocs) (300 chocs) (450chocs)

RBC ro?l
Moy

*.
SEM

P

8.460
+

0.191
ilt

8.077
t

o.226
FO.9E5

7.263
+

0.505
P=O.120

8.473
*

0.,t03
H.447

OneWay
Anova

Effet des difrérentes dure$ de stress
F(2.13F 0.483 ; P-- 0.627

vcM fi
Moy

+
SEM

P

51.200
+

0.785
ill

50.200
*

0.245
FO.6l4

48.567
+

0.650
P{.020

49.333
+

o.367
P=0.223

One Way
Anova

Effef des difiérentes durees de stress
F(2.13F 2.345 F 0.135

HCT-%
Moy

+
SEM

P

43.360
i

I.086
lll

37-550
+

1.888
H.167

35.417
*

2.695
P{.030

37.083
+

I .134
P={.119

One Way
Anova

Effet des différentes durees de str6s
F(2'13\= 3.436 ;PÈ 0.063' -

Ptcts 103/pl
Moy

+
SEM

P

483.500
+

108.391
i l l

254.L67
+

73.r94
F-0.060

646.167
+

28.866
H.170

562.875
+

63-377
F0.310

One Way
Anova

Effet &s différentes durees de stness
F(2.r3F 5.434:' F 0.019.



Tableau 2a Efiet des différentes durees de stress prychosocial sur le nombre
des leucocytes chez la souris. N=9x 4 lots. P< 0.05 est considéré significatif.

INS : lmmunisênon $ressê.
IS : Inrrrnmis€s $ess€s.
Lym: lynphocytes; Neut: nantrqhiles; Bas : basçhiles; Mor : morocytes; Eos: eosinophiles.

Nombredes
c€llules ld/pl

INS rs
zhlh 4h

Lym 3.824
+

o.296
ilt

3.617
*

0.468
F0.888

4.300
*

0.573
h-0.255

1.864
+

o.222
FO.mO6

One Way
Anova

Efiet des ditrércntes durees de stress
F(3,26F 9.195; ts 0.0003.

Neut 1.E75
+

0.407
ilt

4.940
+

1.6t7
F{.003

2.M7
+

0.648
FO.8l6

t.767
+

0.209
P=0.990

OneWay
Anova

Efret des difiérentes durées de strcss
F(3.20):3.207 : F 0.045.

Bas 0283
+

o.062
ill

0.020
+

0.020
P--0.083

0.0I7
+

0.017
F0.06

0.ffx)
+

0.000
F0.030

OneWay
Anova

Efret des différentes durées de stress
F(3-20): 14.E14 : FO.fiDl.

Mon 2.340
+

0.231
ilt

t .180

0.222
H.075

1.750
+

0.296
F0.431

1.150
*.

o-167
F-0.039

One Way
Anova

Efiet des différentes durées de stress
F(3'19)= 3.002: p= 0.056-

Eos 0.003
+

0.003
ilt

0.06

0.024
F{.338

0.100
+

0.063
F0.092

0.100
+

0.0,16
È{.070

One Way
Anova

Efiet des différentes dur€es de stress
F(3,r9F r.575, P: 0.228.



Tableau. 2b. Effet des différentes durees de stress psychosocial sur les paramètres
sanguins chez la souris. N=9x4 lots. P< 0.05 est considéree significatif.

INS : Immunises nql sress€s.
IS : krrnmises $ess€s.
RBC :.les globules roug€s ; VCM : volume globulaire moyan; HCT : hématocriæ ; Plqt : les plaqud.es.

INS $
2hlh 4h

RBC ro?r
Moy

+
SEM

P

8.,t60
-

0.19r
ilt

7.238
f

0.161
H.002

6.267
*

0.405
ts0.000r

8.906
+

0.206
F0.214

One Way
Anova

Efiet des difrérentes durées de stress
F(3. 16F 13.261 : F 0.0001.

VCMfl
Moy

-
SEM

P

51.200
+

0.785
ill

49.450
+

o.626
F0.434

46.486
-

2908
F-0.03

49.725
+

0.920
F0.483

One Way
Anova

Efiet des différentes duy'ees de stress
F(3.16F 0.773'. P= 0.526.

HCT "/"
Moy

+
SEM

P

43.360
+

1.086
lll

35.8s0

1.055
P{.010

33.814
+

3329
P{.013

43.450
+

1.463
P={.395

One Way
Anova

Effet des difiérentes tyoes de stress
F(3.13): 4.179: F 0.028.

Ptqts 103/pl
Moy

+
SEM

P

483.500
+

108.39t
F0.44t

394.2W

t09.724
F0.905

334.500
-

63.525
h-0.520

609.333
+

70.8t7
F0.050

One Way
Anova

Efret des différentes durées de stress
F(3.10F 1.881: F 0.196.



Tableau- 3a Effet de I'intewalle séparant le stress du dosage sur les paramètres sanguins
chez la souris. N4x4 lots. P< 0.05 est considéÉ signilicatif.

INS : lmmrurises non $ressés.
lS : Immtmisê s.ressê.
RBC :.les globules rouges ; VCM : volume globulaire moyen; HCT : hémæocrite; Plqt : lesplaquetes

INS
0h apres

Is
24 au'es 48 h ap'es

RBC 1o6/pl
Moy

+
SEM

P

8.460

0.191
lll

7.839
+.

o.2e
F0.138

7.263
-

0.505
F0.120

8.1  15
+

0.160
F0.315

One Way
Anova

Efiet de I'htewalle entre le strrss et le sacrifice
F(2.15F 1.735: F 0.218

vcMfi
Moy

:t

SEM
P

51.200
+

0.785
ltl

49.771
+

0.579
F-0.341

48.567
+

0.650
h-0.020

50.650
+

0.851
F0.812

One Way
Anova

Effet de I'intendle entre le strcss et le sacrifice.
F(2. l5F 0.459; F 0.643

HCT "/"
Moy

+
SEM

P

43.360
-

1.086
lil

33.7E1
+

4.245
F0.040

35.4r7
*

2.695
F0.030

41.150
+

0.409
F0.753

One Way
Anova

Efret de I'intervalle entre le strcss et le sacrifice.
F(2. l5)= 1.768; F 0.215

Plqts 103/pl
Moy

+
SEM

P

483.500
+

108.391
P--O.rl4l

617.430
*

23.9r2
F0.200

646.167
+

28.866
F0.170

642.839
-

98.483
F 0.03

One Way
Anova

Efiet de I'intervalle entre le stress et le sacrifice
FQ-22\:2.200' .  F 0.116



Tableau. 3b. Btfet de I'intervalle Éparant le stress du dosage sur le nombre des leucocytes
chez la souris. N=Jx4 lots. P< 0.05 est considéré significatif.

INS : Immunises non $resses.
IS : Immunises $ressê.

Nombre des
cellules 103/Fl

INS
0h après

n
24 après 48 h après

Lvmnhocvtes 3.824
+

o.2%
ill

4.600
t

0.310
F 0.02

t.730
+

o.213
F 0.007

5.250
+

0.598
F 0.005

One Way
Anova

Effet de I'intendle entrc le stress et le sacrifice
F(2,2EY5.120;F0.010

Nantroohiles 1.875
É

0.407
ill

1.570
*

0.303
F{.200

0.901
*.

0.281
P--0.019

2.O25
*

o.478
F 0.959

One Way
Anova

Effet de I'intendle entre le stness et le sacrifice
F(2.2O1=1.554;P=0.243

Basopbiles 0.283
-

0.062
ill

0.057
+

0.057
P-0.003

0.023
+

0.021
F0.001

0.150
+

0.119
F 0.238

One Way
Anova

Effet de I'intervalle entre le stress et le sacrifice
F(2.20)= 2.985: F 0.081

Monocvtes 2.340
+

0.231
ill

l .r57
*

0.303
F0.00I

1.950
+

l .  12 l
F 0.023

0.975
+

0.236
F 0.004

One Way
Anova

Effet de I'intervalle entre le stress et le sacrifice.
FQ,lt):10.9s5 ; F 0.0014

Eosinophiles 0.003
+

0.003
t/l

0.014
*

0.014
H.323

1.052
+

0.t72
F0.0001

0.025
+

0.023
F 0.343

One Way
Anova

Effet de I'intervalle entre le strcss et le sacrifice
F(2,l7]- 0.490 , P= 0.622
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Fig.ld. Effet des différentes durées de stress physique sur la concentration
plasmatique de la cort icostérone chez la souris. N=5x 4 lots. r**:P< 0.001,**:P<0.01

Fig.2d. Effet des différentes durées de stress psychosocial sur la concentration
plasmatique de la corticostérone chez la sortris. N=5x4 lots. r: P<0.05.

Concentrat ion de la cort ico en ng/ml



o

o
o
oï , o
3 0
o
o
o
o

o
g

9 IJJ
Èo
o
g
6

o

24h
0 h

24h

0 h

N S

20 40
C o n c e n t r e t l o n  d e  l a  c o r t i c o s t é r o n e  e n  n g / m l .

Fig. 3d. Effet du stress (physique et psychosocial) sur la concentration plasmatique
de la corticostérone. le dosage a été fait immédiatement (0h) et 24h après le stress.

CE: chocs électriques, Iso: isolement social. NS:non stressés. N=5x4 lots.
* * * :  P<0.001:  o :  P< 0 .05 .
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The main objective of our study was to investigate the importance interval separating the
immunization of the application of stress in disturbances on immune, behavioral and gastric
functions of mice. Our results showed that hormonal immunity was increased after the application
of stress, however, the cellular immuniry was considerably decreased in the stressed animals. The
stress showed tendency to decrease the locomotor and explorator activify of animals in two used
tests: light /dark box test and the staircase test. The results also indicated that the stress
significantly increased the gastric mucous lesions.
In order to extend our research we have conducted a comparative and experimental study using
two models of stress, social and physical stress. These experiments provide some examples of
disturbances generated by these two models of stress. The two models were applied at short and
long term on general behavior, cellular immunity, gastric and hormonal responses. Our results
showed that the two types of stress have tendency to decrease the number of TCD4 and to increase
the circulating cells NK. On the other hand, these disturbances didn't affect the number of T CD8
cells. Concerning the gastric response, our results showed that the inflammation of the gastric
mucous is more important in animals exposed to the physical stress in comparison with the
isolated animals. Concerning the behavior, we noted that the explorer activity decreased after the
application of the two stress models.

The dosage of plasma catecholamines was determined using HPLC and the plasmatic
corticosterone level was detected by RIA technique. We noted that the applied physical stress
considerably increased the rate of the corticosterone and also of one of the catécholamines
(adrenaline and noradrénaline) compared rvith those animals exposed to the social stress.

In our study we were also interested in investigating the role and the implication of opioidergic
and benzodiazépiniques systems on the different immunities disturbances generated by stress. Our
results put more emphasis on the implication of opioids and benzodiazepines receptors on the
immunosuppressor effect of the experimental stress in mice.

In the second part of the work, we studied the pharmacological properties of the different plants
and animal compounds such as Atropa belladonna L., Gelsentium sempervirens L., Poumon
histamine and Histaminium to induce behavioral, immune and gastric responses. The results
showed that A. belladonna L. has a pharmacological profile of anxiolytic type to 9 CH, whereas G.
sempervirens L. possesses immunoprotective and gastroprotective properties, particularly to doses
5 CH and l5 CH. These effects are probably associated with their neurotropic, anxiolytic-l ike
effects. P. histamine resulted in a pharmacological active effect on immune system in all tested
doses. These effects of P. histanine are probably associated with its pharmacological properties on
immune system with a secondary effect of neurotropic type. In the second step, we studied the
pharmacological properties of G. sempervirens L., P. histamine and Histaminium on stress induced
alterations in TCD4, TCD8 and NK cells. The results showed that only 9 CH of all three products,
reversed stress-induced response ofNK cells.

Kev words: Stress, Immunity, Behaviour, Mucous Gastric, Corticosterone, Catecholamines,
Opio ids,  Benzodiazépines.



Dans une étude préliminaire, nous avons montré l'importance de I'intervalle séparant
I'immunisation de I'application du stress dans les perturbations des fonctions immunitaire,
comportementale et gastrique chez la souris. Nos résultats ont montré que I'immunité humorale
augmente après I'application du stress, alors que l'immunité cellulaire diminue considérablement
chez les animaux stressés. Sur le plan comportemental, le stress a tendance à diminuer l'activité
locomotrice et exploratoire des animaux dans les deux tests utilisés (test de la chambre
claire/obscure et le test de l'escalier). Nos résultats ont montré aussi que le stress augmente de
façon importante les lésions de la muqueuse gastrique chez la souris.

Dans le but d'approfondir ce travail, nous avons entrepris une étude expérimentale comparative
utilisant deux modèles de stress (stress social et physique). Cette étude fournit quelques exemples
des perlurbations engendrées par ces deux modèles de stress appliqué à court terme et à long terme
sur le comportement général, l'immunité cellulaire et sur les réponses gastriques et
endocriniennes. Nos résultats ont montré que les deux types de stress ont tendance à diminuer le
nombre des lymphocytes auxiliaires TCD4 et à augmenter celui des cellules NK circulants. Par
ailleurs, ces perturbations ne concernent pas les cellules T CD8 chez les animaux exposés aux
deux types de stress. Concernant, la réponse gastrique, nos résultats ont montré que I'inflammation
de la muqueuse gastrique est beaucoup plus importante chez les animaux exposés au sftess
physique comparé aux animaux isolés. Concernant le comportement, nous avons noté que
I'activité exploratoire, diminue après I'application des deux modèles de stress étudiés.

Le dosage des catécholamines plasmatiques a été réalisé par HPLC alors que celui de la
corticostérone plasmatique a été plutôt évalué par la technique RIA. Nous avons constaté ainsi que
le stress physique augmente considérablement le taux de la corticostérone et celui des
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) par rapport aux animaux exposés au stress social.

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à l'étude du rôle et
de I'implication des systèmes opioïdergiques et benzodiazépiniques dans les différentes
perturbations immunitaires engendrées par le stress. Ces résultats mettent I'accent sur I'implication
des récepteurs opioïdes et benzodiazépiniques dans les effets immunosuppresseurs engendrés par
le stress expérimental chezla souris.

Dans cette deuxième partie du travail et dans un premier temps, nous avons étudié les propriétés
pharmacologiques de différents produits d'origine animale et végétale tels que '. Atropa belladonna
L., Gelsemium sempervirens L., Poumon histamine vis à vis des réponses comportementales,
immunitaires et gastriques induites par le stress expérimental. Les résultats ont montré que A.
belladonna aurait plutôt un profil pharmacologique de type anxiolytique à 9 CH, G. sempervirens
posséderait plutôt des propriétés immunoprotectrices et gastroprotectrices, particulièrement aux
doses 5 CH et 15 CH. Ces effets sont associés probablement à leur profil neurotropique,
anxiolyique-like. Cependant P. histqmine a montré un effet pharmacologique plutôt actif sur le
système immunitaire à toutes les doses. Ces effets de P. histamine sont probablement associés à sa
principale activité pharmacologique sur le système immunitaire, avec un effet secondaire de type
neurotropique. Dans un deuxième temps, nous avons étudié les propriétés pharmacologiques de G.
sempervirens , du P. histamine et de l'Histaminium vis à vis des altérations de l'immunité cellulaire
(TCD4, TCDS et NK), induites par le stress expérimental: Nos résultats ont montré que la dose 9 CH
des trois produits, s'oppose aux effets immunosuppresseurs du stress uniquement vis à vis de la

régulation de la réponse des cellules NK.

Mots clés: Stress, Immunité, Comportement, Muqueuse Gastrique, Corticostérone,
C utéc h o lamines, Op ioïdes, B enzo diazép in es, S o u r is.




