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Introduction  

L’anxiété est souvent employée comme un synonyme du mot « stress ». Il n’existe pas 

de définition universellement acceptée de celle-ci. Certains auteurs l’ont définie comme un 

état émotionnel complexe, une combinaison de sentiments de peur, d’appréhension et 

d’inquiétude, souvent accompagnés par une instabilité ou une tension (Graziani, 2005). 

L’anxiété, conséquence du stress environnemental et psychosocial, mais également une des 

causes supposées du stress oxydant, est considérée comme le mal du siècle par de nombreux 

chercheurs (Graziani, 2005; Kuloglu et al., 2002a,b) du fait de ses effets néfastes au niveau 

cellulaire et organique lorsqu’elle est chronique, intense, inéluctable et indésirable. La 

littérature décrit plusieurs types de troubles anxieux : troubles paniques, avec ou sans 

agoraphobie, agoraphobie sans antécédents de troubles paniques, phobies spécifiques 

(auparavant phobie simple), phobie sociale (trouble anxiété sociale), trouble obsessionnel 

compulsif, trouble d’anxiété généralisée, état de stress post-traumatique et état de stress aigu 

(Graziani, 2005). Des désordres d’origines diverses peuvent accompagner l’anxiété entraînant 

des troubles comportementaux et qui touchent, à titre d’exemple, environ 30 % des habitants 

des pays industrialisés (Gingrich, 2005) et semblent suivre une progression. Le lien de 

l’anxiété avec les désordres organiques et fonctionnels est de plus en plus discuté et les avis 

partagés entre la considération de l’anxiété comme conséquence ou cause font partie d’un 

débat très actif entre les membres de la communauté scientifique. 

Le désordre induit par l’anxiété ou lié à l’anxiété semble avoir comme mécanisme 

d’affection le stress oxydant cellulaire. Ainsi, le stress oxydant est qualifié d’un état de 

déséquilibre cellulaire entre le système antioxydant et prooxydant endogène. Lors d’un excès 

de proxydation ou d’une faible activité antioxydante la balance est en faveur d’une production 

massive des espèces réactives oxygénées (ERO) (Halliwell and Gutteridge, 1999). Le rôle 

délétère des radicaux libres est de plus en plus connu et a été suggéré pour la première fois par 
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Harman en 1956 qui proposait que les ERO formées au cours de la respiration cellulaire 

provoquent des dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires cumulatifs, responsables du 

vieillissement et de la mort des êtres vivants (Harman, 1956). Parmi les voies in vivo qui 

produisent les intermédiaires réactives de l'oxygène la chaîne respiratoire mitochondriale 

constitue la source principale (Delattre et al., 2005). Lorsque leur production prédomine sur 

les systèmes de défense cellulaire endogène, des acides nucléiques, des protéines et des 

lipides, et d'autres composants cellulaires peuvent être la cible et subir des dommages 

(Cadenas, 1989) causant ainsi des troubles fonctionnels divers. L’implication du stress 

oxydant dans une multitude de maladies, en l’occurrence les troubles neurodégénératifs, les 

maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabète et les problèmes psychiatriques, a été 

confirmée par plusieurs chercheurs (Ng et al., 2008; Valko et al., 2007; Haliwell, 2006a; 

Kuloglu et al., 2002a,b). Récemment, des études assez originales ont suggéré un lien entre le 

stress oxydant et l’anxiété au niveau central et périphérique et qui serait en faveur d’une 

anxiété conséquentielle à un niveau élevé du stress oxydant (Hovatta et al., 2005); d’autres 

auteurs ont plutôt suggéré que l’anxiété serait l’origine de la rupture de l’équilibre oxydatif 

induisant une production des ERO et des radicaux libres responsable des dégâts organiques et 

fonctionnels relevés (Krömer et al., 2005; Ditzen et al., 2006; Kuloglu et al., 2002a,b; 

Bouayed et al., 2007b). 

L’une des fonctions périphériques cibles du stress oxydant est le système immunitaire. 

Ce dernier participe au maintien de l’intégrité de l’organisme via un ensemble de mécanismes 

de défense visant à le protéger des intrus et des proliférations malignes. Cette fonction 

implique la capacité à identifier les intrus ou les cellules altérées, et à mettre en place 

rapidement des mécanismes de défense appropriés permettant leur éradication avant qu’ils 

n’aient eu le temps de nuire. De par cette fonction très importante, le système immunitaire 

repose sur plusieurs lignes de défense, allant des plus rudimentaires aux plus raffinées et 
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impliquant de nombreuses catégories cellulaires dont l’atteinte serait d’un grand impact 

fonctionnel (Pastoret et al., 1990). 

De la même manière, l’une des autres cibles du stress oxydant est également le 

cerveau et ses diverses fonctions et qui est considéré comme étant extrêmement sensible au 

stress oxydatif en raison de sa grande consommation d'O2, du glucose, et d’énergie et aussi de 

ses grandes quantités en acides gras peroxydable, ainsi que ses faibles taux en antioxydants 

(Floyd, 1997; Simonian and Coyle, 1996). Il est le siège d’une forte densité de neurones et de 

cellules gliales dont la fonction est de défendre et de préserver l'intégrité fonctionnelle. Une 

atteinte de ces cellules peut gravement nuire à la fonction de ces cellules et à la protection du 

cerveau (Sokoloff, 1991). Les neurones sont chargés de l'exécution de toutes les tâches liées à 

la sensitivité, la sensorialité, à l’analyse et à la neurotransmission sensitivo-motrice. Les 

cellules gliales constituent les cellules les plus abondantes dans le système nerveux central 

(SNC), et jouent un rôle critique dans la défense, le développement neuronal et dans la 

régulation de l'environnement chimique et ionique des neurones (Ransom, 2000). La 

neurodégénérescence, parmi d’autres pathologies importantes, peut survenir à la suite de 

plusieurs dysfonctionnements cellulaire ou neuromoléculaire et dont le stress oxydatif 

endogène représenté par une production massive excessive et permanente des ERO dans le 

SNC.  

Dans le cadre de ce présent travail de recherche nous avons tenté de mettre en 

évidence certains liens et de valider certaines hypothèses relatives à la relation entre l’anxiété 

«trait», stable ou endogène, le stress oxydant et les atteintes cellulaires au niveau centrale et 

périphérique. Notre travail a comporté deux approches principales,  

D’une part, une approche portant sur la validation scientifique des différentes 

hypothèses des liens supposés et, d’autre part et dans le cadre des applications de ces modèles, 
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d’évaluer les effets cytoprotecteurs des différentes substances médicamenteuses bioactives 

choisies pour ces études. 

Au niveau de l’approche fondamentale, quatre volets ont été consacrés à la réalisation 

de ce travail de recherche, (1) l’évaluation de l’impact du niveau d’anxiété vis-à-vis des 

cellules périphériques sur l’immunité cellulaire (granulocytes, monocytes, lymphocytes 

totaux, lymphocytes TCD4+, lymphocytes TCD8+ et cellules NK) et l’immunité humorale 

(immunoglobulines A, E et G) chez la souris, (2) l’étude de l’évolution de ces mêmes 

paramètres immunitaires sous l’influence d’une exposition au stress expérimental des souris 

selon leur niveaux d’anxiété, (3) l’évaluation de l’effet de l’anxiété sur le statut oxydatif des 

cellules périphériques (granulocytes, lymphocytes et monocytes) et des cellules centrales 

(neurones et cellules gliales) prélevées à différentes régions du cerveau et (4) l’évaluation du 

niveau de l’anxiété sur l’expression des gènes codants des récepteurs GABAA, 

sérotoninergiques (5-HT1A), µ-opioïdes et α1-adrénergiques dans les cerveaux des souris dont 

les autres paramètres ont été étudiés. 

La deuxième approche de ce travail a plutôt porté sur un aspect appliqué consistant à 

évaluer les effets protecteurs et cytoprotecteurs des substances médicamenteuses 

(médicaments homéoptahiques). Cette deuxième approche ouvre également la voie de la 

validation scientifique des effets de certaines substances naturelles et médicamenteuses à base 

des produits naturels. En effet, selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), les systèmes 

de santé de plusieurs pays du monde intègrent de plus en plus les utilisations des médecines à 

partir de substances naturelles et qui connaîssent une croissance très importante même au sein 

des travaux publiés dans les révues scientifiques les plus importantes. Ce regain est lié à 

l’intérêt grandissant des médecines et des pratiques ancestrales aussi bien au niveau de la 

santé que l’alimentation et la nutrition. Ces approches thérapeutiques de plus en plus 

émergentes constituent une véritable alternative aussi bien dans le domaine de la médecine 
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conventionnelle que préventive et comportent un large éventail intégrant l’usage des 

nutriments, des plantes ou des extraits des plantes, des médicaments homéopathiques, des 

vitamines et des minéraux (Zollman et al., 1999). De toutes ces approches thérapeutiques, 

l’homéopathie et la phytothérapie constituent celles qui sont les courantes et officielles en 

particulier dans le continent européen. L’homéopathie est couramment employée dans le 

traitement de plusieurs maladies (Oberbaum and Cambar, 1994; Reinhart, 1998). 

Dans le cadre de cette approche liée à l’application, lors de notre présente thèse, nous 

avons tenté de vérifier et de valider scientifiquement la bioactivité pharmacologique de trois 

médicaments homéopathiques : Gelsemium sempervirens, Histaminum et Poumon histamine 

sur différents aspects comportementaux de la souris, sur le niveau élevé de l’anxiété et sur le 

système immunitaire afin de mettre en évidence des effets uniques, couplés ou multiples. 
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I. RAPPEL SUR L’ANXIETE 

L‘anxiété est définie comme un état émotionnel complexe, une combinaison des 

sentiments de peur, d’appréhension et d’inquiétude, souvent accompagnés par une instabilité 

ou une tension, associé à une anticipation appréhensive d'un futur danger probable (Öhman et 

al., 2000). Si dans le domaine de la recherche médicale humaine, il semble plus aisé de 

donner des échelles objectives à l’évaluation de l’anxiété chez l’homme, dans le domaine de 

la recherche expérimentale chez l’animal, il en va autrement et la diffculté réside sur 

l’absence d’interaction avec l’animal et également sur la seule observation de 

l’expérimentateur du comportement du sujet animal pour dégager et de manière arbitraire des 

indices pouvant lui permettre de mesurer le niveau de l’anxiété. Chez les rongeurs, l’anxiété 

est définie comme un niveau élevé d’appréhension d’un environnement nouveau et inconnu, 

et de la réaction accrue de la peur (Finn et al., 2003; Weiss et al., 2000). Lorsque l'anxiété 

devient anormalement intense, répététive, prolongée et inéluctable elle peut présenter une 

forme pathologique, entraînant des comportements réprimées, des réponses négatives 

conditionnées, de mauvaises stratégies d'adaptation, et l'accroissement du niveau sympathique 

du système nerveux autonome (Craig et al., 2000).  

Selon Leman et al. (2004) chez l’animal, l’anxiété comporte différents volets : 

- un volet physiologique se traduisant par une activation d’origine nerveuse sympathique 

(accélération du rythme cardiaque, augmentation de la pression artérielle, etc.) et hormonal. 

- un volet expressif comme des vocalisations d’alarme spécifiques, des expressions faciales, 

des postures défensives, des modifications du pelage ou du plumage, etc. 

- un volet comportemental avec notamment des comportements appartenant au répertoire 

défensif comme la fuite ou le freezing et des inhibitions exploratoires. 

- un volet subjectif (le « ressenti de l’émotion ») qui s’intègre dans le volet cognitif et très 

souvent spécifique à l’homme. 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VDC-4KJ0SNC-2&_user=532053&_coverDate=11%2F30%2F2007&_alid=609500560&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5979&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=22483&_acct=C000026658&_version=1&_urlVersion=0&_userid=532053&md5=7a0222ff83994e5f3117687f5ee22575
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L’anxiété est considérée comme le mal du XXIème siècle et dont les effets néfastes 

vont de plus en plus progresser dans le modèle actuel de notre société. Elle affecte un 

huitième de la population totale du monde entier et est devenue un important domaine de 

recherche en neurobiologie et en psychopharmacologie au cours de ces dernières années 

(Eisenberg et al., 1998). Elle est génératrice de stress : l’hypervigilance et l’anticipation du 

danger mettent le sujet en constante alerte à la recherche de la présence d’hypothétiques 

stresseurs. Le stress est très étroitement lié à l’anxiété, et un sujet anxieux repère plus 

facilement les stresseurs. Dans de nombreux articles, les mots stress et anxiété se superposent. 

Les situations anxiogènes deviennent presque une sous catégorie des situations stressantes 

(Graziani, 2005). 

Les réponses comportementales et physiologiques accompagnant l'anxiété préparent 

un individu à réagir de manière appropriée, par exemple, en révélant un comportement 

défensif ou offensif. Ainsi, l'anxiété permet à l'individu de sortir de danger et de l'éviter dans 

l'avenir, c'est-à-dire, de s'adapter aux défis de l'environnement (Livesey, 1986).  

Selon Spielberger (1970), il existe différents types d’anxiété : l'anxiété « état », l'anxiété 

« trait » et l’anxiété pathologique. 

 

I.1. L'anxiété « état »  

Elle possède d’autres noms tels que l’anxiété contextuelle, l’anxiété situationnelle ou 

l’anxiété variable, l’anxiété environnementale (Lister, 1990; Belzung and Griebel, 2001; 

Graziani, 2005). Cette anxiété se rapporte à une émotion passagère liée à une situation limitée 

dans le temps et un environnement particulier. Elle est caractérisée par un éveil physiologique 

et par la perception de sentiments d’appréhension, de crainte et de tension (Graziani, 2005). 

L'intensité et la durée de l'anxiété « état » varient en fonction de l'interprétation (type et 
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persistance) et de l'événement (situation ou stimuli). Ce modèle peut être répétitif si les 

situations se reproduisent dans le temps. Par définition, l’anxiété « état » est une anxiété 

variable qui dépend de la nature du stimulus anxiogène (Belzung and Griebel, 2001). Lister 

(1990) a définit l’anxiété « état » comme une anxiété que le sujet éprouve à un moment donné 

et qui augmente en présence d’un stimulus anxiogène. 

 

I.2. L'anxiété « trait »  

Se rapporte à des caractéristiques relativement stables et spécifiques qui prédisposent 

les personnes à percevoir leur environnement et à y réagir de façon particulière et constante. 

Ce sont des dispositions latentes qui peuvent être activées par des circonstances et des 

situations appropriées (Graziani, 2005). L’anxiété « trait » définit le trait de la personnalité, 

c'est-à-dire, le tempérament anxieux habituel et endogène du sujet (Graziani, 2005). Lister 

(1990) a définit l’anxiété « trait » par le fait que c’est une anxiété qui ne varie pas d’un 

moment à un autre et qu’elle est considérée comme étant une caractéristique stable d’un 

individu et endogène dans le sens ou elle relève des facteurs internes indépendamments des 

facteurs externes. Les études d’Endler (1997), montrent que pendant une confrontation 

stressante comportant une menace, l’anxiété « trait » agit comme une sorte d’amplificateur de 

l’anxiété « état ».  

 

I.3. L’anxiété pathologique 

C’est une émotion persistante, incontrôlable, excessive, inappropriée, et aversive, 

déclenchant des réponses physiologiques et comportementales dépourvues de valeur 

adaptative. Le comportement lié à l'anxiété pathologique est une réaction exagérée à 

l’anticipation ou à la perception des menaces, qui est disproportionnée à la situation réelle 

(Frauke et al., 2008). 
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Chez l'homme, l'anxiété pathologique est caractérisée par des inquiétudes et des soucis 

excessifs et qui se produit pendant au moins six mois. Deux conceptions opposées ont été 

proposées pour expliquer la relation entre l’état normal et l’état pathologique chez un sujet. La 

première propose que l’anxiété pathologique pourrait être considérée comme un excès 

quantitatif de l’anxiété normale. Tandis que la seconde propose que le passage de l’anxiété 

normale à l’anxiété pathologique résulte d’une variation qualitative, plutôt qu’une variation 

quantitative.  

 

I.4. Les systèmes de neurotransmission régulateurs de l’anxiété 

I.4.1. Le système GABAergique 

L’un des éléments essentiels pour le contrôle de l’anxiété est l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA). C’est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le cerveau 

humain. Il est largement impliqué dans la modulation de la neurotransmission, notamment via 

la réglementation de l'excitabilité neuronale (Whittington et al., 1995; McCormick and Bal, 

1997). Il exerce ses effets par interaction avec des récepteurs GABA. Fonctionnellement, 

l'inhibition synaptique rapide dans le système nerveux central des mammifères est médiée en 

grande partie par l'activation du récepteur de GABAA (Tobler et al., 2001). Le récepteur actif 

est composé de cinq sous unités de protéines qui forment un canal chlorure qui reste fermé 

jusqu'à ce qu'il lie son ligand. Une activité GABAergique renforcée doit équilibrer l’excitation 

glutamatergique excessive, l’événement essentiel aboutit à la mort cellulaire (Allen et al., 

2004). Son activité est liée à la conformation allostérique de son récepteur le complexe 

GABAA (Bourin, 2004). Le neuromédiateur GABA produit ses effets physiologiques en 

agissant sur trois différents sous-types de récepteurs: GABAA, GABAB et GABAC (Bormann, 

2000). Les récepteurs GABAA appartiennent à la famille des récepteurs membranaires 

couplés à un canal chlore. Il s’agit d’un complexe glycoprotéique transmembranaire formé de 
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plusieurs sous unités (Schofield et al., 1987). Il existe différentes isoformes dans chaque sous 

unité; 6 α, 4 β, 2 γ et 1 δ (Bourin, 2004).  

 

Effet pharmacologique Récepteur impliqué 

Anxiolyse Récepteurs avec α2 

Sédation Récepteurs avec α1 

Amnésie antérograde Récepteurs avec ou sans α1 

 
Tableau. 1. Le récepteur GABAA d’après Bourin (2004) 

 
 
Les récepteurs GABAB, qui existent à la fois sur les locales pré et post synaptiques, 

sont métabotropiques couplés aux protéines G et influencent la neurotransmission inhibitrice 

lente de la signalisation de GABA via plusieurs modes du second messager et les canaux 

ioniques Ca2+ et K+ (Bormann, 2000). Les récepteurs GABAA ionotropiques, en revanche, 

produisent une transmission synaptique inhibitrice rapide par l'intermédiaire d’un canal 

chlorure intrinsèque. L’activation de récepteurs GABAA augmente la conductance de Cl-, 

induisant une hyperpolarisation et réduisant l'excitabilité cellulaire (Oja et al., 1990). À 

l'heure actuelle, peu d’informations sur les événements médiés par le récepteur GABAC. Le 

niveau d’activation intrinsèque des récepteurs GABAA serait le régulateur principal de 

l’anxiété « trait ». 

 

I.4.2. Le système sérotoninergique 

Les neurotransmetteurs monoamines, c'est-à-dire, la sérotonine ou 5-

hydroxytryptamine (5-HT), la norépinéphrine et la dopamine jouent un rôle important dans 

l’anxiété (Wang et al., 2007). Le système sérotoninergique implique la 5-HT qui est 

considérée comme le neurotransmetteur le plus important impliqué dans l’anxiété. Il a été 
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démontré qu’un anxiolytique agissant via le système sérotoninergique cérébral diminue le 

taux de la 5-HT dans le cerveau (Hoyer et al., 2002; Wang et al., 2007; Caramaschi et al., 

2007; Meneses et al., 2007). L’anxiété comme trouble psychique serait liée à une suractivité 

du système sérotoninergique central (Briley et al., 1990; Kahawara et al., 1993; Knobelman et 

al., 2000). Plusieurs recherches suggèrent que la 5-HT peut jouer un rôle crucial dans la 

modulation des comportements liés à l’anxiété (Handley, 1995; Wang et al., 2007). En outre, 

plusieurs études ont suggéré que la 5-HT favorise l’anxiété (Iverson, 1984; Chopin et al., 

1987; Traber et al., 1987). Les récepteurs de 5-HT sont divisés en 7 classes : de 5-HT1 au 5-

HT7. Tous ces récepteurs sont couplés à la protéine G sauf 5-HT3 qui est lié à un canal 

ionique. Les récepteurs 5-HT1, 5-HT2 et 5-HT3 sont les récepteurs de sérotonine les plus 

importants (Hoyer et al., 2002). On distingue 5 sous-types de récepteurs 5-HT1 et dont la 

fonction physiologique est inconnue pour certains. Les récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B sont les 

récepteurs les plus connus et les plus importants des récepteurs 5-HT1 (Hoyer et al., 2002). 

Les récepteurs 5-HT1A constituent un mécanisme régulateur important du système 

sérotoninergique et sont impliqués dans le processus de régulation de l’anxiété et de la 

dépression. Les agonistes des récepteurs 5-HT1A ont des propriétés anxiolytiques 

(Lanzenberger et al., 2007). Des études électrophysiologiques ont montré que l’activation des 

sous-types de récepteurs 5-HT1 en l’occurrence 5-HT1A produit l’hyperpolarisation (sortie de 

K+). La sérotonine agit dans ce cas comme messager chimique inhibiteur. Cependant 

l’activation des récepteurs 5-HT2 (5-HT2A/2B/2C) produit la dépolarisation. La sérotonine agit 

dans ce cas comme messager chimique excitateur. Les récepteurs 5-HT2 ont une affinité 

moins grande pour la sérotonine ce qui fait que la sérotonine se fixe sur ces récepteurs quand 

les autres récepteurs (5-HT1) sont saturés (Kettle et al., 1999, Meneses et al., 2007; Muller et 

al., 2007; Faerber et al., 2007). La grande disponibilité de la sérotonine pour les récepteurs 5-

HT2 et 5-HT3 accroît l’anxiété et est probablement responsable au moins en partie des effets 
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anxiogéniques-like des antidépresseurs, tandis que le blocage des récepteurs 5-HT3 produit 

des effets anxiolytiques (Faerber et al., 2007). Deux cas de figure : (1) l’antidépresseur peut 

agir en activant les 5HT1 ; cela entraîne une anxiolyse avant les effets antidépresseurs. Cette 

anxiolyse lève l’inhibition comportementale générale et réduit le niveau de l’anxiété et de 

l’anticipation à la peur, ceci pourrait expliquer l’ansence de la peur ou de l’anticipation d’un 

danger de mort qui se traduit par l’acte secondaire conséquentiel à la prise des antidépresseurs 

ou début de leur prise. (2) si l’antidépresseur agit sur les récepteurs 5HT2 et 5HT3 donc il y 

aura plutôt une action anxiogène qui traduit la première phase du traitement. 

D’autres neurotransmetteurs que le GABA et la 5-HT sont aussi impliqués dans 

l’anxiété. Le rôle des récepteurs α−adrénergique dans le comportement (et en particulier le 

sous-type α1) est moins connu et généralement considéré comme moins important. Ainsi, la 

noradrénaline est un neurotransmetteur responsable de la vasoconstriction et de 

l’augmentation de la fréquence cardiaque, son activation est aussi impliquée dans les 

comportements liés à l’anxiété et/ou l’inhibition. Son inactivation peut être reliée au 

soulagement de l’anxiété des animaux (Tanaka et al., 2000). La dopamine est aussi incriminée 

dans l’anxiété (Sullivan et al, 1999; Wang et al., 2007). Cependant, les liens entre les taux des 

neurotransmetteurs et l’anxiété ne sont pas totalement clarifiés (Wang et al., 2007).  
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II. RAPPEL SUR LE STRESS 

II.1. Au niveau de l’organisme 

La notion de stress a été introduite par l’endocrinologue canadien Hans Selye en 1936, 

en décrivant le Syndrome Général d’Adaptation. C’est une contre-réaction qui permet de 

restaurer l’équilibre menacé par une agression extérieure (Grenier-Boley, 2001). Le stress a 

été défini de diverses manières dans la littérature scientifique. Sur le plan psychologique, un 

stress apparaîtrait lorsque les exigences provenant de l’environnement surpasseraient la 

capacité adaptative d’un individu, ou son habilité à s’adapter (Cohen et al., 1995). 

Fréquemment appelé « stresseurs », ces exigences incluent les évènements négatifs de la vie 

comme la perte d’un emploi, la mort d’un être aimé ou les conflits familiaux. Dans cette 

conceptualisation du stress, les chercheurs ont établi une distinction entre stresseur aigu et 

stresseur chronique. Les stresseurs aigus sont limités dans le temps, avec une phase 

d’initiation ainsi qu’une phase de terminaison clairement définies. Par contre, les stresseurs 

chroniques sont continus et exposent l’organisme à une source permanente du stress, qui 

provoquent des réponses prolongées. Ces deux types d’agent stresseur ont été impliqués dans 

les changements de plusieurs paramètres biologiques et surtout immunitaires chez l’Homme, 

bien que le sens puisse varier selon le type de stresseur et l’état de santé de la personne 

(Segerstrom and Miller, 2004). 

Selon Steptoe et al. (2000), les effets du stress se manifestent au niveau physiologique, 

comportemental, cognitif et au niveau de l’expérience subjective de l’individu. Les effets 

physiologiques du stress comprennent des altérations au niveau du système neuroendocrinien, 

du système nerveux autonome et du système immunitaire. Les manifestations 

comportementales du stress comprennent des réponses d’agression, d’inhibition 

comportementale « freezing » et des activités de remplacement, de substitution ou de 

comportements addictifs telles que la consommation de tabac et d’alcool. Les manifestations 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WC1-4NP3P33-2&_user=532053&_coverDate=11%2F30%2F2007&_rdoc=2&_fmt=full&_orig=browse&_srch=doc-info%28%23toc%236725%232007%23999789991%23669872%23FLA%23display%23Volume%29&_cdi=6725&_sort=d&_docanchor=&_ct=17&_acct=C000026658&_version=1&_urlVersion=0&_userid=532053&md5=70657578ae31f01fefafb806a02f54a0
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cognitives du stress comprennent des altérations au niveau du traitement de l’information, de 

l’attention et de la mémoire qui, en retour, influencent les performances et la capacité de prise 

de décision. 

Les différents travaux de recherche ont donné lieu à quelques 120.000 articles sur le 

stress, toute discipline confondue. Après de nombreuses années de recherche il a été établi un 

lien entre le stress psychologique et les changements dans les fonctions organiques dont la 

fonction immunitaire (Herbert and Cohen, 1993; Segerstrom and Miller, 2004), cela a 

inauguré une nouvelle discipline au nom de Psycho-neuro-immunologie. D’autres travaux ont 

mis en évidence la contribution du stress dans l’induction ou l’exacerbation de différents 

désordres comportementaux tels que l’anxiété (Van Dijken et al., 1992; Adamec et al., 1997; 

Haller and Bakos, 2002), la dépression (Anisman and Zacharko, 1990; Cabib and Puglisi-

Allegra, 1996) et dans les comportements compulsifs de reprise, après une période 

d’abstinence, de la consommation de substances toxicomanogènes telles que la cocaïne 

(Ahmed and Koob, 1997; Sinha et al., 1999; Shaham et al., 2000), l’héroïne (Shaham et al., 

2000), la nicotine (Buezek et al., 1999) ou l’alcool (Lê et al., 1998). 

 

II.2. Au niveau de la cellule 

Les cellules des êtres aérobies, en état d'oxydoréduction normal, ont une concentration 

basale en ERO formées au cours des réactions cellulaires de métabolisme de l’oxygène. Le 

contrôle rigoureux de la formation et de l'élimination de ces dernières préserve les cellules de 

leurs effets nuisibles. Les cellules doivent l’homéostasie redox à l’équilibre entre la 

production des ERO et la capacité normale du système antioxydant à les détoxiquer. Quand 

cet équilibre est rompu, en faveur de la production d’un taux élevé des ERO, il survient un 

stress oxydant dont les principaux dégâts sont la peroxydation lipidique, les lésions 

oxydatives des acides aminés et des protéines ainsi que les dommages oxydatifs de l’ADN. 
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Les dégradations oxydatives des biomolécules endommagent l’intégrité cellulaire et 

ses fonctions biologiques. Elles entraînent des dysfonctionnements tels que le changement de 

la perméabilité et/ou de la fluidité membranaire, l’inactivation de certaines enzymes, 

l’augmentation de plus de 10 fois la susceptibilité des protéines aux attaques protéolytiques, la 

mutation voire la dénaturation de l’ADN, la fragmentation de biomolécules ce qui peut 

conduire jusqu’à la mort cellulaire.  

Des études récentes montrent que l’apparition du stress oxydant est principalement 

liée à la production incontrôlée des espèces radicalaires et de leurs dérivées secondaires, ainsi 

qu’à l’essoufflement des mécanismes de défenses cellulaires. Cette chute de l'activité 

antioxydante empêche la cellule de lutter contre les effets toxiques des ERO (Montuschi et al., 

2004; Hong et al., 2004; Judge et al., 2005; Pak et al., 2006; Katalinic et al., 2006; Valko et 

al., 2007).  

Le stress oxydant aboutit à des désordres biochimiques qui agissent comme un facteur 

déclenchant de certaines maladies, ou comme une cause de leur aggravation. Dans le cas du 

SIDA où la cause initiale ne fait pas intervenir de processus radicalaire, mais l’infection 

virale. Le virus VIH induit un stress oxydant qui réprime les gènes de la superoxyde 

dismutase et de la glutathion peroxydase, systèmes de défenses antioxydants, entraînant la 

mort des lymphocytes T par apoptose (Gil et al., 2003). En 1956, Harman relève pour la 

première fois que le vieillissement pourrait être l’œuvre des dommages oxydatifs 

moléculaires et cellulaires dus aux ERO formées au cours de la respiration cellulaire. Après la 

théorie radicalaire proposée par Harman, d’autres travaux ont été entrepris dans le but de 

confirmer cette hypothèse (Beckman and Ames, 1998). Le stress oxydant se présente aussi 

comme un des facteurs potentialisant l'apparition des maladies plurifactorielles telles que le 

diabète, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes, les maladies cardio-vasculaires, etc. 
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(Montuschi et al., 2004; Hong et al., 2004; Judge et al., 2005; Pak et al., 2006; Katalinic et al., 

2006; Valko et al., 2007).  
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III. RAPPEL SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE 

III.1. Description générale  

Le corps humain fait face tous les jours à des millions de microorganismes, de 

bactéries, de virus, ou autres. S'il ne disposait d'aucune défense, ces microorganismes auraient 

vite colonisé et parasité l'organisme, rendant sa survie impossible. L’organisme humain ou 

animal met en œuvre divers mécanismes de défense pour se protéger contre l’invasion 

massive des microorganismes ou des matières étrangères et réalisant l’immunité biologique. 

La nature de la réponse de l’organisme dépend du type de particules étrangères et de la voie 

d'entrée.  

Les antigènes constituent les éléments étrangers au corps qui entraînent la formation 

d’anticorps et déclenchent une réponse immunitaire. On distingue les antigènes du soi (ceux 

qui sont normalement présents dans l’organisme et que le système immunitaire ne reconnaît 

plus) et les antigènes du non-soi (dont la présence est anormale dans l’organisme : éléments 

étrangers, éléments de l’organisme devenus anormaux). L’efficacité du système immunitaire 

est essentiellement fondée sur sa capacité à distinguer le soi du non-soi. De fait, lorsqu’il 

fonctionne de façon normale, la réponse immunitaire est dirigée contre les seuls antigènes du 

non-soi. Dans certains cas de dysfonctionnement, le système immunitaire ne reconnaît plus 

« le soi » et détruit les propres éléments de l’organisme en les considérant comme des agents 

étrangers, ce sont les maladies autoimmunes. 

La réponse du système immunitaire implique trois processus: la reconnaissance de la 

particule étrangère, sa destruction et enfin la régulation de la réponse immunitaire à l’aide de 

cellules spécialisées et médiateurs (cytokines). Le système immunitaire répond par deux types 

de mécanismes : l’immunité non spécifique (ou naturelle ou innée) et l’immunité spécifique 

(ou acquise ou adaptative) impliquant des facteurs cellulaires et humoraux qui régulent la 

réponse à l’antigène. La réponse immunitaire non spécifique ou cellulaire est réalisée par les 

http://fr.encarta.msn.com/encyclopedia_741533432/immunit%C3%A9_%28biologie%29.html
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phagocytes (monocytes/ macrophages et les neutrophiles) qui reconnaissent, neutralisent et 

détruisent les microorganismes pathogènes, alors que la réponse spécifique ou humorale est 

produite par les lymphocytes B sécrétant des anticorps et les lymphocytes T produisant des 

cytokines.  

 

III.2. Reconnaissance immunitaire innée 

La stratégie de la reconnaissance immunitaire innée est basée sur la détection des 

produits constitutifs et conservés du métabolisme microbien. L’immunité innée intervient en 

première ligne et s’oppose aux agents infectieux en faisant appel à des médiateurs cellulaires 

(polynucléaires neutrophiles, monocytes/macrophages, système réticulo-endothélial, 

mastocytes, NK, …) et humoraux (Ig,…). Les cellules impliquées sont porteuses de 

récepteurs spécifiques de certains motifs moléculaires communs à différents micro-

organismes : ainsi les récepteurs TOLL reconnaissent des motifs de micro-organismes 

baptisés et appelés PAMPs (pathogen associated molecular pattern).  

 

III.3. Reconnaissance immunitaire adaptative 

La reconnaissance immunitaire adaptative se fonde sur la génération d'un répertoire 

aléatoire et fortement divers, des récepteurs d'antigène, des récepteurs des cellules T et B 

(RCT et RCB), suivie d’une sélection et d'expansion clonale des récepteurs avec des 

spécificités appropriées. L’immunité adaptative intervient secondairement après une phase de 

reconnaissance de l’antigène, de prolifération lymphoïde et de différenciation en cellules 

productrices d’anticorps (lymphocytes B / plasmocytes) et de cytotoxicité (lymphocytes 

TCD4, TCD8 et TCD3+). Cette immunité adaptative est douée de mémoire et un deuxième 

contact avec l’antigène permet une réponse rapide et puissante de type secondaire.  
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Type Composants innés Composants acquis 

 

 

- Solubles 

 

Compléments 

Composants de phase aiguë  

Lysozyme 

Interféron α et β 

IL1, TNF, IL6 

Immunoglobulines 

IgG, IgA, IgM, IgE, IgD 

 

 

- Cellulaires 

 

Phagocytes 

Polynucléaires 

Monocytes/macrophages 

SRE 

NK 

(CD16+ CD56+ Leu7+) 

Lymphocytes T 

(CD3+ CD4+) Helper 

(CD3+ CD8+) cytotoxique 

suppresseur 

Lymphocytes B 

(CD19+ CD20+ CD22+) 

 
Tableau 2. Principaux moyens de défense de l’organisme 
 

 

III.4. Les cellules du système immunitaire 

III.4.1. Les lymphocytes T et B 

Les lymphocytes T et B sont des cellules immunitaires dont la maturation se produit 

respectivement dans le thymus et la moelle osseuse. Ils représentent les cellules effectrices de 

l'immunité spécifique, leur immunocompétence dépend de leur capacité à synthétiser un 

récepteur membranaire reconnaissant spécifiquement un antigène. Ils sont impliqués 

respectivement dans la réponse à médiation cellulaire et humorale.  

Les lymphocytes T se différencient en lymphocytes T auxiliaires (CD4+) ou Th 

(helper) qui jouent un rôle pivot dans l’immunomodulation, et en lymphocytes T cytotoxiques 

(CD8+) détruisant les cellules infectées. Les cellules Th se subdivisent en deux groupes, les 

Th1 et les Th2. Les cellules Th1 dirigent l’immunité cellulaire qui permet d’éliminer les 

pathogènes intracellulaires (ex.: virus) et les cellules cancéreuses, et de prévenir les réactions 

d’hypersensibilité de la peau (Pulendran, 2004). Tandis que les cellules Th2 dirigent 
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l’immunité humorale permettant la destruction des organismes extracellulaires grâce aux 

anticorps sécrétés. L’équilibre entre les deux sous populations de lymphocytes T permet de 

maintenir une homéostasie fonctionnelle générant une réponse immunitaire appropriée (Kidd, 

2003). D’autres sous populations de lymphocytes T, appelées cellules T régulatrices 

(CD4+CD25+), comme Tr et Th3, ont été récemment décrites (Allez and Mayer, 2004; Rook 

and Brunet, 2005). Elles jouent un rôle dans le maintien de la tolérance et peuvent être 

induites contre les antigènes bactériens, viraux et parasitaires. Elles peuvent également 

prévenir les immunopathologies induites par les infections ou l’effet de la persistance 

prolongée du pathogène par suppression de la réponse de type Th1 (McGuirk and Mills, 

2002).  

Les lymphocytes T et B montrent une parfaite collaboration dans leur fonction. Les 

lymphocytes T sont activés grâce aux cellules présentatrices de l’antigène (CPA) (les cellules 

dendritiques, les cellules B et les monocytes/macrophages). Les lymphocytes B sont ensuite 

activés à leur tour par les lymphocytes Th2 pour se différencier en plasmocytes et produire des 

anticorps (Hodgkin et al., 1998). Les lymphocytes T reconnaissent des antigènes sous forme 

de peptides liés au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des CPA. Les cellules Th 

reconnaissent seulement les peptides liés aux molécules du CMH classe II (ex. peptides 

d’origine bactérienne) alors que les lymphocytes T cytotoxiques identifient uniquement les 

peptides liés aux molécules du CMH classe I (ex. peptides d’origine virale) (Chamberlain, 

2002). Par contre, les lymphocytes B reconnaissent différents types d’antigènes comme les 

protéines, les acides nucléiques, les polysaccharides, certains lipides et des haptènes (petites 

molécules organiques) grâce à des récepteurs liés à la surface cellulaire. Après la destruction 

de l’antigène, la réponse immunitaire diminue, alors que les lymphocytes B mémoires 

persistent pour répondre rapidement au même antigène lors d’une éventuelle réintroduction 

dans l’organisme (McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams, 2005). 
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III.4.2. Les granulocytes 

Les granulocytes sont des globules blancs majoritaires du sang. On distingue trois 

types de granulocytes différents par leur granulation interne et par leur fonctionnement, les 

éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles. Les granulocytes ont un rôle central dans 

l’immunité innée particulièrement dans la défense anti-bactérienne (Rinaldi et al., 2007). La 

fonction principale des granulocytes basophiles et éosinophiles est la réponse inflammatoire 

allergique. Les granulocytes éosinophiles sont aussi connus pour leur rôle dans l’immunité 

antiparasitaire. Les granulocytes basophiles représentent la source principale d’histamine. Ils 

jouent un rôle important dans l’hypersensibilité à médiation cellulaire (type IV). Les 

granulocytes neutrophiles sont le type de granulocytes le plus important car ils sont des 

redoutables phagocytes. 

 

III.4.3. Les monocytes/macrophages 

Les monocytes sont les plus gros des globules blancs. Ils ont un fort potentiel de 

phagocytose et une mobilité très élevée. Les monocytes se multiplient et s’activent en cas 

d’infection chronique. Ils interviennent très efficacement dans la lutte contre les virus et 

contre certains parasites et bactéries situés à l’intérieur des cellules. Ils participent, avec les 

lymphocytes, à la défense de l’organisme par l’intermédiaire du système immunitaire. 

L’augmentation du nombre des monocytes appelée également monocytose se rencontre lors 

des infections, des hémopathies et aussi dans d’autres maladies. 

 

III.4.4. Les cytokines : propriétés et activités  

Les cytokines sont des médiateurs chimiques assurant la communication entre les 

cellules et pouvant affecter plusieurs éléments du système immunitaire. Ce sont des molécules 

de nature glycoprotéique sécrétées en cascade par les cellules immunitaires en réponse à un 

stimulus, elles méditent et régulent l’immunité, l’inflammation et l’hématopoïèse. Les 
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cytokines agissent rapidement et à de très faibles concentrations sur les cellules cibles en se 

liant spécifiquement à un récepteur membranaire par lequel un signal (activation de tyrosine 

kinase) est transmis à la cellule pour induire l’expression d’un gène (Townsend and 

McKenzie, 2000; Ollier, 2004). Les cytokines comprennent les lymphokines (lymphocytes), 

monokines (monocytes), chémokines (substances chimiotactiques), et interleukines (produites 

par un leucocyte et agissent sur un autre). 

Une cytokine peut avoir trois types d’action : (1) action autocrine en agissant sur la 

même cellule, (2) action paracrine en agissant sur les cellules avoisinantes et (3) action 

endocrine en agissant sur les cellules distantes de la phase précédente. Le type de cytokine 

produite est variable selon la sous population de lymphocytes Th stimulée. Les cellules 

effectrices (Th1 ou Th2) produisent des cytokines soit « pro-inflammatoires », soit « anti-

inflammatoires ». Par contre, les cellules régulatrices (Th3 ou Tr1) secrètent des cytokines qui 

inhibent l’une ou l’autre des réponses générées par les cellules effectrices (Monteleone et al., 

2002). Les effets exercés par les cytokines peuvent être synergiques ou antagonistes. En 

général, les cytokines stimulent la prolifération et la différentiation des cellules immunitaires 

(Townsend and McKenzie, 2000; Pyo et al., 2003).  

 

III.4.5. Les Immunoglobulines (anticorps): propriétés, production et activités  

Les anticorps ou immunoglobulines (Ig), sont des glycoprotéines produites par les 

lymphocytes B en réponse à une substance immunogène. Chaque anticorps se lie 

spécifiquement à un déterminant antigénique (épitope). 

Selon la séquence en acides aminés de la région constante des chaînes lourdes et la 

fonction immunitaire, on distingue plusieurs classes (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE) et sous-classes 

(IG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2) d’anticorps. La différence entre les séquences en acides 

aminés de la région constante des chaînes courtes permet de distinguer deux types d’Ig (Ig à 

chaîne légère κ ou λ) et des sous-types (λ1, λ2, λ3, λ4). La région hyper variable des Ig 
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permet la reconnaissance de l’antigène, alors que leur partie commune permet de fixer le 

complément (protéines du sérum) qui est activé pour lyser l’antigène, de lier l’anticorps aux 

cellules (phagocytes et tueuses), et de traverser l’épithélium. La production des anticorps par 

les cellules B dépend des cytokines sécrétées par les lymphocytes T. La biosynthèse des IgG2a 

est favorisée par les cytokines sécrétées par les cellules de type Th1, tandis que la production 

de IgE et IgA est induite par les cytokines issues des cellules de type Th2 (Kaminogawa, 

1996).  

Les anticorps IgG ont une grande demi-vie et sont plus abondants dans le sérum 

humain où ils représentent plus de 85 % des anticorps totaux. Les IgA sont sécrétées 

principalement au niveau des muqueuses, alors que leur production dans le sang est réduite (7 

% - 15 % des anticorps totaux). En revanche, les IgM, IgD et IgE sont faiblement synthétisées 

(Metzger, 1970; Kerr, 1990). 

 

 Rôle Augmentation Diminution  
 
 

IgA 

 
agglutination, 

neutralisation des bactéries, 
virus 

dans les cirrhoses et 
certains myélomes, 

Syndrome de Wiskott-
Aldrich, 

dans les maladies intestinales 
exsudatives, 

Syndrome d'ataxie-
télangiectasie, 

 
 
 

IgE 

Déclenche la libération de 
produit participant à la 

réaction inflammatoire, et 
d'histamine entrant dans la 

réaction allergique. 
neutralisation de parasites 

 
en cas d'allergie grave, et 
en présence de parasites 
(parasitose) dans le tube 

digestif, 
 

 
Hypogammaglobulinémie à 

expression variable 

 
IgG 

protègent l'organisme contre 
les bactéries, les virus, et les 
toxines qui circulent dans le 

sang et la lymphe 

dans les syndromes 
inflammatoires, les 
cirrhoses et certains 

myélomes, 

Syndrome d'ataxie-télangiectasie 
 

Hypogammaglobulinémie 
congénitales ou acquises 

 
Tableau 3. Rôle des Immunoglobulines (A, E et G) 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/histamine_753/
http://fr.wikipedia.org/wiki/Parasite_%28m%C3%A9decine%29
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/allergie_2956/
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/parasite_2126/
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/bacterie_101/
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/virus_291/
http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/lymphe_2754/
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Objectifs du travail  

En fait, une fonction correcte et des interactions adéquates entre les trois principaux 

systèmes régulateurs, qui sont, le système nerveux, endocrine et immunitaire, sont cruciales 

pour le maintien de l’homéostasie donc de la santé (Viveros et al., 2007). Le système neuro-

immune implique une interaction neuro-immunitaire bidirectionnelle avec les deux voies 

neuro-endocrine et neuronale s’impliquant elles-mêmes dans le contrôle de la réponse 

immunitaire humorale et cellulaire (Wrona, 2006). Si le système nerveux se trouve impliqué 

dans un double sens du niveau de la régulation des systèmes immunitaire et endocrine, cela 

implique que toute atteinte du SNC aurait des conséquences indirectes sur les fonctions 

immunitaires et endocrines mais aussi toute atteinte du système immunitaire ou du système 

endocrine serait potentiellement génératrice des troubles nerveux également. Il est admis que 

le système nerveux est le siège d’une importante interface entre l’environnement extérieur et 

celui de l’intérieur. Les différents phénomènes, objectifs comme subjectifs, pouvant affecter 

cette interface, sont susceptibles d’induire des modifications de la fonction nerveuse et par 

conséquent immunitaire et endocrine. L'exposition à des situations anxiogènes est connue 

pour susciter une activation robuste des systèmes neuroendocriniens impliqués dans la 

réponse au stress, tels que l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et le système nerveux 

autonome (Lader, 1980; Hoehn-Saric and McLeod, 2000). C’est à travers ce schèma que nous 

avions tenté de mettre en évidence de manière expérimentale et dans une première phase si les 

perturbations au niveau de l’anxiété pourraient avoir un impact sur les fonctions nerveuses et 

immunitaires. Dans une deuxième phase, nous avions également tenté de comprendre et 

d’explorer les mécanismes cellulaires et aussi moléculaires qui seraient sous-jacents à ces 

perturbations fonctionnelles au niveau des cellules immunitaires et des cellules nerveuses 

(neurones et cellules gliales).  
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Nous nous sommes ainsi intéressés, dans une première partie et dans une expérience 

préliminaire à la détermination de la nature de l’anxiété présente chez la souris. Afin de 

procéder à l’évaluation du niveau de l’anxiété, nous avons utilisé un test spécifique et validé 

scientifiquement, le test de la chambre claire/obscure (CCO). Ce test s’avère par sa simplicité 

de manipulation et par sa fiabilité comme le plus adéquat à notre travail, car il appartient à la 

catégorie des tests dits contraignants, considéré comme un modèle d’anxiété chez l’animal et 

largement utilisé dans l’évaluation pharmacologique des effets des substances sur l’anxiété 

(Belzung et al., 1989; Costall et al., 1989; Misslin et al., 1990; Griebel et al., 1992; Bouayed 

et al., 2007a). Après un tri et une distinction des souris anxieuses et des souris non anxieuses, 

notre travail a porté dans une première étape, à la recherche et à l’évaluation de l’immunité 

cellulaire (granulocytes, monocytes, lymphocytes totaux, lymphocytes TCD4+, lymphocytes 

TCD8+ et cellules NK) et de l’immunité humorale (immunoglobulines A, E et G) chez la 

souris Swiss et selon le niveau d’anxiété stable établi préalablement. Nous avons par ailleurs 

tenté d’exposer les animaux à une source de stress qualifié et considéré comme anxiogène 

(test de stress par contention en aigu et subaigu) afin de vérifier l’impact d’un stress 

anxiogène selon le niveau d’anxiété sur les différents facteurs étudiés. 

Au sein de notre équipe, des études de corrélation entre le niveau d’anxiété et le 

niveau du statut oxydatif intracellulaire ont déjà été réalisées surtout au niveau des cellules 

périphériques en particulier les granulocytes (Bouayed et al., 2007b). À la lumière de ces 

résultats obtenus, et dans une étape complémentaire, nous avons projeté de procéder à 

l'évaluation de l’impact du niveau d’anxiété, établi selon le protocole déjà validé, sur le statut 

oxydatif des cellules leucocytaires (granulocytes, lymphocytes et monocytes) du sang 

périphérique des souris pour pouvoir donner une suggestion expliquant l’effondrement de 

certaines cellules immunitaires étudiées surtout que le stress oxydatif est l’un des facteurs 

déclanchant ces impacts. Ensuite, dans une étape suivante, nous nous sommes intéressés à 
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l’éventuel impact que peut engendrer l’anxiété en parallèle sur le système nerveux central et 

sur le système immunitaire. En réalisant une étude complémentaire visant la détermination du 

lien entre le niveau d’anxiété et le statut oxydatif des cellules nerveuses (neurones et cellules 

gliales) prélevées à différentes régions du cerveau (cervelet, cortex cérébral et hippocampe) et 

des cellules leucocytaires périphériques des mêmes souris. Ceci est dans le but de déterminer 

si le niveau d’anxiété stable élevé affectait en même temps le système immunitaire et le 

système nerveux central.  

A partir du moment où les effets de l’anxiété stable ont été mesurés sur le système 

immunitaire et sur le système nerveux, nous avions tenté d’apporter une source de stress 

supplémentaire afin d’étudier l’effet couplé d’une anxiété « trait » stable permanente et 

chronique avec une source anxiogène supplémentaire. 

L’établissement des différents troubles fonctionnels mis en évidence avec l’anxiété 

« trait » stable nous a aussi interpellés sur le rôle des principaux récepteurs impliqués dans 

l’anxiété et en particulier les récepteurs GABAA. C’est dans cet objectif que nous avions 

procédé à l’évaluation du niveau d’expression des gènes codants de différents récepteurs 

(GABAA, α1-adrénergiques, µ-opioïdes et 5-HT1A). Cette approche pourrait nous permettre de 

suggérer s’il existe un lien entre le niveau d’expression des récepteurs et l’état oxydatif 

cellulaire. Les hypothèses qui ont guidé ce travail sont les suivantes : 

1) y-a-t-il de manière valide un lien entre l’anxiété et les troubles fonctionnels 

immunitaires et nerveux ? 

2) quel type d’anxiété est concerné par ce lien ? Anxiété « état » ou anxiété 

« trait » ? 

3) la rupture de l’équilibre du statut oxydatif cellulaire pourrait être le mécanisme 

expliquant l’atteinte des fonctions immunitaires et comportementales 

étudiée et induite par les troubles de l’anxiété ? 
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D’un point de vue applications des résultats et des validations de toutes ces démarches, 

nous nous sommes aussi intéressés à l’état des lieux bibliographiques sur l’efficacité prouvée 

et démontrée des produits et médicaments homéoptahiques choisis pour ces études. Ainsi, 

nous avions relevé que les banques de données bibliographiques disposent de nombreux 

articles concernant la recherche en homéopathie et dont quelques rares articles qui ont traité la 

variable immunitaire de manière expérimentale en particulier liée à l’anxiété et le stress 

oxydant. C’est pourquoi, l’originalité de notre travail de recherche sur les médicaments 

homéopathiques a été la recherche des effets des faibles doses des médicaments 

homéopathiques, sur le comportement et sur les paramètres immunitaires déjà cités chez des 

souris ayant des niveaux d’anxiété opposés. Cette approche permet de déterminer les effets 

neuroactifs, immunotropes ou antioxydants des substances naturelles et des produits étudiés 

(médicaments homéoptahiques). 
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MATERIELS ET METHODES 

I. Animaux et conditions d’hébergement 

Les animaux utilisés au cours de ce travail sont des souris SWISS mâles âgées de 10 

semaines au moment des tests comportementaux. Ces animaux proviennent du centre 

d’élevage Charles River, France. Cette souche a été choisie parce qu’elle ne comporte aucune 

particularité et se rapproche le plus des conditions naturelles et normales pour l’espèce 

étudiée. Il aurait été possible de travailler sur des souches sélectionnées génétiquement mais 

nous voulions rester le plus proche des conditions réelles et naturelles. 

L’utilisation des individus mâles est justifiée par le fait que, contrairement aux 

femelles, ils ne sont pas soumis à des cycles hormonaux qui pourraient induire des variations 

de comportement et donc réduire l’homogénéité des individus constituants les lots initiaux.  

Dès leur réception, les souris sont placées en groupe de 5 dans des cages standard pour 

une période d’acclimatation d’une semaine à dix jours avant d’être utilisées dans les 

différentes expériences. Pendant cette période, les souris sont maintenues dans une animalerie 

à température constante (22±2°C) et sous un cycle de lumière/obscurité de 12/12 h, et ont un 

accès libre à la nourriture et à l’eau. En raison de l’activité nocturne des souris, la lumière 

s’éteint à 6 h du matin et se rallume à 18 h et les différentes expériences ont lieu de 7 h à 16 h.  

Toutes les expériences effectuées sur les souris sont réalisées dans une pièce spécialement 

conçue pour l’expérimentation animale et en conformités avec les directives du Conseil de la 

Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC). 

 

II. Evaluation comportementale du niveau d’anxiété stable 

II.1. Test de la chambre claire/obscure (CCO) 

La chambre claire/obscure consiste en une boîte (45 X 27 X 29 cm). Ce dispositif est 

subdivisé par des lignes en 15 cases de surface égale (9 X 9 cm). Il est divisé en deux 
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compartiments, un compartiment obscur : 27 X 18 X 29 (6 cases) et un compartiment éclairé : 

27 X 27 X 29 (9 cases). Les deux compartiments communiquent par une petite ouverture 

permettant le passage de l’animal d’un compartiment à l’autre. Le compartiment obscur est 

éclairé par une lumière rouge alors que le compartiment éclairé est illuminé par une lumière 

blanche.  

 

 
Photo 1 : dispositif du test de la chambre claire obscure 

 

 

II.2. Procédure expérimentale 

Au moment du test, la souris est placée face à l’ouverture joignant le compartiment 

obscur. Son comportement est alors observé pendant 3 minutes. Après chaque test, le 

dispositif est nettoyé avec une solution d’éthanol à 10 % pour éliminer toutes traces de 

passage de l’animal précédemment testé. Nous avions pris en compte trois variables qui sont 

considérées comme indicateur du niveau d’anxiété des différents individus et validés 

scientifiquement par plusieurs auteurs (Crawley et al., 1980; Crawley, 1981; Misslin et al., 

1989; Belzung et al., 1994; Belzung, 1999; Bourin and Hascoët, 2003; Bouayed et al., 

2007a,b; Rammal et al.,2008a,b) : 
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 a) le temps de latence : correspond au temps mis par la souris dans le compartiment 

obscur avant sa première transition vers le compartiment éclairé. 

 b) le nombre de transitions (sorties) du compartiment obscur vers le compartiment 

éclairé. 

 c) le temps cumulé dans le compartiment éclairé (TCC). 

 

Toutes ces mesures sont comptabilisées après la première entrée de l’animal dans le 

compartiment obscur durant les 3 minutes de l’expérience. 

Une fois toutes les souris passées au test, celles qui sont considérées anxieuses 

présentent un temps de latence élevé (plus de 120 sec), un temps cumulé dans le 

compartiment éclairé faible (de 0-14 sec) et un nombre de transitions faible (de 0-2 sec). Les 

souris sont qualifiées non-anxieuses quand le temps de latence est bas (de 5-30 sec), le temps 

cumulé dans le compartiment éclairé est élevé (de 70-100 sec) et le nombre de transitions est 

élevé (de 8-12 sec). 

En se basant sur ces critères sévères, seulement 10 % des souris ont été considérées 

comme anxieuses et 10 % comme non-anxieuses sur un échantillon d’une population de 100 

souris. Ainsi, 80 % des souris intermédiaires (I) ont été mises en observation pour d’autres 

études. 

Afin d’évaluer les effets du niveau de l’anxiété sur différents paramètres aussi bien 

immunitaires que comportementaux et oxydatifs, les souris anxieuses et les non-anxieuses 

sont distinguées, un lot de 10 souris de chaque groupe est sacrifié afin de récupérer les 

cellules périphériques au niveau du sang servant aux différents dosages immunitaires 

(cytométrie en flux et ELISA) et les cellules centrales (neurones et cellules gliales) au niveau 

de chaque partie du cerveau. 
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III. Evaluation des effets du stress expérimental sur les animaux selon leur niveau 

d’anxiété 

III.1. Principe 

Le modèle de stress utilisé au cours de ce travail correspond au stress par contention 

ou réduction maximale de l’espace (appelé également par immobilisation, contrainte, ou 

confinement). Ce modèle induit un stress physique à prédominance émotionnelle (Stöhr et al., 

1999). D’autres chercheurs l’ont considéré comme un stress psychologique (Servatius et al., 

2000; Dayas et al., 2001; Schmitz et al., 2002; Madrigal et al., 2003) dans le sens où le 

malaise, la gêne ou l’inconfort provoqués par la contention sont secondaires à l’appréciation 

ou l’évaluation cognitive de l’incapacité de se mouvoir. Ce modèle présente, en plus de sa 

validité scientifique, un aspect ethique acceptable par la communauté scientifique. 

 

   
Photo 2 : Dispositif du stress par contention 

 

 

Le dispositif du stress par contention consiste en un tube cylindrique en Plexiglas de 3 

cm de diamètre adapté à la souris. Tout au long de ce cylindre, sont disposées plusieurs petites 

fentes munies de petites portes guillotines permettant un ajustement de l’espace à la taille de 

l’animal.  
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III.2. Procédure de l’application du stress par contention 

Des applications de stress aigu (2h) et subaigu (15 jours) ont été réalisées au cours de 

ce travail. Lors de la séance du stress, la souris est introduite dans ce tube pendant une seule 

durée de deux heures (Dayas et al., 2001; Madrigal et al., 2003; Schmitz et al., 2002), ou 

plusieurs fois quotidiennement et à la même heure durant 15 jours et l’immobilisation totale 

au sein de ce cylindre est obtenue par une réduction maximale de l’espace grâce aux portes 

guillotines. Immédiatement après la distinction des souris selon leur niveau d’anxiété par le 

test de la CCO, elles sont exposées au stress par contention pendant deux heures. Un lot de 10 

souris de chaque groupe (anxieux et non-anxieux) a été anesthésié par l’halothane puis 

décapité. Le sang a été recueilli dans des tubes héparinisés pour servir aux différents dosages 

immunitaires. 

D’autres lots de souris (anxieuses et non-anxieuses) ont été exposés quotidiennement à 

2 h de stress par contention jusqu’à J15 où leur niveau d’anxiété a été de nouveau vérifié par 

le test de la CCO. Ils ont été ensuite décapités et leur sang recueilli pour différents dosages 

immunitaires.  

 

IV. Evaluations immunitaires 

IV.1. Technique de la cytométrie en flux pour le typage cellulaire 

IV.1.1. Définition  

La cytométrie en flux est une technique utilisée pour la caractérisation individuelle des 

particules en suspension après leur excitation lumineuse (Belloc F., 1991). C’est une 

technique permettant de réaliser des études antigéniques fonctionnelles sur différents types de 

cellules eucaryotes et procaryotes (Shapiro, 2003). L'avantage de cette technique est sa 

capacité de mesurer plusieurs paramètres sur plusieurs milliers de cellules individuelles dans 

une période très courte (jusqu'à 10.000 événements/s) par la mesure de leur fluorescence et de 
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la manière dont ils dispersent la lumière. Ainsi, une reproductibilité élevée et une précision 

statistique sont assurées par cette analyse. En plus du comptage cellulaire, de la séparation des 

sous population cellulaires et du tri cellulaire, la cytométrie en flux peut aussi servir à l’étude 

de la mortalité cellulaire, de l’apoptose, de la flambée respiratoire, de la phagocytose, du 

statut oxydatif cellulaire, de l’activité antioxydante (dosage des ERO, glutathion, etc.), du 

dosage des hormones, etc. (Goedken et al., 2004; Hong et al., 2004; Gagnaire et al., 2006; 

Bouayed et al., 2007a; Yin et al., 2007; Csaba et al., 2007; Rammal et al., 2008a,b). 

 

IV.1.2. Principe  

Les cellules en suspension dans l'échantillon sont acheminées dans la chambre 

d'écoulement par une pression de gaz où arrive aussi un liquide d'entraînement. Elles sortent 

de la chambre d'écoulement par une buse et passent ensuite une à une devant la source 

d'excitation lumineuse qui permet de mesurer ou d'évaluer des paramètres cellulaires. Ainsi, la 

lumière diffractée sous un petit angle (< 12°) mesurée en face du rayon laser permet d'évaluer 

la taille des cellules (paramètre Forward Scatter (FSC)). La lumière diffractée, mesurée à 90° 

(paramètre Side Scatter (SSC)) donne une mesure de la granulosité de la cellule. Ces cellules 

émettent alors différents types de signaux lumineux qui sont transformés en des signaux 

électriques analogiques qui seront ensuite convertis en des signaux numériques. Ces signaux 

sont enregistrés pour chaque cellule, pour chaque paramètre, constituant ainsi un fichier 

informatique (Photo 3). Chaque point représente une seule cellule classée selon les valeurs 

corrélées des deux paramètres cités. Ainsi, le type de graphique portant le nom de 

"diagramme de dispersion" ("dot plot") constitue la représentation fondamentale des données 

de cytométrie (Photo 4). 

En utilisant cette technique, nous avons déterminé le nombre des granulocytes, des 

monocytes, des lymphocytes totaux, lymphocytes TCD4+, TCD8+ et cellules NK dans 10 000 



Matériels et Méthodes 

 34 

événements dans le sang de la souris. La caractérisation des lymphocytes TCD4+, TCD8+ et 

NK a été faite par des anticorps monoclonaux antiCD4 (PerCP), antiCD8 (PE) et antiNK 

(FITC). 

 

 

 

Photo 3. Principes de fonctionnement d'un cytomètre-trieur à flux. 
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Photo 4. Identification morphologique des leucocytes du sang périphérique de la souris en 
fonction de leur taille (FSC) et de leur granulosité (SSC). 
 

 

IV.1.3. Méthodologie 

IV.1.3.1. Préparation du sang 

À 100 µl de sang contenu dans chaque tube eppendorf, nous ajoutons 5 µl de chaque 

anticorps antiCD4+, antiCD8+ et antiNK préalablement dilués en introduisant 20 µl 

d’anticorps dans 30 µl d’eau distillée (recommandé par le fabriquant), petite agitation et nous 

les mettons 15 minutes à l’obscurité, à température ambiante. Pour détruire les globules 

rouges, 2 ml de la solution de lyse (BD FACSTM Lysing Solution) sont ajoutés dans chaque 

tube avant d’agiter doucement et les mettre 10 minutes à l’obscurité, à température ambiante. 

Ensuite, après une centrifugation (5 min, 2000 tr/min à 4°C), le surnageant est jeté et 2 ml de 

la solution de lavage (BD CellWASH) sont ajoutés dans chaque tube. Nous agitons bien à 

l’aide du Vortex puis nous procédons à une deuxième centrifugation dans les mêmes 

conditions. Nous jetons le surnageant et nous ajoutons 500 µl de solution de lavage afin de 

réaliser les dosages immunitaires sur le cytomètre FACScan. 
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IV.2. Technique E.L.I.S.A pour les dosage des immunoglobulines A, E et G 

IV.2.1. Introduction 

ELISA est un test immunochimique rapide qui implique une enzyme, un anticorps ou 

un antigène. C'est une technique biochimique universellement acceptée en tant qu’une 

technique standard pour la mesure des taux d'anticorps dans beaucoup de fluides biologiques 

et différentes espèces. Elle utilise deux anticorps, l'un d'entre eux étant spécifique à l'antigène 

et l'autre étant couplé à une enzyme. Le second antigène confère à l'essai son nom de 

"enzyme-linked" = lié aux enzymes, et provoquera chez un substrat chromogène ou 

fluorogène la production d'un signal. 

Les tests ELISA sont extrêmement sensibles et spécifiques et se comparent 

favorablement avec d'autres méthodes utilisées pour détecter des substances dans le corps, tel 

que des essais de l'analyse de radio immune (Ginel, 1997). Ils ont les avantages 

supplémentaires de ne pas avoir besoin des radio-isotopes ou d'un compteur coûteux de 

rayonnement.  

 

IV.2.2. Méthodologie  

IV.2.2.1. Courbes d’étalonnages 

Dans le but de déterminer le taux des anticorps présents dans le sérum d’une souris, 

nous avons effectué une série d’expérimentations avec différentes dilutions (1/1000, 1/2500, 

1/5000, 1/10000) des différents types d’anti-Ig couplés à la peroxydase dans le PBS 1X pour 

tracer une courbe d’étalonnage nous permettant la détermination de la concentration des 

anticorps. Après cette expérimentation, nous avons choisi la dilution à 1/5000. 

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Biochimie
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sp%C3%A9cificit%C3%A9&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Essai
http://fr.wikipedia.org/wiki/Signal
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IV.2.2.1.1. Procédure 

On procède à un « Coating » par triplicata, les puits de la plaque sont enduits par 100 

µl du tampon carbonate-bicarbonate et par différentes concentrations des IgA, IgE et IgG. On 

incube une nuit à 4 °C. Ensuite, on lave deux fois avec du PBS 1X-Tween 20 à 0.05 %. On 

sature la plaque avec de BSA à 1 %, cette opération dure 1 h 30 à 37 °C, après on rince deux 

fois avec du PBS 1X-Tween 20. On ajoute 50 µl des anti-Ig (A, E et G) couplés à la 

peroxydase et dilués dans le PBS 1X. L’incubation dure 1 h à 37 °C. On lave deux fois avec 

du PBS 1X-Tween 20 et on ajoute 50 µl de TMB qui est un substrat de la peroxydase. On 

couvre la plaque et on la met à l’abri de la lumière à température ambiante. La réaction 

enzymatique est arrêtée 15-30 minutes plus tard par l’ajout de 50 µl d’acide sulfurique 3 M. 

Ensuite la plaque est laissée à température ambiante pendant 5 minutes afin d’être lue grâce à 

un lecteur de type {MRX, Microplate Reader}. L’absorbance (DO) est mesurée à 460 nm. 

 

IgG y = 0.5506x - 0.0138
R2 = 0.9924
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Figure 1. Courbe d’étalonnage de l’IgG. Les données affichées correspondent à la moyenne de 
trois réplications. 
 

DO 1.1436 0.9553 0.8513 0.627 0.4486 0.3323 

log [IgG] 2.09691001 1.79588002 1.49485002 1.19382003 0.89279003 0.59176003 
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IgA y = 0.2536x - 0.1618
R2 = 0.9987
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Figure 2. Courbe d’étalonnage de l’IgA. Les données affichées correspondent à la moyenne de 
trois réplications.  
 

DO 0.4173 0.348 0.2753 0.1906 

Log [IgA] 2.30103 2 1.69897 1.39794001 
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Figure 3. Courbe d’étalonnage de l’IgE. Les données affichées correspondent à la moyenne de 
trois réplications.  
 

DO 1.0623 0.8916 0.5613 0.582 0.4396 0.2776 0.1453 

Log [Ig E] 2.30103 2 1.69897 1.39794001 1.09691001 0.79588002 0.49485002 
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IV.2.2.2. Dosage des IgA, IgE et IgG dans le sang périphérique 

Procédure expérimentale 

On procède à un « Coating », les puits de la plaque sont enduits par 100 µl du tampon 

carbonate bicarbonate et par 100 µl du sérum des souris dilué à 1/500 dans le tampon 

carbonate bicarbonate. On incube une nuit à 4 °C. Ensuite, on lave deux fois avec du PBS 1X-

Tween 20 à 0.05 %. On sature la plaque avec de BSA à 1 %, cette opération dure 1 h 30 à 37 

°C, après on rince deux fois avec du PBS 1X-Tween 20. On ajoute 50 µl des anti-Ig (A, E et 

G) couplé à la peroxydase et dilués dans le PBS 1X. L’incubation dure 1 h à 37 °C. On lave 

deux fois avec du PBS 1X-Tween 20 et on ajoute 50 µl de TMB qui est un substrat de la 

peroxydase. On couvre la plaque et on la met à l’abri de la lumière. La réaction enzymatique 

est arrêtée 15 minutes plus tard par l’ajout de 50 µl d’acide sulfurique 3 M. Les 96 puits des 

plaques ont été lus à 460 nm en utilisant un lecteur de microplaque (bio Tek, Winooski, VT, 

Etats-Unis). Les gammes de la courbe standard d'ELISA étaient (3.9-125 µg/ml; 12.5-200 

µg/ml et 3.125-200 µg/ml) respectivement pour IgG, IgA et IgE. Les concentrations de ces 

immunoglobulines étaient en µg/ml. 

Pour calculer la concentration d’un Ig, il suffit de faire la puissance, exemple : 

Pour le IgG : PUISSANCE (10;(DO+0,0138)/0,5506) 

Pour le IgA : PUISSANCE (10;(DO+0,1618)/0,2536) 

Pour le IgE : PUISSANCE (10;(DO+0,1144)/0,4865) 

 

V. Quantification du statut oxydatif cellulaire par l’évaluation du niveau des espèces 

réactives d’oxygènes à l’aide de la cytométrie en flux 

V.1. Au niveau des leucocytes du sang périphérique 

Les souris ont été anesthésiées avec l’halothane puis sacrifiées par décapitation 24 h 

après l’évaluation de leur niveau d’anxiété par le test comportemental CCO. Pour évaluer le 
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niveau des ERO dans les leucocytes, nous avons adopté la méthode de Bouayed et al. 

(2007b).  

Les résultats sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF) (Harrison et 

al., 2005). Si le taux des ERO augmente, l’intensité moyenne de fluorescence augmente. 

 

V.2. Au niveau des neurones et des cellules gliales 

Protocoles 

Les souris ont été anesthésiées avec l’halothane puis sacrifiées par décapitation 24 h 

après le test de CCO. Le crâne a été ouvert et le cerveau a été enlevé sur glace. Après 

l’enlèvement des méninges de l'ensemble du cerveau, le cervelet, le cortex cérébral et 

l'hippocampe ont été recueillis sur glace dans des tubes séparés contenant du PBS 1X et de 

nouveau transférés dans des tubes séparés contenant du collagénase II 0.2 % (Invitrogen, 

France) pour la digestion à température ambiante pendant 30 minutes. Ensuite, le surnageant 

contenant la collagénase II a été complètement enlevé. 2 ml de la solution tampon (PBS 1X, 

EDTA 2 mM et 0.5 % BSA) ont été ajoutés. Une étape de filtration a été faite. Le filtrat a été 

centrifugé (4000 rpm, 10 min et à 4 °C). Le surnageant a été pipeté et 2 ml de la solution 

tampon ont été ajoutés. Ensuite, nous effectuons une centrifugation dans les mêmes 

conditions en éliminant le surnageant. Le culot a été suspendu dans 80 µl de solution tampon 

pour un total de 107 cellules et l’addition de 20 µl des billes anti-prominin-1 (Miltenyi Biotec, 

France) pour séparer les neurones et les cellules gliales des autres types des cellules dans le 

cerveau. Le mélange a été bien mixé et incubé durant 15 minutes à 4-8 °C. Les cellules ont été 

ensuite lavées avec 1-2 ml de tampon et centrifugées dans les mêmes conditions. Le 

surnageant a été complètement pipeté et les cellules sont de nouveau suspendues dans 500 µl 

de tampon. Nous avons procédé par la suite à la séparation magnétique par un séparateur 

approprié MINIMACS Column Separator (Miltenyi Biotec, France). Les cellules séparées ont 
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été ensuite centrifugées dans les mêmes conditions et le surnageant a été jeté. Le culot a été de 

nouveau suspendu dans 80 µl de tampon, 10 µl de l’anticorps CD90-PE et 10 µl de l’anticorps 

CD11b-FITC (Miltenyi Biotec, France) et incubé pendant 10 minutes à 4-8 °C afin de séparer 

respectivement les neurones des cellules gliales. Ensuite, 1 ml de tampon a été ajouté et une 

centrifugation dans les mêmes conditions a été faite. Le surnageant a été jeté. Les cellules ont 

été suspendues dans 1 ml de tampon plus 5 µl de DCFH-DA (50 µM) et elles ont été 

mélangées et incubées pendant 15 minutes à 37 °C (Bouayed et al., 2007b). Le niveau des 

ERO intracellulaires de chaque souris a été mesuré en utilisant la technique de la cytométrie 

en flux. Les résultats sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF) (Harrison et 

al., 2005). Si le taux des ERO augmente, l’intensité moyenne de fluorescence augmente. 

 
 
 

 
 
 

 
 

Photo 5. Les trois régions étudiées du cerveau  
 
 

Cervelet 

Hippocampe 

Cortex 
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Photo 6. Neurones et leurs synapses (Karin Pierre, Institut de Physiologie, UNIL, 
Lausanne). 

 
 

 
 

Photo 7. Cellules gliales étoilées (Karin Pierre, Institut de Physiologie, UNIL, Lausanne) 
 

 

V.3. Principe 

Le taux des espèces réactives de l’oxygène (ERO) intracellulaire des différentes 

catégories des cellules étudiées a été évalué en utilisant la sonde DCFH-DA (2',7'-diacetate 
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dichlorofluoresceine). La DCFH-DA est une molécule non polaire qui traverse les membranes 

cellulaires. La DCFH-DA est ensuite hydrolysée par les estérases cytosoliques en DCFH 

(dichlorofluoresceine), une molécule polaire non fluorescente (schéma 1). La DCFH est alors 

oxydée par les ERO intracellulaires en DCF (2',7'-dichlorofluoresceine), substance fortement 

fuorescente (Shen et al., 1996; Rota et al., 1999; Carini et al., 2000). La cytométrie en flux 

nous permet d’évaluer la fluorescence émise à 530 nm par les neurones et les cellules gliales 

suite à leur excitation par le faisceau laser à 488 nm et d’estimer la production des ERO 

(Goedken et al., 2004; Hong et al., 2004). Le cytomètre utilisé dans cette étude est un 

FACScan (Beckton Dickinson).  

 

 

Figure 4. Représentation schématique des réactions intracellulaires conduisant à l’oxydation du 
DCFH en DCF composé émetteur de fluorescence. Le spectre d’émission de DCF, après son 
excitation par un faisceau laser à 488nm, est à 525nm détecté par le photomultiplicateur FL1 du 
cytomètre. 
 

 

VI. Détermination de l’expression génique par RT-PCR 

VI.1. Isolation de l’ARN, digestion de l’ADN et transcription inverse 

Les ARN totaux ont été isolés dans des échantillons du cerveau de la souris Swiss. Ils 

ont été homogénisés dans le Qiazol (Qiagen, Hilden, Allemagne), un réactif de lyse, selon le 

DCFH-DA DCFH  
Estérases 
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DCF*  
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488nm 



Matériels et Méthodes 

 44 

protocol de fournisseur. Chaque échantillon a été traité avec la DNAse 1 (Ambion, Applied 

bisystems, Darmstadt, Allemagne) pour éliminer la contamination de l’ADN génomique et 

testé par la suite pour la présence de l’ADN par la RT-PCR en temps réel. La concentration de 

l’ARN total a été déterminée par mesure photométrique à 260 nm. La transcription inverse a 

été réalisée en utilisant le kit de transcription inverse ADNc à haute capacité (Applied 

Biosystems, Darmstadt, Germany). 

 

VI.2. RT-PCR quantitative en temps réel SYBR green 

Les séquences d’ADNc pour les récepteurs GABAA, µ-opioïde (MOR-1), α-1 

adrénergique, 5-HT1A et 18S ont été obtenues à partir de la banque des gènes. Les produits 

PCR ont été quantifiés fluorimétricallement en utilisant le SYBR green. 

La PCR en temps réel a été réalisée dans un iQ5 cycler (Bio-Rad, Munich, Germany) 

en utilisant le kit PCR quantitative DyNAmo® Flash SYBR® Green (Finnzymes, Biocat, 

Heidelberg, Germany). Chaque échantillon a été mené en triplicata. 

Les conditions d’amplification comprennent une étape initiale de dénaturation à 95°C 

pendant 7 minutes et une série de 40 à 45 cycles à 15 sec à 95°C, 15 sec à 60-64°C et 1 min à 

60°C. 

Les analyses de la courbe de fusion de 55°C-98°C ont été réalisées pour chaque 

échantillon et gène pour distinguer les produits spécifiques des non spécifiques. Le cycle 

seuil, qui représente le cycle PCR au cours duquel une augmentation de la fluorescence au-

dessus de l'arrière-plan est détecté en premier, a été déterminé par le logiciel. 

 

Gène Numéros d’accession dans les banques des 
gènes  

GABAA NM_010250 
5-HT1A NM_008308 

α1-adrénergique NM_013460 
µµµµ-opioïde NM_001039652 

µµµµ -18S NR_003278 
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VI.3. Analyses des données RT-PCR 

La méthode de la quantification relative à l'aide du ∆∆C (t) a été utilisée pour 

déterminer le rapport entre l'échantillon (groupe anxieux) et le calibreur (groupe non 

anxieux). Les niveaux de l'expression des gènes ont aussi été étalonnés par rapport au gène 

ARNr 18S pour chaque groupe pour tenir compte de la variabilité incontrôlée. L'analyse des 

données a été réalisée en utilisant le logiciel « Relative expression software tool (REST©) » 

(Pfaffel  et al., 2002). Les données sont représentées dans des graphiques comme une 

moyenne ± ES. Les différences dans les expressions entre le groupe contrôle et le groupe 

traité ont été évalués dans le groupe des moyens pour la signification statistique par ANOVA 

en utilisant des tests approximatifs de randomisation (Sigma Stat for Windows Software®, 

Version 2.0; Jandel Corporation) (Pfaffel  et al., 2002). Une valeur de P < 0.05 a été 

considérée statistiquement significative. 

 

VII. Analyses statistiques 

Les données sont représentées par leur moyenne ± ESM. Toutes les analyses 

statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Statview® 4.5 (Abacus Concepts, Inc.) et le 

Gène forward primer sequence reverse primer sequence amplicon size 

GABAA 5´GACTGCTGGACGGTT
ATGACAA-3´ 

5´AATGTCGGTCTTCACTT
CAGTTACAC-3´ 

73bp 

5-HT1A 5´TCGCTCACTTGGCTC
ATTGGCTTT-3´ 

5´TTCCAACTTCTTGACCG
TCTTGCG-3´ 

240bp 

α1-adrénergique 5´CGCTGTGGTGGGAA
CCGGCAG-3´ 

5´AGTTGGTGACCGTCTGC
AAGT-3´ 

217bp 

µµµµ -opioïdes 5´GCCCTCTATTCTATC
GTGTGTGTA-3´ 

5´GTTCCCATCAGGTAGTT
AACACTC-3´ 

186bp 

µµµµ -18S 5´-GCG CTT CTC TTT 
CCG CCA-3´ 

5´AGCTCTCCGACACCTCT
CTT-3´ 

149bp 
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seuil de significativité a été fixé à P < 0.05. L’analyse statistique paramétrique a été réalisée 

par l’ANOVA suivi du test PLSD de Fisher lorsque le nombre de groupes comparés est 

supérieur à deux. Le test de Student a été utilisé pour comparer 2 groupes non-appariés. 

L’analyse statistique non paramétrique a été réalisée par le test Kruskal–Wallis suivi par le 

test Mann–Whitney U. 
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RESULTATS 
 
I. Choix du test comportemental et nature de l’anxiété 

Après une série d’expérimentations préliminaires, nous avions utilisé deux tests 

comportementaux les plus connus et les plus utilisés pour les études de l’anxiété, le test du 

labyrinthe en croix surélevé et le test de la CCO (photo 1). Lors des analyses des données 

obtenues avec les deux tests et leur comparaison nous avions constaté que le test CCO durant 

3 minutes a permis une meilleure séparation des souris selon leur niveau d’anxiété.  

D’une manière globale et sur toute la période de l’expérimentation (15 jours), nous 

avons constaté que 90 % de la population totale des souris anxieuses ont gardé le même statut 

d’anxiété et sont restées anxieuses. De la même manière, chez les souris non-anxieuses, il n’y 

avait pas eu de changement de statut d’anxiété jusqu’à la fin de l’étude. 

Ces résultats ont été reproduits sur plusieurs périodes différentes et par des 

expérimentateurs différents. Ils nous ont permis ainsi de constater que l’état d’anxiété d’un 

grand nombre de souris est resté stable au même niveau après deux semaines d’adaptation et 

d’observation.  

Nous pourrions donc qualifier cette anxiété de « trait » ou endogène étant donné que 

les conditions environnementales ne l’ont ni affecté ni modifié et qu’elle est restée stable.  

 

II. Etudes immunitaires 

II.1. Effet du niveau de l’anxiété sur les cellules périphériques du sang (leucocytes) 

(immunité cellulaire) 

Les analyses des résultats obtenus ont montré que le niveau d’anxiété élevé entraîne 

une diminution significative du nombre des lymphocytes totaux (P<0.02), des TCD4+ 

(P<0.0025) et des TCD8+ (P<0.05). En même temps, ce niveau d’anxiété élevé a montré une 

tendance à l’augmentation de la proportion des granulocytes, des monocytes et des cellules 
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NK mais d’une manière non significative (Tableau 4). Cela est en faveur d’une altération de 

l’immunité cellulaire (immunosuppression). 

 
 Non-anxieuses Anxieuses 

Lymphocytes totaux 6583 ± 214 5352 ± 332  *  

TCD4+ 3943 ± 114 2940 ± 223  **  

TCD8+ 865 ± 65 634 ± 63  * 

NK 315 ± 43 478 ± 115 

Granulocytes 1241 ± 160 1398 ± 221 

Monocytes 117 ± 16 151 ± 29 

 
Tableau 4. Effet de l’anxiété sur le nombre des granulocytes, monocytes, lymphocytes 
totaux, TCD4+, TCD8+ et cellules NK chez les souris (n=10). Les données sont 
représentées en moyenne ± ESM. *P<0.05; **P<0.01. Les analyses statistiques sont 
réalisées par le test de Mann-Whitney. 
 

 

II.2. Effets de l’anxiété sur l’immunité humorale par l’évaluation des immunoglobulines 

(A, E et G) dans le sang 

Les analyses des résultats ont montré que le niveau d’anxiété élevé entraîne une 

diminution significative de la concentration des IgA et IgE (P<0.05) (Tableau 5). Par contre, 

il a été observé au niveau des IgG une baisse non significative induite par le niveau élevé de 

l’anxiété (P>0.05) (Tableau 5). Ces résultats montrent que le niveau élevé de l’anxiété induit 

une altération de l’immunité humorale avec une confirmation d’une immunosupression. 
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 Non-anxieuses Anxieuses 

IgA 25.13 ± 2.6 15.61 ± 1.7 ** 

IgE 12.62 ± 2.9 5.6 ± 1.3 ** 

IgG 2.71 ± 0.23 2.21 ± 0.13 

 
Tableau 5. Effet de l’anxiété sur les concentrations des immunoglobulines (A, E et G) 
chez les souris (n=10). Les données sont représentées en moyenne ± ESM. **P<0.01. Les 
analyses statistiques sont réalisées par le test de Student et le test de Mann-Whitney. 
 

 

II.3. Effets du stress expérimental par contention sur le niveau d’anxiété  

Au bout de 15 jours d’application du stress expérimental par contention sur les souris 

anxieuses et non-anxieuses nous avons relevé que : 

 Chez les souris anxieuses 

  * 80 % ont gardé leur statut initial 

  * 20 % sont devenues intermédiaires   

 Chez les souris non-anxieuses 

* 25 % ont gardé leur statut initial 

* 75 % sont devenues anxieuses 

 À la lumière de tous ces résultats, nous pouvons constater que le modèle de stress 

utilisé dans notre travail de recherche présente un caractère anxiogène. 

 

II.3.1. Effets de l’anxiété couplée au stress aigu par contention sur l’immunité cellulaire 

(leucocytes) 

Le traitement des données a révélé que le stress expérimental par contention a induit, à 

la fois chez les souris anxieuses et les souris non anxieuses, une diminution significative du 

nombre des lymphocytes totaux, des TCD4+ et des TCD8+ (P<0.05), et une augmentation 

significative du nombre des granulocytes (P<0.05) (Tableau 6). En même temps, ce modèle 
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de stress a entraîné une baisse du nombre des monocytes et des cellules NK mais d’une 

manière non significative (P>0.05) à la fois chez les souris anxieuses et les non anxieuses 

(Tableau 6). Donc le stress expérimental par contention a accru le niveau de l’anxiété des 

différentes populations. 

 

 Jour 1 (2h) 

 Non-anxieuses Non-anxieuses 

Stressées 

Anxieuses Anxieuses 

Stressées 

Lymphocytes totaux 6695 ± 175 4292 ± 343 ***   5668 ± 311 3243 ± 301 ** 

TCD4+ 3963 ± 120 2595 ± 210 ***   3069 ± 184 1978 ± 166  **   

TCD8+ 876 ± 63 605 ± 63  ** 710 ± 81 442 ± 51  *  

NK 316 ± 42 217 ± 30  431 ± 114 346 ± 102 

Granulocytes 1230 ± 153 2589 ± 271  **  1418 ± 214 3236 ± 357 ** 

Monocytes 117 ± 17 107 ± 11 150 ± 29 113 ± 18 

 
Tableau 6. Effet de l’anxiété couplée au stress aigu par contention sur le nombre des 
granulocytes, monocytes lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et NK chez les souris 
(n=10). Les données sont représentées en moyenne ± ESM. *P<0.05; **P<0.01;***P<0.001. 
Les analyses statistiques sont réalisées par le test de Mann-Whitney. 
 

 

II.3.2. Effets de l’anxiété couplée au stress subaigu par contention sur les leucocytes 

Les analyses statistiques des données ont révélé que, à la fois chez les anxieuses et les 

souris non anxieuses, le stress expérimental par contention appliqué en subaigu a entraîné 

d’une part, une diminution significative du nombre des lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ 

(P<0.05), et d’autre part, une augmentation significative du nombre des granulocytes et des 

monocytes (P<0.05) (Tableau 7). D’une manière non significative, le nombre des cellules NK 

a augmenté par le stress expérimental par contention chez les souris non anxieuses 
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contrairement aux souris anxieuses dont une diminution significative a été constatée (Tableau 

7). Cela montre que le stress expérimental appliqué sur des individus anxieux entraîne une 

abérration des altérations déjà constatées par le niveau élevé de l’anxiété. 

 

  Jour 15 (J15) 

 Non anxieuses Non anxieuses 

Stressées 

Anxieuses Anxieuses 

Stressées 

Lymphocytes totaux 5557 ± 226 4278 ± 413  *  5412 ± 301 2711 ± 704  **  

TCD4+ 3173 ± 174 2231 ± 319  *  2703 ± 123 1614 ± 474  * 

TCD8+ 841 ± 36 723 ± 210  * 762 ± 55 401 ± 84  ** 

NK 475 ± 66 594 ± 154 636 ± 105 312 ± 69 * 

Granulocytes 835 ± 90 1927 ± 498  * 1063 ± 200 3977 ± 855  **  

Monocytes 108 ± 18 146 ± 22  * 83 ± 14 201 ± 74  * 

 
Tableau 7. Effet de l’anxiété couplée au stress subaigu par contention sur le nombre des 
granulocytes, monocytes lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et cellules NK chez les 
souris (n=10). Les données sont représentées en moyenne ± ESM. *P<0.05; **P<0.01. Les 
analyses statistiques sont réalisées par le test de Mann-Whitney. 
 

 

II.4. Effets de l’anxiété couplée au stress aigu par contention sur les immunoglobulines 

(immunité humorale) 

 Les résultats obtenus après analyse statistique des données ont montré que 2h 

d’application de stress aigu par contention ont induit une diminution significative de la 

concentration des IgA à la fois chez les souris anxieuses (P=0.0026) et chez les souris non 

anxieuses (P<0.0016). Nous avions également constaté une diminution significative de la 

concentration des IgE chez les souris anxieuses (P=0.0078) comme chez les souris non 

anxieuses (P=0.0008) (Tableau 8). Les résultats ont montré aussi que 2h de stress par 
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contention ont diminué significativement la concentration des IgG chez les souris non 

anxieuses (P=0.04) sans l’affecter chez les souris anxieuses (P>0.05) (Tableau 8). 

 

 Jour 1 (2h) 

 Non-

anxieuses 

Non-anxieuses 

Stressées 

Anxieuses Anxieuses 

Stressées 

IgA 37.5 ± 3.25 17.77 ± 1.61  ** 29.71 ± 2.56 15.88 ± 1.88 ## 

IgE 12.76 ± 1.92 5.24 ± 0.62  ** 8.44 ± 1.35 4.11 ± 0.68 ## 

IgG 4.34 ± 0.43 3.07 ± 0.37  * 3.64 ± 0.37 3.53 ± 0.43 

 
Tableau 8. Effets du stress par contention sur les immunoglobulines chez les souris 
anxieuses et les non-anxieuses. *P<0.05; **P<0.01;***P<0.001; ##P<0.01. Les données 
sont exprimées en moyenne ± ESM (n=10). Les analyses statistiques sont réalisées par le 
test de Mann Whitney et le test de Student. 
 

 

II.5. Effets de l’anxiété couplée au stress subaigu par contention sur les 

immunoglobulines 

 Les résultats obtenus montrent que l’application du stress expérimental par contention 

pendant 2h/jour sur une période de 15 jours induit une diminution significative de la 

concentration des différentes immunoglobulines étudiées (A, E et G) à la fois chez les souris 

anxieuses (P=0.0008, P=0.0008 et P=0.0046 respectivement) et chez les souris non anxieuses 

(P=0.0005, P=0.0005 et P=0.0005 respectivement) (Tableau 9).  
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 Jour 15 (J15) 

 Non-anxious Non-anxious 

stressed 

Anxious Anxious 

stressed 

IgA 36 ± 3.2 16 ± 0.7 *** 33 ± 2 13.5 ± 0.73 ### 

IgE 14 ± 1.5 4.5 ± 0.42 *** 12 ± 2 3.5 ± 0.2 ### 

IgG 5.83 ± 0.6 2.6 ± 0.2 *** 4.3 ± 0.34 3 ± 0.25 ## 

 
Tableau 9. Effets du stress expérimental par contention sur les immunoglobulines chez 
les souris anxieuses et les non anxieuses. ***P<0.001; ##P<0.01; ###P<0.001. Les données 
sont exprimées en moyenne ± ESM (n=10). Les analyses statistiques sont réalisées par le 
test de Student. 
 

 

III. Evaluation de l’impact de l’anxiété sur le statut oxydatif des cellules périphériques 

(leucocytes) 

Le niveau d’anxiété d’un lot de souris mâles Swiss naïves a été initialement évalué 

dans le test de la chambre claire/obscure sur la base des paramètres comportementaux étudiés 

(voir Matériels et Méthodes). Les résultats obtenus ont montré des différences significatives 

dans le statut redox intracellulaire des granulocytes, des lymphocytes et des monocytes chez 

les souris anxieuses. Le statut oxydatif de chaque souris a été quantifié par le suivi de 

l'intensité moyenne de fluorescence émise résultante de l'oxydation de dichlorofluoresceine 

(DCFH) intracellulaire par les ERO. Les résultats obtenus après analyse statistique ont révélé 

que le niveau de l'anxiété est corrélé aux niveaux des ERO dans les granulocytes (P=0.0045), 

les lymphocytes totaux (P=0.026) et les monocytes (P=0.029) (Tableau 10).  
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Groupes Lymphocytes Granulocytes Monocytes 

Non-anxieuses 135 ± 12 418 ± 87 25 ± 4 

Anxieuses 215 ± 31  * 1635 ± 375  ** 46 ± 8  * 

 
Tableau 10. Effets de l’anxiété sur le statut oxydatif des lymphocytes, des granulocytes 
et des monocytes du sang périphérique. Les données sont exprimées en moyenne ± ESM 
(n=10). *p<0.05,**p<0.05. Les analyses statistiques ont été réalisées par le test de 
Student. 
 

 

IV. Evaluation de l’impact de l’anxiété sur le statut oxydatif des cellules centrales 

(neurones et cellules gliales) et périphériques (lymphocytes, granulocytes et monocytes) 

Le niveau d’anxiété d’un lot de souris mâles Swiss naïves a été initialement évalué 

dans le test de la chambre claire/obscure sur la base des paramètres comportementaux étudiés 

(voir Matériels et Méthodes). Les résultats obtenus montrent qu’il existe des différences 

significatives au niveau du statut redox intracellulaire aussi bien dans les cellules centrales 

(neurones et cellules gliales) que périphériques (granulocytes, lymphocytes et monocytes) 

chez les mêmes souris étudiées. Pour chaque animal, le statut oxydatif de ces cellules a été 

quantifié par le suivi de l'intensité de fluorescence émise résultante de l'oxydation de DCFH 

intracellulaire par les ERO. Les résultats obtenus et les analyses statistiques ont révélé d’une 

part, que le niveau élevé de l'anxiété induit une augmentation de manière significative du taux 

des ERO au niveau des neurones dans le cortex cérébral (P=0.0052), le cervelet (P=0.03) et 

l'hippocampe (P=0.03) (Tableau 11). En même temps, ce niveau élevé de l’anxiété a entraîné 

une augmentation de façon significative du taux des ERO au niveau des cellules gliales dans 

le cervelet et l'hippocampe (P=0.017 et P=0.02 respectivement) contrairement au cortex 

cérébral où l’augmentation n’a pas été significative (P>0.05) (Tableau 11). D’autre part et de 

manière corrélée, une différence significative entre les souris anxieuses et les souris non-
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anxieuses a été relevée au niveau de l’accumulation intracellulaire des ERO dans les cellules 

périphériques (granulocytes, lymphocytes et monocytes) (P=0.005, P=0.046 et P=0.04 

respectivement) (Tableau 11). 

 

Intensité moyenne de fluorescence (unité arbitraire) 

Type de cellules Souris anxieuses Souris non-anxieuses 

Neurones du cortex cérébral  1223 ± 232 ** 177±76 

Neurones du cervelet 546 ± 128 * 227 ± 41 

Neurones de l’hippocampe 1749 ± 566 * 227 ± 51 

Cellules gliales du cortex cérébral  429 ± 48 310 ± 72 

Cellules gliales du cervelet 343 ± 36 * 195 ± 31 

Cellules gliales de l’hippocampe 468 ± 43 * 319 ± 29 

Lymphocytes 251 ± 46 * 152 ± 11 

Monocytes 56 ± 9 * 35 ± 2.5 

Granulocytes 1979 ± 405 ** 448 ± 77 

 
Tableau 11. Accumulation des ERO intracellulaires dans les cellules centrales et 
périphériques des souris anxieuses et non-anxieuses. Les données sont exprimées en 
moyenne ± ESM. (n=10). *P<0.05, **P<0.01. Les analyses statistiques ont été réalisées 
par le test de Student. 
 

 

V. Détermination de l’expression génique par RT-PCR 

Les données ont été analysées pour des différences significatives par ANOVA en 

utilisant des tests approximatifs de randomisation (Sigma Stat logiciels pour Windows ®, 

version 2.0; Jandel Corporation) (Pfaffel  et al., 2002). 

Nous avions considéré dans le cadre de l’analyse statistique des résultats que le niveau 

de base de l’expression des gènes codants des différents récepteurs étudiés était relatif au 
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groupe des animaux « non anxieux » qui ont constitué le niveau de base. La comparaison des 

expressions de ces gènes des animaux anxieux par arpport aux non anxieux a permis de 

relever que les résultats obtenus par la technique de la RT-PCR en temps réel montrent que 

les gènes codants relatifs aux récepteurs α1-adrénergiques et sérotoninergiques 5-HT1A sont 

surexprimés significativement chez les souris anxieuses. Par contre, les gènes codants des 

récepteurs µ-opioïdes qui sont impliqués dans la réponse au stress et à la douleur, et des 

récepteurs GABAA principalement impliqués dans les phénomènes d’inhibition sont 

significativement sous-exprimés chez les souris anxieuses.  
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Figure 5. Effet de niveau élevé de l’anxiété sur l’expression des gènes codants pour les 
récepteurs GABAA, 5-HT1A, α1-adrénergiques et µµµµ-opioïdes. Les données sont exprimées 
en moyenne ± ES. (n=10). (t) : tendance.  
 
 
 

Comme le montrent les graphes et en prenant le niveau de bases des lots d’individus 

non-anxieux, le niveau d’expression des 5-HT1A-mRNA est plus élevé chez les individus de 

niveau d’anxiété élevé en comparaison au lot dit non-anxieux. 
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Pour les gènes des récepteurs α1-adrénergiques-mRNA, nous pouvons constater 

également un niveau d’expression plus élevé significativement (P < 0.01) chez les animaux 

anxieux par rapport aux animaux non-anxieux. 

Au niveau des gènes des récepteurs GABAA-mRNA et µ-opioïdes-mRNA, nous 

relevons une sous-expression significative (P < 0.05) de ces sous-types de récepteurs chez les 

individus de niveau d’anxiété élevé. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les hypothèses qui ont guidé notre travail de recherche ont particulièrement porté sur 

la mise en évidence expérimentale d’un éventuel lien entre l’anxiété, le stress et les troubles 

de certaines fonctions organiques ou cellulaires choisies pour cette étude. En effet, s’il est 

admis généralement que les conditions de l’environnement (stress physique, chimique, 

psychique,….) peuvent induire ou aggraver de nombreux troubles organiques et fonctionnels, 

il n’existe que très peu de travaux ou des travaux au stade hypothètique suggèrant la 

validation expérimentale de ces liens et surtout les mécanismes cellulaires ou moléculaires 

sous-jacents. Tels étaient la mission et l’objectif de ce travail de notre équipe dont une partie a 

été réalisée au cours de cette thèse. 

Ainsi, les résultats obtenus ont permis de relever plusieurs conclusions et de soulever 

plusieurs questions. Sur le plan méthodologique, nous avions ainsi mis en évidence à travers 

ces travaux le caractère sélectif du tri comportemental qui a permis à l’aide d’un test 

spécifique à l’étude de l’anxiété, le test de la chambre claire/obscure (CCO), d’identifier deux 

groupes d’individus selon leur niveau d’anxiété. 

Ainsi, dans le test de la CCO décrit par Crawley and Goodwin, (1980), l'anxiété est 

générée par le conflit entre les désirs d'explorer et de se retirer d'un espace inconnu et bien 

éclairé (Blumstein and Crawley, 1983; Misslin et al., 1989; Belzung and Le Pape, 1994; 

Smythe et al., 1996). Dans notre travail de recherche, les paramètres évalués dans ce test ont 

été : le temps de latence qui correspond au temps passé par la souris dans le compartiment 

obscur avant sa première sortie dans le compartiment clair, le nombre de sorties (transitions) 

du compartiment obscur vers le compartiment clair et le temps passé dans le compartiment 

clair. Ces variables ont été utilisées par d’autres chercheurs pour démontrer l’activité 

anxiolytique (Belzung et al., 1987; Jones et al., 1988; Costall et al., 1989; Young and 

Johnson, 1991; Lepicard et al., 2000; Dailly et al., 2002; Graeff and Zangrossi, 2002; 
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Bouayed et al., 2007a,b; Rammal et al., 2008a,b). Nous avions de notre côté exploré la 

possibilité d’utiliser ces différentes variables de manière à en dégager un indice arbitraire 

mais qui nous fournit un outil quantitatif pour mesurer l’anxiété à partir de l’observation des 

paramètres choisis. 

Au sein de notre équipe, Bouayed et al. (2007b) ont rapporté que les souris SWISS 

montrent une large hétérogénéité dans leurs niveaux d’anxiété. Dans notre travail de 

recherche, pour éviter des résultats biaisés et en se basant sur des études réalisées par d’autres 

équipes (Krömer et al., 2005; Vautrin et al., 2005; Ditzen et al., 2006), nous avons utilisé des 

souris ayant des niveaux d’anxiété opposés (anxieuses et non-anxieuses) pour avoir une bonne 

vision comparative de l’impact de l’anxiété sur les différentes fonctions étudiées dans cette 

étude. 

Nous avons considéré que l’anxiété évaluée chez les souris utilisées dans ce travail de 

recherche est une anxiété « trait » pour deux raisons. D’une part, le niveau d’anxiété a été 

stable dans le temps, parce que nous avions trouvé en utilisant le test de la CCO que les souris 

anxieuses et les non-anxieuses n’ont pas changé leur niveau d’anxiété pendant une période de 

plus de 15 jours. D’autre part, dans cette même étude, nous avons trouvé que ces souris, en 

conservant leur statut d’anxiété, présentent le même profil immunitaire trouvé au début. 

En ce qui concerne le caractère anxiogène du modèle de stress par contention que nous 

avions choisi pour les études, nous avions pu mettre en évidence ce caractère anxiogène afin 

de mieux spécifier la nature du stress expérimental auquel ont été exposés les animaux. Les 

différents résultats obtenus ont montré qu’une durée de 2h de stress expérimental par 

contention, appliquée quotidiennement sur une période de 15 jours, a augmenté 

significativement le niveau d'anxiété chez la souris, lorsque le nombre de transition entre les 

deux compartiments et le temps passé dans le compartiment éclairé ont diminué, en même 

temps le temps de latence a augmenté. Ces présents résultats sont en accord avec d’autres 
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obtenus par d’autres équipes qui ont signalé que le stress expérimental par contention avait un 

caractère anxiogène (Jones et al., 1988; Costall et al., 1989; Cancela et al., 1995; Padovan and 

Guimaräes, 2000; Dailly et al., 2002; Bowman et al., 2004).  

Dans le cadre de nos hypothèses, nous avions tenté de vérifier expérimentalement le 

lien existant entre l’anxiété, le stress anxiogène et les troubles immunitaires. Nos résultats ont 

montré que le niveau élevé d'anxiété a inhibé une partie de l’immunité cellulaire et humorale 

par l'abaissement du niveau des lymphocytes totaux y compris les lymphocytes TCD4+ et 

TCD8+, et les concentrations des immunoglobulines (A, E et G). Il n’a pas été relevé de 

changement significatif de l'immunité cellulaire concernant le niveau des granulocytes, des 

monocytes et des cellules NK. L’ensemble de ces résultats a montré un effet dépressif de 

l’anxiété sur l’immunité cellulaire et humorale des souris anxieuses. 

De la même manière, nos résultats ont aussi démontré que le stress expérimental par 

contention a activé une partie de l'immunité cellulaire en augmentant les niveaux des 

granulocytes et des monocytes à la fois chez les souris anxieuses et non-anxieuses indiquant 

une perturbation de la réponse non-spécifique de leurs défenses immunitaires. Toutefois, ce 

stress expérimental par contention a inhibé l’autre partie de l'immunité cellulaire en diminuant 

le taux des cellules NK et des lymphocytes totaux y compris les lymphocytes TCD4+ et 

TCD8+, ce qui confirme le caractère anxiogène immunodépressif de ce modèle de stress. De 

plus, le stress expérimental par contention (aigu et subaigu) a mené à une diminution 

significative de la concentration d'immunoglobulines (A, E et G), inhibant l'immunité 

humorale. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Bowers et al. (2008) qui ont 

suggéré que 2h de stress expérimental par contention ont induit une diminution du nombre des 

lymphocytes totaux y compris les cellules T et B contrairement aux autres qui ont observé une 

redistribution des leucocytes du sang vers les organes tels les ganglions lymphatiques et la 

peau (Dhabhar et al., 1994; Dhabhar et al., 1995; Dhabhar, 1996, 1997; Dhabhar and 
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McEwen, 1996). Les résultats de notre travail ont révélé également que le stress expérimental 

par contention a aggravé les effets générés par l’anxiété élevée sur l’immunité cellulaire et 

humorale; par conséquent, il a contribué à la diminution de l’efficacité du système 

immunitaire des souris.  

D’une manière reproductible, le stress anxiogène aigu par contention a généralement 

montré un effet immunosuppresseur comme celui du stress subaigu. Ces présents résultats 

sont en accord avec d’autres études qui ont montré que quelques aspects du système 

immunitaire sont augmentés et d’autres sont diminués par le stress chronique par contention 

(Cunnick et al., 1988; van Raaij et al., 1996; Mizoguchi et al., 2001; Nakano, 2004). En outre, 

cette étude nous permet d’émettre l'hypothèse que l’effet immunodépressif du stress 

expérimental par contention pourrait être du à son caractère anxiogéne, puisque le niveau 

élevé d'anxiété s’est avéré immunodépressif.  

Dans une étape suivante, nous nous sommes interrogés sur les mécanismes cellulaires 

et moléculaires qui seraient à l’origine de ces troubles engendrés par l’anxiété. Ainsi, l’un des 

mécanismes qui nous a interpellés est celui qui se rapporte à l’état oxydatif cellulaire lié à la 

production des ERO et des radicaux libres. En effet, lors de ce travail de recherche, les 

résultats obtenus ont montré que l’anxiété qui est impliquée dans un certain nombre de 

troubles psychiatriques tels que l'anxiété généralisée, la dépression, les crises de panique, les 

phobies, le trouble obsessionnel compulsif et les troubles de stress post-traumatique (Gross 

and Hen, 2004), est correlée à un stress oxydatif mis en évidence par une accumulation des 

ERO au niveau des cellules périphériques (lymphocytes, granulocytes et monocytes) et des 

cellules centrales (neurones et cellules gliales) chez la souris. En effet, le stress oxydatif peut 

être défini comme un déséquilibre entre la formation des ERO et le système antioxydant 

endogène de défense cellulaire en faveur du premier (Halliwell and Gutteridge, 1999). 

Plusieurs voies produisent les intermédiaires réactives de l'oxygène in vivo et dont la chaîne 
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mitochondriale respiratoire est la principale source (Delattre et al., 2005). Ainsi, lorsque leur 

production l'emporte sur les systèmes de défense cellulaire endogènes, de nombreux 

endommagements peuvent en découler tels que l’atteinte des acides nucléiques, des protéines, 

les lipides, et d'autres composants cellulaires (Cadenas, 1989). Nos résultats sont en accord 

avec d’autres études montrant que les situations stressantes ont été associées à la production 

excessive des métabolites toxiques de l’oxygène. Dans ce contexte, il a été démontré que le 

stress chronique par contention, un stress physique et psychologique qui a aussi un caractère 

anxiogène (Jones et al., 1988; Costall et al., 1989), induit un stress oxydatif (Madrigal et al., 

2001; Sood et al., 2006). De plus, il a été souligné que le stress oxydatif est lié à certains 

comportements comme la dépression, l’anxiété pathologique et les niveaux d’anxiété. En 

effet, plusieurs auteurs ont signalé que la production massive des radicaux libres de l’oxygène 

est associée à des troubles neurologiques et psychiatriques tels que la dépression (Bilici et al., 

2001; Michel et al., 2007S; zuster-Ciesielska et al., 2008). Il a été également suggéré que les 

radicaux libres peuvent jouer un rôle dans la pathogenèse des troubles de l’anxiété, étant 

donné que les érythrocytes des patients ayant des troubles obsessionnels compulsifs et des 

troubles de panique, peuvent avoir des niveaux plus élevés des enzymes antioxydants tels que 

la glutathion peroxydase et la superoxide dismutase (Kuloglu et al., 2002a,b). 

Ainsi, au vu de l’ensemble des résultats, nous avions pu dégager certaines remarques 

et observations, 

Au niveau des effets sur les fonctions centrales, comme le cerveau est 

particulièrement vulnérable au stress oxydatif pour plusieurs raisons, parmi lesquelles sa forte 

consommation de l’O2, ses modestes capacités de défenses antioxydantes et sa composition 

riche en lipides (Haliwell, 2006a; Ng et al., 2008), il apparaît évident que le stress oxydatif 

soit impliqué dans de nombreuses maladies, y compris le cancer, les maladies 

neurodégénératives et plusieurs pathologies psychiatriques (Ng et al., 2008; Valko et al., 
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2007; Haliwell, 2006a; Kuloglu et al., 2002a,b). Le lien entre le stress oxydatif et l’anxiété a 

donc fait l’objet de plusieurs travaux et récemment, notre équipe a mis en évidence une 

corrélation linéaire entre les marqueurs du stress oxydatif au niveau périphérique et l’anxiété 

chez les souris (Bouayed et al., 2007b) qui ont été renforcés par nos présents travaux sur cette 

même relation corrélative entre l’anxiété et le stress oxydant au niveau des cellules 

périphériques comme centrales. Ces résultats confirment des études qui ont montré une 

relation étroite entre les marqueurs du stress oxydatif dans le cerveau et les phénotypes reliés 

à l’anxiété dans six souches des souris (Hovatta et al., 2005). La relation entre les extrêmes de 

l’anxiété et le statut oxydatif central est plus complexe, étant donné que le glyoxalase 1 est 

exprimé à un niveau élevé chez les souris non-anxieuses comparées aux souris anxieuses 

(Krömer et al., 2005; Ditzen et al., 2006). Cette évidence opposée peut être reliée à la 

différence des modèles d’animaux utilisés (Thornalley, 2006). Dans notre travail de 

recherche, nous avons comparé le statut oxydatif central et périphérique de la même souche 

des souris ayant des niveaux d’anxiété opposés différement des études antérieures (Hovatta et 

al., 2005; Krömer et al., 2005; Ditzen et al., 2006). Les souris de cette souche ont été 

sélectionnées de manière stricte du fait que seulement 10 % ont été considérées anxieuses et 

10 % non-anxieuses sur la population générale étudiée. Nous avons utilisé une seule souche 

de souris afin d’éviter des biais dans les résultats. 

Par ailleurs, en utilisant la DCFH-DA, un traceur des ERO (Carini et al., 2000; Rota et 

al., 1999; Shen et al., 1996; Bouayed et al., 2007b), nous avons évalué de manière 

comparative l’accumulation intracellulaire des ERO au niveau central dans les neurones et les 

cellules gliales prélevés au niveau de trois régions différentes du cerveau (cortex cérébral, 

cervelet et hippocampe) et au niveau périphérique dans les cellules leucocytaires 

(granulocytes, lymphocytes et monocytes) des mêmes souris présentant un niveau d’anxiété 

opposé. Le niveau des ERO peut être évalué directement par une sonde comme la DCFH-DA 
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(Carini et al., 2000; Rota et al., 1999) ou indirectement en mesurant le niveau de certains 

enzymes antioxydants, en produisant de la péroxydation lipidique ou par le niveau de zinc, fer 

et cuivre (Kuloglu et al., 2002a,b). Nos résultats ont montré qu’il existe une forte corrélation 

des cellules étudiées entre une forte accumulation des ERO intracellulaires et le niveau élevé 

de l’anxiété suggérant ainsi que le stress oxydatif est d’un niveau élevé dans les structures 

cérébrales et périphériques des souris anxieuses. Des différences significatives ont été 

trouvées entre les souris anxieuses et les souris non-anxieuses par rapport à leur statut 

oxydatif à la fois dans les neurones et dans les cellules gliales de deux régions du cerveau 

(cervelet et hippocampe), dans les neurones du cortex cérébral et dans les cellules 

périphériques (granulocytes, lymphocytes et monocytes). Nous avons ainsi mis en évidence 

que le stress oxydatif dans l’hippocampe des souris anxieuses a été plus prononcé dans les 

neurones que dans les cellules gliales, comme l’intensité moyenne de fluorescence résultant 

de l’oxydation intracellulaire de DCFH-DA par les ERO intracellulaires dans les neurones a 

été approximativement quatre fois plus élevée que dans les cellules gliales. De plus, le stress 

oxydatif dans le cortex cérébral des souris anxieuses a été relevé seulement dans les neurones. 

Ces observations peuvent être expliquées par le fait que les cellules gliales possèdent un 

système de défense antioxydant plus fort que celui des neurones en raisons des concentrations 

élevées en enzymes antioxydants présents et une faible composition en lipides poly-insaturés 

(O'Brien and Sampson, 1965; Raps et al., 1989). Les cellules gliales jouent un rôle important 

dans la protection du système nerveux en détoxifiant les ERO libérées par les neurones et en 

agissant comme éboueurs des débris et tueurs des agents pathogènes microbiens (Mosly et al., 

2006; Morale et al., 2006). La perturbation de l’équilibre du statut oxydatif par un excés de 

production des ERO dans les cellules gliales du cervelet et de l’hippocampe des souris 

anxieuses peut donc altérer leurs fonctions protectrices. Il est largement admis que le stress 

oxydatif soit impliqué comme l’une des principales causes des dommages neuronaux dans un 
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large éventail des maladies neurologiques, et que la signalisation entre les neurones et les 

cellules gliales durant les dommages neuronaux incite les réponses inflammatoires (Morale et 

al., 2006). Ces résultats suggèrent que le niveau élevé de l’anxiété de manière répétitive peut 

entraîner une rupture de l’équilibre oxydatif provoquant des phénomènes de 

neuroinflammation et de neurodégénération.  

Lors de ces travaux, nous avions également relevé l’importance de l’expression des 

gènes codants des récepteurs choisis pour ces études (GABAA, 5-HT1A, µ-opioïdes et α1-

adrénergiques). Cela est en faveur avec le constat que nous avions déjà suggéré et selon 

lequel, l’anxiété étudiée est une anxiété « Trait » liée à des facteurs endogènes dont 

l’expression également des récepteurs neuromembranaires.  

En effet, nous pourrions dégager plusieurs observations sur les résultats relatifs à 

l’expression des gènes codants des récepteurs étudiés. 

En ce qui concerne les récepteurs GABAA, nous savons que ces récepteurs sont 

particulièrement impliqués dans des phénomènes d’inhibition. Ces phénomènes dépendent de 

l’activation ou de l’inhibition des récepteurs et sont susceptibles de se traduire par des entrées 

massives de l’ion chlore (Cl-) et d’une hyperpolarisation membranaire lors d’une activation ou 

d’une diminution avec une limitation d’entrée de ces ions lors d’une désactivation. Cela 

correspond en conditions normales à une modulation par inhibition synaptique renforçant les 

actes inhibiteurs et réduisant les actes excitateurs. Ainsi, le comportement anxieux d’un 

individu est soumis à cette modulation endogène pour permettre le maintien d’un état 

d’équilibre anxio-comportemental. En effet, lors de l’expression normale d’une anxiété 

l’individu animal peut manifester deux situations comportementales observables, soit une 

hyperagitation probablement liée à une diminution de l’action inhibitrice des récepteurs 

GABA (acte désinhibiteur), soit une diminution comportementale liée à un accroissement de 

l’action inhibitrice du GABA. Ainsi les comportements liés à l’anxiété et modulés par le 
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GABA sont tantôt hyperactivés tantôt hypoactivés en fonction des éléments endogènes et 

exogènes et ceci dans un interval de fluctuation ponctuelle et passagère. Cela assure un état 

d’équilibre. Lorsque ce système modulateur est atteint de manière continue, il peut apparaître 

une rupture de cet équilibre avec la manifestation d’une hyper-anxiété ou aussi d’une hypo-

anxiété pathologique. Nous supposons que les gènes codants de ces récepteurs ont une 

expression de base donnant lieu à ce que de nombreux auteurs appellent l’anxiété « TRAIT ». 

Chez les deux groupes d’animaux que nous avions triés selon leur niveau d’anxiété « trait », 

nous pourrions supposer que le niveau élevé de l’anxiété soit lié à l’expression des gènes 

codants sans lien avec l’environnement externe puisque nous avions ainsi mis en évidence la 

stabilité de cette anxiété. Si le niveau élevé de l’anxiété est corrélé à la sous-expression des 

récepteurs GABAA, cela veut signifier que chez les individus les plus anxieux, les effets 

inhibiteurs régulateurs des récepteurs GABAA sont moins actifs. De la même manière pour les 

gènes codants des récepteurs µ-opioides qui semblent être sous-exprimés et qui s’avèrent 

avoir donc un rôle dans l’expression de l’anxiété. Par contre, les gènes codants des récepteurs 

5-HT1A et α1-adrénergiques se sont avérés plutôt sur-exprimés chez les animaux de niveau 

d’anxiété élevé. Ces différents constats mettent en évidence le caractère endogène de la 

manifestation de l’anxiété mais nous interpelle aussi sur le lien du niveau de cette anxiété 

avec le statut oxydatif qui en est corrélé. Nous pourrions par cette correlation anxiété-stress 

oxydatif supposer que le niveau oxydatif dépendrait des facteurs endogènes et rend les 

individus inégaux face à leur fragilité devant les troubles ? Nous pourrions également 

supposer que le statut oxydatif important chez des individus de niveau d’anxiété élevé serait 

responsable de l’atteinte de l’expression des gènes codants donnant lieu à une sous-expression 

de certains et à la sur-expression des autres. Nous pourrions déduire de ces observations que 

la relation entre l’anxiété et le stress oxydant et dans l’état actuel des connaissances ne peut 

être envisagée dans un seul sens.  
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Au niveau des effets périphériques, l’ensemble des expériences réalisées a ainsi 

permis de mettre en évidence le lien possible entre le niveau d’anxiété, le stress anxiogène et 

la production des ERO qui seraient à l’origine des troubles immunitaires mis en évidence.  

L'anxiété devient plus probablement pathologique quand elle présente une extrême et 

un caractère persistant (Vautrin et al., 2005). Les mécanismes du stress oxydatif ont été 

impliqués dans la pathogénèse de plusieurs troubles psychiatriques, y compris quelques 

troubles de l’anxiété (Kuloglu et al., 2002a,b; Ng et al., 2008). Cette hypothèse a un intérêt 

théorique, comme le cerveau est considéré particulièrement vulnérable au dommage oxydatif 

(Haliwell, 2006a; Ng et al., 2008). La présence du stress oxydatif dans le cerveau des souris 

anxieuses est donc délétère et peut induire une anxiété pathologique ou d’autres maladies liées 

aux effets toxiques des ERO. Le déséquilibre du système redox des cellules en faveur de la 

production incontrôlée des ERO a été observé dans les leucocytes du sang périphérique des 

souris anxieuses. Il est bien connu que le stress oxydatif inactive rapidement les propriétés 

phagocytaires et bactéricides des phagocytes (Splettstoesser and Schuff-Werner, 2002; 

Halliwell, 2006b). Les granulocytes sont l'une des premières cellules immunitaires innées 

effectrices à être recrutées sur le site de l'infection. Le recrutement ou le fonctionnement 

affaibli des granulocytes est négativement corrélé avec les apurements des bactéries (Rinaldi 

et al., 2007). Les granulocytes augmentent en cas d'infection, d’inflammation et de la réaction 

allergique (Rinaldi et al., 2007). Le dysfonctionnement du métabolisme oxydatif des 

granulocytes que l'on observe dans plusieurs pathologies est la première cause de la 

modification des fonctions vitales de ces phagocytes, augmentant les risques de l'infection et 

l'inflammation chronique (Yasunari et al., 2002; Kowalska et al., 2003; Hand et al., 2007). Le 

couplage de l’anxiété et du stress par contention rend l’organisme vulnérable aux infections, 

aux inflammations et aux maladies causées par l’augmentation du niveau d’oxydation 

entraînant des perturbations au niveau de certaines catégories cellulaires du système 
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immunitaire. Par conséquent, les souris anxieuses sont plus prédisposées aux infections et aux 

inflammations chroniques que les souris non-anxieuses. Le rôle des types particuliers des 

lymphocytes dans l’élimination des pathogènes, des cellules cancéreuses et des cellules 

infectées a été démontré (Espinoca and Chillet, 2006). Le stress oxydatif des lymphocytes 

aggrave l’atteinte du statut immunitaire des souris anxieuses potentialisant l’augmentation des 

risques aux infections et au cancer. Les tumeurs du cerveau chez les humains induisent des 

changements immunologiques comme une diminution du nombre des lymphocytes (Mahaley  

et al., 1977; Brooks et al., 1977), une baisse de l'activité des lymphocytes (Braun et al., 1982; 

Roszman and Brooks, 1982), et une diminution du rapport CD4/CD8 (Kril and Apuzzo, 

1983). Nos résultats ont révélé que le stress par contention appliqué à des souris extrêmes en 

anxiété (anxieuses et non-anxieuses), rend l'organisme plus vulnérable aux maladies en 

diminuant le nombre des cellules TCD4+ et TCD8+ qui sont responsables de l'orchestration de 

la réponse immunitaire adaptative (Lucey et al, 1996) et une meilleure défense de l’organisme 

en situation pathologique. De telles atteintes peuvent également prédisposer l’organisme et 

ses fonctions à divers troubles tels que le cancer et d’autres infections surtout en connaissant 

le rôle de ces deux types des lymphocytes T effecteurs dans le contrôle des processus 

immunomoléculaires liés au cancer et dans l'élimination des infections (Salem, 2005). 

L'équilibre entre les cellules TCD4+ et TCD8+ a été suggéré pour refléter l'état 

immunologique abérrante induite par des maladies inflammatoires (Sakai et al., 1993; Pham 

et al., 1994; Fei et al., 1999; Khakoo et al., 1997), le virus de l'immunodéficience humaine 

(VIH) (Sharma et al., 1997), la maladie de Paget (Rapado et al., 1994), l'infection par le virus 

de la rougeole (Myou et al., 1993), et l’asthme (O'Sullivan et al., 2001). Les cellules NK 

constituent la première ligne de défense du corps contre les agents pathogènes viraux. Elles 

sont impliquées dans la surveillance immunitaire et jouent un rôle clé dans le contrôle et la 

lyse des cellules infectées par les virus. Chroniquement la faible activité des cellules NK chez 
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l'homme est associée à un accroissement de l'incidence et de la durée de l'infection, et une 

baisse de la survie au cours des infections virales (Levy et al., 1989; Levy et al., 1991). Ces 

résultats ont montré une diminution des cellules NK chez les souris anxieuses soumises à des 

situations stressantes par le stress par contention ce qui rend l’organisme fragile et moins 

résistant contre toutes maladies virales. 

En résumé, le niveau d'anxiété élevé et le stress par contention aigu et subaigu 

exercent des effets suppresseurs sur certains composés au niveau périphérique de l’immunité 

aboutissant à une diminution significative de l’immunité cellulaire notamment les populations 

lymphocytaires y compris les TCD4+, TCD8+ et l’immunité humorale concernant la 

production des immunoglobulines (IgA, IgE et IgG).  

En conclusion, le lien entre le niveau d’anxiété, le stress anxiogène et le statut oxydatif 

est de plus en plus évident et les travaux depuis une dizaine d’années vont dans le sens de le 

renforcer. Si ces liens sont aujourd’hui de plus en plus établis, il n’en reste moins que le sens 

de ces liens est loin d’être élucidé. Ainsi, Bouayed et al. (2007b) ont mis en évidence un lien 

entre le niveau d’anxiété et le taux des ERO dans les granulocytes. Dans notre travail de 

recherche, nous avions démontré que le niveau élevé de l’anxiété induit une prodcution 

massive des ERO et par conséquent il induit le stress oxydant chez la souris (Rammal et al., 

2008a,b). Tandis que d’autres équipes ont montré que le marqueur d’un stress oxydant 

(glyoxalase 1) est élevé chez les souris non anxieuses (Krömer et al., 2005; Ditzen et al., 

2006), des résultats différents avec d’autres qui ont montré que le glyoxalase 1 est élevé chez 

les souris anxieuses (Hovatta et al., 2005). L’ensemble des résultats obtenus nous permet de 

suggérer que le lien entre l’anxiété et le stress oxydant est dans le deux sens et ne peut être 

envisagé en relation uni-sens de cause à effet. 
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Dans le cadre des collaborations de notre équipe, nous avions projeté de vérifier 

l’application des différents modèles validés sur les effets de certaines molécules, substances 

ou médicaments bioactifs. En effet, l’hypothèse de départ portait sur la réalité de l’activité 

d’un produit et surtout la véritable cible de ces produits. Ainsi, un produit dont les effets sont 

immunoactifs aurait-il le même effet sur des animaux dont le système immunitaire a été 

perturbé par l’anxiété ou le stress anxiogène ? De la même manière, d’autres produits dont les 

effets sont neuroactifs auraient-ils un effet sur le système immunitaire chez des animaux selon 

leur niveau d’anxiété et d’exposition au stress anxiogène ? 

Il nous est apparu important dans cette perspective de redéfinir les profils 

pharmacologiques ou biologiques de certains produits bioactifs choisis à l’étude dans le cadre 

de nos partenariats. 

Nous avions ainsi tenté d’évaluer à travers ces modèles des produits à hautes dilutions 

utilisés également pour les effets immunoactifs ou neuroactifs et issus des médicaments 

homéopathiques (Gelsemium sempervirens, Poumon histamine et Histaminum). 
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Evaluation des médicaments homéopathiques à profil anxiolytique ou immunotrope sur 

les animaux selon le niveau d’anxiété 

 

1. Introduction 

La médecine homéopathique est de plus en plus sollicitée malgré quelques 

paradigmes. En effet, elle repose sur des constats cliniques divers et semble contribuer à la 

santé publique sans grande reconnaissance. La raison de ceci est liée à l’absence des modèles 

scientifiques fondamentaux reconnus pour valider les effets des médicaments homéopathiques 

d’une part. En fait, les observations et les informations cliniques doivent être renforcées et 

validées par des méthodologies scientifiques sur l’efficacité et la bioactivité de ces 

médicaments. D’autre part, les très faibles doses efficaces pour ces médicaments présentent 

également un intérêt par rapport aux systèmes fonctionnels étudiés tels que le système 

nerveux central, le système immunitaire et le statut oxydatif cellulaire qui agissent à des doses 

d’une très faible concentration souvent également à celle des dilutions utilisées en 

homéopathie.  

Nous avions pu à travers nos différents résultats apporter des réponses objectives sur 

la présence ou l’absence de l’activité des médicaments homéopathiques sur les différents 

systèmes étudiés. Ainsi, nous avions pu démontrer que l’extrait de Gelsemium sempervirens 

utilisé à de très haute dilution présentait un effet protecteur vis-à-vis de l’immunité mais 

principalement un effet neurotrope de type anxiolytique-like, ce qui nous a amené à conclure 

que l’effet central anxiolytic-like serait à l’origine de la protection immunitaire au niveau 

périphérique. De la même manière, les extraits de Poumon histamine et Histaminum utilisés 

également à de très haute dilution se sont avérés ainsi de forts potentiels immunoprotecteurs 

avec un effet central secondaire. Cette validation met en évidence l’intérêt de réaliser des 

évaluations croisées anxiolytique-immunotrope-antioxydant puisqu’il nous est apparu depuis 
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la mise en évidence des propriétés neurotropes d’un polyphénol aux effets antioxydants que la 

bioactivité d’un produit peut s’inscrire dans une activité principale ou secondaire à un autre 

effet non exploré. 

Dans ce travail de recherche, nous nous sommes intéressés par la détermination des 

éventuels effets des médicaments homéopathiques (Poumon histamine, Histaminum et 

Gelsemium sempervirens L.) à faibles doses sur les réponses immunitaires et 

comportementales déjà citées, et donc, déterminer les propriétés pharmacologiques de ces 

médicaments par rapport aux altérations induites par le niveau élevé d’anxiété chez la souris. 

Histaminum est préparé par dilutions de chlorhydrate d’histamine. Il est surtout utilisé 

pour des réactions allergiques cutanées. 

Gelsemium sempervirens L. connu sous les noms de Jasmin jaune ou Jasmin de 

Caroline. Il est originaire du sud-est des Etats-Unis, le Jasmin jaune est un arbuste grimpant 

de la famille des Loganiacées. Il fut introduit en Europe au XVIIème siècle. La teinture mère 

est préparée essentiellement à partir de la racine de la plante. G. sempervirens est une plante 

médicinale qui possède des propriétés analgésiques sédatives (Valnet, 1992). Les principes 

actifs sont: gelsémine, sempervirine et gelsémicine (Demarque et al., 1995). Il possède un 

effet anxiolytique-like, des propriétés immunoprotectives et gastroprotectives (Bousta et al., 

2001). 

Poumon histamine est préparé à partir du poumon de cobaye sacrifié au cours d’un 

choc anaphylactique provoqué artificiellement par l’ovalbumine. P. histamine contient 

plusieurs médiateurs inflammatoires et allergiques, comme l'histamine, les leucotriènes,…etc. 

Il a été indiqué dans la régulation des mécanismes de la réaction allergique et surtout par les 

voies respiratoires (Demarque et al., 1995). Il possède un effet anxiolytique-like, des 

propriétés immunoprotectives et gastroprotectives (Bousta et al., 2001). 
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2. MATERIELS ET METHODES 

2.1. Animaux  

Les animaux utilisés au cours de ce travail sont des souris SWISS mâles âgées de 10 

semaines au moment des tests comportementaux dont leur conditionnement a été présenté 

précédement.  

 

2.2. Évaluation des effets comportementaux  

Dans le but d’évaluer l’impact des médicaments homéopathiques à faibles doses sur le 

niveau d’anxiété des souris, nous avons utilisé le test de la CCO afin de distinguer les souris 

anxieuses (A) et les souris non anxieuses (NA) (Rammal et al., 2008a,b). Les souris ayant 

présenté un statut d’anxiété intermédiaire étaient exclues de l’étude. L’expérimentation s’est 

déroulée en triple aveugle sur 3 ans et a nécessité plus de 2500 souris. Les groupes (A et NA) 

correspondent à des souris traitées par des hautes dilutions des médicaments homéopathiques 

sur une période de 15 jours.  

 

2.2.1. Administration des différents médicaments 

Les différentes doses des médicaments homéopathiques ont été injectées 

quotidiennement par voie intrapéritonéale (i.p.), sur une période de 15 jours, aux souris 

anxieuses et non-anxieuses. À J15, nous avons refait le test de la CCO afin d’évaluer l’effet 

de chaque dilution sur le comportement de la souris. Le groupe témoin était composé des 

souris anxieuses et non-anxieuses injectées par quotidiennement i.p. par l’eau dynamisée à 

différentes doses. 
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2.3. Effets des médicaments homéopathiques sur l’immunité cellulaire et humorale 

Les effets des médicaments homéopathiques sur l’immunité cellulaire (granulocytes, 

monocytes, lymphocytes totaux, lymphocytes TCD4+, TCD8+ et cellules NK) et sur 

l’immunité humorale (immunoglobulines A, E et G) ont été évalués à travers deux techniques. 

 

 2.3.1. Cytométrie en flux pour l’immunité cellulaire 

En utilisant cette technique décrite ultérieurement, nous avons déterminé le nombre 

des granulocytes, des monocytes, des lymphocytes totaux, des lymphocytes TCD4+, TCD8+ et 

des cellules NK dans 10000 événements dans le sang de la souris.  

 

2.3.2. ELISA pour l’immunité humorale 

Cette technique décrite précédemment, nous a permis de quantifier les 

immunoglobulines (A, E et G) dans le sang des souris ayant été injectées par les différentes 

doses des médicaments homéopathiques et de l’eau dynamisée.  

 

  2.3.3. Procédure expérimentale 

À la réception des animaux, nous effectuons un tri selon le niveau d’anxiété à l’aide de 

test de la CCO. Après les avoir séparé à J1 selon leur niveau d’anxiété, nous avons utilisé un 

lot de 20 souris anxieuses et un autre lot de 20 souris non anxieuses. Ensuite, le traitement par 

les différentes dilutions des médicaments par voie i.p. a été mis en place à J1. Une demi-heure 

après l’injection, les souris anxieuses et les souris non anxieuses ont été sacrifiées afin de 

récupérer leur sang qui a servi à la réalisation des dosages immunitaires (cytométrie en flux et 

ELISA). Les souris restantes ont subit des traitements, quotidiennement jusqu’à J15 où leur 

niveau d’anxiété a été de nouveau évalué par la CCO afin de déterminer l’effet des traitements 
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sur leurs comportements. Ensuite, elles ont été sacrifiées afin de récupérer leur sang qui a 

servi à la réalisation des dosages immunitaires.  

 

2.4. Analyses statistiques  

Les données sont représentées par leur moyenne ± ESM. Toutes les analyses 

statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Statview® 4.5 (Abacus Concepts, Inc.) et le 

seuil de significativité a été fixé à P < 0.05. L’analyse statistique paramétrique a été réalisée 

par l’ANOVA suivi du test PLSD de Fisher lorsque le nombre des groupes comparés est 

supérieur à deux. Le test de Student a été utilisé pour comparer 2 groupes non-appariés. 

L’analyse statistique non paramétrique a été réalisée par le test Kruskal–Wallis suivi par le 

test Mann–Whitney U. 

 

3. Résultats 

3.1. Effet de Gelsemium sempervirens sur les marqueurs comportementaux 

3.1.1. Effet sur la latence de sortie 

Le Gelsemium sempervirens à différentes doses (9CH, 15CH et 30CH) et plus 

particulièrement à la dose 30CH a entraîné une diminution significative (P<0.05) de la latence 

de sortie chez les souris en comparaison avec le groupe témoin (Fig. 6). Le flumazénil, un 

agoniste inverse du récepteur GABA, a empêché l’effet de ce médicament sur la latence (Fig. 

6). 
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Figure 6. Effets des différentes doses de Gelsemium sempervirens sur la latence de sortie 
des souris. *P<0.05;**P<0.01;***P<0.001. Les données sont exprimées en moyenne ± 
ESM (n=10). Les analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le 
test de Fisher. 
 

 

3.1.2. Effet sur le nombre de sorties 

Le Gelsemium sempervirens à différentes doses (9CH, 15CH et 30CH) et plus 

particulièrement à la dose 30CH a augmenté significativement (P<0.05) le nombre de sorties 

chez les souris en comparaison avec le groupe témoin (Fig. 7), cette augmentation a atteint le 

même niveau que le diazépam. Le flumazénil, un agoniste inverse du récepteur GABA, a 

empêché l’effet de ce médicament sur le nombre de sorties (Fig. 7). 
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Figure 7. Effets des différentes doses de Gelsemium sempervirens sur le nombre de 
sorties des souris. *P<0.05;**P<0.01;***P<0.001. Les données sont exprimées en 
moyenne ± ESM (n=10). Les analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA 
suivi par le test de Fisher. 
 

 

3.1.3. Effet sur le temps cumulé dans la chambre claire 

Le Gelsemium sempervirens à différentes doses (9CH, 15CH et 30CH) et plus 

particulièrement à la dose 30CH a augmenté significativement (P<0.05) le temps cumulé par 

les souris dans la chambre claire en comparaison avec le groupe témoin (Fig. 8). Cette 

augmentation a dépassé l’augmentation induite par le diazépam. Le flumazénil, un agoniste 

inverse du récepteur GABA, a empêché l’effet de ce médicament sur le temps cumulé dans la 

chambre claire (Fig. 8). 
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Figure 8. Effets des différentes doses de Gelsemium sempervirens sur le temps cumulé 
dans la chambre claire par les souris. *P<0.05;**P<0.01;***P<0.001. Les données sont 
exprimées en moyenne ± ESM (n=10). Les analyses statistiques sont réalisées par le test 
de l’ANOVA suivi par le test de Fisher. 
 

 

3.2. Effets des médicaments homéopathiques sur l’immunité cellulaire et humorale 

3.2.1. Effet du Gelsemium sempervirens sur l’immunité cellulaire 

Les résultats obtenus après analyses statistiques montrent d’une part que 

l’administration aigüe du Gelsemium sempervirens à la dilution 9 CH a induit une diminution 

significative du nombre des monocytes, alors que la dilution 15 CH a augmenté 

significativement le nombre des lymphocytes totaux, et des TCD4+, elle a diminué d’une 

manière significative le nombre des granulocytes, des monocytes et des cellules NK (Tableau 

12). D’autre part, l’administration chronique de la dilution 9 CH a induit une augmentation 

significative du nombre des lymphocytes totaux, des TCD4+ et des TCD8+ et en même temps 

une diminution significative du nombre des granulocytes et des monocytes (Tableau 12). 

L’administration chronique de la dilution 15 CH a provoqué une diminution significative 

seulement du nombre des cellules NK. Tandis que la dilution 30 CH a entraîné une 
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diminution significative du nombre des lymphocytes totaux, des granulocytes et des 

monocytes (Tableau 12). 

 

 Groupes Lymphocytes Granulocytes Monocytes TCD4+ TCD8+ NK 

Témoin NA 4048 ± 352 3092 ± 328 171 ± 17 2172 ± 221 500 ± 55 269 ± 24 

Témoin A 3769 ± 314 3040 ± 294 171 ± 26 2056 ± 180 557 ± 70 320 ± 60 

9 
C

H
 

Gelsemium 

A 
3881 ± 355 

 

2502 ± 322 119 ± 15 

*  

2029 ± 210 545 ± 58 331 ± 67 

Témoin NA 4420 ± 355 3232 ± 153 151 ± 18 2174 ± 199 564 ± 70 315 ± 93 

Témoin A 3548 ± 238 3670 ± 313 194 ± 14 1754 ± 153 513 ± 71 318 ± 49 

15
 C

H
 

Gelsemium 

A 

4183 ± 425 

*  

2714 ± 312 

*  

118 ± 12 

**  

2363 ± 250 

*  

509 ± 54 175 ± 29 

*  

Témoin NA 5696 ± 479 2032 ± 298 129 ± 15 2772 ± 353 774 ± 99 377 ± 49 

Témoin A 3924 ± 221 3145 ± 298 155 ± 14 2015 ± 186 606 ± 30 327 ± 42 

J1
 

30
 C

H
 

Gelsemium 

A 

4187 ± 234 

 

2561 ± 235 133 ± 12 1991 ± 93 604 ± 29 360 ± 70 

 

Témoin NA 4303 ± 429 1628 ± 345 146 ± 22 2354 ± 239 596 ± 73 236 ± 27 

Témoin A 3188 ± 345 2393 ± 249 155 ± 37 1754 ± 169 366 ± 31 228 ± 48 

9 
C

H
 

Gelsemium 

A 

4224 ± 207 

*  

1693 ± 264 

*  

88 ± 7 

*  

2096 ± 119 

*  

574 ± 35 

**  

339 ± 87 

Témoin NA 4094 ± 472 3787 ± 556 165 ± 53 2489 ± 311 633 ± 76 235 ± 84 

Témoin A 3548 ± 238 2966 ± 639 145 ± 22 2142 ± 308 578 ± 70 210 ± 30 

15
 C

H
 

Gelsemium 

A 
4240 ± 423 

 

2744 ± 487 114 ± 23 2306 ± 270 628 ± 92 345 ± 96 

*  

Témoin NA 2710 ± 421 2884 ± 697 154 ± 17 1809 ± 272 442 ± 65 241 ± 38 

Témoin A 3553 ± 275 2945 ± 500 162 ± 40 1673 ± 277 417 ± 61 258 ± 39 

J1
5 

30
 C

H
 

Gelsemium 

A 

2758 ± 352 

*  

1512 ± 262 

*  

107 ± 23 

**  

2029 ± 206 453 ± 66 266 ± 96 

 
Tableau 12. Effet de Gelsemium sempervirens sur l’immunité cellulaire (granulocytes, 
monocytes, lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et NK) chez des souris anxieuses et non 
anxieuses. Les analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test 
de Fisher. Les comparaisons ont été faites entre le groupe témoin et groupe traité par 
Gelsemium. *P<0.05;**P<0.01. 
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3.2.2. Effet du Gelsemium sempervirens sur l’immunité humorale 

Les résultats obtenus après analyses statistiques montrent que l’administration aigüe 

du Gelsemium sempervirens à la dilution 9 CH a induit une augmentation significative de la 

concentration des immunoglobulines (A, E et G). Les dilutions 15 CH et 30 CH ont induit une 

augmentation significative de la concentration des IgE et IgG (Tableau 13). 

L’administration chronique des différentes dilutions de G. sempervirens a provoqué 

une augmentation significative de la concentration des IgE seulement (Tableau 13). 
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 J1 J15 

 IgA IgE IgG IgA IgE IgG 

Groupes NA A NA A NA A NA A NA A NA A 

Témoin 

9CH 

30±9 11±0.8 4±0.8 4±1 2±0.1 2.1±0.3 17.2±3 23±7 6±1 4.3±0.8 2.3±0.1 9.2±4 

Témoin 

15CH 

25.4±5.6 26.3±8 4±0.9 5±1 2.1±0.3 3±0.4 17.4±2 12±0.9 5±0.8 3.3±0.5 2.5±0.3 2.3±0.3 

Témoin 

30CH 

29±9 21±5 4.3±1.5 4±1 2±0.1 2.4±0.9 19.2±2 13.4±1.6 5±0.7 4±0.6 2.2±0.3 4±0.9 

Gel 9CH 45.3±15 37.1±11 

* 

66±34 

 

37±18 

** 

6±3 

 

7±3.7 

* 

47±13 23±6 34.2±14 

 

13±4 

** 

10±4 

 

3.2±0.3 

 

Gel 15CH 40.3±12.6 31±9 28±9.8 

 

23.1±9 

** 

8±4.5 

 

6.4±3.4 

* 

42±13.7 22±5 41±21 

 

14.1±5 

** 

4±0.6 3.4±0.5 

Gel 30CH 24±5 18±2.7 18.2±4.5 

 

18±6 

** 

5.4±2 

 

6±1.8 

** 

38±8.6 21.4±8 32.5±15 

 

16±5 

** 

6±1 

 

4±0.6 

 
Tableau 13. Effet de Gelsemium sempervirens sur l’immunité humorale (IgA, IgE et IgG) chez des souris anxieuses et non anxieuses. Les 
analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test de Fisher. Les comparaisons ont été faites entre le groupe 
témoin anxieux et le groupe anxieux traité par Gelsemium sempervirens. *P<0.05;**P<0.01. 
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3.2.3. Effet du Poumon Histamine sur l’immunité cellulaire 

L’administration aigüe du Poumon histamine à la dose 9 CH a induit une diminution 

significative du nombre des monocytes. À la dose 15 CH cette administration a augmenté 

significativement le nombre des TCD4+ et des cellules NK. La dose 30 CH a augmenté 

significativement le nombre des cellules NK (Tableau 14).  

L’administration chronique à différentes doses (9 CH, 15 CH et 30 CH) a induit une 

diminution significative du nombre des granulocytes et des monocytes, et une augmentation 

significative du nombre des TCD4+ et des cellules NK (Tableau 14). 

 Groupes Lymphocytes Granulocytes Monocytes TCD4+ TCD8+ NK 
Témoin NA 4681 ± 397 2483 ± 337 168 ± 22 2463 ± 211 803 ± 175 294 ± 44 

Témoin A 4414 ± 264 1771 ± 120 160 ± 22 2407 ± 141 676 ± 82 443 ± 93 

9 
C

H
 

P histamine 
 A 

4536 ± 210 1907 ± 224 115 ± 8 
*  

2274 ± 140 541 ± 24 374 ± 51 

Témoin NA 4611 ± 343 3183 ± 286 192 ± 25 2375 ± 175 636 ± 68 374 ± 63 

Témoin A 3888 ± 220 2694 ± 325 160 ± 18 1900 ± 97 631 ± 57 243 ± 53 

15
 C

H
 

P histamine 
 A 

4093 ± 336 2619 ± 278 137 ± 8 2188 ± 97 
*  

582 ± 99 382 ± 106 
*  

Témoin NA 4701 ± 218 2523 ± 307 161 ± 29 2332 ± 207 642 ± 44 464 ± 53 

Témoin A 4224 ± 309 2613 ± 432 143 ± 19 1792 ± 147 544 ± 47 277 ± 27 

J1
 

30
 C

H
 

P histamine 
 A 

4412 ± 307 2452 ± 176 196 ± 39 2125 ± 169 568 ± 51 425 ± 69 
* 

Témoin NA 4080 ± 344 2402 ± 389 181 ± 37 1939 ± 200 585 ± 59 365 ± 52 

Témoin A 3949 ± 514 2180 ± 479 168 ± 38 2059 ± 298 546 ± 64 235 ± 35 

9 
C

H
 

P histamine 
 A 

3957 ± 430 1303 ± 138 
*  

83 ± 6 
*  

2050 ± 196 523 ± 73 329 ± 64 

Témoin NA 4473 ± 366 1794 ± 325 132 ± 25 1417 ± 262 858 ± 135 227 ± 27 

Témoin A 3415 ± 540 3263 ± 651 191 ± 37 1361 ± 171 476 ± 93 181 ± 16 

15
 C

H
 

P histamine 
 A 

3609 ± 497 2231 ± 440 
*  

126 ± 19 
*  

2138 ± 257 
*  

514 ± 79 299 ± 68 
*  

Témoin NA 3768 ± 527 1837 ± 171 133 ± 18 1828 ± 231 478 ± 72 317 ± 57 

Témoin A 2885 ± 536 3916 ± 632 147 ± 28 1505 ± 303 383 ± 54 286 ± 63 

J1
5 

30
 C

H
 

P histamine 
 A 

3695 ± 445 2189 ± 359 
*  

122 ± 25 2109 ± 270 525 ± 73 161 ± 23 
* 

 
Tableau 14. Effet du Pumon histamine sur l’immunité cellulaire (granulocytes, 
monocytes, lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et NK) chez des souris anxieuses et non 
anxieuses. Les analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test 
de Fisher. Les comparaisons ont été faites entre le témoin et Poumon histamine. *P<0.05.
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3.2.4. Effet du Poumon Histamine sur l’immunité humorale 

L’administration aigüe et chronique du Poumon histamine à différentes doses (9 CH, 15 CH et 30 CH) a induit une augmentation 

significative de la concentration des immunoglobulines (A, E et G) (Tableau 15). 

 
 

 J1 J15 
 IgA IgE IgG IgA IgE IgG 
 NA A NA A NA A NA A NA A NA A 

Témoin 
9CH 

20±4 28.4±7 4±1 4.3±1 2.2±0.3 2±0.3 21.5±4 13±1 5.3±1 3.4±0.5 3.4±0.7 3±0.5 

Témoin 
15CH 

22.1±6 13±2 4.4±1 4±1 2±0.1 2±0.3 16.5±2 14±1 4±0.5 4±0.6 3±0.5 4±0.7 

Témoin 
30CH 

28±9 16±3 6±2.6 5±2 2.1±0.2 2±0.1 25.5±6 13.3±1 5.3±1 3.1±0.3 5±1 3±0.5 

Phistamine 
9CH 

23.4±6 
 

24±9 
 

22.2±6 
 

16±5 
* 

5±1 
 

6±1 
** 

29.3±5 14±2 17±6 
 

8±2 
* 

4±0.8 3±0.2 

Phistamine 
15CH 

29.5±7 
 

38.5±12 
* 

25.2±9 
 

45±20 
** 

5.4±2 
 

7.5±2 
** 

38.3±15 
 

47.5±17 
* 

19±5 
 

33±16 
** 

3.4±0.4 6±0.8 
* 

Phistamine 
30CH 

30±10 34.4±13 
* 

35±17 
 

28.5±11 
*** 

5.1±2 
 

7±2 
** 

40.3±12 
 

48.5±19 
** 

24.3±10 
 

13±3 
** 

4±0.8 5.4±1 
* 

 
Tableau 15. Effet du Poumon histamine sur l’immunité humorale (IgA, IgE et IgG) chez des souris anxieuses et non anxieuses. Les 
analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test de Fisher. Les comparaisons ont été faites entre le groupe 
témoin anxieux et le groupe anxieux traité par Poumon histamine. *P<0.05;**P<0.01;***P<0.001. 
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3.2.5. Effet de Histaminum sur l’immunité cellulaire 

L’administration aigüe de Histaminum à différentes doses a induit une diminution 

significative du nombre des granulocytes et des monocytes. Aux doses 9 CH et 15 CH, cette 

administration a augmenté significativement le nombre des lymphocytes TCD4+ (Tableau 16). 

L’administration chronique à différentes doses (9 CH, 15 CH et 30 CH) a induit une 

diminution significative du nombre des granulocytes et des monocytes. À la dose 9 CH, elle a 

provoqué une augmentation significative du nombre des lymphocytes totaux, des TCD4+ et 

des TCD8+ (Tableau 16). 

 Groupes Lymphocytes Granulocytes Monocytes TCD4+ TCD8+ NK 
Témoin NA 4222 ± 307 2666 ± 318 176 ± 18 2143 ± 126 531 ± 39 368 ± 68 

Témoin A 3684 ± 304 2992 ± 188 174 ± 18 1902 ± 183 564 ± 57 416 ± 33  

9 
C

H
 

Histaminum 
A 

4498 ± 446 1785 ± 169 
***  

127 ± 11 
*  

2563 ± 246 
*  

531 ± 56 280 ± 75 
* 

Témoin NA 4604 ± 330 2451 ± 226 148 ± 19 2356 ± 165 696 ± 92 475 ± 78 

Témoin A 4394 ± 132 2737 ± 271 170 ± 19 1895 ± 91 626 ± 58 328 ± 68 

15
 C

H
 

Histaminum 
A 

4682 ± 310 1788 ± 252 
*  

125 ± 11 
*  

2279 ± 155 
*  

595 ± 56 309 ± 44 

Témoin NA 3983 ± 363 3251 ± 227 168 ± 20 2013 ± 194 531 ± 68 301 ± 55 

Témoin A 4265 ± 235 2616 ± 290 181 ± 34 2148 ± 146 700 ± 65 318 ± 57 

J1
 

30
 C

H
 

Histaminum 
A 

4672 ± 298 1902 ± 169 
*  

119 ± 10 
*  

2293 ± 126 601 ± 59 333 ± 58  

Témoin NA 3825 ± 317 2517 ± 167 163 ± 24 2111 ± 212 568 ± 62 132 ± 18 

Témoin A 2734 ± 464 3655 ± 675 228 ± 54 1375 ± 197 389 ± 62 176 ± 37 

9 
C

H
 

Histaminum 
A 

4266 ± 434 
* 

1770 ± 298 
*  

131 ± 21 
*  

2339 ± 222 
**  

560 ± 67 
*  

237 ± 48 

Témoin NA 3627 ± 326 2767 ± 606 217 ± 45 1980 ± 234 501 ± 49 220 ± 27 

Témoin A 3101 ± 382 2949 ± 585 242 ± 92 1706 ± 260 499 ± 74 250 ± 95 

15
 C

H
 

Histaminum 
A 

3840 ± 353 1738 ± 275 
*  

107 ± 13 
*  

2027 ± 149 487 ± 49 235 ± 39 

Témoin NA 4109 ± 447 2805 ± 604 149 ± 18 2121 ± 204 585 ± 66 307 ± 65 

Témoin A 4024 ± 342 2380 ± 296 204 ± 40 1989 ± 197 595 ± 69 296 ± 53 

J1
5 

30
 C

H
 

Histaminum 
A 

4182 ± 396 1818 ± 349 142 ± 38 
*  

2232 ± 198 528 ± 57 263 ± 60  

 
Tableau 16. Effet de Histaminum sur l’immunité cellulaire (granulocytes, monocytes, 
lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et NK) chez des souris anxieuses et non anxieuses. 
Les analyses statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test de Fisher. 
Les comparaisons ont été faites entre le groupe témoin et le groupe traité par 
Histaminum. *P<0.05;**P<0.01;***P<0.001. 
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3.2.6. Effet de Histaminum sur l’immunité humorale 

L’administration aigüe et chronique de Histaminum à différentes doses (9 CH, 15 CH et 30 CH) a induit une augmentation significative 

de la concentration des immunoglobulines (A, E et G) (Tableau 17). 

 
 

 J1 J15 
 IgA IgE IgG IgA IgE IgG 
 NA A NA A NA A NA A NA A NA A 

Témoin 
9CH 

21±6 15±1.9 4.1±1 4.2±1.6 2±0.1 2.2±0.3 22.2±5 16.4±3.8 6±1 4.2±1 6±2 3.3±0.5 

Témoin 
15CH 

14.1±1.6 20±4.8 3.5±1 4±0.9 2±0.3 3±0.5 18.3±2.9 10.1±0.6 5.1±0.8 3.1±0.6 4±0.7 3±0.6 

Témoin 
30CH 

34±9.8 51±17 4.3±1 4.3±1 2.5±0.4 2±0.1 29.2±6.7 12±1.5 6±0.9 3.4±0.5 6±1 3±0.4 

Histaminum 
9CH 

25±7 
 

21.1±4 24±8 
 

17.1±4.6 
** 

5±2 
 

2.3±0.2 28±5.7 
 

47.3±22 
* 

18±6.9 
 

21±8 
** 

3±0.4 3.4±0.5 

Histaminum 
15CH 

22±3.9 
 

28±10 19±5 
 

57.1±35 
** 

5±2 
 

5±1.5 
* 

47±13.9 
 

34.2±11 
* 

27.5±10.8 
 

16±6 
** 

3.4±0.5 5±0.9 
* 

Histaminum 
30CH 

26.4±7 19.1±3 
* 

24±9.3 
 

22.1±9 
** 

5.2±2 5±1.9 
** 

39±16 34.5±14 24±9 
 

62±48 
* 

4±0.6 6±1.6 
* 

 
Tableau 17. Effet de Histaminum sur l’immunité humorale (IgA, IgE et IgG) chez des souris anxieuses et non anxieuses. Les analyses 
statistiques sont réalisées par le test de l’ANOVA suivi par le test de Fisher. Les comparaisons ont été faites entre le témoin anxieux et le 
groupe anxieux traité par Histaminum. *P<0.05;**P<0.01. 
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4. Discussion et conclusion 

Dans le cadre de l’application des différents modèles validés, nous avions entamé cette 

étude pharmacologique expérimentale afin de vérifier des effets d’un médicament 

homéopathique de profil anxiolytic-like sur l’immunité et d’un autre médicament de profil 

immunoactif sur l’anxiété chez des animaux de niveau différent d’anxiété. 

Nous avons ainsi entrepris cette étude expérimentale dans laquelle nous avons étudié 

les effets des hautes dilutions (9 CH, 15 CH et 30 CH) du Gelsemium sempervirens, 

Histaminum et Poumon histamine sur le niveau d’anxiété d’une part et sur l’immunité 

cellulaire (granulocytes, monocytes, lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et cellules NK) et 

humorale (immunoglobulines A, E et G) des souris avec des niveaux d’anxiété opposés 

évalués par le test de la CCO d’autre part.  

L’utilisation des souris ayant des niveaux d’anxiété opposés (anxieuses et non 

anxieuses) nous permet une meilleure détermination des effets nuisibles physiologiques 

associés à l’anxiété (Rammal et al., 2008a,b). Nos résultats obtenus lors de cette étude ont 

montré d’une part que le Gelsemium sempervirens possède un effet neuroactif, anxiolytique-

like à différentes dilutions (9 CH, 15 CH et 30 CH) et plus particulièrement à la dilution 30 

CH. Cet effet a été comparable à celui obtenu par une molécule anxiolytique de référence, le 

diazépam. D’autre part, ce médicament homéopathique a montré des effets immunotropes à 

différentes doses étudiées. L’administration aiguë à la dose 15 CH de Gelsemium 

sempervirens induit un effet immunotrope sur les lymphocytes totaux, les TCD4+ chez les 

souris anxieuses, tandis que l’administration chronique à la dose 9 CH de ce médicament 

induit un effet immunotrope sur les lymphocytes totaux, les TCD4+, les TCD8+ et les 

granulocytes chez les souris anxieuses. L’administration chronique à la dose 30 CH de 

Gelsemium sempervirens induit un effet immunotrope seulement sur les lymphocytes totaux 

chez les souris anxieuses. En même temps, l’administration aiguë de Gelsemium sempervirens 
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à la dose 15 CH s’est opposée à l’effet de l’anxiété sur les granulocytes et les monocytes, 

alors que seuls les monocytes ont été protégés de l’effet de l’anxiété par l’administration 

chronique de Gelsemium sempervirens aux doses 9 CH et 30 CH. 

Concernant l’immunité humorale, le Gelsemium sempervirens a induit une stimulation 

significative de l’IgA seulement à la dose 9 CH, une stimulation significative de l’IgG aux 

doses 9 CH et 30 CH. Quant à l’IgE, Gelsemium sempervirens a provoqué une stimulation 

significative aux différentes doses (9 CH, 15 CH et 30 CH).  

Ces résultats obtenus montrent que Gelsemium possède un effet protecteur au niveau 

de l'immunité cellulaire sur les différentes catégories des cellules immunitaires avec un léger 

effet immunostimulant sur les immunoglobulines. De plus, nous avions montré que ce 

médicament homéopathique possède un effet anxiolytique-like. Ces résultats sont en accord 

avec d’autres obtenus par Bousta et al. (2001) qui ont démontré l’effet anxiolytique du 

Gelsemium chez des animaux stressés. Ces résultats nous permettent de conclure que l’effet 

anti-stress du Gelsemium serait principalement central.  

Avec ces différents constats dont il faudrait affiner et confirmer aussi les effets, nous 

pensons qu'il existe des effets cytoprotecteurs au niveau des cellules et nous supposons que 

les effets protecteurs sur les cellules immunitaires seraient probablement liés aux effets 

anxiolytiques (anti-anxiété) de Gelsemium. Ces effets nous interpellent par rapport au pouvoir 

cytoprotecteur que pourrait présenter le Gelsemium et probablement la gelsémine ou autre 

dérivé présent à très faible concentration dans les médicaments testés. 

 

L’administration aiguë et chronique à la dose 15 CH d’Histaminum a montré un effet 

immunotrope seulement sur les TCD4+. De la même façon, l’administration chronique à la 

dose 9 CH a montré un effet immunotrope sur les TCD4+ et TCD8+.  
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Le Poumon histamine en administration aiguë à la dose 15 CH a montré un effet 

immunotrope sur les TCD4+ et les NK, alors que la dose 30 CH a agit seulement sur les 

cellules NK. En plus, l’administration chronique à la dose 15 CH du Poumon histamine a 

induit à la fois un effet protecteur de l’altération induite par l’anxiété sur les lymphocytes 

totaux et un effet immunotrope sur les monocytes.  

Les effets protecteurs de Poumon Histamine et Histaminum sur l’immunité cellulaire 

sont plus modestes que ceux du Gelsemium sempervirens mais les effets stimulants sur 

l'immunité humorale sont plus fréquents et plus significatifs ce qui nous laisse penser à un fort 

effet immunostimulant. Bousta et al. (2001) ont démontré un effet anxiolytique-like de ces 

médicaments homéopathiques chez des animaux stressés. Ces résultats nous laissent conclure 

que les effets anti-stress seraient principalement immunitaires.  

 

En conclusion, les trois médicaments homéopathiques aux différentes doses, utilisés 

lors de notre travail de recherche, se sont opposés aux effets de l’anxiété sur certains 

paramètres immunitaires évalués. Gelsemium sempervirens s’est avéré aussi des effets 

immunoactifs conséquent aux effets anxiolytiques, ce qui montre que l’impact protecteur sur 

les effets de l’anxiété peut engendrer un effet protecteur périphérique. De la même manière, 

les effets immunoactifs de Poumon histamine et Histaminum semblent être l’effet principal 

avec un effet notoire sur l’anxiété. Certains médicaments sont actifs à certaines dilutions et à 

certaines durées. Les recommandations dans la clinique homéopathique sur les traitements 

chronique et aigu et sur les différentes dilutions utilisées pourraient être reposées sur quelques 

observations de nos résultats puisque à certaines dilutions, l’activité apparaît significativement 

et pour certaines dilutions, l’activité est significativement liée à la durée du traitement. 

Nous pourrions aussi apporter quelques observations sur l’intérêt de protéger nos 

systèmes fonctionnels des altérations induites par l’anxiété « trait et endogène » et aussi « état 
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et environnemental » via le stress oxydant, par des produits ou des substances couplant les 

effets positifs sur l’anxiété et aussi sur le stress oxydatif. Des produits dont le profil double 

neuroactif-antioxydant pourrait présenter des effets bénéfiques cytoprotecteurs et aussi 

préventifs. C’est de cette manière que nos travaux sur les médicaments homéopathiques ou 

sur d’autres substances naturelles telles que les polyphénols de nombreux agroressources 

étudiées au sein de notre équipe, ont donné lieu à des validations scientifiques d’un intérêt 

nous semblant être très important pour la santé mais aussi pour la nutrition en lien avec 

l’environnement. 

Nous pourrions encore renforcer ces travaux par la recherche du véritable sens de la 

relation Anxiété-Stress oxydant dans la genèse des troubles mais aussi tenter d’évaluer les 

effets nuisibles du stress chimique lié à la pollution de notre environnement et encore de faire 

des études croisées sur les produits et substances cytoprotecteurs sur l’anxiété et des 

substances neuroactives sur le statut oxydatif surtout qu’il est de plus en plus admis que 

certains polyphénols alimentaires ont deux effets, cytoprotecteur et anxiolytique (Vignes et 

al., 2006; Bouayed et al., 2007a). 
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Résumé 

Au cours de cette étude, l’expression des gènes codants de quatre sous types des récepteurs 

centraux (GABAA, 5-HT1A, µ-opioïdes et α1-adrénergiques) impliqués dans la modulation de 

l’anxiété a été évaluée chez les souris anxieuses et non anxieuses. L’impact de l’anxiété trait 

sur les réponses immunitaires cellulaire et humorale et sur le niveau du statut oxydatif au 

niveau du SNC (neurones et cellules gliales) et au niveau périphérique (lymphocytes, 

granulocytes et monocytes) a été mis en évidence. En même temps, l’effet de l’anxiété trait 

couplée au modèle de stress expérimental anxiogène par contention, sur les réponses 

immunitaires cellulaire et humorale a été évalué. En effet, le niveau d’anxiété élevé induit 

d’une part, un effet dépressif significatif sur l’immunité cellulaire (lymphocytes totaux, 

TCD4+ et TCD8+) et humorale (IgA et IgE) et d’autre part, une augmentation significative du 

niveau intracellulaire des espèces réactives de l’oxygène (ERO) des neurones et des cellules 

gliales au niveau du cortex cérébral, du cervelet et de l’hippocampe et des granulocytes, des 

lymphocytes et des monocytes au niveau périphérique. De la même manière, l’anxiété trait 

couplée au stress aigu et subaigu par contention a provoqué une dépression de certains 

paramètres de l’immunité cellulaire (lymphocytes totaux, TCD4+, TCD8+ et NK) et humorale 

(IgA, E et G) et une stimulation des autres paramètres (granulocytes et monocytes). Ces 

travaux ont permis ainsi de valider scientifiquement le caractère anxiogène du modèle du 

stress par contention, d’établir de manière valide et reproductible le lien entre le niveau 

d’anxiété élevé chez les animaux et leur statut oxydatif inducteur d’une cytotoxicité ainsi que 

le rôle de l’expression des gènes codants de 4 sous types des récepteurs dans l’expression de 

cette anxiété élevée et d’un statut oxydatif important au niveau des cellules périphériques du 

système immunitaire et des neurones et cellules gliales au niveau central. 

Mots clés : Anxiété; Immunité cellulaire et humorale; Stress par contention; Statut oxydatif; 

Neurones et Cellules gliales; Lymphocytes, Granulocytes; Monocytes; Médicaments 

homéopathiques, Cytotoxicité. 



 

 

Abstract 

In this study, genes expression from four central receptors (GABAA, 5-HT1A, µ-opioids and 

α1-adrenergic) involved in the modulation of anxiety was assessed in anxious and non 

anxious mice. The impact of anxiety on the cellular and humoral immunity and on the 

oxidative status at the SNC (neurons and glial cells) and peripheral (lymphocytes, 

granulocytes and monocytes) level was highlighted. At the same time, the effect of anxiety 

coupled with an anxiogenic restraint stress, on the cellular and humoral immunity was also 

evaluated. Indeed, the high level of anxiety induced firstly, a significant depressive effect on 

cellular (total lymphocytes, TCD4+ and TCD8+) and humoral (IgA and IgE) immunity, and 

secondly, a significant increase of the level of intracellular reactive oxygen species (ROS) of 

neurons and glial cells in the cerebral cortex, the cerebellum and the hippocampus and in the 

peripheral blood granulocytes, monocytes and lymphocytes. In the same way, the anxiety 

coupled to acute and subacute restraint stress provoked, a depression of some parameters of 

cellular (total lymphocytes, TCD4+, TCD8+ and NK) and humoral (IgA, E and G) immunity, 

and a stimulation of others (granulocytes and monocytes). These works thus made it possible 

to validate scientifically the anxiogenic character of the model of restraint stress, to establish 

in a valid and reproducible way the bond between the high level of anxiety in animals and 

their oxidative status inductive of a cytotoxicity as well as the role of the expression of coding 

genes of 4 receptors in the expression of this high anxiety and of a significant oxidative status 

at the level of the peripheral cells of the immune system and the neurons and glial cells at the 

central level.   

 

Key words: Anxiety; Cellular and Humoral immunity; Restraint stress; Oxidative status; 

Neurons and Glial cells; Lymphocytes, Granulocytes; Monocytes; Homeopathic drugs; 

Cytotoxicity. 
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