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Introduction

l. Introduction :

Le mot alcoolisme désigne les manifestations individuelles de I’intoxication par alcool
éthylique et les probléemes sociaux que posent a la collectivité, les phénomenes
psychologiques, pathologiques et accidentologique (Aubin et al., 2013).

L’alcoolisme est une maladie dévastatrice pour laquelle il n’existe toujours pas de
traitement pharmacologique véritablement efficace (Ameisen et de Beaurepaire, 2010).

D’aprés le rapport 2014 de [I'Organisation mondiale de la santé (OMS), la
consommation abusive d'alcool est responsable de plus de 2,5 millions de décés prématurés
par an et pres de 4% de tous les déces dans le monde sont attribués a I'alcool. L’ Algérie selon

le méme rapport arrive en 2°™ position dans la consommation d’alcool aux pays du Maghreb.

En outre, la consommation excessive d’alcool peut provoquer des Iésions au niveau de
I’organisme non seulement sur le systéme nerveux (Goujon et al., 2009). Mais aussi sur
d’autres organes comme le foie (Roozenbeek et al., 2013).

Les maladies alcooliques du foie (MAF) résultent de la consommation chronique
d’alcool. (Seki, 2016), elles regroupent un ensemble d’atteintes hépatiques commengant par
une surcharge en graisse, appelée stéatose, a une maladie plus sévere, caractérisee par une
inflammation est une fibrose progressive du parenchyme hépatique pouvant évoluer vers une
cirrhose (Lanthier et Spahr, 2016).

Par ailleurs, le bacloféne est un myorelaxant, un agoniste des récepteurs GABAg,
commercialisé en 1972 pour traiter les spasmes musculaires que 1’on observe dans certaines
maladies neurologiques, telles que la sclérose en plaque (De Beaurepaire R, 2011).
Récemment, il a été émergé comme une pharmacothérapie pour la dépendance a l'alcool. Des
études cliniques récentes ont suggéeré que le traitement par le baclofene peut réduire la
consommation, la promotion de l'abstinence d'alcool et I’atténuation des symptdmes de
sevrage (Ameisen et de Beaurepaire, 2010 ; Garbutt et al., 2010; Addolorato et Leggio,
2011; Agabio et al., 2012; Muzyk et al., 2012; Tyacke et al., 2010).

Ainsi, le bacloféne est une molécule peu soluble dans I’eau avec un faible volume de
distribution de 1’ordre de 1 L/kg et une liaison plasmatique peu importante proche de 30 %.

Cependant, afin d’améliorer la solubilité, ’absorption du principe actif et réduire la
toxicité de la molécule originale, nos collaborateurs de 1'université d’Abu bakr bel kaid

Tlemcen ont synthétisé un nouveau analogue du bacloféne et notamment du récepteur GABA.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3396797/#R89
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Dans ce cadre, ’objectif de ce travail est de tester en premier lieu le nouveau composé
et réaliser ensuite, une étude comparative entre les effets biologiques de la molécule originale,
le baclofene et son nouveau analogue.

Notre étude comporte plusieurs aspects nous commengant d’abord par développer un
modéle de dépendance alcoolique chez les rats sur lequel nous allons tester ’effet anti
addiction des deux analogues du récepteur GABA.

Nous allons étudier ensuite, ’existence ou non d’un effet protecteur des deux
composé€s contre les lésions hépatiques induites par I’alcool en mesurant Dactivité
enzymatique du gamma glutamyl-transpeptidase ou gamma glutamyl-tranférase (yGT), de
I‘alanine aminotransférase (ALAT) et de I‘aspartate aminotransférase (ASAT).

Ainsi afin de dépister I’existence d’un syndrome inflammatoire induit par les
différents traitements un profil d’électrophorése des protéines serique a été realisé.

Enfin, nous testons I’effet immuno-modulateur des deux composés vu que le
bacloféne est un médicament utilisée pour le traitement d’une maladie auto immune ; la
sclérose en plaque. L’effet des deux agoniste du récepteur GABA sera étudié sur la réponse

immunitaire humorale et cellulaire.



Partie
bibliographique



Partie bibliographique chapitre 1

1. Partie bibliographique :
Chapitre 1 : I’alcool éthylique

1. Propriétés physico-chimiques :

L'éthanol CH3-CH2-OH est un composé aliphatique de faible poids moléculaire (46 g),
légérement soluble dans les lipides et complétement miscible a I'eau. C’est un alcool volatil,
inflammable, agressif pour les muqueuses et de golt désagréable. Il ne peut donc étre
consommé que dilué sous forme de boissons alcooliques (Goullé et Guerbet, 2015).

L’¢éthanol se distribue rapidement dans tout I'organisme et peut franchir d'importantes
membranes biologiques comme la barriere hémato encéphalique pour agir ensuite sur un

grand nombre d'organes et de processus biologiques (Morel et Anger, 2012).

2. Propriétés pharmacocinétiques :

Les effets de I’alcool dépendent en grande partie de sa concentration dans le sang
(alcoolémie) et par conséquent de la vitesse par laquelle il est absorbé et métabolise dans
I’organisme (Attignona et al., 2015).

- Absorption : I’éthanol est rapidement absorbé, par simple diffusion, dans I’estomac (20%)
et les intestins (80%) (Mark, 2014).

-Distribution : il se distribue rapidement dans tout l’organisme, notamment dans les
compartiments trés vascularises comme le cerveau, les poumons et le foie (Gicquel et al.,
2016).

-Elimination : une faible proportion de I’éthanol est éliminée sous forme inchangée par la

sueur, la respiration ou l'urine, mais la majeure partie est métabolisée au niveau du foie

(Augsburger et al., 2016) (fig.1).
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Figure 1: Les voies d'élimination de I'alcool éthylique (Huas et Rueff, 2005)

3. Métabolisme de I’éthanol :

Le métabolisme de I'éthanol se fait par oxydation principalement au niveau du foie.
Néanmoins, d'autres organes peuvent participer comme les reins et le tractus gastro-intestinal.
Le métabolisme hépatique élimine plus de 80 % de l'alcool ingéré grace a trois grandes
étapes :

Etape 1: oxydation de I'éthanol en acétaldéhyde

L'éthanol C2H50H est oxydé en acétaldehyde CH3CHO, métabolite hautement toxique, dans
le cytoplasme de I'népatocyte selon trois voies enzymatiques:

- Voie d'oxydation par I'alcool déshydrogénase (ADH), enzyme cytosolique utilisant le
NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) comme cofacteur. Cette voie d'oxydation
intervient lorsque l'alcool est consommé a faible dose (Voie principale).

CH3CH20H + NAD+ —» CH3CHO + NADH + H+

- Voie du systéme microsomal d'oxydation de I’éthanol (MEOS) : intervient en cas
d'alcoolémie tres élevée ou en cas d’alcoolisation chronique.

Cette voie utilise le cofacteur NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Phosphate) et fait intervenir le cytochrome P450 2E1 et produit des radicaux libres OHe. Ces



Partie bibliographique chapitre 1

derniers vont participer d’une part a I'oxydation de I'éthanol en acétaldéhyde et d’autre part ils
vont participer aux mécanismes de toxicité de I'éthanol.

CH3CH20H + NADPH + H+ + 02 —» CH3CHO + NADP+ + 2H20

- Voie de la catalase : elle ne participe que par 2 % dans l'oxydation de I'éthanol. C’est une
voie accessoire comme la précédente qui n’intervient qu’en cas d’alcoolémie chronique.

La voie de la catalase fait intervenir la xanthine oxydase, la catalase n’est active
qu’en fonction de la quantité d’eau oxygénée produite au cours des réactions du métabolisme
intermédiaire et parvenant au peroxysome. L’acétaldéhyde est ensuite métabolisé comme
indiqué précédemment.

CH3CH20H + H202— CH3CHO + 2H20

Etape 2 : oxydation de I'acétaldéhyde en acétate

L'acétaldéhyde CH3CHO est catabolisé en acétate CH3COO- sous l'action de l'acétaldehyde
déshydrogénase (ALDH) mitochondriale, elle fait intervenir plusieurs isoformes du
cytochrome P 450 (les CYP2E1l, CYP1A2 et CYP3A4) situées dans le réticulum
endoplasmique lisse des 'hépatocytes

Etape 3 : oxydation de ’acétate en CO2 et H20

L’acétate, produit dans le foie est libéré dans la circulation sanguine. 11 est oxydé par les tissus
périphériques en dioxyde de carbone (CO2) et en eau (H20) au cours du cycle Krebs.

(Kintz et Raul, 2016) (fig.2)
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Figure2 : Métabolisme hépatique de [’éthanol. (Hernandez et al., 2016)

4. Ethanol et toxicité hépatique :
- Augmentation du rapport NADH / NAD+ :

Le métabolisme oxydatif de I’alcool par les ADH et ALDH conduit a la réduction du
coenzyme NAD+ en NADH, H+ et a une augmentation du rapport NADH, H+/NAD+ avec
des conséquences cellulaires importantes. D’une part, pour rétablir 1’équilibre redox de la
cellule, le NADH, H+ doit étre de nouveau oxydeé par la chaine respiratoire mitochondriale
activée dans ces conditions. L’augmentation de [D’activité des complexes de la chaine
respiratoire, avec le transfert d’électrons, est propice a la production d'especes réactives
d'oxygene. D’autre part, ’augmentation de la respiration induit une consommation plus
importante d’oxygene. Les hépatocytes situés prés des artéres ont accés facilement a
I’oxygene alors que les hépatocytes péri-veineux sont les premiers en carence d’oxygéne.
Elles sont plus sensibles a I’hypoxie et ce sont eux qui réalisent la majorité du métabolisme
de 1’éthanol lors du premier passage et qui expriment le plus de CYP2E1 (Teixeira-Clerc
,2014). Or P’activité du CYP2E1 consomme de I’oxygene ce qui aggrave d’autant plus le
phénoméne d’hypoxie. Chez les patients consommant de 1’alcool de fagcon chronique, les
hépatocytes péri-veineux sont ainsi les premiers atteints. En présence d’alcool, les
macrophages du foie (cellules de Kupffer) sont activés, libérant de nombreuses molécules

comme les prostaglandines E2 qui stimulent I’activité métabolique des hépatocytes. Ces
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activités requierent également de ’oxygene et contribuent également a favoriser I’hypoxie des

hépatocytes (Lee YP et al., 2013). (Fig.3)
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Figure 3: Les conséquences de [’augmentation du rapport NADH / NAD+

- Production d'acetaldéhyde :

C’est un métabolite électrophile qui forme des adduits toxiques avec les macromolécules
environnantes, il modifie la structure des protéines et produit des mutations au niveau de
I’ADN nucléaire et mitochondrial (Ceni et al., 2014).

I1 inhibe I’activation du facteur de transcription PPAR a (proliferator activated receptora)
controlant des génes responsables de ’oxydation des acides gras. Il active le facteur de
transcription SREBP-1(sterolregulatoryelement-binding proteinl), intervenant dans la
lipogenése et stimule la synthése de collagéne et des composants de la matrice extracellulaire
(ECM) a travers l’activation de la voie de signalisation TGF- B/SMAD3. L’acétaldéhyde
stimule également les cellules étoilées du foie pour produire des cytokines et des chimiokines
pro-inflammatoires, favorisant le développement de la fibrose (Lee YP et al., 2013).

- Formation de radicaux libres

Le métabolisme de 1’éthanol est fortement impliqué dans I’induction du stress oxydatif. La
formation des espéces réactives oxygénée (ROS) suite au métabolisme de I’éthanol peut avoir
lieu dans le cytosol, la mitochondrie ou le réticulum endoplasmique. Le métabolisme de
I'éthanol conduit a I'accumulation des ROS, principalement le peroxyde d'hydrogéne (H202)
et l'anion super oxyde O2-, qui sont exacerbés par I'hypoxie, la translocation bactérienne et la
libération de cytokines pro-inflammatoires. Etant donné leur courte demi-vie et leur réactivité
élevée, ces radicaux se lient rapidement a I'éthanol ou aux atomes de fer pour former des

métabolites réactifs tels que I'oxyde ferreux (FeO) ou le radical hydroxyéthyle (CH3CHOH),
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responsables de la peroxydation lipidique des membranes cellulaires. Les mitochondries (a
travers leur chaine respiratoire), le réticulum endoplasmique (& travers CYP2EL) et les
cellules de Kupffer (par NADPH oxydase) sont les principales sources de ROS. Lors d'une
Iésion hépatique induite par l'alcool. Le fer est également impliqué dans le stress oxydatif et
favorise la fibrose en catalysant la formation de ROS (fig.4) (Louvert et Mathium, 2015).
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Figure 4 : Métabolisme de I'éthanol et Iésions cellulaires apparentées.
(Louvert et Mathium, 2015)

- L’hypoxie
L’hypoxie est liée a la forte consommation en oxygene due au métabolisme de 1’éthanol. Elle
entraine I’activation du facteur de transcription HIF (hypoxia-inducible factor 1 alpha) qui
coopére avec le facteur de transcription NF-xB pour induire la production de cytokines pro
inflammatoires et de chimiokines. Les cytokines pro inflammatoires associées au stress

oxydant peuvent ensuite déclencher la mort des hépatocytes (Wang et al., 2012).
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Chapitre 2 : Les maladies alcooliques de foie :

Le foie étant le principal site du métabolisme de I’alcool, cet organe est particuliérement
sensible aux I¢sions induites par 1’alcool. Ces Iésions se regroupent sous le terme de

« maladies alcooliques du foie » (ALD).

1. Mécanisme de ’inflammation induit par I’alcool :

Les maladies alcooliques du foie (MAF) résultent de 1’hépato- toxicité directe de
I'éthanol métabolisé en acétaldéhyde dans les hépatocytes (Aravinthan et al., 2013). Mais
aussi, de ’augmentation de la perméabilité intestinale (Martinez-Esparza et al., 2015) qui
permet aux bactéries et aux endotoxines de passer dans la circulation portale (Mutlu et al.,
2012 ; Szapo, 2015).

L'abus d'alcool entraine également des changements dans le microbiote intestinal,
conduisant a des niveaux sériques élevés de lipopolysaccharide (LPS). Cette augmentation
induit des actions inflammatoires dans les cellules de Kupffer via la voie du récepteur CD14-
Toll-like 4 (TLR4) (fig.5). Le milieu inflammatoire résultant dans le foie alcoolique conduit
alors a une infiltration de polynucléaires, une formation de ROS et des lésions
hépatocellulaires (Altamrano et Bataller, 2011 ; Kirpich et McClain ,2012). Cela favorise une
dysbiose intestinale, et active le systéme du complément et la production de cytokines pro-
inflammatoires notamment le TNF- o par I’activation du facteur NF-k B. En outre, il existe
un effet synergique entre ’alcool et le LPS car I’alcool augmente la sensibilité des cellules de

Kupffer au LPS en favorisant I’activation d’ERK1/2 (fig.6) (Mathurin et al., 2011).
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2. Lésions histologiques des maladies alcooliques du foie :
Les atteintes hépatiques liées a 1’alcool regroupent un large spectre de Iésions
histologiques et comprennent un ensemble de désordres hépatiques allant de la simple
accumulation de lipides dans le foie, connue sous le nom de stéatose, a une inflammation en

présence ou non de fibrose désignée hépatite alcoolique, pouvant évoluer en cirrhose (fig.7)
(Lanthier et Spahr, 2016).
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Figure 7: Histoire naturelle des maladies alcooliques du foie. Le spectre des Iésions
hépatiques des maladies alcooliques comprend la stéatose, I’hépatite, la fibrose, la cirrhose

et le carcinome hépatocellulaire
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2.1. La stéatose :

La stéatose est une Iésion histologique fréquemment retrouvée dans les biopsies
humaines hepatiques. Elle est souvent due & une consommation excessive de boissons
alcoolisées (Shasthry et al., 2017 ; Voican et al., 2016).

La stéatose résulte d’un déséquilibre de I’homéostasie lipidique hépatique associant un
apport accru d’acides gras dans le foie et une diminution de leur utilisation (Clugston et al.,
2014).

Au niveau hépatique, on peut observer également une oxydation anormale des acides
gras dans les mitochondries endommagées et une détérioration du transport systémique
d’acides gras via la sécrétion de protéines a tres basse densité (VLDL) surtout en cas de

malnutrition, d’action des toxines ou de prise de médicaments (Fabbrini et al., 2010).

2.2. Hépatite alcoolique :

L’ hépatite alcoolique correspond a une forme histologique d’inflammation causée par
la consommation chronique et excessive d’alcool (Louvet, 2017). La surproduction de
médiateurs pro-inflammatoires qui en résulte, favorise la stéatogenese et contribue a la
progression vers 1’hépatite en favorisant I’apoptose hépatocytaire (Miller et al., 2011).

La maladie se caractérise aussi, par la présence de corps de Mallory, d’un infiltrat de
polynucléaires neutrophiles et d’une ballonisation des hépatocytes (fig.8) (Hamid et Forrest,
2011).

La physiopathologie de I’hépatite alcoolique est sous-tendue par un processus
inflammatoire dans lequel les cellules de Kupffer résides du foie, jouent un réle majeur (fig.9)
(Gao et al., 2011).

e s T el s =

Figure 8: Aspect histologique de [’hépatite alcoolique (Trabut et al., 2012)
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2.3. Lafibrose :

La fibrose hépatique est définie par I’accumulation progressive d’une matrice
extracellulaire de composition altérée dans le parenchyme hépatique en réponse a une
agression chronique. La fibrose s’étend des zones 1ésées vers I’ensemble du lobule hépatique
conduisant a une altération structurale et fonctionnelle. (Sergent et al., 2014)

L’alcool favorise la fibrose hépatique a travers I’inhibition de I’activité des cellules
NK dans le foie et ’augmentation de la production d’IL-10 et de TGF-R par les macrophages
et les cellules étoilées du foie. En outre, les cellules NK présentent une activité anti-fibrotique,
elles produisent I'IFN-a, une cytokine induisant I’arrét du cycle cellulaire et déclenchant
I’apoptose des cellules étoilées activées ou sénescentes (Krizhanovsky et al., 2008) (fig.10).

La fibrose représente la principale complication des maladies hépatiques chroniques.

Sa progression conduit a la cirrhose (El-Karaksy et al, 2014).
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Figure 10 : Modele d’accélération de la fibrogenése engendrée par [’alcool (Jeong, 2008)

2.4. Lacirrhose

La cirrhose est la voie finale des maladies inflammatoires du foie, elle s’accompagne
d’une destruction totale de I’architecture du tissu hépatique et représente le principal facteur
de risque du carcinome hépatocellulaire. La maladie peut conduire a une insuffisante
hépatique chronique ce que nécessite une transplantation de foie en cas d’une mauvaise prise
en charge (Dietrich et al., 2016).

La cirrhose se manifeste par ’apparition d’un tissu cicatriciel ou fibrose, composé
principalement de faisceaux de collagéne, et par le développement de nodules hépatocytaires
de structure anormale. Ces anomalies architecturales sont associees a des zones
inflammatoires, une obstruction de la circulation sanguine et biliaire et constituent les sites
développement du carcinome hépatocellulaire (Pham et al., 2017). Bien que les causes de la
cirrhose hépatique soient multifactorielles, il existe des caractéristiques pathologiques
communes a tous les cas de cirrhose du foie, y compris la dégénérescence et la nécrose des
hépatocytes, et le remplacement du parenchyme hépatique par les tissus fibrotiques, les

nodules régénératifs et la perte de fonction hépatique ( Zhou, 2014).

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dietrich%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26755861
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24966602

Partie bibliographique chapitre 3

Chapitre 3 : L’effet d’alcool sur le cerveau

Le cerveau est un organe particulicrement sensible aux effets déléteres de ’alcool. Une
consommation excessive et prolongée d’alcool est en effet responsable de nombreuses
complications neurologiques (Seuvée-moreau et sentin, 2015) et de certaines anomalies
structurelles et fonctionnelles du cerveau (Harper, 2009)

L'alcool, lorsqu'il est ingéré, est absorbé au niveau du duodénum puis distribué par la
circulation sanguine peut étre amené a traverser la barriere hémato-méningée. Lorsqu'il est
consommé régulierement ou en quantité importante sur de bréves périodes, induit, tout
comme son métabolite, l'acétaldéhyde, des Iésions directes sur le tissu cérébral. Du fait de sa
lipophilie, il agit sur les phospholipides membranaires et modifie la plasticité des cellules
cerébrales, ce qui entraine des changements dans la circulation de neuromédiateurs,

notamment 1’acide y—aminobutyrique (GABA) (sedation) (vabret et al., 2016).
1. Le récepteur GABA :

L'acide y-aminobutyriqgue (GABA) est un neurotransmetteur inhibiteur largement
distribué dans tout le systeme nerveux central (SNC) (Khan et al., 2016 ; Obata, 2013). Il
exerce ses effets biologiques par l'intermédiaire de plusieurs récepteurs, dont les mieux
caracterisés sont appelés récepteur GABAa et GABAB. Le premier est directement associé a
un canal de chlore, alors que le second est indirectement couplé a un canal cationique (Bacon
et Viennot, 1990) (fig.11).

Le récepteur GABA est impliqué dans le développement et l'organisation du SNC,
l'apprentissage et la mémoire, I'anxiété et ’addiction. Les récepteurs GABAa subissent une
modulation allostérique par plusieurs médicaments, dont I'éthanol, les benzodiazépines (BZ),
les barbituriques, les anesthésiques et les névrostoides endogenes. Les récepteurs GABAA
sont composés de cing sous-unités, chacune ayant plusieurs isoformes (al-6, f1-3, y1-3, 6, &,
0, m, p1-3). La plupart des récepteurs se composent de deux sous-unités a, deux B et une v.
(Enoch et al., 2013).
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Figure 11: Une représentation schématique du GABAa et GABA g (Popova, 2014 ;Wieronska
etal., 2011)
Le r6le du GABA dans la réactivité a l'alcool a été bien établi dans les modeles animaux,
et des altérations liées au GABA ont été étudiées chez les humains souffrant de troubles de
I'abus d'alcool (Silveri, 2014).

2. Alcool et le récepteur GABA :
L'alcool éthylique (éthanol) a beaucoup de cibles moléculaires dans le systéeme nerveux
(Linden et al., 2011). Au niveau post synaptique, 1’alcool se fixe sur les récepteurs GABA au
niveau d’une poche de liaison avec une affinité tres faible il faut donc une forte dose d’alcool

pour obtenir une réaction. L’alcool potentialise la réponse inhibitrice des récepteurs GABA
(Vincent, 2007) (fig.12).
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Figure 12: Interactions entre les récepteurs et les agonistes des neurotransmetteurs au

niveau des synapses. (Paille et Malet, 2011)

L'éthanol agit comme un agoniste fonctionnel chez le récepteur GABAA et augmente la
libération de GABA pré-synaptique, avec une diminution associée de la fonction GABAA
aprés exposition chronique a I'éthanol dans certaines dosages comportementaux (Bell et al.,
2013).

L’activit¢ GABA-ergique est également impliquée dans la médiation des effets de
I'exposition chronique a l'alcool et devient modifiée avec le développement de la tolérance et
de la dépendance a l'alcool et lors du retrait. L'administration des agonistes GABA augmente
la consommation d'alcool et lI'administration d'antagonistes GABA diminue la consommation
d'alcool ; Mais tandis que I'exposition aigué a l'alcool favorise l'activité GABA, les récepteurs
GABAA régulent négativement l'exposition chronique a I'éthanol, ce qui entraine une
diminution de l'efficacité de l'alcool. En outre, les agonistes GABA bloquent les symptomes
comportementaux du retrait d'alcool, tandis que les antagonistes GABA les exacerbent (Irons
et al., 2014).
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I1l.  Partie expérimentale :
1. Matériel et méthode :

La partie expérimentale et partagée en deux parties distincte comme suit :
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1.1. Matériel biologique :

L<étude est effectuée sur un groupe de rats femelle Wistar albinos provenant de
I‘animalerie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, université des Freres

Mentouri- Constantine. Les rattes sont agées de 45 jours, de poids corporel moyen de 76 g.

Une fois regues les rattes sont logées dans des cages en plastique a une température ambiante

de (25°C) avec un régime alimentaire standard. Ils ont libre accés a 1’eau et a la nourriture.
1.2. Le bacloféne :

Le bacloféne ou I’acide 4-amino-3-p-chlorophényl butyrique est un agoniste des
récepteurs centraux et périphériques GABAs commercialisé sous forme racémique (fig.13)
(Thill et al., 2016).

Nous avons utilisé dans nos expérimentations la forme commercialisée BACRO 10 mg du
laboratoire : INDUSTRIA FARMACEUTICA NOVA ARGENTIA SPA-VIA.

CH, — NH, C
: CH—CH,—CO,H /
C1
Structure moléculaire Structure 3D

Figure 13 : Molécule du bacloféne (Thill et al., 2016).

1.3. Analogue du bacloféne :

C’est un analogue synthétique du baclofene, mimeétique du récepteur GABA.
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2. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur I’alcoolo-dépendance :

2.1. Développement du modele d’alcoolo-dépendant :
L’étude a été réalisée sur 20 rattes femelles divisées en 5 lots :

- Les 4 premiers lots : Durant les 3 premiers jours de traitement et afin de permettre
aux rattes de déguster I’alcool, le biberon d’eau est remplacé la nuit par un biberon d’éthanol
10%. Ensuite et pour le reste de la période du traitement chaque cage sera munies de 2

biberons un rempli d’eau et ’autre d’éthanol 15%.
Les animaux auront donc acces libres a 1’eau et a I’éthanol durant les 24 heurs.
Le lot control : La cage est munie d’un seul biberon contenant 1’eau

Les quantités d’eau et d’éthanol consommées sont mesurées chaque 24 h et exprimées
en g d’éthanol par kilogramme de rat (g/kg). L’étude s’est étalée sur une période de 8

semaines et les rattes ont été traitées par 1’éthanol 3 jours successifs par semaine.
2.2. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur la dépendance alcoolique :
Apreés huit semaines, les rattes sont redistribuées et organisées en 6 lots comme suit :

— Lot 1: la cage est munie d’un seul biberon contenant I’eau.

— Lot 2: la cage est munie de deux biberons un contenant 1’cau et 1’autre 1’éthanol
15%.

— Lot 3: la cage est munie d’un seul biberon contenant 1’eau. Les animaux de ce lot
recoivent une dose de 1,5 mg/kg de bacloféne par voie orale.

— Lot 4: la cage est munie d’un seul biberon contenant 1’eau. Les animaux de ce lot
recoivent une dose de 1,5 mg/kg d’analogue par voie orale.

— Lot 5: la cage est munie deux biberons un contenant 1’eau et I’autre I’éthanol
15%. Les animaux de ce lot recoivent une dose de 1,5 mg/kg de bacloféne par voie
orale.

— Lot 6: la cage est munie deux biberons un contenant 1’eau et ’autre 1’éthanol
15%. Les animaux de ce lot regoivent une dose de 1,5 mg/kg d’analogue par voie

orale.

Apres une semaine, la dose du bacloféne et de ’analogue est augmentée a 3 mg/kg par jour.
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Les doses sont calculées en référence a la dose humaine du bacloféne selon 1’équation de Nair

et Jacob, 2016 :

Dose animale (mg/kg)= dose humaine (mg/kg) * Km
Km du rat =6
La dose humaine de départ du bacloféne = 15mg/jours.

2.3.Effet des deux analogues du récepteur GABA sur le comportement des rattes :
2.3.1. Le test de champ ouvert (Open Field) :

— Principe :

Le dispositif est une plateforme en plexiglas (70cm x70 cm x 40 cm) divisée en deux
zones. Une zone centrale de 35 cm? et une zone périphérique. Chaque rat et placé
individuellement au centre du plancher et laissé 5 min d’exploitation. Un animale considéré
comme anxieux aura tendance a préférer les zones périphériques (fig.14) (saenz et al., 2006).

Figure 14: image photographiée qui illustre le dispositif du test de comportement
(Open Field).
Le temps que I’animal passe dans la périphérie et le centre est chronométrie.
2.3.2. Test light /dark box:

Le test repose sur la nature des rats qui préferent les endroits obscurs. Cette conduite
¢thologique est utilisé pour estimer le degré d’anxiété chez ’animale. Le test se fait sur le
méme dispositif que le test précédant (test de champs ouvert) aprés avoir divisé le plancher en
deux compartiments un obscure éclairé par une lampe rouge faible et I'autre a été laissé
transparent (exposé a la lumiére du jour) une ouverture jouant le r6le de porte a été créé entre
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les deux compartiments pour permettre a ’animale de se déplacer librement entre les deux
compartiments

Au début du test les rattes sont placées dans la zone claire et ’activité comportementale a été
enregistrée pendant 5 min (fig.15) (Arrant et al., 2013).

Le temps passé dans les deux chambres est chronométré.

Figure 15: image photographiée qui illustre le dispositif du test d’obscurité.

2.4. Prélevement:

Un prélévement sanguin oculaire est réalisé apres 4 semaines de traitement et le plasma est

conserveé a 20°C.

2.5. Analyse qualitative des protéines sériques :
— Principe :

L’¢lectrophorése des protéines sériques a ¢été réalisé a 1’aide de d’automate
CEBIAutilisant le kit MINICAP PROTEIN(E) 6 qui permet la séparation dans un milieu
basique (pH 9,9) des protéines du serum par électrophorese capillaire dans le systeme
automatique MINICAP.

Ce dernier utilisé le principe de 1’électrophorése capillaire en solution libre. Il permet la
séparation de molécules chargées en fonction de leur mobilité éléctrophorétique propre dans
un tampon de pH donné, selon le pH de 1’¢électrolyte et dun flux électro-osmotique plus ou

moins important.
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2.6. Effet des différents traitements sur les marqueurs des lésions hépatiques :
2.6.1. Dosage de I’activité glutamyltransferase : (y-GT)
— Principe :

Gamma-glutamyltransferase y-GT catalyse le transfert du groupement y-glutamyl du y-
glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide en glycylglycine en libérant 3-carboxy-4-nitroalinine. La
concentration catalytique est déterminée par le taux de 3-carboxy-4-nitroaniline formé.

v- glutamyl-3-carboxy-4-nitroalilide y-GT v- glutamyl-glycylglycine + 3-carboxy-4-
nitroaniline
— Méthode :

Leactivité enzymatique de y-GT a été mesurée en utilisant le kit BioSystems GAMMA.-
GLUTAMYLTRANSFERASE.

Le dosage s‘effectue dans une cuve du spectrophotometre, en mélangeant 1 ml du
mélange réactionnel avec 100 pl du plasma.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur
d‘onde 410 nm.
L<activité de 1‘enzyme est calculée selon la formule:

Vix 108

AAImin x =L

exlxVs

e: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 410 nm est égale 6300.

| : le trajet optique égal a 1 cm.

V1 : le volume réactionnel total est 1,1 & 25°C.

Vs : le volume d'échantillon de 100 pl a 25°C.

AA/min: L‘accroissement moyen est calculé suite a cette formule:
AA/min= ADo*3333 (U/L)

2.6.2. Dosage de ’activité de I’alanine-amino transférase (ALT/ TGP) :
— Principe :
L‘alanine-aminotransférase (ALT ou TGP) est une enzyme qui catalyse le transfert du
groupement amine de 1‘alanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate. La
concentration catalytique est déterminée en utilisant la réaction couplée de la lactate-

déshydrogénase (LDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340 nm.
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Alanine + 2 - Oxoglutarate ~ ALT Pyruvate + Glutamate
—

Pyruvate + NADH + H+ LDH Lactate + NAD+
—

— Méthode :

Lractivité enzymatique de TGP a été mesurée en utilisant le kit BioSystems ALANINE
AMINOTRANSFERASE. Le mélange réactionnel est formé de deux réactifs le premier est
une solution de Tris (150 mmol/L), L-alanine (750 mmol/L) et lactate-déshydrogénase
(> 1350 U/L). Le deuxieme est formé de NADH (1,9 mmol/L), 2-oxoglutarate (75 mmol/L),
Hydroxyde de sodium (148 mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).

La méthode de dosage consiste a mélanger dans la cuve du spectrophotometre 1 ml du
mélange réactionnel avec 100 pl de plasma.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur
d‘onde 340 nm.

Ltactivité enzymatique du TGP de I'échantillon est calculée selon la formule suivante:

o Vix 108
AAImIn x

=L
exlxVs

e: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.
| : le trajet optique égal a 1 cm.
V1 : le volume réactionnel total est 1,100 a 30°C.
Vs : le volume d'échantillon de 100ul a 30°C.
AA/min: L accroissement moyen est calculé suite a cette formule:
AA/min= ADo*3333 (U/L)
2.6.3. Dosage de I’activité de I’aspartate-aminotransférase (AST/ TGO)
— Principe :
L‘alanine-aminotransférase (AST ou TGO) est une enzyme qui catalyse le transfert du

groupement amino de 1‘aspartate au 2-oxoglutarate, en formant 1‘oxaloacétate et le glutamate.
La concentration catalytique est déterminée, en utilisant la réaction couplée de la malate-

déshydrogénase (MDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340 nm
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Aspartate + 2 — Oxoglutarate ~ AST Oxalacetate + Glutamate
—_—

Oxalacetate + NADH +H+ MDH Malate + NAD+
E—

— Meéthode :

Leactivit¢ enzymatique de TGO a été mesurée en utilisant le kit BioSystems
ASPARTATE AMINOTRANSFERASE. Le mélange réactionnel est formé de deux réactifs,
une solution de Tris (121 mmol/L), L-aspartate (362 mmol/L), malate-déshydrogénase (> 460
U/L) et lactate-déshydrogénase (> 660 U/L) et une solution formée de NADH (1,9 mmol/L),
2-oxoglutarate (75 mmol/L), Hydroxyde de sodium (148 mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).

Le dosage s‘effectue dans une cuve du spéctrophotometre, en mélangeant 1 ml du
mélange réactionnel avec 100 pl du plasma.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur
d‘onde 340 nm.

Leactivité de 1°enzyme est calculée selon la formule:

o Vix 108
AAmin x

=L
exlxVs

e: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.
| : le trajet optique égal a 1 cm.

V1 : le volume réactionnel total est 1,1 & 30°C.

Vs : le volume d'échantillon de 100 pl a 30°C.

AA/min: L accroissement moyen est calculé suite a cette formule:

AA/min= ADo*3333 (U/L)

3. Effet immuno-modulateur des deux analogues du récepteur GABA :
Afin d’étudier I’effet du bacloféne et son analogue sur la réponse immunitaire
humorale et cellulaire nous avons réalisé le protocole suivant :

Les rattes sont divisées en 6 lots et traités comme suit :

— Lot 1: recoit une injection intra péritonéale de NaCl (0.09%)
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— Lot 2: un lot contréle qui recoit une injection intra péritonéale de 0.1 ml globules
rouge (0.1%) de lapin, puis une deuxieme injection dans la patte droite aprés 7 jours,
suivie d une autre dans la patte gauche (0.1ml) apreés 15 jours.

— Lot 3: recoit chaque jour une dose de 3 mg/kg du bacloféne par voie orale (gavage).

— Lot 4 : recoit chaque jour une injection intra péritonéale de 3 mg/kg de ’analogue.

— Lot 5: recoit une injection intra péritonéale de globule rouge (0.1 ml) de lapin puis
une deuxieme injection dans la patte droite aprés 7 jours, suivie d’une autre dans la
patte gauche (0.1ml) aprés 15 jours. En méme temps les rattes sont traitées avec
3mg/kg du bacloféne par voie orale.

— Lot 6: recoit une injection intra péritonéale de globule rouge (0.1 ml) de lapin puis
une deuxieme injection dans la patte droite aprés 7 jours, suivie d’une autre dans la
patte gauche (0.1ml) aprés 15 jours. En méme temps les rattes sont traitées avec 3
mg/kg de ’analogue administré par voie intra péritonéale.

3.1. Effet sur les taux d’anticorps agglutinants :

Des dilutions sériales ont été effectuées pour chaque serum 0,5%, 0,25%, 0,125%,
0,062%. Ensuite 10 ul de chaque échantillon ont été mélangé avec 5 pl de globules rouges de

lapin.

Les taux d’anticorps agglutinants correspondent a la plus grande dilution dans laquelle la

réaction d’agglutination est visible (haque et al, 2013).
3.2. Effet sur 'immunité cellulaire :

L’effet de deux composées (bacloféne et son analogue) sur la réponse cellulaire est
¢valué par une réaction d’hypersensibilité retardée. La réaction est mesurée par la variation de
I’épaisseur du pied aprés 24 heures de I’injection des globules rouges au niveau du pied
(haque et al, 2013).

4. Etude statistique :

L'analyse statistique a été réalisée grace au logiciel «<SPSS». Les résultats obtenus sont
exprimés par la moyenne plus ou moins I'écart type.
La comparaison de moyennes a été réalisée par le test « t de Student »dont le seuil de

signification est p < 0,05.
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IV. Résultats :
1. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur la dépendance alcoolique :

1.1.Développement du modele alcoolo-dépendant :

Les résultats (fig.16) montrent que la consommation d’alcool augmente
progressivement & partir de la 3°™ semaine pour atteindre un taux de 36,53 + 6,38 g/kg dans
la 8°™ semaine. On note une diminution de la consommation de 1’alcool dans la 3™ semaine

comparativement a la 2°™, elle est due au changement de la concentration de I’alcool.

mconsomation d'alcool

60

40 -
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20
gARRR
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Consommation d'alcool (g/kg)

Durée de traitement (semaine)

Figurel6 : Le taux d’alcool consommés par les rattes exprimé en (g/kg).
1.2. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur la consommation d’alcool :

Les résultats obtenus indiquent que la consommation d’alcool chez les rattes traitées

par I’éthanol est maintenue stable durant les quatre semaines du traitement.

Chez les rattes alcooliques on remarque que le baclofene a diminué la consommation

de I’alcool de maniere significative durant les quatre semaines.

Cependant, ’analogue du bacloféne entraine une diminution de la consommation

d’alcool uniquement au cours de la premiére semaine (fig.17).
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W Et-OH
B Et-OH+Baclofen
B Et-OH + Analogue

Quantité d'alcool comsomé (g/kg)

Durée de traitement (semaine)

Figure 17 : Variation de la consommation d’alcool (exprimée en g/kg) apreés traitement par le
bacloféne et son analogue (*significatif comparativement au groupe traité par I’éthanol
p<0.05).

2. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur le comportement des animaux :
2.1. Test de champ ouvert (Open Field) :

Les résultats montrent (fig.18 et 19) que le temps passé dans la périphérie est
proportionnellement similaire chez tous les groupes traités comparativement au contréle.
Cependant, le temps passé dans le centre présente une grande variation ou les rattes

traitées par le baclofene et son analogue ont passé plus de temps dans la zone centrale.

L’effet du bacloféne est significativement plus important comparativement au

contréle (p=0.0372) et au groupe traité par 1’éthanol (p=0.030).

Chez les rattes alcooliques le traitement avec le bacloféne ou son analogue augmente
le temps passé dans la zone centrale. L’effet de 1’analogue semble étre plus marqué

(p=0.035).
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Figure 18: Effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la zone centrale
au cours du test de champ ouvert (* significative p<0.05).
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Figure 19: Effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la zone

périphérique au cours le test de champ ouvert.
2.2. Test light dark box :

Nos résultats révelent que le bacolfene administré aux rattes saines ou alcooliques
augmente le temps passé dans la zone de lumiére. Néanmoins ce traitement n’a pas
d’influence sur le temps passé au cours du premier €pisode que ce soit en lumicere ou en

obscurité.
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D’autre part, I’analogue du bacloféne n’a pas d’effet sur le temps total que les rattes

passent entre les compartiments noirs et clair. 1l augmente par contre le temps du premier

épisode dans la lumiére chez les rattes saines (fig.20 et 21).

Temps du premier épisode
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Figure 20: Effet du bacloféne et son analogue sur le temps du premier épisode (min) passé

dans la lumiere et [’'obscurité au cours de test.
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Figure 21: Effet du bacloféne et son analogue sur le temps total (min) passé dans la

lumiere et [’obscurité au cours du test light dark box.
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3. Effet des deux analogues du récepteur GABA sur les marqueurs de lésions
hépatiques :

3.1. Effet sur Pactivité du I’enzyme yGT:

Les résultats (fig. 22) montrent que le traitement avec 1’éthanol, le bacloféne ou son
analogue entrainent une augmentation significative (p= 0,01, 0,0003 et 0,02 respectivement)

de I’activité du ’enzyme gamma GT comparativement au controle.

Cependant, le traitement des rattes par le bacloféne seul augmente I’activité du
I’enzyme gamma GT alors que I’administration de I’analogue seul diminue I’activité de cette

enzyme de maniére tres significative (p=0.01) comparativement aux rattes traitées par

I’éthanol.

Chez les rattes alcooliques on note que le baclofene diminue de maniére non

significative D’activité de I’enzyme gamma GT (p=0.194) alors que I’analogue 1’augmente
(p=0.91).
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Figure 22: Effet du bacloféne et son analogue sur [’activité de [’enzyme gamma GT (n>3).

(* significative comparativement au contréle *comparativement au groupe traité par éthanol
p=0.05)
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Tableau 1: Effet du baclofene et son analogue sur l’activité de ['enzyme gamma GT :

comparaison par le test t de student (valeurs p, seuil de signification <0,05)

éthanol bacloféne | analogue | Bacloféne+ Analogue+
éthanol éthanol
Controle 0.01 0.0003 0.02 0.002 0.006
Ethanol 0.113 0.012 0.194 0.091
Bacloféne 0.0008 0.01 0.139
Ethanol+bacloféne 0.03

3.2. L’effet sur I’activité du ’enzyme aspartate-aminotransférase (AST/TGO) :

La (fig.23) montre I’effet des différents traitements sur I’activité de ’enzyme TGO.
Les résultats signalent que le traitement par I’éthanol, le bacloféne et son analogue emporte
une augmentation significative (p=0.013, p=0.016, p=0.032 respectivement) de I’activité

enzymatique comparativement au controle.

Chez les rattes présentant une dépendance a I’alcool, le traitement par le bacloféne et
son analogue entraine une diminution non significative (p=0.327 et p=0.085 respectivement)

de lactivité de I’enzyme TGO comparativement au groupe traité par éthanol.

Tableau 2: Effet du bacloféne et son analogue sur I’activité de ['enzyme TGO: comparaison

par le test t de student (valeurs p, seuil de signification <0,05)

éthanol analogue | bacloféne | Bacloféne+ Analogue+
éthanol éthanol
Controle 0.013 0.032 0.016 0.327 0.001
Ethanol 0.018 0.038 0.327 0.085
Analogue 0.287 0.169 0.029
Bacloféne 0.327 0.017
Analogue+éthanol 0.206
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Figure 23 : Effet du baclofene et son analogue sur l’activité de [’enzyme TGO (n>3).

(* significative comparativement au contréle *comparativement au groupe traite par éthanol
p=0.05)

3.3. L’effet sur ’activité du I’enzyme alanine-aminotransférase (TGP/ALT) :

Les résultats indiquent que les différents traitements ; éthanol, bacloféne et son
analogue entrainent une augmentation de [D’activit¢ enzymatique de I’enzyme TGP

comparativement au contréle.

Le traitement avec bacloféne seul augmente I’activité enzymatique hautement
significative (p=0.001) comparativement au groupe traité par 1’éthanol. L’analogue par contre,

la diminue d’une maniére non significative (p=0.119)

Chez les rattes alcooliques le bacloféne entraine une augmentation non significative de

’activité de 1’enzyme TGP. Tandis que son analogue la diminue (Figure 24).
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Figure 24 : Effet du baclofene et son analogue sur [’activité de I’enzyme TGP (n>3).

(*** hautement significative comparativement au groupe traité par éthanol p<0.05)

Tableau 3: Effet du bacloféne et son analogue sur [’activité de [’enzyme TGO. comparaison

par le test t de student (valeurs p, seuil de signification <0,05)

éthanol analogue | bacloféne | Analogue+ Bacloféne+
éthanol éthanol
Controle 0.192 0.137 0.010 0.040 0.016
Ethanol 0.245 0.001 0.119 0.126
Analogue 0.005 0.062 0.050
Bacloféne 0.008 0.301
Analogue+éthanol 0.012

34




Résultats

3. Analyse qualitative des protéines seriques :

L<¢lectrophorése sépare les composants protéiques du serum en 6 fractions (fig.25):
- Albumine

- Alpha 1 globuline

- Alpha2 globuline

- Beta 1 globuline

- Beta 2 globuline

-Gamma globuline

albumine

betal
alphal betaZ?
alpha?

| |
| 1 ] ( ! T 1

camma

T. P.: 57,4 (g/dL)

Figure 25: Electrophérogramme des protéines sériques: exemple d ‘un de nos échantillon
(groupe contréle)
3.1. Taux des protéines totales :

Nos résultats (fig.26) montrent que les traitements des rattes par 1’éthanol, le bacloféne ou son
analogue n’ont pas d’effet sur les taux de protéines sériques. Néanmoins une augmentation est

observée chez rattes saines traitées par ’analogue.
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Figure 26: Effet du bacloféne et son analogue sur le taux des protéines totales sériques
exprime en (g/dl).

3.2. Taux d’albumine :

La figure (fig.27) montre I’effet du traitement sur les taux d’albumine, on observe des
taux tres réduit d’albumine chez les rattes alcooliques. L’administration du bacloféne ou de

son analogue restitue les taux de la protéine dans le serum de ces rattes.

Chez les rattes saines les deux analogues du récepteur GABA n’ont pas d’effet sur les taux de

I’albumine.
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Figure 27: Effet du bacloféne et son analogue sur le taux d’albumine exprimé en (%)
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3.3. Taux d’alpha 1 globuline :

Les résultats révelent que I’éthanol, le bacloféne ou I’analogue augmentent les taux des

globulines alpha 1 (fig.28).

7
Z

Controle Ethanol Baclofene Analogue Ethanol + Ethanol+
Baclofene Analogue

Figure 28: Effet du bacloféene et son analogue sur le taux d’alpha 1 globuline exprimé en (%).

3.4. Taux d’alpha 2 globuline :

Reésultats de la figure (fig.29) révélent une diminution des taux des globulines alpha 2
chez les rattes présentant une dépendance alcoolique avant ou apres traitement par 1’analogue

du bacloféne.

L’administration du bacloféne chez les rattes saines ou alcooliques augmente les taux de cette
proteine.

DMONNNN

Contréle Ethanol Baclofene Analogue Ethanol+ Ethanol+
Baclofene Analogue

Taux des protéines alpha 2 (%)

Figure 29: Effet du bacloféene et son analogue sur le taux d’alpha 2 globuline exprimé en (%).
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3.5. Taux de beta 1 globuline :

Les résultats montrent que les taux de beta 1 globuline diminuent chez les rattes traitées

par 1’éthanol et bacloféne, mais aussi chez les rattes alcooliques traitées par I’analogue
(fig.30).
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Figure 30: Effet du bacloféne et son analogue sur le taux du beta 1 globuline exprimé en (%).

3.6. Taux de beta 2 globuline :

La figure suivante (fig.31) indique que les rattes alcooliques présentent des taux faibles
de beta 2 globulines. D’autre part, le bacloféne diminue les taux de cette protéine tandis que

son nouveau analogue I’augmente.
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Figure3l : Effet du bacloféne et son analogue sur le taux du beta 2 globuline exprimé en (%).
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3.7. Taux des protéines gamma globulines :

Nos résultats (fig.32) montrent que les rattes alcooliques présentent des taux faibles de
gamma globulines. Toutefois, le baclofene administré a des rattes alcooliques ou non
augmente le taux de ces globulines. Il est important de signaler que le baclofene administré

aux rattes alcooliques augmente les taux de gamma globulines 5 fois que le controle.
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Figure 32: Effet du bacloféne et son analogue sur le taux du gamma globuline exprimé
en(%).

4. Effet immuno-modulateur du bacloféne et son nouveau analogue :

4.1. Effet sur Pimmunité humorale :

Apres une semaine de I’injection des globules rouges de lapin, on enregistre que le
traitement des rattes par le bacloféne inhibe la production des anticorps agglutinants
comparativement au contrble. En revanche, le nouveau analogue du bacloféne n’a pas

d’effet sur la production d’anticorps et notamment sur la réponse humorale.

Cependant, aprés 15 jours de I’immunisation on note que les taux d’anticorps agglutinants
chez les rattes traitées par le baclofene ont augmenté alors qu’ils ont diminué chez le

groupe traité par 1’analogue.

I semble que le bacloféne appliqué a court terme bloque la réponse humorale et il perd cet
effet & long terme. Au contraire, son nouveau analogue n’a pas d’effet a court terme mais

il possede un effet inhibiteur a long terme (Fig.33).
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Figure 33: Effet du bacloféne et son analogue sur les taux d’anticorps agglutinants.
1.2. Effet sur 'immunité cellulaire :

Apres 24 heures de I’injection des globules rouges dans la patte droite on a constaté un

gonflement avec formation d’cedéme (fig.34)

¥

Figure 34 : Observation macroscopique apres l’injection des globules rouges dans la

patte droite chez la ratte apres 24 h (A : edeme, B : gonflement, C : contréle).

Le résultat illustré dans la figure ci-dessous (fig.35) révele que I'épaisseur du pied
droit est augmentée de maniere tres significative chez les rattes immunisées par les

globules rouges de lapin comparativement au contréle (p=0.001).

Le traitement par le baclofene ou son nouveau analogue diminue significativement

I’épaisseur du pied droit aprés 24 h de I’'immunisation (p=0.016, p= 0.004
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respectivement).  Aprés 48 heures, I’épaisseur du pied augmente de maniere non
significative (p=0.198, p=0.534).

D’autre part, aprés 1 semaine de I’injection des globules rouges au niveau du pied
droit on a réalisé une deuxiéme injection au niveau du pied gauche les mesures montrent
qu’il n’existe aucune variation dans I’épaisseur du pied gauche comparativement au

controle (fig. 36).

Apparemment, le traitement par le bacloféene ou son analogue inhibe la réponse

immunitaire cellulaire
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Figure 35: Variation de [’épaisseur du pied droit aprés 24 h et 48 h de l'immunisation
avec les globules rouge de lapin (*** hautement significative comparativement au

contréle,* significative comparativement au GR)
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Figure 36: Variation de [’épaisseur du pied gauche aprés 24 h de 'immunisation avec les

globules rouge de lapin.
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V. Discussion :

Le but de notre travail est de tester I’effet du bacloféne et son nouveau analogue sur
la dépendance alcoolique, les lésions hépatiques induites par I’alcool ainsi, que sur la réponse

immunitaire.
1. Développement du modeéle alcoolique :

Afin de développer une dépendance alcooliques chez les rats nous avons choisi un
protocole, ou les rats ont acces libre a deux biberons ; un biberon d’eau et un autre d’alcool
(15 %). Aprés huit semaines, la consommation d’alcool est arrivee a plus de 30 g/kg avec une

augmentation quotidienne de plus < 1g/kg.

Ces résultats sont en corrélation avec plusieurs d’autres travaux. Ozburn et al.,
2013 ont prouvé que l'accés continu a des concentrations croissantes d'alcool (dans un choix
de deux bouteilles) permet la transition d’une consommation modéré a une consommation
excessive, en augmentant graduellement la concentration d'alcool (exemple augmentation de
4% a 20% en quelques jours). Les niveaux d'ingestion d'alcool commencent de 1,5 g/kg (a 3%

d'alcool) et augmentent jusqu’a 15 g/kg (a 20% d'alcool).

En outre, Ron et Barak, 2016 ont appliqué le méme protocole et ont reporté que la
consommation d’alcool augmente quotidiennement a raison de 1 g/kg chez le rats ce qui est
en accord avec nos résultats.

D’autre part, le seuil maximal de consommation d’alcool varie non seulement entre
les modéles de souris ou de rats mais aussi entre les souches de la méme espece. Des taux
variant entre 15 a 20 g/kg ont été enregistrée chez les souris (Carnicella et al., 2014).

De méme Griffin, 2015 a annoncé qu’un taux de consommation d’alcool variant de 0,4 a 1

g/kg génére un taux d’alcoolémie de 1’ordre de 30 a 90 mg par dl chez les rats.

2. Effet du bacloféne et son nouveau analogue sur la dépendance a I’alcool :

Le baclofene agit comme le principal neuromédiateur inhibiteur agoniste du
récepteur GABA-B qui se fixe sur le récepteur du neuromeédiateur et bloque sa libération. Il
diminue ainsi ’activité des neurones qui transmettent les signaux électriques d’un neurone a

I’autre (Simon, 2017).
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Le récepteur GABA-B est porté par de nombreux types de neurones, notamment
ceux responsables de la sécrétion de la noradrénaline, la sérotonine et la dopamine,
neuromediateurs impliqués dans le circuit de la récompense. Ce dernier est constitué de
plusieurs structures cérébrales connectées qui regoivent toutes des signaux contrdlés par la
dopamine. Une augmentation de la libération de dopamine correspond a une sensation de
satisfaction. (Garbutt et al., 2010 ; Vlachou et Markou, 2010)

Le baclofene est connu depuis longtemps pour ses propriétés antispasmodiques, il
est devenu récemment un traitement d’intérét dans le traitement de I’alcoolo-dépendance
(Labat et al., 2016).

Nos résultats montrent que la consommation d’alcool diminue chez les rattes
alcooliques a des doses de I’ordre de 3 mg/kg. Cet effet a été largement reporté dans la
littérature. Colombo et al., 2003 ; Ameisen, 2010 ; Lorrai et al., 2016, ont reporté que le
baclofene réduit la consommation d’alcool chez les rats ou les souris exposés au protocole du

« home cage » classiques (deux bouteilles d'alcool " a choix™ contre I'eau).

Par ailleurs, le nouveau analogue du bacloféne, synthétisé par nos collaborateurs de
I’université de Tlemcen, est un composé qui a gardé le méme site de liaison avec le récepteur
GABA que la molécule originale du baclofene avec des modifications dans la forme
chimique. Nos résultats ont montré que I’analogue réduit la consommation de 1’alcool
uniquement la premiére semaine du traitement. Ceci montre que I’analogue posseéde la
capacité de réduire la consommation de I’alcool mais la dose doit étre plus importante

(comparativement au baclofene) pour garder I’effet pour une période plus longue.

3. Effet du bacloféne et son analogue sur le comportement des animaux :

Le test en champ ouvert développé par Hall et Ballachey (1932) est I'un des
approches les plus utilisées dans 1’étude du comportement des animaux. C’est un essai
initialement destiné a estimer 1’activité locomotrice et la capacité d'exploration des rongeurs
(Perals et al., 2017). Cependant, I’interprétation de I'open field n'est pas aussi simple (Walsh
et Cummins, 1976 ; Bell, 2007 ; Carter et al., 2013). Par exemple, dans leur examen de
I'utilisation d'open field, Walsh et Cummins, 1976 ont souligné que, outre la mesure de
I'exploration, le test peut également étre interpréter comme la mesure de 1’émotivité, la peur et

la néophobie (Thornton, et Clayton, 2015). Aussi, Choleris et al., 2001 ont indiqué que I'OF
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permet d'évaluer les effets de drogues sur différents aspects du comportement des animaux
notamment la recherche des agents anxiolytiques.

Nos expériences montrent que les rattes traitées par le baclofene ou par son analogue
passent plus de temps dans le centre que les rattes alcooliques. Ceci s’explique par la capacité
des deux composés a réduire I’anxiété chez les rattes.

L’effet du bacloféne sur I’anxiété était 1’objet de I’étude de Amikishieva et
Semendyaeva, 2007 qui ont rapporté que cet effet dépend de I’état psychologique et
émotionnel de I’animale. L’étude a annoncé que le bacloféne posseéde un effet anxiolytique
chez les rats sains, par contre cet effet diminue chez les rats anxieux. Ces resultats sont en
accord avec les notre, ou on a noté que le bacloféne administré chez les rattes saines augmente
le temps passé dans le centre (indicateur d’un effet anxiolytique) par contre il est sans effet
chez les rattes alcooliques.

D’autre part, en comparaison avec le bacloféne notre nouveau agoniste du récepteur
GABA posseéde moins d’effet sur les rattes saines, mais plus d’effet anxiolytique sur rattes
alcooliques qui est un avantage par rapport a la molécule originale.

Dans la présente étude nos résultats du test light/ dark box révelent que les rattes
passent plus de temps dans I’obscurité¢ que dans la zone claire. Cette observation est noté
méme chez les rattes contrdle. Ceci s’explique par une néophobie chez les rattes qui explorent
I’endroit pour la premiére fois.

En plus en remarque que le traitement par le bacloféne seul entraine une augmentation
du temps passé dans la zone claire chez les rattes saines ceci concorde avec les résultats de
I’open Field et prouve I’effet anxiolytique du bacloféne.

Il est important de noté que ’analogue de bacloféne n’a pas d’effet sur la durée que

passe les animaux dans chaque compartiment.

4. Effet des différents traitements sur les lésions hépatiques :

L’effet des différents traitements ont été testé sur 1’activité des trois enzymes yGT,
TGP, TGO qui sont utilisées pour diagnostiquer les lésions tissulaires hépatiques induites par
’alcool (Laskin et al., 1995; Waters et al, 2001 ; Whyte et al., 2007).
L’enzyme gamma GT est I'une des marqueurs trés anciens efficace en termes de sensibilité et
surtout de spécificité. L’augmentation du gamma GT liée a I’induction enzymatique en

rapport avec la consommation d’éthanol. La gamma GT est élevée dans 35 a 90 % des cas
d’alcoolisme (Trabut et Pol, 2013)
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TGO et TGP sont des enzymes libérés dans le sang en cas de lésions hépatiques aigue, ce sont
des indicateurs importants de I‘hépato toxicité (Laskin et al., 1995; Waters et al., 2001 ;
Whyte et al., 2007).

L’effet de I’éthanol a été largement reporté en bibliographie sur les lésions hépatiques
(Habib-ur-Rehman et al., 2011).

L’agoniste du récepteur GABA, baclofene semble avoir un effet hépatotoxique vu
qu’il augmente I’activité des trois enzymes chez les rattes saines. Cet effet a été également
reporté par ElImesallamy et Abdel Fattah, 2013.

Cette méme étude a reporté que le baclofene est moins toxique sur les rats alcooliques,
il réduit ’activité des enzymes yGT, TGP, TGO ce qui est en accord avec nos résultats.

Une étude clinique prospective a été effectuée par Owens et al., 2015 sur des patients
ayant des maladies alcooliques du foie ou les marqueurs biochimiques yGT, TGP ont été
compareées a ceux des patients traités aux baclofene. L’analyse a montré que le baclofene est
bien toléré. Il a un impact positif sur la consommation d'alcool et I'ensemble des paramétres
de la fonction hépatique et les effets nuisibles de 1’alcool.

Une autre étude réalisee par Addolorato et al., 2007 a également prouvé que le
baclofene est un agent trés efficace a la promotion de I'abstinence d'alcool chez les patients
alcoolo-dépendants présentant une cirrhose hépatique. Le médicament est bien toléré et
pourrait avoir un réle important dans le traitement de ces patients. Aussi, Yamini et al., 2014
ont suggéré que l'utilisation de bacloféne maintient l'abstinence d'alcool et améliore les
marqueurs hépatiques chez des patients atteints de cirrhoses alcooliques.

Concernant le nouveau analogue du bacloféne, les résultats montrent qu’il diminue
Pactivité des enzymes TGP, TGO. En comparaison avec le baclofene, apparemment
I’analogue possede moins d’effet toxique que la molécule originale sur les rattes saines, mais
aussi il posséde un effet hépatoprotecteur plus important contre les lésions induites par

I’éthanol (vu qu’il réduit I’activité des enzymes TGP et TGO).

5. Effet des différents traitements sur les protéines sériques :
L’¢lectrophorése des protéines sériques constitue un des examens les plus pratiqués dans les
laboratoires. Il s’agit d’une méthode simple qui permet la séparation de six fractions de
protéines (albumine, alphal, alpha2, béta 1, béta 2 et gamma globulines) (Dahmouni et al.,
2009)
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L¢lectrophorese donne un reflet panoramique sur 1‘ensemble des protéines sériques et peut a
ce titre dépister ; I’existence ou non d’un syndrome inflammatoire (zones alpha-1 et alpha-2),
une carence martiale (zone béta), une hémolyse intra-vasculaire (zone alpha-2), une cirrhose
(zone béta-gamma), une maladie infectieuse, auto-immune ou maladie du systeme (zone
alpha-1, alpha-2, béta et surtout gamma), un déficit congénital ou acquis des
immunoglobulines ou d‘autres protéines (albumine, alpha-1 antitrypsine et gammaglobulines

notamment) (Szymanowicz et al., 2006).

5.1.Effet de I’éthanol sur les protéines sériques :

L’analyse du sérum des rattes traitées par I’éthanol indique que ce dernier inhibe la
synthése de de I’albumine et des gammas globulines. L'aloumine est une protéine synthétisée
et sécretée essentiellement par le foie. (Leeet Xiaoyang, 2015). Selon Rueff, 1989
I’administration de 1’alcool entraine en quelques jours une hyper uricémie et pour effet une
diminution de la synthése et surtout de relargage de 1’albumine par les hépatocytes.

En ce qui concerne le développement d'une maladie alcoolique hépatique plusieurs
facteurs ont été suggerés. En particulier, les acétaldéhydes dérivant du métabolisme de
I'éthanol s'est avéré former des adduits stables avec des protéines du plasma circulant, telles
que l'albumine. Ces derniers seront reconnus par le systeme immunitaire comme étranger.
Plusieurs études ont montré [I’apparition qu’une réaction d'hypersensibilité de type |
produisant des anticorps de type IgE contre ces adduits chez des souris immunisées par des
proteines plasmatiques attaché a acétaldéhyde (Romanazzi et al., 2013).

L’inhibition des gammas globulines semble étre du a I’inhibition de la production des

immunoglobulines.

5.2. Effet de deux analogues sur les protéines seriques

Les résultats montre que les deux analogues du récepteur GABA restore la production
ou la libération de 1’albumine ce qui confirme I’existence d’un effet hépatoprotecteur.

D’autre part, nos résultats révelent que le bacloféne diminue les protéines beta 2 alors
que son analogue I’augmente. Cet effet contradictoire semble 1ié¢ a la différence de structure
des deux agonistes. La zone beta 2 globuline représente les protéines du complément et les [3-
lipoprotéine (appelé aussi LDL low density lipoprotein) (Bhagavan et Ha, 2015).

Les deux agonistes augmentent la fraction gamma globulines qui regroupe les 5
classes d‘immunoglobulines IgM, IgG, IgA, IgD et IgE plus la protéine réactive C (CRP)

(Stockham ET Scott, 2013). Il est important de signaler que le bacloféne stimule fortement la
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production de ces protéines, ce qui indique la présence d’une activation de la réponse

inflammatoire.

6. Effet immuno-modulateur :

Le traitement avec le bacloféne ou son anlogue inhibe la réponse immunitaire et la
production des anticorps. Il retarde I’apparition de la réponse humorale et cellulaire
(augmentation de 1’épaisseur du pied aprés 48 heures). L’effet inhibiteur sur la production des
anticorps semble résulte d’un déficit dans I’activation des lymphocytes T (Jin et al., 2013).
Aussi, le traitement par le GABA entraine une réduction des taux des immunoglobulines G
chez les souris aprés immunisation par le collagéne bovine (Duthey et al., 2010).

Par ailleurs, le protocole de I'immunisation au niveau du pied est un protocole qui
permet de mesurer la réaction d’hypersensibilité¢ retardée et la réponse inflammatoire. Le
bacloféne semble avoir un effet inhibiteur sur I’hypersensibilité retardée et I’'inflammation, la
réduction de I’épaisseur du pied est due a D’inhibition de [Dinfiltration des cellules
inflammatoires. Cette observation est en accord avec I’étude de Duthey et al., 2010 sur des
souris C57BL/6 ou [linjection intra- peritonéale du bacloféne inhibe la réaction
d’hypersensibilité retardée et réduit la réponse inflammatoire au niveau des oreilles. Aussi, le
traitement avec le bacloféne aprés immunisation par les LPS entraine une réduction de la
production des cytokines inflammatoire I’IL-6 et I'IL-12 (Samotrueva et al., 2010).

En effet, en contradiction avec nos résultats, I’injection d’un autre agoniste du
récepteur GABA le phenibut augmente I’hypersensibilité retardée et 1’activité phagocytaire
des neutrophiles. 11 a été reporté que le phenibut rétablie la réponse immunitaire et supprime
I’effet du cyclophosphamide, un immunosupresseur qui inhibe la réaction d’hypersensibilité

retardée et la production des anticorps (Tyurenkov et al., 2009).

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duthey%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20201957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duthey%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20201957

Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

VI.  Conclusion et perspectives :

Notre étude a été menée dans le but de tester I’effet d’un analogue du bacloféne,
agoniste du récepteur GABA, sur un modéle animal de dépendance alcoolique. Les effets des
deux composés ont été évalués sur les lésions hépatiques induites par alcool éthylique, le

profil des protéines sériques et la réponse immunitaire.

Nos résultats montrent que le baclofene et son analogue diminuent la consommation de
I’alcool, ils possedent un effet anxiolytique. Néanmoins, la dose de I’analogue doit étre plus

élevée que celle du baclofene.

D’autre part, les deux analogues du récepteur GABA ont un effet hépato-protecteur
démontré par la réduction de 1‘activité des trois enzymes, marqueurs de lésions hépatiques
vGT, TGP, TGO. Il est important de signaler que le bacloféne et son analogue administrés
seuls ont des effets toxiques sur le foie des rattes saines. L’analogue du baclofene et

effectivement moins toxique.

L’¢lectrophorese des protéines sériques montre que 1’éthanol supprime la production de
I’albumine et du gamma globulines. Cependant, les deux analogues restaurent la production
de ces protéines mais le bacloféne possede plus d’effet. Les deux analogues ont des effets
contradiction sur certaines protéines sériques, notamment sur la beta 2 globuline, le bacloféne
diminue les taux de ces protéines alors que ’analogue 1’augmente ces contractions sont liée a

la variation de la structure chimique.

L’effet immuno-modulateur des deux composés a été testé sur un modéle d’immunisation
par les globules rouges de lapin. Les taux d’anticorps agglutinants ont été mesurée comme
indicateur sur la réponse humorale alors la réaction d’hypersensibilité retardé a travers
I’immunisation au niveau du pied nous a donné une idée sur I’effet du bacloféne et son
analogue sur la réponse cellulaire. Nos résultats indiquent que les deux analogues du
récepteur GABA inhibent la réponse immunitaire humorale et cellulaire et retardent de ce fait,

les réactions d’hypersensibilités.

En conclusion, I’analogue du bacloféne possede un effet inhibiteur sur la
consommation d’alcool mais les doses utilisées doivent étre plus importantes que celles du
baclofene, il est moins toxique que le bacloféne, mais il a ses mémes effets sur la réponse
inflammatoire et immunitaire. Avec ses caractéristiques le nouveau analogue du bacloféne

semble plus approprié au traitement de la sclérose en plaque que le bacloféne.
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En perspectives il serait intéressant de :

- tester I’effet du bacloféne et son analogue sur d’autres modeles d’anxiété.

- tester I'effet du bacloféne et son analogue sur d’autres parameétres de la réponse
inflammatoire et immunitaire.

- réaliser une étude histologique pour prouver I’effet hépato- protecteur.

- effectuer une étude moléculaire et cellulaire profonde pour mieux comprendre le mode
d’action des analogues du récepteur GABA.

- étudier I’effet de I’analogue sur la sclérose en plaque.
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Résumé :

L’objectif de cette étude est de tester les effets anti addiction, hépatoprotecteur et
immuno-modulateur d’un nouveau agoniste du bacloféne et du récepteur GABA sur la
dépendance alcoolique, les l€¢sions hepatiques induites par 1’alcool et la réponse immunitaire.
L’effet anti addition du bacloféne et son analogue du bacloféne a été évalué grace aux testes
de comportement « open field » et « dark light box ». L’effet des deux agonistes du récepteur
GABA a été également étudié sur I’activité enzymatique des enzymes TGO, TGP et gamma
GT et sur un profil électrophorétique des protéines sériques. L’effet immuno-modulateur est
¢valué par un test d’agglutination ainsi par une réaction inflammatoire d’hypersensibilité

retardée.

Les tests de comportement montrent que [’éthanol engendre des troubles de
comportements addictifs alors que le traitement par le baclofene et son analogue les soulage.
Les résultats des dosages enzymatiques ont montré que I’éthanol augmente 1’activité
enzymatique (TGO, TGP et gamma GT) et diminue le taux sériques d’albumine, d’alpha 2
globuline et des gammas globuline. Alors que le baclofene et son analogue diminuent
I’activité de ces enzymes. Il inhibe la production des anticorps et la réponse inflammatoire
cellulaire.

On conclusion les deux agonistes de récepteur GABA montrent un effet anti addiction

dose dépendante, un effet hépatoprotecteur ainsi un effet anti-inflammatoire.



Abstract:

The aim of this study is to test the anti-addiction, hepatoprotector and immunomodulatory
effects of a novel baclofen agonist and GABA receptor on alcohol dependence, alcohol-

induced hepatic damage and immune response.

The anti-addition effect of baclofen and its analogue was evaluated using the open-field
and dark-light-box behavior tests. The effect of the two agonists of the GABA receptor was
also studied on the enzymatic activity of the enzymes TGO, TGP and gamma GT and on an
electrophoresis profile of the serum proteins. The immunomodulatory effect is assessed by an
agglutination test as well as by an inflammatory reaction of delayed hypersensitivity.

Behavior tests show that ethanol generates addictive behavioral disorders whereas
treatment with baclofen and its analogue relieves them. The results of the enzyme assays
showed that ethanol increases enzymatic activity (TGO, TGP and gamma GT) and decreases
the serum levels of albumin, alpha2 globulin and gamma globulin. While baclofen and its
analogue decrease the activity of these enzymes. It inhibits the production of antibodies and

the cellular inflammatory response.

On conclusion the two GABA receptor agonists show a dose dependent anti-addiction

effect, a hepatoprotector effect as well an anti-inflammatory effect.
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ETUDE DES EFFETS ANTI-ADDICTION, HEPATO-PROTECTEUR ET
IMMUNO-MODULATEUR D’UN NOUVEAU ANALOGUE DU BACLOFENE

Mémoire de fin de cycle pour I'obtention du dipldme de Master en immunologie-oncologie

L'objectif de cette étude est de tester les effets anti -addiction, hépato-protecteur et immuno-modulateur
d’un nouveau agoniste du bacloféne et du récepteur GABA sur la dépendance alcoolique, les Iésions hépatiques
induites par l'alcool, ainsi que la réponse immunitaire. L'effet anti -addition du bacloféne et son analogue a été
testé sur un modele de dépendance alcoolique et les changements comportementaux ont été évalué grace aux
tests de « open field » et « dark/ light box ». L’effet des deux agonistes du récepteur GABA a été également étudié
sur 'activité enzymatique des enzymes TGO, TGP et gamma GT et sur le profil électrophorétique des protéines
sériques. L'effet immuno-modulateur est étudier sur la réponse humorale (test d’agglutination) ainsi par une par
une réaction inflammatoire d’hypersensibilité retardée. Les tests de comportement montrent que I'éthanol
engendre des troubles de comportements addictifs alors que le traitement par le bacloféne et son analogue les
soulage. Les résultats des dosages enzymatiques ont montré que I'éthanol augmente I’activité enzymatique (TGO,
TGP et gamma GT) et diminue le taux sériques d’albumine, d’alpha 2 globuline et des gammas globuline. Alors que
le bacloféne et son analogue diminuent l'activité de ces enzymes et restaure la production de I'albumine et de
gamma globuline. D’autre part, les deux analogues du récepteur GABA inhibe la production des anticorps et la
réponse inflammatoire cellulaire. En conclusion le baclofene et son analogue montrent un effet anti-addiction, un

effet hépato-protecteur et immuno-modulateur.
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effet immuno-modulateur,
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