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RESUME

Introduction : Récemment, il a été observé que la Bromélaine a un effet adjuvant prononcé dans les
formulations de vaccins, en augmentant I'efficacité des vaccins sur les cellules immunitaires, et sa
capacité de moduler les réponses immunitaires. Dans ce contexte, nous avons étudié l'effet de la
Bromélaine sur la balance iNos/Arginase dans les cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMCs) traitées par BCG.

Matériele et méthode : Les PBMCs ont été isolés du sang périphérique de donneurs sains. La balance
iNos/Arginase a été évalué par la mesure des biomarqueures cellulaires de poussées respiratoire
monoxyde d’azote (NO) et détermination de I'activité d'arginase des PBMCs mis en culture.

Résultats : La Bromélaine a légérement augmenté le profil inflammatoire des cellules PBMCs dans la
balance iNos/argénase, bien que les résultats montrent des différences n'aient pas atteint le seuil de
signification pour le NO et l'arginase.

Conclusion : La Bromélaine exerce un effet sur le profil inflammatoire important de la balance
iNos/Arginase des PBMCs traitées par le BCG.

Mots clés : Bromelaine- Balance iNos/Arginase- Profil inflammatoire- BCG.



ABSTRACT

Introduction: Recently, Bromelain has been observed to have a pronounced adjuvant effect in vaccine
formulations, increasing the efficacy of vaccines on immune cells, and its ability to modulate immune
responses. In this context, we studied the effect of Bromelain on the iNos/Arginase balance in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) treated with BCG.

Material and method: PBMCs were isolated from peripheral blood of healthy donors. The
iNos/Arginase balance was assessed by measuring cellular biomarkers of respiratory bursts of nitric

oxide (NO) and determining the arginase activity of cultured PBMCs.

Results: Bromelain slightly increased the inflammatory profile of PBMC cells in the iNos/argenase
balance, although the results showed differences did not reach significance for NO and arginase.

Conclusion: Bromelain exerts an effect on the important inflammatory profile of the iNos/Arginase
balance of PBMCs treated with BCG.

Key words: Bromelain- Balance iNos/Arginase- Inflammatory profile- BCG.
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Introduction.



La tuberculose est I'une des maladies les plus meurtrieres dans le monde, représentant la deuxieme
cause de mortalité aprés le VIH (Angelidou et al. 2021) .Cette infection est liée au bacille de Koch
ou Mycobacterium tuberculosis (Mtb), transmis par voie aérienne par les gouttelettes contaminées
par la bactérie qui affecte les poumons Une fois la bactérie atteigne les bronchioles terminales et les
alvéoles elle entraine une réponse immunitaire inné , les cellules intervient tel que les macrophages
, monocytes , neutrophiles , cellules dendritiques infectieuse se transmet entre humains par voie
respiratoire (Franco-Paredes et al. 2018). Mais cette derniére est capable d’inhiber la fonction des
monocytes qui sont des cellules immunitaires qui dérivent des cellules souches myélo-
monocytaires, ce sont les plus grandes cellules circulant dans le sang qualifié d'empéche la
prolifération des agents infectieux qui ont réussi a pénétrer dans I'organisme(Bussi et Gutierrez
2019).Puisque la tuberculose est contagieuse et mortelle les chercheurs Calmette et Guérin ont
pensé au BCG qui est un vaccin vivant atténué et préventive contre cette maladie. En juillet 1921 le
BCG est considéré comme un vaccin pour les nouveau-nés car ils sont les plus exposés a un risque
élevé d'infection par Mtb (Pezzella 2019). C'est derniéres années les chercheurs ont essayé
d'amplifier le vaccin BCG par l'ajout d'autre adjuvants pour le rendre plus préventif contre la
tuberculose et de renforcer la mémoire du systéme immunitaire .Dans notre étude on a essayé pour
la premiere fois d'ajouté un nouveau adjuvant la bromélaine qui est une enzyme protéolytique
majeure trouvée dans les plantes d'ananas, ayant de multiples activités pour rendre le vaccin BCG
plus efficace.



| .Revue DE LA Littérature.



[.1.VACCINOLOGIE.

Jonas Salk c’est lui qui a inventé le terme de vaccinologie en 1976, et il la définie comme science
des vaccins. Elle se concentre traditionnellement sur la maladie infectieuse et la science
fondamentale, les immunogénes, la réponse immunitaire de I'hote, les stratégies et technologies
d'administration, la fabrication et I'évaluation clinique, et il a designer une branche de médecine
consacrée aux vaccins (Beran 2008).

Les vaccins sont des produits biologiques complexes qui provoquent une réponse immunitaire
spécifique. Le principe de la vaccination a été exposé par Louis Pasteur en 1881 par une forme
atténuée de la maladie pour réduire le risque de complications et de mortalité suite & une exposition
ultérieure a un agent infectieux (Shukla et Shah 2018).

Il'y a différent types de vaccin parmi eux trois vaccins sont discriminés :

Vaccin vivant

L Vaccin inactivé Vaccin acellulaire
atténué

N A N

Figure 01 : Schéma présent les types de vaccin
(Baxter 2007).



I.2.HISTOIRE DE LA VACCINATION .
| .2.1.Vaccination JENNERIENNE.

Edward Jenner nait en 1749 en Angleterre il est apprenti chez un chirurgien local puis il rejoint
Londres pour étudier auprés d’un chirurgien adepte de la méthode expérimentale. (Albou 1995).
De retour dans sa campagne, une des maladies les plus graves qu’il ait a soigner est la variole. Des
centaines de milliers de personnes en meurent chaque année dans le monde. (Patard et al. 1998).
Le médecin remarqua des pustules sur les mains des vachers .En 1796, Jenner fait deux incisions
superficielles au bras d’un petit gargon de 8 ans, James Phillipps, il y insére une partie du liquide
recueilli dans la grosse pustule de Sarah Nelmes une vachére atteinte de la variole de la vache, il
espére ainsi mettre Philipps a I'abri d'une atteinte ultérieure du virus variolique.(Kuljié-Kapulica
2004).

Une pustule apparQt au niveau de l'inoculation et se développa. Le septiéme jour, déclare Jenner, le
jeune Phillips se plaignit d’'une petite douleur au niveau des ganglions, le neuviéme jour, il ressentait
quelques frissons, il continua a étre indisposé. Le lendemain, il était parfaitement bien
portant.(Lambert 2015).

Aprés un an, Jenner répété l'injection par la variole a James Philipps, les jours se succédent, James
Philipps n'a présenté aucune réaction locale au point d'infection variolique, il est réfractaire a la
variole. Deux ans plus tard, Edward Jenner publie ses résultats et nomme son procédé la vaccine
d’aprés le mot latin vacca, vache. (Mourgues 2021).

Figure 02 : Expérience d’Edward Jenner (modifié).



| .2.2 .Vaccination PASTEUR.

Le choléra des poules se traduit par un état d’hébétude et de somnolence de I'oiseau, accompagné
de diarrhées violentes, la mort survenant en 2 jours. Pasteur était intéressé a cette maladie
(Remlinger 1945).

En 1879, met dans son laboratoire d'une souche virulente de choléra dans un milieu frais pour éviter
gu'elle ne meure. Il confie a son assistant le Dr Chamberland l'entretien de cette souche. Quand
Pasteur est revenu et souhaite reprendre ses expériences, il ne parvient pas a provoquer le choléra
chez ses poules car Dr.Chamberland a oublié de s’occuper des cultures de Pasteur donc les
bactéries sont mortes. Le temps passé, Pasteur observe que les poules ayant regu I'injection de
souche oubliée ne sont pas malades et deviennent résistantes aux microbes virulents (Behrens
1991).

En 1880 Pasteur, Prend 40 poules et inocule en 20 avec le virus trés virulent les 20 poules meurent
et les 20 autres inocule avec le virus atténué toutes seront malades mais elles ne meurent pas. Aprés
les guérisons de ses 20 poules, il revient ensuite pour les inoculé du virus trés infectieux, cette fois
le résultat est positive (Pierre, Lucas, et Vaerman 1988).

Pasteur a conclu de ses résultats que le microbe affaibli se comporte comme un vaccin ayant le
caractére de ne jamais tuer, de donner une maladie bénigne qui préserve de la maladie mortelle .En
1881 Pasteur énonce le principe de la vaccination qui vient du mot vaccine en I’honneur de Jenner
(de Micheli et Izaguirre-Avila 2011).

Culture Culture vieille (2
fraiche du semaine) de bactérie
choléra. T du choléra.

Une injection
de virulente.

Une injection
de culture
vieille.

Mort des
poules.

Figure 03 : La vaccination moderne de Pasteur (modifie).



| .2.3.Rappelle immunologique.

L'immunisation est un processus qui permet de procurer au corps humain une résistance accrue
pour se défendre contre une agression biologique avant gu'elle survienne (Deschamps et Quintana-
Murci 2016).

[.2.3.1. Immunité passive.

C’est un type d'immunité acquise qui transféré en deux méthode :

Naturelle : par des anticorps de la mére au foetus ou par l'injection d'un antisérum ou de la mére a
I'enfant par le colostrum. (Deligne et Teillaud 2013).

Artificielle : il s'agit d'un transfert d'anticorps (immunoglobulines) provenant d'un sujet immunisé a un
autre qui ne l'est pas. Elle se caractérise par une durée limitée et une action immédiate (Deligne et
Teillaud 2013).

[.2.3.2. Immunité active.

Il s'agit de stimuler le systéme immunitaire naturellement par des anticorps produits en réponse a
une infection ou artificielle par un vaccin connu et contrélé en évitant les conséquences liées a
I'infection naturelle (Medzhitov 2007).

Elle se Caractérise par une durée prolongée dans sa réponse immunitaire et une longue prévention
contre les maladies infectieuses (Medzhitov 2007).

I.2.4.Vaccination et la sérothérapie.

[.2.4.1. Vaccination.

La vaccination est une intervention la plus rentable et la plus simple pour se protéger contre les
épidémies pénibles sont principe est d’'induire une protection contre un agent pathogéne en imitant
son interaction naturelle avec le systéme immunitaire humain (Floret 2021).

1.2.4.2. La sérothérapie.

La sérothérapie est découverte a la fin du XlIXe siécle avec le traitement de la diphtérie par des
injections de sérum de cheval immunisé (Metchnikoff 1909).

La sérothérapie est I'utilisation thérapeutique d'immuns sérums ou d’anticorps d’origine animale ou
humaine obtenus aprés immunisation contre un agent pathogéne pour compléter |'action naturelle
du systeme immunitaire, son principe est d'injecté un sérum riche en anticorps spécifiques et
capables de neutraliser une toxine bactérienne, un venin ou un virus (Watier 2014).

1.2.4.3. Les différent point entre la vaccination et la sérothérapie.

Tableau 01 : Le point différent entre la vaccination et la sérothérapie
(Panatto et al. 2020).

Antigéne Anticorps
Retardé (Lente) Immédiate (Rapide)
Durable (Long terme) Temporaire (Court
terme)
préventive Curative
Active Passive

Spécifique Spécifique




[.3.ADJUVANTS.

1.3.1. Historique.

Les premiers vaccins pastoriens, ne nécessitait aucun additif supplémentaire pour exercer leur
activité par ce qu’elle était a base de corps entiers de virus ou de bactéries(Gar¢con, Chomez, et
Van Mechelen 2007).

Apres la production des sérums antitétanique et antidiphtérique chez le cheval on a constaté
linsuffisance de la réponse immunitaire aux injections d’anatoxines trés purifiées, c’est la que la
notion d’adjuvant se fit jour. En 1925 Gaston Ramon conclu que la production d’antitoxines par les
chevaux était meilleure dans l'immunisation alors il se tourne vers divers substances appelées
adjuvants (Brito, Malyala, et O’Hagan 2013).

1.3.2. L’adjuvant.

L’adjuvant est une substance primordiale qu'on ajoute & la préparation antigénique d'un vaccin qui
peut améliorer et moduler la réponse immunitaire, surtout pour les vaccins inertes (Firdaus,
Skwarczynski, et Toth 2022).

Il permet par ailleurs, de diminuer la quantité d'antigenes par dose vaccinale et de réduire le nombre
d'injections (Aradottir Pind et al. 2022).

Parmi les adjuvants les plus utilisé dans les vaccins :

Les adjuvants aluminiques sont considérés comme trés efficaces et bien tolérés depuis leur
découverte. Son mécanisme d’action repose sur leur effet de dépét au site d’injection ils induisent la
différenciation des macrophages en cellules dendritiques et favorisent la production de réponses
immunitaires Th2 et d’anticorps(Kuziak et al. 2021).

Le squaléne est extrait du foie de requin c'est un précurseur de la vitamine D sert de base a I'adjuvant

huile dans l'eau, utilisé dans les vaccins anti-grippaux . Cet adjuvant a pour effet de recruter et
d’activer les cellules présentant I'antigéne créant ainsi un foyer d’'inflammation propice a la réponse
immunitaire adaptatife et cellulaire (Choque-Guevara et al. 2022).

1.3.3. Propriété requis d’adjuvant.
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Figure 04 : schéma présent les propriétés de I'adjuvant
(Seya, Tatematsu, et Matsumoto 2022).

1.3.4.R6le d’adjuvant.

Le but des adjuvants c’est rendre le vaccin plus efficace, stimuler les mécanismes de I'immunité
innée qui ont pour réle d’activer les cellules qui produisent la réponse immune acquise adaptative
(Cao et al. 2022).

Les vaccins induisent chez un hoéte, sans lui nuire, les réactions immunes protectrices qui en
générale développent une attaque par un agent pathogéne (Hui et al. 2018).

Le vaccin contient une partie antigénique spécifique de I'agent pathogene, cible fondamentale du
vaccin, il provoque une réponse des lymphocytes T (réponse cytotoxique) et B (anticorps) spécifique
ainsi que la production de cellules mémoire. Ces réponses constituent la réponse d’immunité
adaptative qui se déclenche par trois signaux :

.Signal 0 : Ag (avec le couple récepteur TCR/CMH ou BCR)

. Signal 1 :Co-stimulation (avec les couples CD80-86/CD28 ou CD40/CD40L ICAM /LFA ....)
.Signal 2 : Cytokines produites par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA ) dont I'expression
est induite par les TLR, NLR, inflammasome (Julien Babin et al.2019).

I.3.5.Mécanisme d’action des adjuvants.

L’injection du couple antigéne-adjuvant provoque une arrivée massive de cellules et médiateurs
immunitaires au site d’administration. L’adjuvant permet la protection et la diffusion progressive de
I'antigéne, il assure une stimulation efficace et prolongé du systéme immunitaire (Masson s. d.2019).
Le couple de ces éléments facilite la capture de I'antigéne par des cellules immunitaires spécialisées,
macrophage et cellule dendritique ce sont des cellules présentatrices d'antigene (CPA). Elles sont &
l'interface entre deux systémes immunitaires : inné et adaptatif (Turley et Lavelle 2022).



[.3.5.1.Immunité inné.
Les adjuvants favorisent une meilleure phagocytose des Ag par les CPA via la reconnaissance de
motifs PAMPs (PAMP: Pathogen Associated Molecular Patterns) par des récepteurs présents sur
les CPA, les PRR (PRR: Pattern Recognition Receptor).
La liaison de ces complexes antigene-adjuvant sur un PRR initie une endocytose méditée par le
récepteur PRR plus efficace que la pinocytose d’un Ag seul. De plus, la liaison d’'un PAMP sur son
PRR induit des voies de signalisation conduisant a I'activation de facteur de transcription nucléaire
NF- k B dans les CPA, ce qui est traduit par I'expression de génes de cytokines, la production de
molécules co-stimulatrices ( B7-1 ligands (CD80) et B7-2 (CD86)) (Masson s. d.2019).
[.3.5.2.Immunité adaptative.
Dans I'immunité adaptative les cellules dendritiques exercent leur activité de cellules présentatrices
d'antigéne et migrent du site d’injection vers des organes effecteurs de la réponse immunitaire pour
étre mis en contact avec les lymphocytes T et leur présenter efficacement I'antigéne. lIs
reconnaissent I'antigéne et s’activent et se multiplient (expansion clonale) pour déclencher une
réponse ciblant spécifiquement I'antigéne (He, Zou, et Hu 2015).
La nature de I'antigéne et de I'adjuvant influence le type de réponse induite. Deux voies de réponses
immunitaires complémentaires, avec une signature cytokinique associée, sont la conséquence de
cette activation :

e Lavoie Thl appelée immunité cellulaire.

e Lavoie Th2 appelée immunité humorale.
L’'immunité cellulaire met en jeu des cellules phagiques et des cellules cytotoxiques favorisant
I'élimination d’agents pathogénes qui se propagent dans les cellules de I'organisme.
L’'immunité humorale implique la production d’anticorps qui sont capables de stopper la migration et
la prolifération d’agents pathogénes extracellulaires.
La présence d’un adjuvant peut orienter le systéme immunitaire a combattre plus efficacement un
agent pathogéne en favorisant 'une ou l'autre des voies (Bowen et al. 2018).
1.4. BCG.
I.4.1. Historique.
La tuberculine est une substance découvert par le médecin et bactériobiologiste Allemand Robert
Koch qui a identifié le bacille responsable de la tuberculose en 1882 (Canada 2007).
En 1908, Calmette et Guérin mettent en culture, une souche de la tuberculose bovine isolée d’'une
mammite de vache pour I'étudier sur un milieu constitué de fragments de pomme de terre autoclave
et de bile de beeuf. Toutes les trois semaines, ils effectuent un repiquage des bactéries, cultivées
pour les mettre sur un nouveau milieu, toujours avec la méme composition. Ensuite ils inoculées a
des jeunes boeufs tout d’abord ils observent une augmentation de la virulence des bactéries, mais
aprés une trentaine de repiquages, la virulence diminue. Les chercheurs on continuer leurs
expériences jusqu’a 13 ans et 230 repiquages (Barberis et al. 2017).
Aprés la premiére mise en culture a une souche totalement non pathogene, ils font des expériences
sur des beeufs qui resté sain et elles acquirent une immunité contre la tuberculose.
En juillet 1921, Calmette et Guérin réalise le premier essai sur un nourrisson qui était en danger de
mort et sa mére était atteinte de tuberculose. Grace au vaccin I'enfant est sauvé. Dela il est alors
administré a quelques centaines de nourrissons jusqu’en 1924, et lui a donné le nom BCG (Bacille
de Calmette et Guérin) (Pezzella 2019).



1.4.2. Définition et fabrication.

1.4.2.1.Définition.

Le BCG est un vaccin qui vient d'une famille collectif de souches vivantes atténuées de
Mycobacterium bovis qui sont actuellement utilisées comme vaccin contre la tuberculose. Il est
administré par voie intradermique avec une aiguille 26G et une seringue a tuberculine, on l'utilise
pendant 4 h aprés le flacon doit étre jeté et se conserve jusqu'a un an entre 2 et 8 °C (Berdah 2010).
[.4.2.2.Fabrication.

Le principale ingrédient des vaccins est l'antigene, il s'agit d'un petit morceau du micro-organisme
qui cause la maladie, ou d'une forme affaiblie sans danger qui sont fabriqués sur des milieux de
culture principalement d’origine animale ou de synthése qui apportent les nutriments nécessaires a
leur développement ,70% du temps de fabrication sont consacrés aux contrbles de qualité et de
sécurité qui sont effectués a chaque étape de la fabrication (Lugosi 1992).

Le vaccin BCG est sensible a la lumiéere et a la chaleur. Il est emballé sous forme d'un flacon
multidose lyophilisé et il doit étre reconstitué avec une solution saline normale (Gheorghiu,
Lagranderie, et Balazuc 1996).

[.4.3. Mode d’action de BCG.

Aprés l'injection intradermique du vaccin BCG la réponse immunitaire se déclenche au site
d’inoculation ou résidents les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques (DC)
interagissent avec le bacille (Dockrell et Smith 2017).

Les cellules immunitaires reconnaissance le BCG par les motifs PAMP tels que le peptidoglycane,
I'arabinogalactane et l'acide mycolique situés sur divers récepteurs PRR y compris TLR (Toll-like
receptors) comme TLR2 et TLR4 se trouvent sur les membranes de surface cellulaire (Moliva,
Turner, et Torrelles 2017).

Les mycobactéries expriment diverses protéines qui agissent comme des agonistes du TLR elles
stimulent la maturation des macrophages et des DC et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(S. Kumar, Sunagar, et Gosselin 2019).

Les mycobactéries peuvent vivre a l'intérieur de ces cellules jusqu'a deux semaines. Cette interaction
induit la maturation et la migration des DC caractérisées par une expression accrue de molécules
co-stimulatrices telles que CD40, CD80, CD83 et CD86. L’antigéne (Ag) de la Mtb est présent dans
la paroi cellulaire du BCG stimule la production de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-
a),d'interleukine-1-béta (IL-1B) et L’'IL-6 qui crayons un état pro-inflammatoire qui favorise I'activation
des cellules immunitaires (Joosten et al. 2018).

La réponse immunitaire adaptative se produit lorsque les CPA présentent des peptides antigéniques
aux molécules du CMH et aux cellules T primaires situées dans les tissus lymphoides secondaires
les plus proches de la rate (Bertholet et al. 2008).

Les cellules présentatrices d’antigénes présente des protéines de constitution du BCG par CMH I
aux lymphocytes T auxiliaires, qui liberent principalement de I'lL-2 et de I'IFNy (réponse Thl). Ce
dernier active les lymphocytes TCD8+ qui interviennent et produisent également de I'lFN y qui lyse
les macrophages infectés par la perforine et le granzyme. Elle contribue également a l'activation des
lymphocytes B et a la génération ultérieure d'anticorps spécifiques de I'antigéne par les plasmocytes
(Morel et al. 2008).

Aprés quatre a huit semaines du vaccination par le BCG, des réponses cellulaires B sont induites, la
production d'lgG est augmentée et des cellules B mémoire a longue durée de vie sont induites
Croissance bactérienne inhibée (Murray et al. 2006).



Le vaccin BCG réduit le risque de contracter la tuberculose d'environ 50 % (Tran, Liu, et Behr 2014).
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Figure 05 : Mode d’action de vaccin BCG
(Coviéan et al. 2019).

l.4.4.Les singes aprés la vaccination.

Le BCG est administré par voie intradermique pour éviter la propagation aux ganglions lymphatiques
et on doit éviter la vaccination pendant la grossesse (Collette, Bourhaba, et Moutschen 2006).
Aprés la vaccination, une papule de 0,5 cm se développe au site de vaccination est disparait
rapidement. La transformation sont visible dans 2 & 3 semaines, apres une papule se développe
d’environ d’une taille de 0,4 a 0,8 cm en 4 a 6 semaines, elle s'ulcére ensuite et laisse une cicatrice
en 6 & 12 semaines (C. M. Kumar et Bedi 2019).

La vaccination par le BCG est a la naissance, mais elle peut étre administrée jusqu’a I'age de 5 ans.
Elle doit étre répétée chez les enfants qui ne présentent aucun changement au site d’injection
(Richardus et al. 2015).



I.4.5.Les inconvénients de la BCG.
Il'y a plusieurs d’inconvénients parmi :

Fievre maux de téte.

Gonflement des ganglions lymphatiques a
I'aisselle.

Une plaie plus importante qui met
beaucoup de temps a guérir.

Figure06 : Diagramme représente les inconvénients de vaccin BCG

(Richardus et al. 2015).
I.5.BROMELAINE.
[.5.1. Définition.
La Bromélaine, est une enzyme obtenue a partir de I'extrait d'ananas , appartenant a la famille des
Broméliacées. 80 % de Bromélaine se trouve dans la tige,10 % dans le fruit et 5 % ananaine et
autres ingrédients (bro Sharma et Vimal 2023).
Elle se compose de plusieurs thiols endopeptidases comme la peroxydase, la cellulase, la
phosphatase et plusieurs inhibiteurs de protéase. C'est une glycoprotéine avec un oligosaccharide
dans sa structure moléculaire elle contient du xylose, du fucose, du mannose et de la N-acétyle
glucosamine (Ramli et al. 2018).



I.5.2.Propriété de la Bromélaine.
Elle posséde plusieurs activités :
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Figure 07 : Schéma présent les propriétés de la Bromélaine
(Hikisz et Bernasinska-Slomczewska 2021).

I.5.3.Caractéristique biochimique.
La Bromélaine est la protéase primaire d' Ananas comosus sont des enzymes protéolytiques
appartiennent a la classe des hydrolases se divises on trois catégories principale:
La premiére division est due au substrat et a I'emplacement de la liaison, qui est hydrolysée.
Le second concerne le mécanisme de la catalyse (Varilla et al. 2021).
La troisieme catégorie, les protéases sont réparties selon le pH auquel elles montrent leur activité
maximale.
On distingue deux types d'enzymes :
La Bromélaine de tige (SBM : stem bromelain) et la Bromélaine de fruit (FBM : fruit bromelain)
leurs activité biologique, structure, propriétés physicochimiques sont différentes, méme leur
fonctionnement dans la disproportion du pH optimal et de la température ambiante .Seul le SBM est
utilisé dans les industries pharmaceutique, médicale et alimentaire. La différence du fonctionnement
de SBM et de FBM se manifeste dans la disproportion du pH optimal et de la température ambiante
(Bahde et al. 2007).



Tableau 02 : comparaison entre SBM et FBM
(Bahde et al. 2007).

/ SBM FBM
Le poids R R
, ) 26 a 37 kDa 24,5 a 32 kDa
moléculaire
PH entre 6 et 7 entre 3a8
Temperature 50 2 60 ° C. 37470°C.
optimale

Au niveau de laboratoire seul le SBM est utilisé dans les industries pharmaceutique, médicale et
alimentaire car I'acquisition de Bromélaine de cette partie de I'ananas est beaucoup plus rentable et
la concentration en enzymes dans les tiges d'ananas est plus élevée que dans la partie fruit (Hong
et al. 2021).

[.5.4.Cytotoxiquité.
La Bromélaine n'est pas cytotoxique pour les cellules endothéliales normales (HUVEC : normal
endothelial cells) isolées de la veine ombilicale humaine, elle peut provoquer des réactions
allergiques respiratoires médiées par les IgE (Pavan et al. 2012).
Pour diminuer de ces effets indésirables, on immobilise la Bromélaine a I'intérieur des nanoparticules
(Insuan et al. 2021).
[.5.5.Effet immunomodulateure de la Bromélaine.
La Bromélaine posséde des propriétés immunomodulatrices complexes qui réalise de nombreux
niveaux des voies de signalisation moléculaire et de contrble de I'expression des génes impliqués
dans la réponse immunitaire (Secor et al. 2009a).
Elle posséde un double effet sur la modulation de la réponse immunologique, qui est important pour
le bon fonctionnement du systéme immunitaire, renforce I'immunité globale de I'organisme et la
préservation de 'homéostasie ( Ahamed et al 2016).
La Bromélaine raccourcit le temps de l'infection et augmente I'absorption des antibiotiques dans le
tissu ou il doit agir (Baez et al. 2007).
La Bromélaine a une demi-vie de 6 a 9 h. En raison de ses bonnes fonctions biologiques, elle réduit
la sécrétion de cytokines inflammatoires, notamment linterleukine IL-18, I'lL-6 et le facteur de
nécrose tumorale (TNF)-a dans les cellules macrophages de souris en plus elle a un fort effet
antibactérien, entrainant une inhibition de la croissance bactérienne et sa mort (Insuan et al. 2021).
I.5.6.Bromélaine dans le domaine pharmacologie.
On utilise la Bromélaine pour limiter l'inflammation causée par les tendinites, les entorses, les
souches et les blessures musculaires mineures et les gonflements liés aux chirurgies ou aux
traumatismes des oreilles, du nez et de la gorge (Hu et al. 2011).

I.6.PROBLEMATIQUE ET TEST D’HYPOTHESE :

[.6.1. Problématique.

La tuberculose est la principale cause mondiale d'infection d'un quart de population qui est causée
par la Mycobacteriumtuberculosis qui affecte les poumons, pour cela Il a été produit le vaccin
BCG préventif contre cette maladie il réduit le risque de contracter la tuberculose d'environ 50 %.Bien
qu'il ait été démontré que le BCG module la réponse immunitaire mais la fréquence de prévention
contre l'infection n’est pas assez importante donc il est nécessaire d'amplifié l'efficacité de ce



vaccin. Parce-que la variété des adjuvants qui ont été utilisés dans le BCG est diverse, la Bromélaine
qui posséde des propriétés d'un adjuvant et Il a été prouvé qu'il a de puissants effets biologiques et
est le plus souvent utilisé comme agent anti-inflammatoire. Cependant, son mécanisme en tant
gu'adjuvant du vaccin BCG n'a pas été étudié.

Il a été rapporté qu'elle avait des effets bénéfiques sur le systéme immunitaire et en évaluant son
réle dans la balance iINOS/arginase et voir le profile inflammatoire des cellules immunitaires.

Dans ce contexte, nous avons étudié I'implication de la Bromélaine avec le vaccin BCG sur Les
cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC).

1.6.2. Objective.

1-Détermination des biomarqueurs de poussée respiratoire, y compris NO dans PBMC.
2-Détermination de l'activité d'arginase dans les PBMC.

3-Evaluation de l'effet d’adjuvant ex -vivo.

1.6.3. But.

Amplification I'efficacité de vaccin avec un nouveau adjuvants naturelle qui est la Bromelaine.
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V. DISCUSSION.
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DISCUSSION

Le vaccin BCG est le seul vaccin actuellement recommandé pour la prévention de la tuberculose.La
recommandation universelle de ce vaccin est courante dans la plupart des pays, pour les nouveau-
nés car ils sont exposés a un risque élevé d'infection par la tuberculose. Des recherches
considérables ont été consacrées a une approche thérapeutique de reformuler la préparation
vaccinale et de le reconstituer en une forme plus récente et plus efficace au développement de la
prochaine génération de vaccins et d'adjuvants. Afin d’amplifié son efficacité pour le systeme
immunitaire et plus de prévention contre la maladie(Cho et al., s. d.).

La bromelaine est un complexe d'enzyme protéolytique, trouvée dans la plante d'ananas elle
possede des activités biologiques efficaces qui la qualifie d'étre comme adjuvant qui a des effets
positifs sur le systeme immunitaire tel que anti-inflammatoire - Immun- modulatrices(Agrawal et al.
2022).

IV.1. Métabolisme de l-arginine:
L-arginine est un acide aminé important dans le métabolisme cellulaire,qui peut étre consomme par
deux voies.

» La premiére voie de dégradation c’est 'hydrolyse en urée et Ornithine sous l'action de
'arginase qui joue un réle important dans sa conversion en L-ornithine et I'urée, qui est
méditée par I'enzyme arginase pour le but de I'élimination des composés azotés par le cycle
de l'urée (Alvares et al. 2011).

Le métabolisme de larginase et la fonction immunitaires des cellules mononuclée un réle
déterminant dans l'activité des monocytes. En effet, I'activation des monocytes par les cytokines ou
les agents pathogénes provoque une série de modifications fonctionnelles et structurelles, qui
conduit a un profil anti-inflammatoire (Zhou et al. 2014).

» La seconde voie métabolique engendre la production d’oxyde nitrique (NO) et de citrulline
grace aux NO synthases (NOS) (Pernow et Jung. 2013).

Le monoxyde d’azote(NO) est synthétisé a partir de L-arginine par une famille complexe d'enzymes
intracellulaires appelée NO synthase (NOS). L-arginine est également le substrat de I'enzyme
arginase bien que l'affinité de l'arginase pour l'arginine soit apparue supérieure a celle de NOS,
I'expression de l'autre dépend des conditions immunitaires. Pendant l'inflammation, une grande
guantité de NO peut étre produit par les monocytes par l'induction de I'expression d'iNOS en réponse
a des cytokines qui donne un profil pro-inflammatoire aux cellules.

Le (NO) est considéré comme un messager de signalisation bioactif et il joue un réle important dans
les réponses immunitaires innées. Notamment, Il a un pouvoir antimicrobien contre les bactéries
(Bogdan, 2001;MacMicking et al., 1997).

Dans cette étude nous avons examiné I'effet adjuvant de la Bromelaine sur la balance iNos/Arginase
des cellules mononuclées du sang périphérique traitée par le BCG.

IV.2.Disccusion des résultats :

Les étude antérieure ont montré que le BCG provoqué une production importante d’oxyde
nitrique(NO) (Liu et al. 2020) et dans les résultats de notre étude montre que la production de NO
était modéré lors de combinaison du BCG avec Bromelaine. Sachant que les PBMCs plus
précisément les monocytes utilisent l'acide aminé L-arginine comme substrat pour la production
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d’'oxyde nitrique (NO) qui a un pouvoir antimicrobien par l'induction de l'expression diNOS en
réponse a des cytokines qui donne un profil pro-inflammatoire aux cellules.

Des études précédentes a suggéré que la production de I'arginase dans le cas de BCG est inférieure
a la production d'enzyme iNOs dans les macrophages activés(Talaue et al. 2006) sont exactement
pariaient a nos résultats qui montrent une diminution d'arginase par rapport au iNOS.
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V. Conclusion.



Conclusion

Un vaccin contre la tuberculose devrait posséder la capacité de modérer la signalisation régulatrice
complexe induite par Mtb, d'établir un équilibre délicat entre les réponses immunitaires
inflammatoires et régulatrices et de maintenir une réponse immunitaire mémoire robuste au fil du
temps. L'amélioration continue des stratégies de vaccination par le BCG est impérative pour garantir
I'efficacité des stratégies mondiales de lutte contre le Mth. Le BCG est le seul vaccin disponible mais
il n’est pas pleinement efficace sur la prévention de la tuberculose pulmonaire. Divers étude font des
efforts soutenus pour reconstituer un nouveau vaccin en une forme plus récente et plus efficace par
multiple adjuvants pour stimuler I'effet immunitaire du BCG. La Bromélaine est connue pour ses
effets immunomodulateurs qui améliorent la puissance et le rendement des vaccins contre la
tuberculose.

Notre étude a montré que l'effet de la Bromélaine comme adjuvant entraine un effet remarquable
dans la balance iNos/Arginase sur les PBMCs traité par le BCG tout en assurant élimination de
I'agent photogéne par la production élevé de NO. C’est pour cette raison on voit que la Bromélaine
peut étre étudié comme adjuvant naturelle avec d'autre vaccin.
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