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RESUME

Introduction : La bromélaine a été récemment observée comme pouvant avoir un effet
adjuvant remarquable dans les préparations vaccinales. Néanmoins, les adjuvants pourraient
altérer la protection cellulaire par exacerbation des effets vaccinaux sur les cellules
immunitaires. Dans cette optique, nous avons évalué I'effet de la bromélaine sur le potentiel
redox des cellules mononucléées du sang périphérique (pheripheral blood mononuclear cells,
PBMCs), traités par le BCG.

Matériel et Méthodes : Les PBMCs ont été isolées a partir du sang périphérique de donneurs
sains. Le potentiel redox a été évalué par la mesure des biomarqueurs cellulaires de I'activité
de la catalase (CAT), des niveaux de I'albumine endocytaire (AE), et du peroxyde d’hydrogéne
(H202) des PBMC mises en culture.

Résultats : Confidentiel.

Conclusions : La bromélaine exerce un effet protecteur important du potentiel redox des
PBMC:s traitées par le BCG.

Mots clés : BCG, bromélaine, PBMC, potentiel redox, protection cellulaire, vaccin



ABSTRACT

Background: Bromelain has recently been observed as being able to have a remarkable
adjuvant effect in vaccine preparations. Nevertheless, adjuvants could alter cellular protection
by exacerbating vaccine effects on immune cells. In this perspective, we evaluated the effect
of bromelain on the redox potential of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), treated
with BCG.

Material And Methods: PBMCs were isolated from peripheral blood of healthy donors. Redox
potential was assessed by measuring cellular biomarkers of catalase activity (CAT), endocytic
albumin (AE) levels, and hydrogen peroxide (H202) of cultured PBMCs.

Results: Confidential.

Conclusion: Bromelain exerts a significant protective effect on the redox potential of PBMCs
treated with BCG.

Key words: BCG, bromelaine, PBMC, redox potentiel, cellular protection, vaccin



Vi

uaidls

saclisall 3l sall a3 o oSy «lld pay LAl Ol jianiine 8 dasale acliee 0 Al Calia s pall () 158 50 Jas ol 1datka
LS Ao Gala gyl il aniy Ll ¢ shaiall 138 8 e liall LDAY e el <ol 55 288 3 ya (e 4y 51l dlaal)
BCG= walse Ul ((PBMC (shamnall adll i 315l dpaal LAl) el aall é 51 gall dpalad GIAN JI 538V 5 3ausY)
el il 3ask e ) FRY) 5 3auSY) Gl i i elaaal) (e yitall el adll (e e &5 1@kl g 3 gal)
A il sl adl) i 5l sall Lalal LA HpOp 5 dadalall cpe sl il sisa s 520K Lol 4 glall 4, gall

;@lﬂm

BCG-= dalleall PBMC 2 ) 5aY! s 530S cililSa) e 1508 1l 5 1580 i 55l (s ey relaliiigy)

. | adll 3 il alal LAY BCG, ALl LAl dilea ¢ J) 3AY) 5 5208 CililSa) ¢alia 5 sal) rdalidal) cilalSl)
e 3 2 ; e 2 ; BT ) 5 -



Liste des Abréviations

Vii

A

AE - I'albumine endocytaire
Ag - antigéne

B

BCG - Bacille Calmette-Guérin
BCR - recepteur des cellules B
BK - bacilles de koch

M

M. Tuberculosis - Mycobacterium tuberculosis
MTB - Mycobacterium tuberculosis

N

NLR - NOD-like receptors

C

CAT - la catalase

CD - clusters de différenciation

CLR - C type-lectin receptors

CMH - complexe majeur d'histocompatibité

CMI - la réponse immunitaire a médiation cellulaire
CPA - cellules présentatrices d’antigénes

CpG - cytosine phospho-guanin

o

OMS - I'Organisation mondial de la santé

H

H; O ;- Le peroxyde d'hydrogéne

P

PAMPs - Pathogen-associated molecular patterns
PBM(Cs - cellules mononuclées périphériques

PM - poids moléculaire

PNH - primates non humains

IL - interleukine
INF - interféron

R

ROS - especes réactives a |'oxygeéne

T

TB - La tuberculose, La tuberculose
TCR - recepteur des cellules T

TLR - Toll-like receptors

TNF - facteur de nécrose tumorale



viii

Listes des figures

FIGURE 1.1. UEXPERIENCE D'EDWARD JENNER .. ..uttiiiiiie ettt ctee ettt e e ettt e s tte e e e st e e e eate e e ssnaaeeesatseeesnssaeesnnsaaeesnseeeans 3
FIGURE 1.2. L'EXPERIENCE DE PASTEUR ..vveeuveesuteeeseesreeaseessesassesssesansesssesssessnsesasessssessnssssnsessnsesssesansessssssensessnsssensesanns 4
FIGURE 1.3. MECANISME D'ACTION DE L'ADJUVANT (AWATE, BABIUK, ET MUTWIRI 2013) ...cecccuiiieeeiieeeciieeeeeieeeeeereeeeinee e 6
FIGURE 1.4. LES CRITERES POUR LE CHOIX D'UN ADJUVANT

FIGURE 1.5. LES PRINCIPAUX ADJUVANTS UTILISES ...............
FIGURE 1.6. MODE D'ACTION DU VACCIN BCG (COVIAN ET AL. 2019)
FIGURE 1.7. LES CARACTERISTIQUES BIOCHIMIQUES DE LA BROMELAINE ......uvtteteeereunriteeeeesesaurereeesesesenusnseeesesssasnunseeeeesesannn 14




Liste des tableaux

TABLEAU 1.1. LES DIFFERENTS TYPES DE VACCIN..........cccc....

TABLEAU 1.2. COMPARAISON ENTRE LA VACCINATION ET LA SEROTHERAPIE .....ccccevviiiiineeeeeeeeeens

TABLEAU 1.3. LES ADJUVANTS UTILISES DANS LE VACCIN BCG



Introduction

Introduction

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse causée par Mycobacterium
tuberculosis (MTB) et elle représente une menace persistante de la santé publique vu sa
pathogénicité qui repose principalement sur (1) la capacité du bacille a reprogrammer les
macrophages de I'héte aprés une primo-infection, empéchant sa propre élimination ; (2) la
formation de granulomes, dans lesquels le pathogéne survit en équilibre avec la défense de
I'néte et (3) le ralentissement du contrdle du métabolisme central bactérien et de la réplication,
caractérisant I'état dit dormant dans lequel le MTB résiste aux défenses de I'hote et a la
thérapie(Miggiano, Rizzi, et Ferraris 2020).

Une mycobactérie vivante atténuée connue sous le nom de Bacille Calmette-Guérin (BCG),
dérivée de I'agent causal de la tuberculose bovine, Mycobacterium bovis, est utilisé en clinique
comme vaccin (Ne et She 2018). Le BCG protége partiellement contre la tuberculose et a des
effets immunostimulateurs qui réduisent la mortalité générale au cours des premiéres années
de la vie en améliorant les réponses a TB ainsi qu’a d'autres telles que Il réduit en effet le
risque de Iépre et l'ulcére de Buruli (Kandasamy et al. 2016) (Gagneux-Brunon et Botelho-
Nevers 2022). Cependant, il a une efficacité variable et ne peut pas complétement prévenir
l'infection et la transmission de TB.

L'objectif clé de la vaccination est l'induction d'une réponse immunitaire efficace spécifique a
I'agent pathogéne qui conduit & une protection contre l'infection et/ou la maladie causée par
ce dernier. La réponse immunitaire aux antigénes pathogénes peut étre améliorée par I'ajout
d’agent immunostimulateur appeler adjuvant.

La capacité a moduler les réponses immunitaires est un objectif majeur de nombreux
programmes de développement de vaccins. La bromélaine est une enzyme protéolytique
dérivée de la partie de la tige et du fruit de I'ananas (Ananas comosus). Elle fait partie de la
famille des broméliacées, elle est impliquée dans la modulation des réponses immunitaires
lors des allergies, l'inflammation, les brilures, la coagulation sanguine, I'amélioration de
I'action antibiotique, et le cancer (Chandwani et al. 2022). De ce fait elle est proposée pour
une utilisation clinique (Engwerda et al. 2001).

La capacité antioxydante collective de I'héte est maintenue par de nombreuses molécules
protéiques et non protéiques intracellulaires et circulantes, qui empéchent les dommages
oxydatifs des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Le groupe d'antioxydants

protéiques qui détoxifient les radicaux libres. Dans cette optique, nous avons étudier pour la
premiere fois, l'effet adjuvant de la bromélaine sur le potentiel REDOX des cellules
mononuclées périphériques (PBMCs) traitées par le BCG.
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l. Revue de la littérature

I.1.Vaccinologie

La vaccinologie est définie comme la science des vaccins. Ces derniers sont des produits
biologiques qui peuvent étre utilisé pour induire en toute sécurité une réponse immunitaire qui
confére une protection contre une infection et/ou une maladie lors d'une exposition ultérieure
a un agent pathogéne (Pollard et Bijker 2021), et elle comprend la science fondamentale, les
immunogénes, la réponse immunitaire de [I'hote, les stratégies et technologies
d'administration, la fabrication et I'évaluation clinique.

La vaccinologie cible généralement les maladies infectieuses, sauf que plus nous avangons
dans le temps, les vaccins apporteront potentiellement des contributions significatives au
contrble des maladies non infectieuses telles que les cancers, les maladies
neurodégénératives et les maladies auto-immunes (Barrett 2016).

Les vaccins exploitent I'extraordinaire capacité du systéme immunitaire humain hautement
évolué a réagir et a se souvenir des rencontres avec des antigénes pathogénes. (Pollard et
Bijker 2021). Le développement des vaccins, qui préparent le systéme immunitaire a réagir a
de futures infections, a entrainé une baisse mondiale de la morbidité et de la mortalité dues a
de terribles maladies infectieuses transmissibles (Kennedy et al. 2020).

Les vaccins ont été développés en 2 grandes catégories : vivants atténués et tués inactivés,
tous deux produisant des agents préventifs puissamment protecteurs (Plotkin 2022) pour
distinguer les vaccins qui contiennent des souches réplicatives atténuées de l'organisme
pathogéne concerné de ceux qui ne contiennent que des composants d'un agent pathogéne
ou des organismes entiers tués. En plus des vaccins vivants et non vivants « traditionnels »,
plusieurs autres plateformes ont été développées au cours des derniéres décennies
(tableau1.1), notamment des vecteurs viraux, des vaccins a base d'acide nucléique a base
d'ARN et d'ADN, et des particules de type viral (Pollard et Bijker 2021).

Tableau 1.1. Les différents types de vaccin

Type de vaccin
Vaccin vivant atténuée
Vaccin inactive
Vaccin purifiée ne contient qu’un ou plusieurs fragments du microbe
Vaccin conjuguée
Vaccin par vecteur
Vaccin a ARN messager
Vaccin toxoide
Vaccin a base de sous-unités (Sub-unit)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7754704/#Glos2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7754704/#Glos1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7754704/#Glos3
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.2.Histoire de la vaccination

1.2.1. La vaccination jennérienne

La science de la vaccinologie prend son envol le 14 mai 1796 quand Edward Jenner a inoculé
James Phipps, un jeune garcon, avec le virus de la vaccine obtenu d'une jeune femme
nommeée Sarah Nelmes qui avait été accidentellement infectée par une vache nommée
Rosebud. James Phipps a ensuite été retrouvé étre « sécurisé » (immunisé) contre la variole,
comme le démontre un défi infructueux avec le virus de la variole "quelques mois aprés". Peu
de temps aprés, en 1798, Jenner prédit que I'utilisation systématique de son « vaccin », un
terme proposé de nombreuses années plus tard par Louis Pasteur pour décrire l'invention de
Jenner, serait entrainer « I'annihilation » de la variole. La prédiction de Jenner a finalement été
réalisé le 9 décembre 1979 lorsque I'Organisation mondial de la santé (OMS) a certifié que
I'un des pires fléaux de I'humanité avait été anéanti par un vaccin mis au point prés de 200
ans auparavant (André 2003).

1.2.1.1. Mécanisme immunitaire de la vaccination jennérienne

Le principe qu'avait Jenner appliqué pour prévenir la variole est 'administration a un
organisme pluricellulaire un germe pathogéne de maniére a lui faire acquérir un état de
résistance spécifique. Ainsi, Jenner avait utilisé (sans en savoir le mécanisme) un germe peu
pathogéne mais douée d’'une immunogénicité croisée avec la souche pathogéne pour protéger
contre la maladie provoquée par cette souche (figure1.1) (Krifi 2017).

i". !
M
=

Inoculation de la variole bovine

au jeune garcon en bonne santé Récupération du contenu de
mais non immunisé contre la pustules recouvrant la main de la
N, variole J trayeuse de vaches infectées

~— — \ atteinte de la variole bovine /

Ay s
l N %

Guérison de I'enfant de
la variole bovine

!

Acquisition d'une immunité anti-variole

Inoculé avec la variole humaine,
L'enfant ne développe pas la maladie

Figure 1.1. L'expérience ' EDWARD JENNER

1.2.2. Evolution du concept de la prévention des maladies infectieuses

La vaccination jennérienne antivariolique est connue pour son utilisation d’'un germe peu
pathogéne (variole bovine) doté d’'une immunité croisée avec le germe responsable d’'une
maladie grave (variole humaine) afin de protéger contre celle-ci. Lorsque Jenner avait réalisé
la premiére vaccination réussie, il ignorait totalement son mécanisme d’action, l'origine
microbienne des maladies infectieuses n’'a été découverte qu’aprés plusieurs années plus tard
par Louis Pasteur et Robert Koch(Krifi 2017).
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1.2.2.1. Pasteur invente I'atténuation des vaccins

Pasteur qui avait découvert Staphylocoque et Streptocoque, partit de I'idée, a posteriori
erronée, que le microbe de vaccin devait étre une variété atténuée du microbe de la variole et
que n’importe quel microbe pouvait étre atténué et déclencher une immunisation contre I'agent
virulent. Il mit au point sa méthode de l'atténuation pour des maladies animales. En 1878,
I'agent du choléra des poules vieillis, il montra que les animaux inoculés avec ces bactéries
dégénérées ne développent pas la maladie, mais aussi qu’ils ne sont plus infectés par une
nouvelle inoculation de germes frais, c’est ainsi que le vaccin était né ! Il développa ensuite
des vaccins contre le rouget du porc et le charbon du mouton (Sarlangue 2022).

Jeune culture de bactéries vielle culture de bactéries
du choléra des poules du choléra des poules
\.5

| Iy | =y
e
7o £
- = -
[ ¥ ‘ ¥ “i
W iy .
. e
Groupe A Groupe B
| [T | |
p— Yo gme, 25 | e
— [iniection ] % ~ &
- e v . ——
p J . ] ‘_1«'_‘

| Mort des poules du groupe A | | Survie des poules du groupe B

Figure 1.2. L'expérience de pasteur

1.2.3. Immunité active et immunité passive

L'immunité active fait référence au processus d'exposition du corps a un antigéne pour générer
une réponse immunitaire adaptative : la réponse prend des jours/semaines a se développer
mais peut étre longue durable, voire a vie. L'immunité active est généralement classée comme
naturelle ou acquise.

Limmunité passive : la protection contre l'infection peut étre établie en administrant du plasma
ou du sérum préformé contenant des anticorps d'un donneur ou d'un groupe de donneurs
immuns qui avaient soit récupéré de l'infection, soit avaient été immunisés contre I'agent
pathogéne ou contre la toxine produite par I'agent pathogéne (Pavia et Wormser 2021). Le
transfert de I'anticorps antitétanique (principalement IgG) de la mére a travers le placenta
fournit une immunité passive naturelle au nouveau-né pour plusieurs semaines/mois jusqu'a
ce que cet anticorps soit dégradé et perdu. En revanche, I'immunité passive acquise fait
référence au processus de I'obtention de sérum d'individus immunisés, ce qui mis cela en
commun, concentrer la fraction d'immunoglobuline puis l'injecter pour protéger une personne
sensible.

1.2.4. Vaccination versus sérothérapie

La sérothérapie est I'administration d'un sérum immunisant d'origine animale ou humaine pour
protéger contre une maladie ou pour la traiter. La protection dans ce cas est immédiate, mais
l'organisme receveur n’élabore lui-méme aucun systéme de défense ; c’est une immunisation
passive. La protection est limitée dans le temps (quelques semaines). Cependant, elle permet
de juguler efficacement une infection contre laquelle le sujet n'aurait pas été préalablement
vacciné.
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Tableau 1.2. Comparaison entre la vaccination et la sérothérapie

Vaccination Sérothérapie
Approche préventive Approche curative
La faculté de faire acquérir a 'organisme Fournir a 'organisme les moyens
des moyens de défense immunitaire immunitaires de se défendre alors que
spécifiques afin d’éviter la maladie l'infection est déja déclarée.
Une immunité acquise de fagon active Une immunité acquise de fagon passive
Durable dans le temps Limitée dans le temps

1.3. Adjuvants
1.3.1. Définition

Le terme adjuvant vient du latin adjuvare, qui signifie aider ou secourir (Cox et Coulter 1997).
Les adjuvants sont des agents immunostimulants qui peuvent améliorer et moduler les
réponses aux antigénes et peuvent étre utilisés comme outils pour améliorer la réactivité aux
vaccins chez les populations vulnérables telles que les jeunes nourrissons (Aradottir Pind et
al. 2022)

lls peuvent étre définis comme des substances qui augmentent I'immunogénicité d’une
formulation de vaccin lorsqu’elles y sont ajoutées et/ou mélangées. (S et al. 2016)

1.3.2. Mécanisme d’action

Les vaccins ont pour but d’induire chez un héte, sans lui nuire, les réactions immunes
protectrices qu'il développe en générale en réponse a une attaque par un agent pathogéne.
Tout vaccin contient une partie antigénique spécifique de l'agent pathogéne, cible
fondamentale du vaccin, qui 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.

Cette réaction est provoquée par une stimulation concomitante des lymphocytes induite par
ces trois signaux :

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

o Signal 1 : Costimulation (avec les couples CD80-86/CD28 ou CD40/CD40L ICAM /LFA
..)

e Signal 2 : Cytokines produites par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) dont
I'expression est induite par les TLR (Toll-like receptors), CLR (C type-lectin receptors),
entre autres I'inflammasome...

Donc, pour étre efficace, le vaccin doit stimuler les mécanismes de I'immunité innée qui ont
pour rble d’activer les cellules qui produisent la réponse immune acquise adaptative : c’est le
but des adjuvants.

Les adjuvants peuvent agir par une combinaison de divers mécanismes (figure1.3),
notamment la formation d'un dépét, l'induction de cytokines et de chimiokines, le recrutement
de cellules immunitaires, I'amélioration de I'absorption et de la présentation de I'antigéne et la
promotion du transport de I'antigéne vers les ganglions lymphatiques drainants. Il semble que
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les adjuvants activent les réponses immunitaires innées pour créer un environnement immuno-
compétent local au site d'injection.
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Figure 1.3. Mécanisme d'action de I'adjuvant (Awate, Babiuk, et Mutwiri 2013)

La découverte de la capacité du systtme immunitaire inné de reconnaitre des motifs
moléculaires associés aux pathogénes, les « PAMPs » (Pathogen-associated molecular
patterns), par le biais de récepteurs spécialisés, les récepteurs TLR (Toll-like receptors) et NLR
(NOD-like receptors), a eu des conséquences importantes pour le développement de
nouveaux adjuvants. Le systéme immunitaire inné joue un réle de sentinelle : les cellules qui
le constituent (notamment les cellules dendritiques) sont activées au contact des PAMPs, ce
qui déclenche leur maturation qui leur permet de présenter efficacement I'antigéne aux
lymphocytes T, dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité (systéme
HLA)(Coffman, Sher, et Seder 2010). En méme temps, elle déclenche I'’émission de signaux
d’alarme a base de cytokines et de chimiokines qui vont attirer davantage de lymphocytes T
au point d’inflammation et pousser ceux-ci a se différencier en effecteurs polarisés. Cette
découverte a tout naturellement poussé a l'utilisation des PAMPs comme adjuvants. Les
adjuvants permettent donc d’augmenter le pouvoir immunogéne du vaccin a travers la
stimulation de la réponse innée (Marciani 2003).

Selon le type de réponses innées activées, les adjuvants peuvent altérer la qualité et la
quantité des réponses immunitaires adaptatives(Awate, Babiuk, et Mutwiri 2013).
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1.3.3. Les critéres pour le choix d’un adjuvant
Les adjuvants ont été traditionnellement utilisés dans la formulation de vaccins pour tenter de :

Diminuer la quantité d’antigéne, réduire le nombre de doses nécessaires pour induire une
immunité protectrice, induire des réponses protectrices plus rapidement, et augmenter le taux
de séroconversion dans des populations particulieres (personnes &agées, personnes
immunodéprimées, personnes atteintes de maladies chroniques, nouveau-nés et nourrissons)
(figure1.4)(Coffman,Sher,etSeder2010).

Diminution de la
quantité de I'Ag

réduire le
induire des nombre de doses
réponses nécessaires pour
protectrices plus induire une
rapidement immunité
protectrice

Figure 1.4. Les critéres pour le choix d'un adjuvant

Des études antérieures sur les adjuvants ont généralement examiné la production de
cytokines a partir de cellules immunitaires activées par des adjuvants pour évaluer leur
activité in vitro car l'effet des adjuvants est principalement médié par 'activation de cellules
immunitaires innées telles que les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les cellules
dendritiques et méme des cellules non immunitaires, conduisant a l'induction de diverses
cytokines, telles que les cytokines pro-inflammatoires (Hioki et al. 2022).

1.3.4. Les principaux adjuvants utilisés

Il existe actuellement une variété de composés aux propriétés adjuvantes, et ils semblent
exercer leurs fonctions a travers différents mécanismes d’action. Les sels minéraux, les
émulsions, les microparticules, les saponines, les cytokines, les composants/produits
microbiens et les liposomes ont tous été évalués comme adjuvants.

Sels d’aluminium : Pour de nombreux vaccins administrés par voie sous-cutanée ou
intramusculaire, un sel d'aluminium (soit I'nydroxyde soit le phosphate) est utilisé. L'ajout du
sel d'aluminium facilite un dép6t fonctionnel, ou dépdt, au niveau du site d'injection qui entraine
la libération prolongée d'antigéne sur une plus longue période de temps que la simple injection
d'antigéne dilué dans le tissu (Kozak et Hu 2023).
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Autres adjuvants : Des découvertes récentes dans le récepteur de type péage humain (TLR)
et la signalisation des chimiokines ont permis le développement de nouveaux vaccins
adjuvants. Au cours de la derniére décennie, plusieurs nouveaux adjuvants ont été inclus dans
les vaccins humains, a titre d'exemple, on peut citer ASO1 g (dans le nouveau vaccin contre le
zona), CpG (cytosine phospho-guanin) (dans le nouveau vaccin contre I'hépatite B) et MF59
(dans le vaccin contre la grippe) (figurel.5). Ces systémes adjuvants se distinguent le mieux
par leurs formulations : émulsion, saponines et liposomales (Cr et al. 2012).

- Pour de nombreux vaccins administres par voie sous-cutanee ou
intramusculaire, un sel d'aluminium (soit I'nydroxyde soit le phosphate) est
utiliseé

= Dans le nouveau vaccin contre le zona

- Dans le nouveau vaccin contre I'hepatite B

» Dans le vaccin adjuvant contre la grippe

Figure 1.5. Les principaux adjuvants utilisés

I.4.Bacille Calmette Guérin (BCG)

1.4.1. Histoire

Le vaccin BCG a été découvert par Calmette et Guérin a l'institut Pasteur, France en 1921,
sans pour autant avoir des connaissances sur son apergu immunologique(Storgaard et al.
2015).

Il a été développé a partir d’'une souche atténuée de Mycobacterium bovis, une sous-espéce
apparentée de M. Tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) (> 90% d'homologie) également
appelée les bacilles de koch (BK). Le BK est un germe pathogéne obligatoire (c'est a dire qu'il
n'existe pas de porteur sain), aérobie stricte dont la croissance est lente (deux a huit semaines)
sur milieu solide de Loéwenstein. C'est un bacille pouvant étre détruit par la chaleur et par
I'alcool, mais qui résiste bien a la dessiccation, au froid, aux acides et aux bases (sa paroi est
riche en acide mycolique) et qui peut rester virulent plusieurs jours dans les crachats.

L'immunisation clinique avec le BCG a commencé dés 1921 et son utilisation a été soutenue
par les premiers essais menés par Heimbeck auprés des étudiants infirmiers en Norvege, ou
les étudiants vaccinés avec le BCG avaient des taux plus faibles de tuberculose active par
rapport aux étudiants non vaccinés.

Aujourd'hui, la vaccination par le BCG est l'une des stratégies de vaccination les plus
largement mises en ceuvre dans le monde (Fatima et al. 2020).
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1.4.2. Définition et fabrication

Le bacille de Calmette-Guérin (BCG) est la forme vaccinale vivante atténuée de
Mycobacterium bovis utilisée pour prévenir la tuberculose et d'autres infections
mycobactériennes. Le BCG est le vaccin le plus largement administré et il fait généralement
partie du calendrier de vaccination systématique des nouveau-nés en Algérie. Le vaccin BCG
offre également une protection contre les infections mycobactériennes non tuberculeuses
telles que la l1épre et I'ulcére de Buruli. Il est également utilisé dans le traitement du carcinome
superficiel de la vessie(Okafor, Rewane, et Momodu 2023).

Calmette et Guérin tournérent leur attention vers une souche virulente de bacilles tuberculeux
bovins précédemment isolés par Nocard chez une génisse. Par hasard, ils remarquérent qu'en
repiquant le bacille dans un milieu a base de glycérine, de pomme de terre et de bile de beeuf,
la morphologie des colonies avait changé, et que le bacille avait perdu sa virulence. En 1908,
ils commenceérent la culture d'une souche virulente sur un milieu a base de ces trois éléments
en effectuant des repiquages toutes les trois semaines. Et c'est ainsi que 11 ans plus tard,
apres 230 repiquages, ils obtinrent une souche vivante atténuée ne provoquant pas de
tuberculose aux différentes espéces animales (boeuf, cochons de Guinée, souris, singes
rhésus, chimpanzés) chez qui ils I'administrérent, mais qui au contraire, leur conférait une
résistance aprés 30 jours, contre une ré-infestation par des bacilles tuberculeux bovins ou
humains (Dannenberg Jr. et Rook 1994). lIs la prénommeérent « Bacille Bilié Calmette Guérin
» qui perdit plus tard le terme « bilié » et devint Bacille de Calmette et Guérin (BCG).

1.4.3. BCG et adjuvant

Il existe un certain nombre de candidats adjuvants trés prometteurs dans les tests cliniques
qui ont des preuves solides de protection dans divers modéles animaux précliniques, y compris
les primates non humains (PNH), et trois des candidats (IC31®, AS01, CAF01) ont démontré

la capacité d'induire des réponses la réponse immunitaire a médiation cellulaire (CMI) dans
les essais cliniques sur la tuberculose humaine(Agger 2016).
Tableau 1.3. Les adjuvants utilisés dans le vaccin BCG

Adjuvant Antigéne vaccinal Livraison @ Immunomodulateur Voie de signalisation=

GLA-SE ID93 Emulsion GLA; TLR4
adjuvant lipide
glucopyranosyle

AS01 M72 Liposomes MPL ; 3-O-désacyl-4'- TLR4
monophosphoryl
lipide A
IC31® H4/H56 Polypeptide ODN1a; TLR9

oligodésoxynucléotide

CAFO01 H1 Liposomes TDB ; une variante Mincle ;
synthétique du
facteur mycobactérien
du cordon

@ Voie de signalisation de I'immunomodulateur
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1.4.4. Mode d’action
1.4.4.1. Effet du BCG

La réponse immunitaire déclenchée aprés la vaccination par le BCG commence au site
d'inoculation aprés l'injection intradermique, ou les neutrophiles résidants, les macrophages et
les cellules dendritiques (DC) interagissent avec le bacille. La reconnaissance du BCG par les
cellules immunitaires se fait par l'interaction de différents récepteurs de reconnaissance de
formes (PRR) avec des modéles moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP), tels
que le peptidoglycane, I'arabinogalactane et les acides mycoliques situés au niveau de la paroi
cellulaire de la bactérie (Dockrell et Smith 2017).

Apreés internalisation par les DC, la mycobactérie peut vivre jusqu'a 2 semaines a l'intérieur de
ces cellules (Jiao et al. 2002). Cette interaction induit la maturation et la migration des DC qui
se caractérisent par une augmentation de I'expression de molécules co-stimulatrices, telles
que CD40, CD80, CD83 et CD86. L'un des antigénes présents dans la paroi cellulaire du BCG
correspond a l'antigéne (Ag) 85 (également présent chez M. tuberculosis), qui stimule la
production du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), de l'interleukine 1-béta (IL- 1) et
IL-6, capables de générer un état proinflammatoire favorisant I'activation des cellules
immunitaires (Covian et al. 2019).

Le développement d'une réponse immunitaire adaptative commence lorsque les cellules
présentatrices d'antigéne (APC, par exemple, DC, macrophages et cellules B) présentent des
peptides antigéniques sur les molécules du CMH et les cellules T primaires situées au niveau
des tissus lymphoides secondaires les plus proches ou de la rate(Kaufmann 2013). Des
études in vitro et in vivo ont montré que les CD cutanées infectées par le BCG migrent vers
les ganglions lymphatiques drainants ou elles sécréetent du TNF-q, de I'lL-6 et de I'lL-12 et
activent a la fois les lymphocytes T CD4 * et CD8 * (figure1.6) (Covian et al. 2019).
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Figure 1.6. Mode d'action du vaccin BCG (Covian et al. 2019)

La réponse immunitaire partiellement protectrice amorcée par la vaccination par le BCG
atténue la gravité de la maladie, et empéche l'accumulation progressive de leucocytes
générateurs de radicaux libres

La capacité antioxydante totale du sérum était significativement appauvrie aprés 15 jours de
l'infection par Mtb. La vaccination par le BCG avant la provocation par aérosol a maintenu la
capacité antioxydante du sérum chez les sujets infectés par M. tuberculosis (Palanisamy et
al. 2011).

1.4.5. Limites d’utilisation du BCG

Plusieurs hypothéses ont émergé pour expliquer I'échec de la vaccination BCG. Il s'agit
notamment des conditions climatiques, de la latitude géographique, du fond génétique de
I'néte et de la souche de BCG utilisée. La préexposition aux mycobactéries
environnementales, qui sont assez courantes dans régions tropicales conduit a compromettre
la protection offerte par la vaccination par le BCG(Fatima et al. 2020).

L'exposition de I'héte aux mycobactéries environnementales fournisse un certain niveau
d'immunité protectrice contre la tuberculose et I'immunisation ultérieure des personnes pré-
exposées avec BCG n'améliore pas davantage le niveau de protection(Fine 1995).

La réplication du BCG est inhibée en présence d'une sensibilisation préalable avec
I'environnement mycobactéries, en raison de la présence d'une réponse immunitaire
préexistante aux antigénes communs aux mycobactéries. La réplication du BCG est une
condition préalable a l'obtention d'une réponse de mémoire immunitaire puisqu'il s'agit d'un
vivant vaccin (Fatima et al. 2020).
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Des études antérieures ont montré que le BCG ne peut étre que modestement protecteur,
voire totalement inefficace contre la tuberculose dans les populations humaines(Andersen et
Doherty 2005). Le dernier rapport de 'OMS sur la tuberculose dans le monde reste choquant,
avec environ 9,9 millions de personnes infectées et plus de 1,43 million de décés dus a la
maladie en 2020. La mortalité due a la tuberculose a été plus gravement touchée par la
pandémie de COVID-19 en 2020(Qu, Zhou, et Li 2021). La tuberculose est actuellement la
principale cause de mortalité infectieuse dans le monde, ce qui nécessite le développement
de stratégies de vaccination efficaces(Kuan et al. 2020).

1.4.6. Le potentiel redox

Les systémes cellulaires d'oxydo-réduction (redox) sont des réseaux largement définis qui se
composent de producteurs d'espéces réactives a lI'oxygéne (ROS), d'enzymes antioxydantes
et d'effecteurs redox ainsi que de ROS et de plusieurs petites molécules redox (NADPH,
glutathion, etc.) (Tretter et al. 2021). Typiquement, I'oxygene moléculaire (O 2) peut réagir avec
le superoxyde générateur d'électrons qui peut étre rapidement converti en peroxyde
d'hydrogéne (H2O ) par les superoxyde dismutases (SOD).H O 2 la molécule non
radicalaire la plus importante, peut étre convertie en eau par des catalases et autres
enzymes(Valliéres et al. 2023).

1.4.6.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un phénoméne causé par un déséquilibre entre la production et
I'accumulation des ROS telle que le peroxyde d’hydrogéne (H 2 O 2) dans les cellules et les
tissus et la capacité d'un systéme biologique a détoxifier ces produits réactifs.; ils sont générés
en tant que sous-produits métaboliques par les systémes biologiques qui doivent étre
maintenues a un niveau bas (Rajendran et al. 2014). Lorsque la production de ROS
augmente, ils commencent a montrer des effets nocifs sur des structures cellulaires
importantes comme les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Les radicaux libres sont
générés a partir de sources endogénes et exogénes. L'activation des cellules immunitaires,
l'inflammation, l'ischémie, l'infection, le cancer, I'exercice excessif, le stress mental et le
vieillissement sont tous responsables de la production endogéne de radicaux libres (Pizzino
et al. 2017)

e Le peroxyde d'hydrogéne (H20-)

Le peroxyde d'hydrogéene (H202), une espéece d'oxygene réactif non radicalaire générée au
cours de nombreuses conditions (patho)physiologiques, est actuellement universellement
reconnu comme un médiateur important des processus régulés par redox. Selon son profil
d'accumulation spatio-temporel, cette molécule peut agir comme messager de signalisation
ou provoquer des dommages oxydatifs (Lismont, Revenco, et Fransen 2019).

1.4.6.2. Les antioxydants

Le corps humain a mis en place plusieurs stratégies pour contrer les effets des radicaux libres
et du stress oxydatif, basées sur des antioxydants enzymatiques (par exemple catalase) et
non enzymatiques endogéne telle que I'Albumine ou exogéne telle que les vitamines (vitamine
C, vitamine E).

a) Les antioxydants enzymatiques
e La catalase

Une catalase est l'une des enzymes antioxydantes les plus importantes qui atténue
considérablement le stress oxydatif. Elle est présente dans presque tous les organismes
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aérobies. La catalase décompose deux molécules de peroxyde d'hydrogéne en une molécule
d'oxygene et deux molécules d'eau dans une réaction (Nandi et al. 2019).

b) Les antioxydants non enzymatiques
o L’Albumine

L'albumine sérique est la protéine circulante la plus abondante chez les mammiféres, y
compris I'nomme(Tabata et al. 2021). Elle constitue des défenses antioxydantes
extracellulaires dans le plasma sanguin trés puissante. La protéine posséde des propriétés
antioxydantes telles que la liaison étroite du cuivre et faiblement du fer, piégeant les radicaux
libres, par exemple I'acide hypochloreux (HOCI) et le peroxynitrite (ONOQOH) (Sitar, Aydin, et
Cakatay 2013).

l.5.Bromélaine

1.5.1. Définition

La bromélaine est une enzyme protéolytique majeure trouvée dans les plantes d'ananas, ayant
de multiples activités dans de nombreux domaines. En raison de sa faible toxicité, de son haut
rendement, de sa grande disponibilité et de sa relative simplicité d'acquisition, elle fait I'objet
d'un intérét remarquable pour les scientifiques (Hikisz et Bernasinska-Slomczewska 2021).
Vicente Marcano, un scientifique vénézuélien, a découvert la bromélaine pour la toute
premiére fois en 1891, et son extraction et ses recherches ont commencé en 1894. La
bromélaine est abondante a la fois dans le fruit et la tige des ananas, Heinecke révélant en
1957 que la tige d'ananas contenait beaucoup plus de bromélaine que le fruit réel, permettant
la monétisation d'un sous-produit de déchet qui est la bromélaine de tige (Agrawal et al. 2022).

1.5.2. Caractéristiques biochimiques

La bromélaine est un composé non toxique a valeur thérapeutique, classé comme protéase
enzymatique digérant les protéines. Il convient de noter que I'extrait de bromélaine, en plus de
diverses thiol endopeptidases, comprend également d'autres composants tels que les
phosphatases, la glucosidase, les cellulases, les peroxydases, les glycoprotéines, les
glucides, plusieurs inhibiteurs de protéase et le calcium (Ca 2*) lié organiquement.(Hikisz et
Bernasinska-Slomczewska 2021).

La bromélaine de la tige a une structure secondaire stable. Entre pH 7 et 10, il est actif, mais
il perd son action de maniére irréversible au-dessus de pH 10. A un pH de 14, la bromélaine
de tige forme une configuration typique de masse gélatineuse chauffée. Enfin, il a été
démontré que la bromélaine reste stable pendant longtemps lorsqu'elle est conservée a des
températures inférieures a 20 °C(Agrawal et al. 2022).
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Figure 1.7. Les caractéristiques biochimiques de la bromélaine

1.5.3. Application clinique
1.5.3.1. Effet Inmunomodulateur de la bromélaine

De nombreuses études indiquent que la bromélaine posséde des propriétés
immunomodulatrices trés complexes réalisées a de nombreux niveaux des voies de
signalisation moléculaire et de contrOle de I'expression des génes impliqués dans la réponse
immunitaire. La bromélaine a un double effet sur la modulation de la réponse immunologique,
ce qui est important pour le bon fonctionnement du systéme immunitaire et la préservation de

I'noméostasie (Agrawal et al. 2022).

En fonction du microenvironnement de la cellule, de la présence de conditions inflammatoires
et enfin de I'état de santé général, la bromélaine peut entrainer a la fois une augmentation et
une diminution de l'activité et de l'expression des mémes molécules impliquées dans la
réponse immunitaire(Hikisz et Bernasinska-Slomczewska 2021).

La bromélaine active les médiateurs inflammatoires, notamment l'interleukine (IL)-1p, I'IL-6,
l'interféron (INF)-y et le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a dans les macrophages de souris
et les cellules mononucléaires du sang périphérique humain (PBMC) (Engwerda et al. 2001).
Ces résultats ont indiqué que la bromélaine active potentiellement le systéme immunitaire sain
en association avec la réponse rapide au stress cellulaire. Inversement, la bromélaine réduit
la sécrétion d'IL-1B, d'IL-6 et de TNF-a lorsque les cellules immunitaires sont déja stimulées

dans I'état de surproduction induite par l'inflammation de cytokines. La bromélaine active les
cellules tueuses naturelles (NK) et augmente la production de facteur de stimulation des
colonies de granulocytes-macrophages, IL-2, IL-6 et diminue l'activation des cellules T
auxiliaires. Ainsi, elle diminue la majorité des médiateurs inflammatoires et a démontré un réle
important en tant qu'agent anti-inflammatoire dans diverses conditions (Rathnavelu et al.
2016).
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1.5.4. Les avantages de la bromélaine

La bromélaine est efficace dans la gestion du cancer, des plaies graves, de l'inflammation, de
I'arthrose, de la plaque dentaire, de la gingivite et de différentes infections, elle est considérée
comme une enzyme de grande valeur dans le secteur thérapeutique. La bromélaine peut étre
utiisée comme alternative a de nombreux composants chimiques et médicaments
synthétiques, car il s'agit d'une substance naturelle et inoffensive, elle est facilement
récupérable et en quantité importante. La bromélaine intervient indirectement pour bloquer
spécifiquement la formation des prostaglandines pro-inflammatoires ce qui lui donne un effet
immunomodulateur important(Agrawal et al. 2022).

A ce jour, il a été prouvé que la bromélaine est bien absorbée par l'organisme aprés
administration orale et qu'elle n'a pas d'effets secondaires importants, méme aprés des
périodes prolongées (Hikisz et Bernasinska-Slomczewska 2021).



Revue de la littérature 16

1.6. Problématique et test d’hypothése

Le BCG est le seul vaccin utilisé pour prévenir la maladie de la tuberculose. Il a contribué a
réduire la mortalité infantile due a la tuberculose en protégeant contre la tuberculose
extrapulmonaire via la stimulant les réponses immunitaires. Cependant, I'incidence actuelle de
la tuberculose démontre que le BCG ne protége pas suffisamment contre la tuberculose
pulmonaire, l'efficacité protectrice du BCG est en moyenne de 50 % mais varie
considérablement selon la situation géographique et il est plus faible chez les personnes ayant
déja été exposées aux mycobactéries. Le BCG peut également provoquer des effets
indésirables chez les personnes immunodéprimées. De ce fait, il est de grand intérét
d'améliorer I'efficacité du BCG en boostant sa réactivité a I'aide des immunomodulateurs.

La bromélaine est un extrait brut de I'ananas qui contient, entre autres composants, diverses
protéinases étroitement apparentées, démontrant, in vitro et in vivo des activités immuno-
stimulatrices, anticedémateuses, anti-inflammatoires et autres. En raison de son efficacité
aprés administration, de sa sécurité et de I'absence d'effets secondaires indésirables, un large
éventail d'avantages thérapeutiques a été revendiqué. La bromélaine agit comme un
immunomodulateur en augmentant la stimulation des cellules immunitaires, I'activité
immunomodulatrice de la bromélaine a des implications importantes pour son utilisation
comme adjuvants de vaccins, ce qui nous a fait penser a son utilisation comme adjuvant avec
le BCG afin d’augmenter son efficacité.

Objectifs

Evaluer I'effet ex vivo de bromélaine sur les niveaux des marqueurs de l'activité protectrice
des cellules (Catalase, Albumine) sur les PBMCs traitées ou non par BCG.

Evaluer I'effet ex vivo de bromélaine sur les niveaux de la production de H,O, par les PBMCs
traitées ou non par BCG.

But

Montrer I'effet ex vivo de la bromélaine sur le potentiel redox des cellules mononucléées du
sang périphérique (pheripheral blood mononuclear cells, PBMCs), traités par le BCG.
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Matériel et Méthodes
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Interprétation des résultats
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IV.

Discussion :
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V. Conclusions et perspectives

Les vaccins antituberculeux devraient avoir la capacité a moduler modérément les signaux
régulateurs complexes induits par Mtb, de créer un équilibre sensible entre l'inflammation et
les réponses immunitaires régulatrices, et de maintenir de fortes réponses immunitaires
mémoire pendant une longue période. La stratégie de vaccination par le BCG doit étre
continuellement améliorée pour assurer l'efficacité de la stratégie de contrble de Mtb dans le
monde. Nous constatons récemment l'insuffisance de BCG a la protection de la maladie de la
tuberculose, de ce fait, divers vaccins sont développés pour booster 'effet immunitaire du
BCG. De plus, la bromélaine est connu par son effet immunomodulateur qui permet de réguler
la réponse immunitaire face aux infections, et autres affections. Les vaccins antituberculeux
devraient avoir la capacité de moduler modérément les signaux régulateurs complexes induits
par Mtb, de créer un équilibre délicat entre l'inflammation et les réponses immunitaires
régulatrices.

Donc notre nouvelle approche était d'étudier I'effet adjuvant de la bromélaine sur I'activité
protectrice redox des PBMCs traitées par le BCG et nous avons constaté que la bromélaine
confere une excellente protection cellulaire, tout en augmentant significativement l'activité
catalase et celle de 'Albumine endocytaire.

Etant donné que le BCG est considéré comme moins efficace pour la prévention de l'infection
gue pour la prévention de la maladie, et avec le développement rapide de la science et des
technologies, nous pensons que le développement de stratégies de vaccination par le BCG
sera une direction de recherche cruciale et importante et exercera ses réles positifs dans la
santé publigue. Comme proposé partiellement la bromélaine présente une piste meilleure
d’adjuvant pour une proposition d’'une nouvelle préparation vaccinale plus efficace. La
stratégie de vaccination par le BCG doit étre continuellement améliorée pour assurer
l'efficacité de la stratégie de contréle de Mtb dans le monde tout en assurant une régulation
du potentiel redox pour cela nous proposant d’ :

Evaluer le taux de d’autre marqueurs antioxydants comme I'enzyme superoxyde dismutase,
glutathione peroxydase et le taux de la vitamine C.

Evaluer le taux d’expression de ’ARN messager de I'enzyme de la catalase et d’autre enzymes
antioxydante pour affirmer les résultats d’analyses par RT-PCR quantitative.

Essayer d’autres techniques, telles que, 'immunofluorescence pour voir la capacité a effectuer
I'endocytose de I'albumine ou peut-étre d’autres marqueurs de protection cellulaire marquées
avec un fluorochrome.
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