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RESUME

Des observations récentes montrent que la bromélaine pouvant avoir un exceptionnel effet
adjuvant sur des préparations vaccinales. Sachant que les adjuvants pourraient remanier les
défenses antimicrobiennes cellulaires en accentuant les effets du vaccin sur les cellules
immunitaires, nous avons examiné I'effet de la bromélaine sur le burst oxydatif des cellules
mononuclées du sang périphérique traitées par le BCG.

Les PBMCs ont été isolées a partir du sang périphérique de donneurs sains. L'effet de la
broméline sur le burst oxydatif a été déterminé par la mesure de la production d’acide
hypochloreux (HOCI) et le taux de peroxyde d’hydrogéne (H:0.), ainsi que [Iactivité
enzymatique de la myélopéroxydase (MPO) des PBMCs traitées ou non par BCG.

La bromélaine pourrait induire une meilleure défense immunitaire antibactérienne médié par
le burst oxydative des PBMCs traitées par le BCG, tout en augmentant le taux de HOCL, un
puissant antimicrobien, et en maintenant l'activité¢ MPO cellulaire.

Mots clés : Bromélaine, BCG, PBMCs, burst oxydatif, H.O,, HOCL, MPO, vaccin.
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Abstract

Recent observations show that bromelain can have an exceptional adjuvant effect in vaccine
preparations. Since adjuvants may alter cellular antimicrobial defense by enhancing effects of
the vaccine on immune cells, we have investigated the effect of bromelain on oxidative burst
of peripheral blood mononuclear cells treated with BCG.

PBMCs were isolated from peripheral blood of healthy donors. The effect of bromelaine on
oxidative burst was determined by measuring the production of hypochlorous acid (HOCI) and
the level of hydrogen peroxide (H20.), as well as the enzymatic activity of Myeloperoxidase
(MPO) of the PBMCs treated or not with BCG.

Bromelain could induce a better antibacterial inmune defense mediated by the oxidative burst
on BCG-treated PBMCs, while increasing the level of HOCL, a powerful antimicrobial, and
maintaining cellular MPO activity.

Keywords: Bromelain, BCG, PBMCs, oxidative burst, H.O,, HOCL, MPO, vaccine.
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Introduction

Mycobacterium tuberculosis (Mth), lI'agent causal de la tuberculose, demeure l'une des
principales menaces pour la santé publique, entrainant ainsi environ 1,5 million de déces
chaque année dans le monde. De plus, la tuberculose est une maladie hétérogéne qui se
manifeste dans différents modéles ayant des mécanismes de pathogénese distincts (Kumar
2021). Les options cliniques pour contrbler la tuberculose comprennent les médicaments
chimiothérapeutiques et le vaccin prophylactique Mycobacterium bovis Calmette-Guérin
(BCG). Toutefois, en dépit des options de traitement disponible et malgré la vaste couverture
de l'introduction du vaccin BCG dans les régions endémiques, la tuberculose continue d'étre
un probléme de santé publique mondial.

En 1921, le vaccin du BCG a été introduit pour la premiére fois, il y a plus de 100 ans
(Gagneux-Brunon et Botelho-Nevers 2022). C’est le seul vaccin homologué malgré des
années de recherche intensive, mais il reste a une efficacité variable, par conséquent,
l'efficacité controversée du BCG débouche sur 'amélioration du vaccin BCG lui-méme et
devient un objectif principal qui a orienté les efforts de recherche. Cependant, les enjeux
réglementaires et les questions de slreté persistent, d'autant plus, méme les adjuvants
approuvés peuvent avoir des effets néfastes post-vaccinal qui sont regroupées comme un
nouveau syndrome appelé ASIE (Syndrome auto-immune/inflammatoire induit par les
adjuvants)(Moreno-Mendieta et al. 2019).

En tant que candidats alternatifs plus sirs comme adjuvant, la bromélaine, présente une
capacité a stimuler et moduler la réponse immunitaire avec une trés faible toxicité, (Agrawal
et al. 2022), de ce fait, notre étude explore ['utilisation de la bromélaine en tant qu'adjuvant du
BCG sur le burst oxydative des cellules mononuclées du sang périphérique en se basant sur
ses effets biologiques sur le systéeme immunitaire entant que protéine antiinflammatoire
immunostimulatrice et antimicrobienne.



Revue de la littérature

I.1.Vaccinologie

La vaccinologie est la science et l'ingénierie de la conception de vaccins, qui est un
médicament dont la source est une substance biologique, le plus souvent, un virus ou une
bactérie, qu’ils soient entiers, vivants atténués ou qu'il s’agisse de fragments (sous-unités
protéiques) de ces agents pathogénes, ou méme de ’ARNm, selon la Figure 1.1 (Guerriaud
2021) destinés a la prévention notamment des maladies infectieuses(Hilleman 1998), elle est
désormais visible dans des contextes variés, qui a commencé a prendre son envol durant la
derniere décennie du XXe siécle, s'est régulierement accrue depuis la premiére citation de
1971 par Jonas Salk et Charles Mérieux (Tuells 2012). Le terme « vaccinologie » est apparu
pour la premiére fois dans la documentation publiée dans la revue « Science » signée par
Jonas Salk en 1977. Et en 1995, Charles Mérieux a rappelé dans un éditorial de la « Revue
du Praticien » le concept de la vaccinologie et prendre la suivante définition : La vaccinologie
a certes pour but d’améliorer les vaccins disponibles, d’optimiser leur utilisation pratique
(rythme idéal des administrations, associations possibles, contre-indications) et de développer
de nouveaux vaccins en fonction des progrés de 'immunologie, de la biologie moléculaire et
des biotechnologies. Mais elle doit aller au-dela, compte tenu des objectifs visés qui sont la
protection de toute la population mondiale et le contréle des maladies, pouvant aller jusqu’a
I'éradication pour certaines, en mettant au point des stratégies vaccinales tenant compte de
I'épidémiologie des maladies et de leur impact sur la santé des populations (Saliou et Girard
2005).

un micro-organisme dont la virulence est réduite ou inexistante mais
pouvant se multiplier. Il génére une réaction inflammatoire conséquente et ‘

Vaccins vivants ‘ peut conférer une immunité a vie (BCG), mais peut aussi induire des effets |

atténués déléteres.
I . - / suspensions
a proteines o microbiennes tuées ou
recombinantes ’ polysaccharidiques virus incapables de se
multiplier. lls
géneérent essentiellement
. v v e
: / A une immunité humorale
i ":f;f"ln: || & entiers / a ARN ponsac_charfdiques par absence de réponse
@}‘ & conjugués a CTL et nécessitent
N une protéine des rappels pour

N

relancer 'immunité

a vecteur viral

a protéines :
ifié exprimant une .
puUrtices protéine

Vaccins
acellulaires II les molécules microbiennes représentant les Ag majeurs sont purifiées et
injectées. lls génerent également une immunité humorale

Figure 1.2.Différents types de vaccins (Canoui et Launay 2019).



Revue de la littérature

I.2.Historiques sur la vaccination

I.2.1. Larecherche et développement pour la réalisation des vaccins
Les étres humains ont bénéficié des vaccins pendant plus de deux siécles et I'histoire des
vaccins et de la vaccination présente d'importantes continuités. La variole et la variolisation
ont joué un rdle important dans les origines et les antécédents de la vaccination. En 1796, 1re
vaccination contre la variole présentée dans la Figure 1.3 (Plotkin 2005) et en 1798, Edward
Jenner a publié un article sur l'inoculation du vaccin des bovins afin de protéger les étres
humains de la variole : c'est ainsi que le terme vaccination a vu le jour.

Figure 1.4. Epérience d’Edward Jenner de la variolisation sur 'enfant James phipps
de 8 ans (1796). Modifier a partir (Plotkin 2005)

Dans les années 18601870, grace aux travaux de Louis Pasteur et de Robert Koch, la théorie
germinale des maladies infectieuses fut établie : toute maladie infectieuse est attribuée par un
microbe et a chaque maladie correspond a un micro-organisme particulier qui doit étre visible
au microscope et cultivable sur un milieu nutritif approprié(Sarlangue 2022).

Certaines des cultures des germes ou bactéries sont réalisées un développement notable d’'un
certain nombre des vaccins bactériens reposant sur la simple formulation de pasteur « isoler,
atténuer, vacciner » Figure 1.5. (de Veer et Meeusen 2011). Dans un premier temps, les
professionnels de la santé publique auraient de la difficulté a ne pas donner la priorité a la
vaccination(Stern et Markel 2005).

La vaccination jennérienne a été pratiqué jusqu'aux les découvertes de Louis Pasteur dans
les années 1880 qui ont permis de rationaliser la vaccination et d’initier son remarquable essor
(Krifi, s. d.) et dont il a établi scientifiquement le principe général de la vaccination en 'honneur
de Jenner. En 1881, il énonce comme étant : « des virus affaiblis ayant le caractére de ne
jamais tuer, de donner une maladie bénigne qui préserve de la maladie mortelle »(Sarlangue
2022).
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Figure 1.6. Expérience de Pasteur a l'origine du vaccin du choléra des poules 1880 (Saliou et
Girard 2005)

Un siécle aprés Edward Jenner, Louis Pasteur a réussi a préparer le premier vaccin humain
avec une virulence réduite contre la rage et le 6 juillet 1885, ce Premier vaccin antirabique
humain administré a un enfant, Joseph Meister (Saliou et Girard 2005).

I.2.2. Des Rappelles immunologiques
L'immunité active fait référence au processus par lequel I'organisme est exposé a un antigene
(un agent pathogene immunogéne qui pouvait étre vivant/atténué, tué/inactivé, toxoide ou
d'origine sous unitaire) afin de produire une réponse immunitaire adaptative : la réponse prend
des jours/semaines a se développer mais peut durer longtemps, voire toute la vie. Elle est
habituellement considérée comme naturelle ou acquise (Baxter 2007).

L'immunisation passive est basée sur I|'administration d’anticorps 1gG préformés,
généralement a des individus trés récemment exposes, sont des donneurs convalescents ou
des anticorps préparés commercialement, elle offre une protection immédiate, mais de courte
durée, L'immunité passive est généralement classée comme naturelle ou acquise (Baxter
2014).

L’immunité active et passive présentent des points de différences qui sont résumés dans la
Figure 1.7.
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Figure 1.8. Comparaison vaccination vs sérothérapie

1.2.2.1. Définition de la vaccination

Le mot vaccin vient de « la vaccine » est d’ailleurs dérivée du latin Vacca, qui signifie « vache
». La vaccination est considérée comme l'une des mesures de santé publique les plus
efficaces pour prévenir les maladies infectieuses. Elle a permis d'éradiquer certaines maladies
telles que la variole et a contribué a réduire considérablement le nombre des cas d'autres
infections telles que la poliomyélite ou encore le tétanos(Canoui et Launay 2019).

L’'idée de base est de provoquer des réponses immunitaires cellulaires qui répriment
linfection, méme lorsque I'héte n'a pas été en mesure d'augmenter ces réponses
naturellement (Plotkin 2005).

1.2.2.2. Définition de la sérothérapie
Nom de l'administration du sérum traité, souvent du cheval, qui est longtemps resté la
principale source des sérums utilisés pour les traitements des maladies provoquées par une
toxine bactérienne : thérapeutiques antidiphtériques, antitétaniques, anti-botuliques. Le sérum
d’origine animale a été abandonné. Il est remplacé par les immunoglobulines humaines
purifiées. Celles-ci peuvent étre polyvalentes ou spécifiques. Autrefois, elle est utilisée comme
moyen de renforcer I'immunité passive (Bloomsbury Publishing 2005).

[.2.3. Vaccin et systéme immunitaire

Le développement de vaccins efficaces fait face a des défis de plus en plus importants liés a
des pathogénes compliqués (par exemple paludisme, tuberculose, VIH, etc.) et/ou a des sujets
présentant des conditions qui compromettent l'induction ou la persistance d'une réponse
immunitaire protectrice. Une meilleure compréhension de I'immunité innée et adaptative et de
leur interaction étroite au niveau moléculaire donne un apercu de la possibilité de stimuler
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sélectivement les voies immunologiques pour obtenir la réponse immunitaire
souhaitée(Leroux-Roels 2010).

L'identification des signatures moléculaires (par exemple, les modéles d'expression génique
induits par la vaccination), qui sont rapidement induits dans le sang apres la vaccination,
corrélent avec et prédisent le développement ultérieur de réponses immunitaires protectrices,
représentent une stratégie pour déterminer de maniere prospective l'efficacité du vaccin
(Pulendran, Li, et Nakaya 2010).

I.2.4 Caractéristique de la protection induite par vaccin

Suite a I'évolution spectaculaire du volet immunologique, les scientifiques ont développé des
vaccins assurant une protection qui se manifeste en grande partie par la production des
anticorps et l'induction de la mémoire immunitaire. En général, les vaccins visent a prévenir
les manifestations cliniques de l'infection. Par contre, certains vaccins, en plus de prévenir la
maladie, peuvent aussi protéger contre une infection ou une colonisation asymptomatique,
réduisant ainsi l'acquisition d'un agent pathogéne et donc sa transmission ultérieure, et
établissant une immunité collective. En effet, certains vaccins peuvent également causer des
changements dans la réactivité aux infections futures par différents pathogénes, ce qui est
connue comme des effets non-spécifiques, en favorisant des modifications a long terme de
I'état d'activation du systéme immunitaire inné (Pollard et Bijker 2021).

1.3. L’Adjuvant

Aprés des années de lents progrés, la vaccination a connu une lumiére de progression de la
mise en valeur de nouveaux vaccins a adjuvant qui ont été approuvés pour un usage humain
dans la pratique clinique et ont montré un excellent rendement sur le plan de la prévention des
maladies infectieuses. Lorsque le vaccin traditionnel n'a pas réussi a produire une réponse
immunitaire efficace, la formulation de I'adjuvant fait partie d'un vaccin congu pour renforcer la
réponse du systéme immunitaire. En fonction du type des maladies, les adjuvants subissent
des élaborations différentes (Shi et al. 2019). Ces adjuvants sont caractérisés par une vaste
diversité et différents composants et son choix est plus particulierement motivé par |'utilisation
de composants plus purs (Del Giudice et al., 2018)

Le terme « adjuvant » dérive du latin adjuvare qui signifie aider, assister (VERMOUT S.1 et
al.,2003) désigne toute substance capable d’augmenter l'intensité de la réponse aprés co-
administration avec un antigene.

La meilleure compréhension du mécanisme de « 'immunogénicité » et de « 'adjuvanticité » a
incité la recherche de nouvelles conceptions de vaccins basés sur de nouvelles technologies,
telles que I'ADN nu ou les vaccins a vecteur vivant et les nouvelles approches adjuvantes.

Les adjuvants peuvent étre utilisés pour augmenter I'ampleur et affecter le type de la réponse
immunitaire spécifique a l'antigéne et la combinaison de I'antigéne avec plus d'un adjuvant,
I'approche dite du systéme adjuvant s'est avérée permettre le développement de vaccins avec
la capacité a générer des réponses immunitaires efficaces adaptées a la fois au pathogéene et
a la population-cible (Leroux-Roels 2010).
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1.3.1. Mécanisme d’adjuvanticité

Les adjuvants peuvent exercer leurs effets immunostimulants en fonction de cing activités
immunofonctionnelles :

e Translocation des antigénes vers les ganglions lymphatiques ou ils peuvent étre
reconnus par les lymphocytes T.

e Meilleure réaction locale au lieu d'injection.
e Protection antigénique permettant des expositions prolongées.
e Déclenchement d'une libération de cytokine inflammatoire.

¢ Interaction avec le Pattern Recognition Receptor (PRR), notamment le Toll-like
Receptor (TLR) (Guimaraes et al. 2015).

1.3.2. Intérét et choix

Le défi pour la science des adjuvants est d'apprendre a induire de maniére sélective le type
approprié de réponse immunitaire aux antigénes protecteurs afin d'obtenir une protection
optimale contre chaque type d'infection (Hunter 2002).

Un adjuvant efficace devrait non seulement améliorer la réaction immunitaire, mais aussi
orienter cette réponse en fonction de la pathogenése propre a chaque infection, chacun de
ces adjuvants se caractérise d'abord par sa capacité d'activer sélectivement les lymphocytes
T auxiliaires (CD4+) de type Th2 ou Thl qui correspondent aux deux voies majeures qui
peuvent étre empruntées par la réponse immunitaire : humorale et cellulaire (Grun et Maurer
1989).

Le signal O correspond a la formation de complexe antigéne avec le couple récepteur
(TCR/CMH ou BCR).

Signal 2 « non spécifigue » Les composants microbiens des adjuvants activent les APC
(Professional antigen presenting cells) pour produire des cytokines pro-inflammatoires et pour
réguler positivement les molécules essentielles a la présentation de I'AG.

Signal 1 « spécifique a l'antigene » Ces molécules incluent le principal CMH classe 1l et B7-
1/2. Ces événements immunitaires innés permettent une présentation plus efficace au
systeme immunitaire adaptatif, entrainant une activation accrue et une expansion clonale des
cellules T (O’Hagan et Valiante 2003).
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1.3.3. Les différents types d’adjuvants

Tableau 2.1.0rigine et propriétés des principaux adjuvants(VERMOUT S.1 et al 2003).

Adjuvants Origine Effets sur la réponse immunitaire
Alum Minérale Stimulation de la réponse en anticorps
(Th2)
Adjuvant incomplet de Freund et Emulsions eau dans huile Importante production d’anticorps

Adjuvants huileux

(huiles minérale ou végétales +
agents de surface )

:fortement inflammatoires

Adjuvant incomplet de Freund

Emulsions eau dans huile +
mycobactéries entiéres inactivées

Réponse mixte humorale et cellulaire

Syntex Adjuvant formulation et
formulation apparentée

Emulsion huile dans eau a base de
squaléne et de copolymeres
synthétiques

Stimulation de la réponse en anticorps

Monophosphoryl lipide A

Composant bactérien dérivé du
lipopolysaccharide

Stimulation préférentielle de la
réponse de type Tht

Muramy! dipéptide et dérivés

Composant de paroi des
mycobactéries

Stimulation préférentielle de la
réponse en anticorps

Oligonucléotides CpG

Motifs moléculaires propres aux
génomes procaryotes

Induction de réponse de type Th1

Cytokines

Protéines généralement utilisées
sous forme recombinante

Action directe et spécifique , mais
dépendant la dose et de I'espéce cible

Saponines et immuno stimulating
CoMplexes

Agents amphipathiques d'origine
végétale , permettant la formation de
structure vésiculaire

Production d'anticorps et stimulation
des lymphocytes T cytotoxiques

Imidazoquinclones

Composeés synthétiques de faible
masse moléculaire

Induction de réponse de type Th1 et
stimulation de LTe

Amines lipophiles

Agents de surface amphipatiques

Induction de réponse de type
hypersensibilité retardée

Toxine bactériennes

Sous forme entiére , inactivée , sous-
unitaire ou mutée

Favorisation des réponses de type
Th2, production d’lgA sécrétoires

polysaccharides

diverses

Stimulation de 'immunité au niveau
des muqueuses

l.4. BCG

1.4.1. Les connaissances antérieures ala découverte de BCG

En 1882, le fameux scientifique Robert Koch a réussi a isoler le bacille tuberculeux. Au moyen
de la coloration bleu méthylene recommandé par Paul Ehrlich, il a identifi€, isolé, cultivé, le
bacille dans du sérum animal. Enfin, il reproduisit la maladie en inoculant le bacille a des
animaux de laboratoire (Gradmann 2001).
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Robert Koch a présenté ce résultat extraordinaire a la Société de physiologie a Berlin le 24
mars 1882, marquant une étape significative dans le combat contre la tuberculose (Bartolozzi
2015).

Lors des décennies qui ont suivi cette découverte, les tests cutanés a la tuberculine de Pirquet
et de Mantoux, le vaccin Albert Calmette et Camille Guérin (BCG), la Streptomycine de Selman
Waksman et d'autres médicaments antituberculeux ont été élaborés (Barberis et al. 2017).

Le vaccin antituberculeux a été développé en 1908 par Calmette et Guérin d’ou le nom de
BCG (Bacille de Calmette et Guérin). Cette découverte est motivée par deux vaccins. En 1902,
le « Bovo vaccin » de Behring obtenu par des bacilles tuberculeux humains atténués 6 ans
et demi puis desséchés sous vide (Montpellier s. d.).

Il s'agissait du premier vaccin a avoir une action protectrice méme a court terme contre la
tuberculose. Le bacille était cependant instable et risque de contamination de I’homme par les
animaux vaccinés et puis Koch a mis au point le « Tauruman » qui avait une autre méthode
d'atténuation. résultats pas meilleurs que le précédent (MARTINI, BESOZZI, et BARBERIS
2018).

1.4.2. Définition

Le vaccin a été développé par Calmette et Guérin sous la forme vaccinale vivante atténuée
de Mycobacterium bovis sert a prévenir la tuberculose et d'autres infections mycobactériennes
Il a été administré pour la premiére fois en 1921. Il s'agit du seul vaccin antituberculeux
(Okafor, Rewane, et Momodu 2022).

1.4.3. Sur la Fabrication de BCG

Depuis 1908, ils ont procédé a l'isolement de souches virulentes. De M. Bovis d’'une vache
atteinte de mammite tuberculeuse dans un milieu de pomme de terre glycériné, Ensuite, ils
ont tenté de placer la bile de beeuf au milieu pour éliminer la tendance du MTB a s'agglutiner
et ils ont été étonnés de constater que cette sous-culture réduisait la virulence de I'organisme
chez les cobayes et les veaux (Li et al. 2022).

Cette découverte accidentelle les a amenés a commencer a étudier ce bacille de la
tuberculose atténué destiné a étre utilisé dans les vaccins contre la tuberculose, Aprés 39
passages sur pomme de terre biliée glycérinée, la souche ne tue plus les animaux.

En 1921, Aprés 13 ans et 230 passages selon la "Figure 1.9.", la souche ne redevint jamais

virulente et elle apporte une résistance a l'infection BK (bacille de Koch) virulente. A la
suggestion de Guérin, ils I'ont nommé Bacille Bilie Calmette-Guerin ; plus tard, ils ont omis
"Bilie" et c'est ainsi que le BCG est né.



10
Revue de la littérature

* M. bovis EE——

230 passages

. De Mycobacterium bovis au BCG (1921 Turpin et Weil
hallé premiére vaccination BCG)

Figure 1.10. L’atténuation de la virulence de Mycobacterium bovis (Enriquez et al. 2021).

1.4.3.1. Adjuvants utilisés dans les vaccins contre la tuberculose

» Un exemple démonstratif :

Les résultats de l'essai clinique de phase IIB du vaccin avec adjuvant sous-unitaire M72/AS01
E ont prouvé leur protection. De 49,7 % contre MTB (M72 est une protéine de fusion
recombinante constituée des antigenes Mtb32A et Mtb39A et ASO1 E est un adjuvant qui
combine le MPL avec le QS-21 (une fraction de saponine purifiée) (Enriquez et al. 2021).

Tableau 2.2.Adjuvants utilisés dans les vaccins récents contre la tuberculose (Enriquez et al.

2021).
Adjuvant/Vaccin Antigéne Cible adjuvante Réponse immunitaire
IC31 H56, H1 TLR-9, endocytose Thi
ASO1E M72 TLR-4, perturbation lysosomale LB, Thi, Th2, NK, CTL, DC
GLA-SE ID93 TLR-4 Thi
BCG Cellule entiere Immunité innée entrainée, Th1
MVAS85A Ag85A Thi
CAF01 H1 Mincle Thi, Th17
Advax-CpG CysVac2 TLR-9 Th17
Lipokel TLR-2 DC
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1.4.4. Comment agit le BCG ?

La vaccination par le BCG modifie le profil immunitaire et favorise les réponses immunitaires
polarisées TH 1 spécifiqgues a Mtb.

Aprés linoculation du BCG au site d’injection intradermique, il y'aura le recrutement des
neutrophiles résidents, les macrophages et les cellules dendritigues (CD) qui vont interagir
avec le bacille via les récepteurs de reconnaissance de formes (PRR) du type TLR2 et TLR4
présents sur la membrane de surface cellulaire avec des modéles moléculaires associés aux
agents pathogénes (PAMPs) notamment le peptidoglycane, l'arabinogalactane et les acides
mycoliques localisés au niveau de la paroi cellulaire de la bactérie, les protéines exprimées
par les mycobactéries peuvent agir comme agonistes du TLR stimulant la maturation des
macrophages et des DC et la sécrétion des cytokines pro inflammatoires telles que le facteur
de nécrose tumorale alpha (TNF-a) , l'interleukine 1-béta (IL- 1B)et I'lL-6 (Covian et al.
2019). Les cellules de I'immunité innée entrainée modifient leurs métabolismes, passant de la
phosphorylation oxydative a la glycolyse aérobie, puis les CPA migrent vers les ganglions
lymphatiques locaux portant l'antigéne/le BCG vivant et ultérieurement activent les
lymphocytes T CD4+ spécifiques de I'antigéne en existence des cytokines polarisantes du type
1 telle que I'lL-12 et I'IL-18, ainsi, il stimule la sécrétion de I'IFNy qui représentent une réponse
immunitaire canonique a la vaccination par le BCG et par la suite lymphocyte T active les
lymphocytes B qui vont se différencier en plasmocytes et secréte des anticorps spécifiques
(Dockrell et Smith 2017).

Les CD qui ont rencontré les antigenes, ont la capacité de présenter de fagon croisée
l'antigéne et les lymphocytes T CD8 + spécifiques au MTB atténué et secréte de I'IFN-y, de
I'lL-2 et de TNF-a et aussi il peut y avoir également une activation des cellules Tyd non
conventionnelles, qui agissent en tant que pont entre I'immunité innée et adaptative contre Mtb
et elles sont considérées comme une source importante d'IFN-y et peuvent aussi intervenir au
développement des lymphocytes T CD4 + mémoire (Kumar 2021).
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Figure 1.11. Réponse immunitaire induite par la vaccination au BCG (Junli, Lingjun, et
Chuan 2016).

1.4.4.1. BCG et Monocytes

La vaccination par BCG conduit a un entrainement immunitaire inné et son activation provoque
des changements dans la structure des histones de genes particuliers dans les cellules
immunitaires innées. Cette reprogrammation épigénétique est impliguée dans la
différenciation et les fonctions cellulaire, en régulant des voies métaboliques cellulaires
(Covian et al. 2019). Le réarrangement de la chromatine induit a un état "entrainé" a l'intérieur
de la cellule améliorant l'efficacité de la réponse immunitaire innée, dans le cas d'une
exposition a un agent pathogene non spécifique, provoquant la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF-aq, I'lL-1B et I'lL-6 (Angelidou et al. 2021). Aprés vaccination par
le BCG, les monocytes du sang périphérique montrent une augmentation de la modification
de [I'histone H3K4me3 associée aux promoteurs des geénes TNF -a, IL-6 et TLR4 qui
conduisent a I'activation transcriptionnelle de ces cytokines pro-inflammatoires. De plus, le
BCG induit une régulation positive de l'expression des récepteurs de reconnaissance (PRR)
dans les monocytes et méme dans les macrophages et les cellules NK. Le BCG est reconnu
facilement par les PRR et lentement ingéré par les cellules phagocytaires normales, dont la
majorité répond par une augmentation forte du burst oxydative (Holzer et al. 1988).

1.4.5. Le revers du vaccin BCG

Un vaccin antituberculeux avec adjuvant assure une protection auprées de 50 % seulement, et
il est inefficace pour fournir une protection contre la tuberculose pulmonaire chez les adultes.

L'efficacité est plus importante pour protéger contre les formes séveres et I'évaluation de
protection directe contre la méningite tuberculeuse et la tuberculose par le BCG dans
I'environnement des enfants offre en moyenne une protection d'environ 75 a 80 %.



13
Revue de la littérature

Sa fréquence est variable selon la souche bactérienne, la dose administrée, la méthode
d'immunisation et I'age.

Des complications graves a type d'ostéite et d’infection généralisées a BCG sont rares et
peuvent survenir chez les enfants immunodéprimés (LUCA et MIHAESCU 2013).

Le faible rendement du BCG dans les pays en développement, ou les taux de tuberculose sont
bien plus élevés, est trés décourageant. On considere que les raisons pour lesquelles le BCG
est peu efficace chez les personnes immunocompétentes sont les suivantes : les différences
de souche dans le BCG, la prévalence des mycobactéries environnementales, la génétique
de I'nbte, les facteurs nutritionnels et la présence de co-infections par les helminthes, etc
(Parkash 2014).

1.4.6. Le caractere effectif de la BCG
Le BCG permet, lorsqu'il est correctement pratiqué, de protéger des nouveau-nés et des
enfants d’age préscolaire de maniere efficace contre toutes formes de la tuberculose infantile
et spécialement contre les formes graves et parfois mortelles de la maladie, essentiellement
la méningite et la miliaire tuberculeuses avec un effet protecteur qui varie de 60 a 90 %
(Abouda et al. 2015), alors que sa prévention des formes adultes particulierement la
tuberculose pulmonaire est trés discuté (Gernez-Rieux et Gervois 1973).

Plusieurs études s'interrogent sur son efficacité, d'autres disent qu'elle est efficace a 80 %
(Milstien et Gibson 1990). Les résultats étonnants des essais ont permis de réaliser une série
d'études observationnelles. Du point de vue immunologique, on sait que le BCG produit une
immunité des cellules T auxiliaires du type 1 (Thl) pour protéger I'hdte contre l'infection par
M.tuberculosis et aussi en fonction du milieu de I'antigéne et des cytokines, le BCG peut aussi
induire une réaction immunitaire Th2, donc il a un aspect dagir comme un
immunomodulateur (Parkash 2014).

[.5. La bromélaine
1.5.1. Définition de la bromélaine

La bromélaine est l'une des principales enzymes protéolytiques sulfhydryle présentes dans
les plants d'ananas (Ananas comosus). Elle est connue chimiquement depuis 1876, (Varilla et
al. 2021). La bromélaine est un mélange complexe de protéases extraites du fruit ou de la tige
de l'ananas selon le site d'extraction de tige (SBM ; Bromelain Stem) ou de fruit (FBM ; fruit
Bromelain). Ananas comosus est I'un des fruits tropicaux comestibles les plus populaires et
un membre de la famille des broméliacées. La bromélaine a des propriétés curatives
attrayantes, Cet €lément chimique de I'ananas présente l'activité biologique la plus étendue et
la plus complexe de tous les produits chimiques connus isolés de cette plante. Elle a des
caractéristiques anti-inflammatoires, cardioprotectrices, immunomodulatrices, antioxydantes
et anticancéreuses (Hikisz et Bernasinska-Slomczewska 2021).

I.5.2. Caractéristique biochimique
La composition de I'extrait de bromélaine en pourcentage : 80 % de bromélaine de tige (SBM),
10 % de bromélaine de fruit (FBM), 5% d'ananaine et d'autres ingrédients. Presque
seulement SBM est utilisée dans les industries pharmaceutiques, médicales et alimentaires.
Le poids moléculaire varie de 26 a 37 kDa de SBM et pour FBM, poids moléculaire est de
24,5 & 32 kDa (Zhou et al. 2021).Des différences de fonctionnement entre SBM et FBM sont
également évidentes en ce qui concerne la disproportion du pH optimal et de la température
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ambiante, des études ont démontré que pour le SBM, le pH approprié se situe entre 6 et 7, et
a une structure secondaire stable et présente une activité dans l'intervalle de pH de 7 a 10,
son activité étant irréversiblement perdue au-dessus de pH10 (Varilla et al. 2021a) et la
température optimale est de 50 a 60°c et pour le FBM, l'intervalle de pH optimal est de 3 a 8
et la meilleure température est comprise entre 37et 70°C (s. S. Gautam et al. 2010).

En dernier lieu, la bromélaine serait stable sur une longue période si elle était entreposée a -
20°c. La plupart des fonctions biochimiques de la bromélaine ne sont pas attribuables & un
composant protéolytique particulier, en revanche, il est probable que plusieurs facteurs
contribuent aux effets positifs de la bromélaine. A la différence de la plupart des enzymes,
présente un trés large éventail d'activités efficaces dans des conditions acides et alcalines qui
lui permettent de demeurer actif dans divers milieux biologiques (Reema et Bhattacharyya
2009).

1.5.3. Les atouts de La bromélaine

La bromélaine est élément non toxique de valeur thérapeutique, classé en tant qu’une enzyme
protéolytique. Il est a noter que I'extrait de la bromélaine , de plus de plusieurs endopeptidases
thiol inclut également d'autres constituants comme les phosphatases, la glucosidase, les
cellulases, les peroxydases, les glycoprotéines, les glucides, plusieurs inhibiteurs de protéase
et le Ca?* (Hatano, Takahashi, et Tanokura 2018). L'absorption corporelle tout en conservant
une activité biologique suffisamment élevée et méme son caractére d’une biodisponibilité
élevée dans une étude in vitro. En outre, les chercheurs ont constaté que la bromélaine
conserve sa fonction protéolytique plasmatique. Par un test récent a montré qu'aprés 4 h,
environ 30 % de la bromélaine restaient stable dans le suc gastrique artificiel et qu'apres le
méme temps, environ 20 % de la bromélaine restaient également stables dans le sang
artificiel (Varilla et al. 2021b).

Dans tous les cas, la bromélaine s'est révélée avoir un effet antibactérien puissant, entrainant
une inhibition de la croissance bactérienne. Plusieurs travaux rapportent le mécanisme
d'action exacte de la bromélaine sur plusieurs bactéries particulierement lors d'infections
buccales et digestives par Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis (Anjos et al. 2018). Elle agit comme une enzyme protéolytique en induisant la
décomposition enzymatique de protéines dans la membrane de surface et fragilise la paroi
cellulaire, ce qui conduit a une fuite cellulaire, un gonflement , et une dégradation de la
membrane bactérienne et endommage la cellule (Liliany et al. 2018).

1.5.4. L’utilité de la bromélaine

La bromélaine est utilisée comme adjuvant dans différents travaux pour la stimulation des
réponses immunitaires pendant le traitement des affections chroniques inflammatoires,
malignes et maladies auto-immunes, les infections bactériennes et modulation des cytokines
et de Iimmunité. Ses propriétés biologiques incluent des effets antimicrobiens,
antithrombotiques, anticancéreux et anti-inflammatoires.(Rathnavelu et al. 2016). Elle pourrait
induire une amélioration dans la production d'oxyde nitrique (NO) (molécule anti-inflammatoire
dans des conditions physiologiques normales.) , I'lL-6 et de TNFa Médiées par I'lFN-y par les
macrophages et aussi renforcer la réaction immunitaire innée (Ramli, Aznan, et lllias 2017).
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La bromélaine possede la capacité a moduler la réponse immunitaire notamment la stimulation
des lymphocytes T (Salas et al. 2008), la phagocytose, participant ainsi dans le processus
inflammatoire, provoquant la sécrétion d'interleukine (IL)-1B, IL-6 et facteur de nécrose
tumorale a(TNFa) par les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) (Varilla et al.
2021c). Cependant, plusieurs études ont montré que la bromélaine pourrait réduire la
sécrétion des cytokines pro inflammatoires, y compris I'lL-1B, I'lL-6 et TNF-a par les
macrophages en exercant un profil anti-inflammatoire (Insuan et al. 2021).

Le processus d'apoptose est essentiel pour maintenir le développement et 'homéostasie de
systémes biologiques complexes et dans des études Il a été démontré que la bromélaine
favorise la mort cellulaire apoptotique et présente certaines propriétés anticancéreuses : inhibe
la translocation du facteur nucléaire kB (NF-kB) par I'arrét de G > /M jusqu'a l'apoptose des
cellules tumorales (Rathnavelu et al. 2016).

I.6. Burst oxydatif
1.6.1. Définition

Le burst oxydatif est une défense clé de la cellule héte contre les agents pathogénes (Aussel
et al. 2011) est caractérisé par une consommation cellulaire rapide d'oxygéne entrainant une
production abondante d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS), principalement chez les
neutrophiles et les monocytes (Hampton, Jeffries, et Venables 2020).1l est particulierement
généré par le complexe NADPH oxydase cellulaire. Une fois que la NADPH oxydase est
activée, elle produit du superoxyde (SOD) et du H2O: (lles et Forman 2002).

1.6.2. MPO

La myéloperoxydase (MPO) est une protéine homodimérique d'une masse de 146 kDa,
composé de deux monomeres identiques et fonctionnellement indépendants de 73 kDa reliés
par une seule liaison disulfurique au résidu de cystéine 153. Représentant environ 5 % de
masse seéche des granules azurophiles du neutrophile et 1% chez les monocytes. Cette
enzyme pro-inflammatoire catalyse la formation d'acide hypochloreux (HOCI) a partir du
peroxyde d'hydrogéne, générant ainsi d'autres molécules hautement réactives telles que les
radicaux tyrosyl .(Gjin 2019).

La MPO exerce une forte activité antimicrobienne, et son abondance dans le plasma et dans
les liguides biologiques et dans les tissus indiquent une importante activation des cellules
polymorphonucléaires (Schultz et Kaminker 1962).

1.6.3. HOCI

L’acide hypochloreux constituant les espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Celles-ci sont
responsables du stress oxydant et permettent la destruction du pathogene. Alors que I'HOCI
est un puissant agent antimicrobien (Poret et al. 2017) in vitro et un oxydant qui réagit avec
presque toutes les classes de molécules organiques, y compris les acides aminés libres ou
des résidus d'acides aminés dans la structure des protéines, de la taurine, les nucléosides, les
nucléotides, les sucres aminés dans les acides nucléiques, les glucosaminoglycanes, les
phospholipides contenant des amines, le cholestérol et les lipides insaturés avec des
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conséquences cellulaires considérables. HOCI agit avec des antioxydants tels que I'ascorbate
et l'urate, altérant potentiellement la défense antioxydante.

1.6.4. H20>

Le peroxyde d'hydrogene est le produit de la dismutation du superoxyde et il est généré dans
le phagosome. Cependant, I'H.O,, similaire au superoxyde, réagit relativement faiblement
avec la plupart des biomolécules, de sorte que les niveaux supposés se produire dans le
phagosome sont inférieurs au H>O; requis pour tuer les bactéries in vitro (Winterbourn 2008).

H > O, est connu comme un métabolite redox de I'oxygéne dans le métabolisme aérobie des
cellules et des tissus, qui intervient dans la détection, la signalisation et la régulation redox. En
tant que molécule messageére, H.O, diffuse a travers les cellules et les tissus pour initier des
effets cellulaires immédiats, tels que la prolifération et le recrutement de cellules immunitaires
(Sies 2017).

1.6.5. MPO-H , O ,-systéme de chlorure

La myélopéroxydase (MPO), libérée a partir des granules cytoplasmiques de neutrophiles et
de monocytes par un procédé de dégranulation, réagit avec le H.O,formé par le burst oxydatif
pour former un complexe capable d'oxydation d'une grande variété de substances. Il s'agit
notamment du chlorure, qui est initialement oxydé en acide hypochloreux, avec la formation
subséquente de chlore et de chloramine. Ces produits du MPO-H,O.-chlorure sont de
puissants oxydants qui peuvent avoir des effets biologiques profonds. MPO est synthétisée et
stockée principalement dans les granules azurophiles de neutrophiles et lysosomes de
monocytes, bien qu'ils soient moins nombreux que dans les neutrophiles.

Cette peroxydase est normalement perdue lorsque les monocytes deviennent des
macrophages (Klebanoff 1999). Un réle pour MPO en tant que composant antimicrobien a été
proposé en 1967, en effet, le MPO s'est avéré hautement bactéricide lorsqu'il est combiné
avec H-0; et des halogénures(Poret et al. 2017).

Lorsque les cellules phagocytaires (neutrophiles, macrophages, €éosinophiles, etc.) sont
exposées a certains stimuli, elles modifient considérablement leur consommation d'oxygéne.

Les phagocytes répondent a cette stimulation par le burst oxydatif, et bien d'autres
mécanismes encore, sinon la totalité, de I'oxygéne supplémentaire consommé est convertie
aux especes réactives de I'oxygene(Thomas 2017). Ce systéme oxydase transporte électrons
du NADPH du c6té cytoplasmique du membrane a I'oxygéne dans le liquide extracellulaire et
intra-phagosomal pour former I'anion superoxyde (Furtmller et al. 2000).

Les canaux H+ associés a la NADPH oxydase entrainent I'efflux d'ions H*. L'anion superoxyde
est Lorsque deux molécules interagissent, une réaction de dismutation dans laquelle l'une est
oxydée et |'autre réduite produit de I'oxygene et de I'hydrogene et forme de I'oxygene et du
H.0,. Ce phénoméne peut se produire spontanément, notamment a pH acide, ou catalysé par
la superoxyde dismutase (SOD). Le H,O; résultant est un oxydant cytotoxique, mais lorsqu'il
réagit avec le MPO et les chlorures, sa toxicité nettement augmente.

il est généralement admis que le produit initial de I'oxydation du chlorure par MPO et H,O; est
I'acide hypochloreux (HOCI) (Klebanoff et Coombs 1992). Le systeme MPO-H » O » est un
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systéme antimicrobien puissant efficace contre une variété de micro-organismes. D'autre part,
la formation du HOCI par H,O, permet de cibler avec plus de précision l'attaque oxydative par
ROS contre le pathogéne.

NADPH NADP*+H*

NADPH oxidase
/CI‘

(o) “(o)L» 3
superoxide
dismutase

Figure 1.12. Représentation schématique de la production de HOCI .H20, : peroxyde

d'hydrogéne, HOCI : L’acide hypochloreux MPO : myélopéroxydase. O2 - : superoxyde.(Guo
et al. 2020)

1.6.6. Les monocytes

Les monocytes sont des cellules de 'immunité innée et fonctionne pour réguler I'homéostasie
cellulaire par leurs différenciations en populations de macrophages et de cellules dendritiques
, ils représentent a peu prés 5% des cellules nucléées circulants dans le sang d'un adulte
normale (Espinoza et Emmady 2022). lIs ont un diamétre de 12 et 20 um, Les monocytes sont
généralement facilement identifiables dans le sang périphérique par leur taille relativement
importante et leurs noyaux bilobés alambiqués, souvent décrits comme ayant la forme d'un
rein (Prinyakupt et Pluempitiwiriyawej 2015).

En réponse a ces stimuli, les monocytes migrent de la moelle osseuse vers le systéme sanguin
et s'infiltrent dans les tissus dans les 12 a 24 heures (Issekutz et Issekutz 1993).

Les monocytes font partie intégrante du systeme immunitaire inné. lls jouent un réle a la fois
dans les processus inflammatoires et anti-inflammatoires qui ont lieu lors d'une réponse
immunitaire. lls sont également recrutés sur les sites d'infection et assurent la médiation de
I'activité antimicrobienne contre les virus, les bactéries, les champignons et les protozoaires
(Ponath et Kaina 2017).En tant que premiére ligne de défense, les monocytes phagocytent les
agents pathogenes et les substances étrangeres, libérent des cytokines et générent des
espéces réactives de I'oxygéne (ROS) dans un phénomene appelée «le burst oxydatifs.
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Figure 1.8. Observation microscopique électronique d’'un monocyte du sang périphérique (r L.
Perlemuter, et G. Perlemuter 2018)
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I.7. Problématique et Objectifs
I.7.1. Problématique

Le BCG est la forme vaccinale vivante atténuée de Mycobacterium bovis, C'est le vaccin le
plus largement utilisé dans le monde et il réduit le risque de tuberculose (TB) et d’autres
infections mycobactériennes. Cependant, bien qu'il ait été démontré que le BCG stimule la
réponse immunitaire, il ne peut toujours pas prévenir l'infection et la transmission de la
tuberculose. En l'absence d'autres vaccins homologués, il est nécessaire d'améliorer
I'efficacité du BCG lui-méme. En outre des différents adjuvants déja utilisés dans le BCG, La
bromélaine, qualifiée comme un adjuvant, est un extrait d'ananas, s'est avérée avoir des effets
biologiques efficaces et elle est le plus couramment utilisée comme agent anti-inflammatoire.
De plus, les scientifiques aient également découvert son potentiel anticancéreux et
antimicrobien, ainsi, ses effets positifs sur le systéme immunitaire ont été rapportées mais, ses
mécanismes comme adjuvants pour le vaccin BCG n’ont pas été précédemment explorés. De
ce fait, une stratégie de vaccination par le BCG utilisant la bromélaine comme adjuvant en se
basant sur ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires doivent étre envisagées. Dans
le méme contexte, nous avons étudié l'effet de la bromélaine comme adjuvant du BCG sur le
burst oxydatif des cellules mononuclées du sang périphérique.

I.7.2. Objectifs
Détermination de l'effet ex vivo de la bromélaine sur la production de H2O., et celle de I'HOCI
et la cinétique MPO, des PBMCs traitées par BCG.

1.7.3. But
Montrer que l'action adjuvante de la bromélaine au BCG pourrait moduler le burst oxydative
des PBMCs.
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V. Conclusions et perspectives

Les vaccins BCG peuvent éclairer les propriétés requises d'un vaccin antituberculeux. De
méme, I'immunogénicité et le niveau d'immunoprotection du BCG peuvent étre amélioré dans
une certaine mesure en augmentant leur efficacité. Dans ce contexte il serait pertinent de
s'intéresser a I'utilisation d’'un adjuvant. Donc, I'étude de I'effet adjuvant de la bromélaine sur
le burst oxydatif des PBMCs traitées par le BCG est envisageable. La bromélaine pourrait
induire une forte stimulation du systéme immunitaire et en raison de leur aspect inoffensif, sa
faible toxicité est non seulement un adjuvant puissant, mais elle est également efficace pour
induire une réponse antimicrobienne forte médiée par I'augmentation de la production HOCI,
un antimicrobien puissant, ainsi que l'activité¢ MPO. Ces résultats indiquent remarquablement
le potentiel adjuvant de la bromélaine au BCG sur la défense cellulaire des PBMCs par le burst
oxydatif.

Il'y a lieu de noter que ces résultats indiquent un potentiel d'induction d'une immunité entrainée
en tant que stratégie thérapeutique et/ou prophylactique pour améliorer la fonction du systéme
immunitaire et la résistance contre les infections par la vaccination. Cependant, la
manipulation du burst oxydatif cellulaire induit par le BCG représente une cible potentielle pour
augmenter son efficacité.

Les futurs chercheurs devraient créer des techniques d'extraction plus ingénieux pour
augmenter I'exploitation de la bromélaine particuliérement dans la vaccinologie et d’autres
sciences car elle a une toxicité minimale et seulement des effets indésirables modérés, de
plus, des recherches devraient étre faits pour mieux comprendre le mode d'action de la
bromélaine afin que les professionnels de santé puissent profiter de ses caractéristiques.

Cette étude souléve également de nouvelles questions pour les recherches futures. Un défi
important pour les recherches ultérieures est d'élucider les mécanismes moléculaires précis
de la bromélaine et ses différents effets biologiques en combinaison.
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