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Résumeé :

Cette recherche se propose d'analyser les mécanismes d'interaction moléculaire entre la
bromélaine, une enzyme protéolytique issue de 'ananas, et le récepteur CD28, un régulateur co-
stimulateur fondamental de la réponse immunitaire adaptative. A travers une méthodologie de
docking moléculaire in silico, nous avons exploré les configurations de liaison potentielles tout en
identifiant les acides aminés déterminants au niveau de l'interface de contact protéique. Nos
simulations mettent en évidence des modes d'association particuliers avec des constantes d'affinité
théoriques se situant dans 1'échelle nanomolaire, ce qui laisse présager une liaison a la fois stable
et hautement spécifique. Bien que ces données demeurent exploratoires, elles ouvrent de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour la modulation de la voie CD28 dans le cadre de maladies auto-
immunes ou inflammatoires. Des validations expérimentales rigoureuses par résonance
plasmonique de surface (SPR) ou calorimétrie Isotherme de Titration (ITC) sont indispensables
pour confirmer ces résultats. De plus, des essais in vitro et in vivo devront évaluer 'influence de la
bromélaine sur l'activation lymphocytaire. Enfin, une caractérisation par cristallographie au rayon

x ou cryo-EM apporterait une compréhension structurale précieuse.




Abstract:

This research investigates the possible molecular cross-talk between pineapple-derived
bromelain and the CD28 receptor, a pivotal co-stimulatory molecule in T-cell mediated immunity.
Utilizing a computational molecular docking strategy, we systematically examined potential
docking configurations and pinpointed essential residues situated at the protein-protein interface.
The findings indicate unique binding orientations characterized by nanomolar predicted affinities,
which point toward a specific and robust interaction between these molecules. Although these early
results necessitate stringent experimental confirmation using high-precision methods like Surface
Plasmon Resonance (SPR) or Isothermal Titration Calorimetry (ITC), they suggest innovative
therapeutic paths for modulating CD28 activity in the treatment of various immune-related
disorders. Subsequent in vitro and in vivo assessments are vital to determine bromelain's direct
influence on T-cell activation and to verify its performance in preclinical models. Moreover,
detailed structural mapping via X-ray crystallography or cryo-electron microscopy would yield

indispensable insights.
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Introduction

Le systéme immunitaire adaptatif, garant de la défense contre les agressions biologiques,
repose sur une orchestration rigoureuse des lymphocytes T au sein de la synapse immunologique.
Au centre de cette dynamique, le récepteur CD28 agit comme le commutateur principal de la
réponse cellulaire en fournissant le « second signal » indispensable a la différenciation et a
l'expansion clonale. L'interaction de CD28 avec ses ligands CD80/86 active des cascades de
signalisation complexes, notamment les voies PI3K/Akt et NF-kB, qui optimisent le métabolisme
et la survie lymphocytaire via la production d'IL-2 (Burke et al., 2024; Roselli et al., 2021).
Néanmoins, une persistance incontrélée de ce signal peut rompre la tolérance immunitaire et

favoriser I'émergence de pathologies auto-immunes (Burke et al., 2024).

Dans ce contexte, la bromélaine, une cystéine protéase issue d’Ananas comosus, s’illustre
par ses capacités immunomodulatrices et anti-inflammatoires. Si ses effets sur la balance des
cytokines et les voies NF-kB/MAPKSs sont documentés, son mode d’action direct sur les récepteurs
de costimulation, et particuliecrement son affinit¢ pour CD28, reste largement méconnu. La
bromélaine est reconnue pour moduler l'inflammation et influencer les réponses immunitaires,
mais son interaction spécifique avec CD28 n’a pas encore €té clairement établie dans la littérature
actuelle (Zhao et al., 2020; Pulanco et al., 2023). L'hypothése suggere que la bromélaine pourrait
entraver la formation du complexe CD28/B7, agissant ainsi comme un régulateur naturel de
l'activation T, a I’image des petites molécules ou anticorps qui bloquent I’interaction CD28—

CD80/86 (Sam et al., 2024; Roselli et al., 2021).

L'objectif est de caractériser par une approche in silico de docking protéine-protéine les
interactions atomiques entre la bromélaine et le domaine IgV de CD28. A travers des simulations
d’amarrage et de dynamique moléculaire, il s’agit d’évaluer la stabilité du complexe et I’impact
potentiel d’un blocage stérique ou allostérique sur la signalisation immunitaire, en s’appuyant sur
des stratégies similaires appliquées a d’autres cibles protéiques (Zhao et al., 2020; Muller et al.,
2020). L’enjeu final est de proposer un modele moléculaire rigoureux positionnant la bromélaine
comme une alternative thérapeutique prometteuse pour les maladies auto-immunes telles que le
lupus érythémateux ou la polyarthrite rhumatoide, dans la lignée d’autres composés naturels
immunomodulateurs. Cette recherche vise a répondre au besoin urgent de molécules capables de
réguler la costimulation sans induire d'immunodéficience sévére, transformant ainsi ['usage des

ressources naturelles en une stratégie innovante de médecine de précision.
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1 Le Récepteur CD28 : Mécanismes d'Activation et Réle dans ’'Immunité Adaptative

1.1 Le récepteur CD28 : Un régulateur clé de la réponse immunitaire adaptative

Le récepteur de costimulation CD28 est une glycoprotéine transmembranaire essentielle
qui joue un role déterminant dans I'activation des lymphocytes T et le déclenchement de la réponse
immunitaire adaptative. En tant que pivot central de la synapse immunologique, il coordonne la
cascade de signalisation nécessaire a la production de cytokines clés, telles que I’IL-2 et I’'ITFN-y,
qui sont cruciales pour la prolifération lymphocytaire et une défense immunitaire efficace.
Cependant, une activation excessive ou prolongée de la voie CD28 peut contribuer au
développement de pathologies auto-immunes et de troubles inflammatoires chroniques. Le CD28
module également la dynamique des kinases Lck et ZAP70, abaissant le seuil d’activation du
récepteur des cellules T pour renforcer la réponse immunitaire. De plus, des interactions cis entre
CD28 et les ligands B7 sur les cellules T elles-mémes favorisent la survie, la migration et la
production de cytokines, renforcant ainsi la fonction des lymphocytes T CD8+ en périphérie. Ces
mécanismes soulignent I’importance du CD28 dans I’équilibre entre activation immunitaire
efficace et prévention des réponses pathologiques (Ciesielska-Figlon & Lisowska, 2024;

Raychaudhuri et al., 2024; Zhao et al., 2023; Thomé et al., 2025; Roselli et al., 2021).

1.1.1 Structure et Fonction du CD28

Le récepteur CD28 est une glycoprotéine homodimérique membranaire appartenant a la
superfamille des immunoglobulines, dont la structure est optimisée pour la costimulation des
lymphocytes T. Ce récepteur se compose d'un domaine extracellulaire de type IgV, d'une région
transmembranaire et d'une queue cytoplasmique riche en motifs de signalisation hautement
conservés. Le domaine IgV est responsable de la liaison spécifique avec les ligands B7
(CD80/CD86), tandis que le domaine cytoplasmique contient des séquences prolines et des résidus
tyrosines, notamment le motif YMNM, essentiels au recrutement de molécules telles que la PI3K
et Grb2. La formation de cette plateforme de signalisation au niveau de la membrane plasmique
entraine l'activation de voies métaboliques et transcriptionnelles majeures, incluant les axes PI3K—
AKT, MAPK, NF-«kB et NFAT. Ce processus est vital pour la maturation fonctionnelle des cellules
T, régulant ainsi l'expansion clonale et la production de médiateurs effecteurs indispensables a
'orchestration de la réponse immunitaire adaptative. L’ importance fonctionnelle du CD28 dans

ces mécanismes explique son role central dans I’activation compléte des lymphocytes T naifs et
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dans le maintien de I’homéostasie immunitaire (Figure 1) (Ciesielska-Figlon & Lisowska, 2024;
Nakahata & Morishita, 2021; Cappell & Kochenderfer, 2021; Kalaitsidou et al., 2023; Li et al.,
2025; Roselli et al., 2021).

Structure et Fonction du CD28

Voies de Signalisation

Domaine IgV Ligand B7

(CD80 / CDg6)

Récepteur CD28

(Homodimére)

Activation des Lymphocytes T
Membrane Plasmique -
; Prolifération ‘ Survie et Métabolisme | | Production de Cytokines
X ;&gg?
| | @s | e
@ Liison aux Ligands B7 (CD80 / CO86) & Recrutement de P3K et Grb2

Created in BioRender.com biv

Figure 1 : La représentation schématique de la structure du récepteur CD28 et de la
signalisation co-stimulatrice dans I'activation des lymphocytes T (Figure créée avec
BioRender d'aprés Ciesielska-Figlon & Lisowska, 2024, Raychaudhuri et al., 2024; Zhao et
al., 2023; Thomé et al., 2025; Roselli et al., 2021).

1.1.2 Role dans I'mmunité

L'activation du récepteur CD28 est un processus rigoureusement orchestré impliquant une
succession d'événements moléculaires précis. Ce mécanisme peut étre schématiquement divisé en
deux étapes fondamentales : 1’interaction initiale avec ses ligands B7, exprimés principalement par
les cellules présentatrices d’antigénes, et la cascade de signalisation cytoplasmique subséquente

qui active des voies intracellulaires clés. L’engagement de CD28 favorise le recrutement et
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’activation de kinases telles que Lck, ce qui accélere la phosphorylation de la chaine TCR( et le
recrutement de ZAP70 dans les microclusters TCR, abaissant ainsi le seuil d’activation des
lymphocytes T (Raychaudhuri et al., 2024; Raychaudhuri et al., 2023). Par ailleurs, des interactions
cis entre B7 et CD28 au niveau des invaginations membranaires renforcent la signalisation co-
stimulatrice, favorisant la survie et la fonction des lymphocytes T CD8+ dans les tissus
périphériques (Zhao et al., 2023). La signalisation CD28 active également la voie NF-kB via
I’adaptateur CARMIL2-CARDI11, essentielle a la transcription des genes impliqués dans la
prolifération et la survie cellulaire (Zhang et al., 2025). Enfin, le remodelage membranaire induit
par SNXO stabilise les clusters CD28 a la synapse immunologique, optimisant ainsi la
phosphorylation de CD28 et la production d’IL-2, un facteur clé pour I’amplification de la réponse

immunitaire (Ecker et al., 2022; Lotze et al., 2024).

1.2 Activation de CD28 : Mécanismes moléculaires et implications pathologiques :

La signalisation dépendante de CD28 est soumise a un contrdle rigoureux et repose sur une
succession d'événements moléculaires coordonnés. Ce processus peut étre scindé en deux étapes
charniéres : la phase de reconnaissance initiale (interaction avec le complexe TCR) et la phase de

co-stimulation membranaire (Figure 2) (Esensten et al., 2016 ; Rudd et al., 2009 ).
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Figure 2: Le schéma des mécanismes moléculaires d'activation de CD28 et leurs
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implications dans la réponse immunitaire des lymphocytes T (Figure créée avec BioRender

d'apres Esensten et al., 2016 ; Rudd et al., 2009).

1.2.1 Activation initiale de CD28 : Sensibilisation au signal de costimulation

La phase d'engagement initial du récepteur CD28 se produit lorsque les signaux de
reconnaissance antigénique et la maturation des cellules présentatrices d'antigénes créent un
environnement propice a la costimulation. Bien que le CD28 soit exprimé de mani€re constitutive,
son efficacité fonctionnelle nécessite une préparation moléculaire coordonnée avec le complexe
TCR, assurant une activation optimale des lymphocytes T. Ce processus de sensibilisation est
intimement lié€ a I'activation de la voie NF-«xB, qui régule la transcription des genes essentiels a la

survie et a la prolifération des lymphocytes T (Zhang et al., 2025; Burke et al., 2024). Des études
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récentes montrent que I’engagement simultané du CD28 avec des ligands spécifiques dans le
microenvironnement tumoral favorise la formation de complexes signalétiques stables, renfor¢ant
ainsi la réponse immunitaire adaptative (Moore et al., 2024; Zhao et al., 2023). Par ailleurs, des
anticorps bispécifiques ciblant CD28 et des antigénes tumoraux ont démontré leur capacité a
améliorer la costimulation locale et I’efficacité antitumorale en synergie avec le signal TCR (Kaur
et al., 2025; Sam et al., 2024; Fontan et al., 2024). Ces mécanismes soulignent I’importance
cruciale de I’intégration spatiale et temporelle des signaux CD28 et TCR pour orchestrer une

réponse immunitaire robuste et controlée (Cappell & Kochenderfer, 2021; Korfi et al., 2025).

1.2.2 Activation de CD28 : Formation du complexe de signalisation lymphocytaire

L'activation effectrice du CD28 se manifeste suite a l'engagement du récepteur par des
stimuli spécifiques tels que les ligands B7, exprimés lors d'états inflammatoires ou d'infections,
des signaux de stress du microenvironnement cellulaire, ou encore des altérations du métabolisme
énergétique lymphocytaire. Ces interactions induisent des remaniements conformationnels
critiques au sein de la queue cytoplasmique du CD28, facilitant son association avec des protéines
adaptatrices clés comme la PI3K et la protéine Grb2, ce qui module les cascades de signalisation
en aval (Shao et al., 2025; Zhao et al., 2023). Une fois ce complexe stabilis¢ au niveau de la synapse
immunologique, des voies métaboliques majeures sont activées, conduisant a une synthése
massive d’interleukine-2 (IL-2) et d’interféron-gamma (IFN-y), ainsi qu’a la promotion de la
prolifération et de la survie cellulaire, empéchant I’anergie ou la mort lymphocytaire (Nishikawa
et al., 2025; Shao et al., 2025). La régulation fine de ’activit¢ du CD28 repose sur diverses
modifications post-traductionnelles essentielles telles que la phosphorylation des motifs tyrosines,
I’ubiquitination et la déubiquitination s¢lective (Molon et al., 2022; Ciesielska-Figlon & Lisowska,
2024). Par exemple, les kinases JNK et p38 MAPK modulent la réponse du CD28 face aux
contraintes du microenvironnement cellulaire, influencant directement la force et la durée du signal
de costimulation nécessaire a I’orchestration efficace de la réponse immunitaire (Molon et al.,
2022). De plus, le remodelage membranaire induit par des protéines comme SNXO stabilise les
clusters CD28 a la synapse immunologique, favorisant ainsi sa phosphorylation et la production

d’IL-2 (Ecker et al., 2022). Ces mécanismes soulignent le role central de CD28 dans
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I’amplification et la régulation dynamique des signaux TCR pour une activation optimale des

lymphocytes T (Raychaudhuri et al., 2024; Raychaudhuri et al., 2023; Lotze et al., 2024).

1.2.3 Implications physiopathologiques du récepteur CD28

L’activation démesurée ou la signalisation inappropriée du récepteur CD28 est étroitement
liée au développement de multiples affections inflammatoires chroniques et auto-immunes. Des
dérégulations de l'expression de CD28 ou des polymorphismes génétiques, comme le variant
1s2013278, favorisent une hyperréactivité lymphocytaire constitutive, menant a un état pro-
inflammatoire permanent et a une perte de tolérance immunitaire (Hitomi et al., 2022; Brady &
McGeachy, 2024). L’hyperactivation de la voie de costimulation CD28 est impliquée dans la
pathogenese de maladies telles que la polyarthrite rhumatoide, 1'athérosclérose, la sclérose en
plaques et certains processus neuro-inflammatoires complexes (Brady & McGeachy, 2024;
Hiilskétter et al., 2023; Rioseras et al., 2021). Par ailleurs, les déséquilibres métaboliques
systémiques observés dans I'obésité et le diabete de type 2 sont corrélés a une stimulation anormale
de I'axe CD28, ou un exces de lipides peut exacerber la signalisation costimulative des cellules T,
maintenant une inflammation systémique chronique de bas grade (Sakamoto et al., 2023;
Popugailo et al., 2023). Dans ces contextes pathologiques, une signalisation CD28 défaillante peut
provoquer des lésions tissulaires irréversibles et accélérer 1’évolution des maladies inflammatoires
chroniques ; par exemple, dans ’athérosclérose, I’engagement accru du CD28 favorise la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T infiltrants, stimulant le recrutement
leucocytaire et contribuant a la formation et a I’instabilité des plaques d’athérome (Popugailo et
al., 2023; Rioseras et al., 2021). Ces mécanismes soulignent le role central du récepteur CD28 dans
la régulation immunitaire et son potentiel comme cible thérapeutique pour moduler les réponses

inflammatoires chroniques (Ceeraz et al., 2021; Zhong et al., 2022).

1.2.4 Perspectives thérapeutiques

Le ciblage thérapeutique du récepteur de costimulation CD28 représente une stratégie
prometteuse pour le développement de nouveaux traitements immunomodulateurs. Des
antagonistes spécifiques de CD28 ou de ses interactions avec les ligands B7, tels que les protéines

de fusion CTLA-4-Ig (abatacept, belatacept) et des anticorps monoclonaux bloquants, sont en
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cours de perfectionnement pour contrdler des réponses immunitaires excessives dans 1’auto-
immunité et la transplantation (Upadhyay et al., 2025). Des agents comme 1’abatacept, modulateur
sélectif de la costimulation CD80/CD86—CD28, ont démontré un fort potentiel pour réduire les
manifestations cliniques des maladies auto-immunes, notamment la polyarthrite rhumatoide, en

entravant I’activation pathologique des lymphocytes T (Lotze et al., 2024; Shi et al., 2025).

En résumé, le récepteur CD28 occupe une fonction primordiale dans 1’orchestration de la
réponse immunitaire adaptative, et sa dérégulation est étroitement liée au développement de
nombreuses affections inflammatoires. L’élucidation de ses mécanismes moléculaires de
signalisation et de leurs conséquences cliniques permet d’envisager de nouvelles stratégies
thérapeutiques dédiées a la modulation de cette voie, afin de traiter plus efficacement les maladies
inflammatoires chroniques et auto-immunes (Lotze et al., 2024; Moore et al., 2024; Sam et al.,
2024). Les développements récents incluent également des anticorps bispécifiques ciblant CD28
pour améliorer la stimulation T cellulaire dans le microenvironnement tumoral, ouvrant la voie a

des immunothérapies innovantes (Moore et al., 2024; Kaur et al., 2025).

2 La Bromélaine : Caractéristiques Biochimiques et Capacités de Régulation Immunitaire

2.1 La Bromélaine de 1I'Ananas : Architecture Moléculaire et Profil Pharmacologique

Issue de la tige et du fruit de l'ananas (Ananas comosus), la bromélaine représente un complexe
d'enzymes protéolytiques dont les vertus biochimiques et pharmacologiques ont fait I'objet de
nombreuses publications (Varilla et al., 2021 ; Hamzah et al., 2021 ; Gamarra et al., 2022) . En tant
que systeme multi-enzymatique, elle se compose majoritairement de s€rine protéases, mais intégre
¢galement d'autres types d'enzymes tels que des phosphatases, des peroxydases, des glucosidases

ainsi que des ribonucléases (Varilla et al., 2021 ; Hamzah et al., 2021 ; Venetikidouet al., 2025).

2.1.1 Organisation Structurelle et Eléments Constituants

Appartenant a la famille des subtilisines, la bromélaine se définit comme une sérine
protéase dont la fonction principale est de catalyser la décomposition des protéines. Son
architecture moléculaire, composée de diverses sous-unités protéiques, forme un complexe

enzymatique apte a rompre les liaisons peptidiques, ce qui lui confeére une efficacité remarquable
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dans I’hydrolyse des substrats protéiques (figure 3) (Chakraborty et al., 2021; Kaur, Huppertz, &
Vasiljevic, 2024; Kansakar et al., 2024; Manzanilla-Valdez et al., 2025; Razali et al., 2022).

Bien que I’ananas fournisse cette enzyme a travers sa tige et son fruit, ces deux sources
révelent des variations subtiles en termes de concentration et de spécificité biochimique (Varilla,
Marcone, Paiva, & Baptista, 2021). La bromélaine de tige se distingue par une densité enzymatique
plus élevée et une réactivité souvent plus intense envers les protéines cellulaires. A 'opposé, les
extraits issus du fruit prédominent dans le secteur commercial, principalement en raison de leur

plus grande disponibilité lors des processus de transformation (Mardawati et al., 2023).

Au-dela de ses propriétés protéolytiques, la bromélaine constitue un réservoir de
micronutriments essentiels, intégrant des minéraux tels que le potassium, le magnésium, le calcium
et le zinc. La présence conjointe de vitamines, notamment la vitamine C, renforce son potentiel de
modulation sur diverses fonctions physiologiques et Dbiologiques (Hikisz &
Bernasinska-Slomczewska, 2021; Costa, Sarmento-Ribeiro, & Gongalves, 2023; Molenda &
Kolmas, 2023; Berger et al., 2022; Passarelli et al., 2024)

Figure 3 : la structure cristallographique de la bromélaine de I’Ananas comosus en

complexe avec I’inhibiteur E64 (PDB ID : 6YCF).
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2.1.2 Attributs et Activités Pharmacodynamiques :

Les vertus pléiotropiques de la bromélaine englobant ses capacités anti-inflammatoires,
analgésiques, immunomodulatrices et antioxydantes ont motivé une vaste littérature scientifique
(Chakraborty et al., 2021; Hikisz & Bernasinska-Stomczewska, 2021; Pezzani et al., 2023). La
recherche contemporaine a mis en exergue son potentiel anti-inflammatoire, lequel repose sur
I’entrave de la biosynthése des prostaglandines ainsi que d’autres médiateurs de 1’inflammation.
Ce mécanisme d’action s’opere notamment via la modulation de la voie de signalisation NF-kB,
acteur central de la régulation de la réponse inflammatoire (Figure 4) (Insuan et al., 2021; Kansakar

et al., 2024; Sethia et al., 2025).

Parallélement, diverses études suggerent que la bromélaine joue un role déterminant dans
la résorption des cedémes et 1’optimisation de la dynamique circulatoire. Ces propriétés
positionnent ce complexe enzymatique comme une solution thérapeutique prometteuse pour le
traitement des traumatismes ainsi que des pathologies inflammatoires, qu’elles soient de nature
aigu€ ou chronique (Hikisz & Bernasinska-Stomczewska, 2021; Locci et al., 2024; Varilla et al.,

2021).

11
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Figure 4 : Les mécanismes d'action pléiotropes de la bromélaine dans la résolution de

I'inflammation (Figure créée avec BioRender d'aprés Insuan et al., 2021 ; Kansakar et al., 2024 ;

Hikisz & Bernasinska-Stomczewska, 2021; Locci et al., 2024; Varilla et al., 2021).
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2.2 Potentiel Immunomodulateur de la Bromélaine : Modes d'Action et Controle de la

Réponse Inflammatoire

Le bromélaine est reconnu non seulement pour ses effets anti-inflammatoires, mais aussi pour
ses propriétés immunomodulatrices. Il modifie la réponse immunitaire en agissant sur plusieurs
types cellulaires du syst¢tme immunitaire, notamment les macrophages, les monocytes et les
lymphocytes. Ces propriétés Iui permettent de réguler la production de cytokines
pro-inflammatoires et de moduler la réponse inflammatoire en fonction des besoins (Varilla et al.,

2021; Pezzani et al., 2023; Ferreira et al., 2023).

2.2.1 Processus Physiopathologiques Induits par la Bromélaine

2.2.1.1 Inhibition de la Synthese des Cytokines Pro-inflammatoires

Des travaux scientifiques récents ont mis en exergue la capacit¢ de la bromélaine a
restreindre la syntheése de médiateurs pro-inflammatoires majeurs, notamment le TNF-a, I’IL-1
et ’IL-6. Ces cytokines se caractérisent par une expression exacerbée dans les contextes de
pathologies auto-immunes ou d'inflammations chroniques (Bakare & Owoyele, 2021; Insuan et
al., 2021; Varilla et al., 2021). Le mécanisme d'action de la bromélaine repose sur une interaction
avec les récepteurs et les cascades de signalisation intracellulaire, ciblant tout particulierement la
voie NF-kB. En neutralisant cet axe de signalisation, I'enzyme prévient l'activation des cellules du
systéme immunitaire et limite la libération de cytokines délétéres qui entretiennent et aggravent le

cycle inflammatoire (Insuan et al., 2021; Bakare & Owoyele, 2021; Pezzani et al., 2023).

2.2.1.2  Régulation Fonctionnelle des Lignées Monocytaires et Macrophagiques :

La bromélaine exerce une influence déterminante sur les macrophages, médiateurs centraux
de la cascade inflammatoire. Des travaux récents mettent en exergue sa capacité a orienter la
polarisation de ces cellules vers un phénotype anti-inflammatoire (M2), au détriment de 1'état pro-
inflammatoire (M1). Ce basculement phénotypique s'avere crucial pour accélérer la résolution de

l'inflammation et promouvoir la régénération des tissus (Koh et al., 2018; Luo et al., 2024). Par
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ailleurs, ce complexe enzymatique assure une régulation des monocytes en atténuant leur état
d'activation et en entravant leur recrutement vers les foyers inflammatoires, notamment par
I’inhibition des voies NF-kB et MAPK dans les macrophages stimulés (Nobre et al., 2024; Insuan
etal., 2021). La réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-6, TNF-
a et NO contribue également a cette modulation immunitaire favorable (Nobre et al., 2024). Ces
propriétés font de la bromélaine un agent prometteur pour le contrdle des réponses inflammatoires

et la promotion de la réparation tissulaire (Koh et al., 2018; Nobre et al., 2024).

2.2.1.3 Impact sur I'Homéostasie des Lymphocytes T et B :

L'action de la bromélaine modifie les réponses immunitaires des lymphocytes T et B,
favorisant notamment l'activation des lymphocytes T régulateurs (Tregs), essentiels pour
maintenir I'homéostasie immunologique et prévenir les réactions inflammatoires excessives. Cette
enzyme augmente la prolifération des lymphocytes T via la stimulation des cellules accessoires
tout en inhibant la production d'TL-2, ce qui suggere un double effet modulateur sur les réponses
T (Engwerda et al., 2001). In vivo, la bromélaine améliore également la réponse anticorps
dépendante des lymphocytes B tout en réduisant l'expression de cytokines pro-inflammatoires,
contribuant ainsi a une réponse immunitaire équilibrée (Miiller et al., 2013; Ferreira et al., 2023).
Par ailleurs, elle diminue la production de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1p, IL-6 et
TNF-a, modulant ainsi l'inflammation par l'action sur les médiateurs cellulaires (Nobre et al.,
2024). La bromélaine agit aussi sur la sécrétion d'anticorps par les lymphocytes B, participant a
une régulation fine de la réponse humorale (Ferreira et al., 2023). Ces propriétés
immunomodulatrices font de la bromélaine un agent prometteur pour le contrdle des réponses
inflammatoires et le maintien d'une immunité harmonieuse (Figure 5) (Engwerda et al., 2001;

Miiller et al., 2013; Nobre et al., 2024; Ferreira et al., 2023).
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Figure S: Les mécanismes d'immunomodulation de la bromélaine sur les réponses innées et
adaptatives (Figure créée avec BioRender d'aprés Engwerda et al., 2001 ; Nobre et al., 2024 ;
Ferreira et al., 2023)

2.2.14 Modulation des Mécanismes de 1' Autophagie Cellulaire :

La bromélaine exerce également une influence sur la voie de I’autophagie, ce processus
catabolique vital dédié¢ au recyclage des constituants cellulaires et a la défense contre les agents
pathogeénes. En régulant cette activité autophagique, ce complexe enzymatique participe a la
maitrise de la cascade inflammatoire et prévient l'accumulation de débris ou de composés
intracellulaires dont le dépot excessif pourrait constituer un stimulus pro-inflammatoire (Figure 6)

(Chen et al., 2023; Chen et al., 2023; Pezzani et al., 2023).
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Figure 6 : Les mécanismes moléculaires de I’activité antitumorale de la bromélaine
impliquant la modulation des voies MAPK, Akt, NF-kB et Cox-2 (Figure créée avec
BioRender d'apres Chen et al., 2023 ; Pezzani et al., 2023).

2.2.2 Usages Thérapeutiques et Evidences Cliniques Contemporaines :

Les propriétés de régulation immunitaire de la bromélaine offrent des perspectives
thérapeutiques considérables pour la prise en charge de diverses pathologies inflammatoires et
auto-immunes. Son efficacité a notamment été explorée dans le contexte de la polyarthrite
rhumatoide, ou son activité anti-inflammatoire pourrait favoriser une atténuation de la
symptomatologie douloureuse ainsi qu'une restauration de la mobilité articulaire (Varilla et al.,
2021; Narayanan, 2025). De plus, ce complexe enzymatique se présente comme un agent
complémentaire de grand intérét dans le domaine cardiovasculaire, grace a son aptitude a limiter
les processus inflammatoires au niveau de 1'endothélium vasculaire (Sethia et al., 2025; Pezzani et

al., 2023a; Rajan et al., 2022). Par ailleurs, I’impact de la bromélaine sur la modulation des
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cytokines et sur le complexe inflammasome NLRP3 suggeére qu'elle pourrait constituer une piste
thérapeutique pertinente pour les maladies neurodégénératives, a l'instar d'Alzheimer, ou la
réponse inflammatoire représente un moteur essentiel de la progression des 1ésions neurologiques

(Narayanan, 2025; Salieva, 2025).

2.2.3 Résultats Cliniques Récents :

Des études cliniques récentes ont mis en exergue que la supplémentation en bromélaine
chez des patients présentant des pathologies inflammatoires chroniques engendre une diminution
notable des biomarqueurs de l'inflammation, notamment de la protéine C-réactive (CRP),
parallélement a une atténuation des manifestations cliniques. En complément, des travaux parus
en 2023 ont objectivé, au sein de modeles expérimentaux de colite, que 1'usage de ce complexe
enzymatique permet de réduire les Iésions inflammatoires du cdlon tout en restaurant 1'efficience

de la fonction intestinale (Pereira et al., 2023; Varilla et al., 2021; Sethia et al., 2025).

3. Modélisation In Silico des Interactions Protéine-Protéine : Méthodes et Applications :

3.1 Principes du Docking Protéine-Protéine : Approches de Modélisation Moléculaire pour

Etudier les Interactions Bromelain-CD28

L'analyse informatique des interactions entre protéines s'appuie sur des outils de simulation
sophistiqués capables d'anticiper les dynamiques de reconnaissance a 1'échelle atomique. Cette
approche repose principalement sur le docking moléculaire, une technique essentielle pour
caractériser 'affinité et la géométrie des liaisons interprotéiques, en modélisant I'organisation
tridimensionnelle d'un complexe biologique a partir des structures isolées des entités (protéines ou
ligands) (Ashizawa et al., 2025; Choi et al., 2023). Les méthodes traditionnelles de docking
utilisent des algorithmes de recherche et de scoring, mais elles sont souvent limitées par la rigidité
des structures et la simplification des fonctions de score, ce qui peut réduire leur précision (Lee et
al., 2025; McNutt et al., 2021). Les avancées récentes intégrent l'apprentissage profond pour
améliorer la flexibilité prise en compte dans les prédictions, permettant ainsi une meilleure

modélisation des interactions dynamiques entre protéines et ligands (Lee et al., 2025; McNutt et
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al., 2021). Par ailleurs, la combinaison du docking moléculaire avec les simulations de dynamique
moléculaire permet d’explorer plus finement les mouvements conformationnels et d’affiner la
prédiction des interfaces protéiques, offrant une alternative plus réaliste aux méthodes
expérimentales classiques (Vidal-Limon et al., 2022; Borrego & Burgas, 2025). Enfin, I’utilisation
de modeles prédictifs comme AlphaFold2 combinés a ces techniques améliore significativement
la qualité des modéles complexes, bien que certains défis subsistent concernant la généralisation
et le scoring précis des interactions (Ashizawa et al., 2025; Bryant et al., 2021; Borrego & Burgas,

2025).

3.1.1 Principes du Docking Protéine-Protéine :

L’amarrage moléculaire (ou docking) protéine-protéine constitue une méthodologie
numérique visant a anticiper la configuration tridimensionnelle et la force d’association d’un
complexe binaire. Ce processus prédictif s’articule autour de quatre phases fondamentales (Figure

7):

Traitement préliminaire des données structurales : La validit¢ du docking dépend
initialement de la qualité des coordonnées atomiques des partenaires. Ces informations sont soit
extraites de répertoires expérimentaux tels que la Protein Data Bank (PDB), soit générées par des

techniques de modélisation comparative afin de pallier 'absence de structures cristallographiques.

Exploration de ’espace conformationnel : Cette étape consiste a simuler une multitude de
positionnements relatifs pour identifier 1’agencement maximisant la complémentarité des
interfaces. Les algorithmes oscillent entre une approche rigide, ou les géométries restent fixes, et
une approche flexible, qui autorise des réajustements structuraux pour mieux refléter la dynamique

moléculaire réelle.

Notation et analyse de 1’affinité : Les complexes candidats sont ensuite hiérarchisés par
des fonctions de score. Celles-ci évaluent la stabilité thermodynamique du systéme en calculant
des parametres tels que 1'énergie libre de liaison, 1’étendue de la surface de contact et les potentiels

d’interaction.
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Optimisation et consolidation des modé¢les : Enfin, les solutions les plus probables
subissent un raffinement final pour accroitre la précision du modéle. Cette phase d'ajustement
intégre des variables biophysiques complexes, notamment 1'optimisation géométrique des chaines

latérales, ainsi que les influences du solvant et des forces ¢lectrostatiques.

Les avancées récentes intégrent notamment [’utilisation d’AlphaFold2 combinée a des
raffinements par dynamique moléculaire, qui améliorent la qualité des prédictions malgré certaines
limites persistantes dans les fonctions de score actuelles. De plus, les méthodes hybrides fusionnant
approches basées sur modéles templates et ab initio permettent d’augmenter la précision tout en
réduisant le colit computationnel (Borrego & Burgas, 2025; Meng et al., 2023; Jandova et al., 2021;
Vidal-Limon et al., 2022).

— DOCKING PROTEINE-PROTEINE —

Etapes et Application Bromélaine-CD28
PREPARATION
DES STRUCTURES

EXPLORATION SCORING ET OPTIMISATION
CONFORMATIONNELLE ANALYSE DE LAFFINITE DU MODELE

Données PDB ou Energie & '
Modélisation Docking Rigide & Flexble | | Surfacede contact | 4111 | Affinement & Raffinement

\ J - J \ . J

Application: Interaction Bromélaine - CD28

A

Récepteur 028 1}

Fixation de Ia Bromélaine sur CD28 Blocage de la Costimulation

Created in BioRender.com biv

Figure 7 : Les quatre phases fondamentales d’amarrage moléculaire protéine-protéine

(Figure créée avec BioRender d'apreés Borrego & Burgas, 2025 ; Meng et al., 2023).
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3.1.2 Application du Docking 2 ’Etude des Interactions Bromelain-CD28 :

L’amarrage moléculaire (docking) protéine-protéine a été utilisé pour analyser les affinités
entre la bromélaine et le récepteur CD28, afin de comprendre comment cette enzyme module la
synapse immunologique. Des algorithmes de simulation comme HADDOCK ou ZDOCK ont
permis d’identifier les sites préférentiels d’interaction de la bromélaine sur le domaine
extracellulaire IgV de CD28, une région clé pour la liaison des ligands B7 (CD80/86). Ces
modélisations suggerent que la bromélaine interfeére avec des résidus critiques, perturbant ainsi la
formation du complexe de signalisation nécessaire a la costimulation des lymphocytes T. Cette
perturbation pourrait expliquer les effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoires observés
expérimentalement lors de 1’action de la bromélaine. L’identification des acides aminés clés a
I’interface offre des pistes pour développer des stratégies thérapeutiques ciblées visant a réguler
’activation des lymphocytes T via CD28. Ces mécanismes s’inscrivent dans le cadre plus large
des voies de costimulation et régulation immunitaire impliquant CD28, qui sont essentielles pour
I’équilibre entre activation et tolérance immunitaire (Burke et al., 2024; Cappell & Kochenderfer,

2021).

3.2 Apports du docking moléculaire a D’analyse structurale des interactions

immunitaires :

La modélisation numérique, notamment I'amarrage moléculaire protéine-protéine, constitue
aujourd'hui un pilier de la recherche sur les interactions immunitaires. Appliquée au récepteur
CD28, cette approche permet de décrypter les mécanismes biochimiques essentiels a la
costimulation des lymphocytes T. En simulant I'affinité¢ entre CD28 et divers ligands ou agents
bioactifs, le docking offre une compréhension précise des interfaces de contact a 1'échelle
atomique. Ces prédictions structurales facilitent la conception de stratégies immunomodulatrices
innovantes pour traiter les déreglements inflammatoires. Ainsi, les avancées récentes du docking
in silico fournissent des bases solides pour optimiser le ciblage de CD28 dans les thérapies de
précision, notamment en développant des inhibiteurs moléculaires ou des anticorps bispécifiques
qui moduleraient finement 1’activation des lymphocytes T (Upadhyay et al., 2025). Ces approches

s’inscrivent dans un contexte plus large ou la modulation ciblée de CD28 est explorée pour
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améliorer I’efficacité des immunothérapies contre le cancer et les maladies auto-immunes (Lotze

et al., 2024; Ciesielska-Figlon & Lisowska, 2024).

3.2.1 Caractérisation moléculaire des interactions entre les complexes immunitaires et les

agents modulateurs :

Les récepteurs de costimulation, dont le CD28 est un ¢élément central, sont des
glycoprotéines membranaires essentielles a la détection des signaux d’activation et a la régulation
fine de la réponse immunitaire adaptative. L’amarrage moléculaire in silico permet de modéliser
les interactions entre CD28 et ses partenaires moléculaires au sein de la synapse immunologique,
offrant une vision atomique des interfaces de liaison. Des études récentes ont montré que des
molécules bioactives ou peptides régulateurs peuvent se fixer sur CD28 pour moduler I’activation
lymphocytaire, contribuant ainsi a limiter les pathologies inflammatoires chroniques. L’utilisation
du docking pour caractériser 1’affinité entre la bromélaine et le domaine extracellulaire de CD28
révele comment cette enzyme pourrait entraver la formation du complexe de costimulation,
bloquant la cascade pro-inflammatoire. Ces analyses structurales ouvrent des perspectives
thérapeutiques innovantes pour traiter des maladies auto-immunes et inflammatoires telles que la
polyarthrite thumatoide ou certaines affections neurodégénératives ou la costimulation joue un
role clé. Ces mécanismes s’inscrivent dans le cadre plus large du role fondamental de CD28 dans
I’activation et la modulation des lymphocytes T, impliquant notamment le recrutement de kinases
comme Lck et ZAP70 qui amplifient le signal d’activation cellulaire (Ciesielska-Figlon &

Lisowska, 2024; Raychaudhuri et al., 2024; Nakahata & Morishita, 2021; Moore et al., 2024).

3.2.2 Conception et optimisation de stratégies immunomodulatrices de précision

La simulation numérique facilite la conception de modulateurs immunitaires ciblés en
modélisant les affinités entre les récepteurs de défense et divers agents biologiques. Des outils
d'amarrage moléculaire ont ainsi été exploités pour identifier des composés capables de s'unir
sélectivement au récepteur de costimulation CD28, permettant de réguler l'activation
lymphocytaire sans déclencher de cascades inflammatoires systémiques. L'application du docking
au domaine extracellulaire de CD28 permet de repérer des molécules obstruant ses sites de liaison

critiques, prévenant ainsi une hyper-réactivit¢ immunitaire pathologique. Ces recherches
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favorisent I'émergence de traitements innovants pour des pathologies auto-immunes telles que le
lupus, la polyarthrite rhumatoide ou la sclérose en plaques. Le role clé du récepteur CD28 dans la
costimulation des lymphocytes T est bien établi, notamment par son interaction avec les ligands
CD80/86 qui amplifient la réponse immunitaire adaptative. Par ailleurs, la modulation ciblée de
CD28 améliore I'efficacité des immunothérapies, comme le montrent les développements récents
d’anticorps bispécifiques et de récepteurs chimériques incorporant des domaines costimulateurs
CD28 (Xing et al., 2021; Ciesielska-Figlon & Lisowska, 2024; Moore et al., 2024; Cappell &
Kochenderfer, 2021; Kalaitsidou et al., 2023).

3.2.3 Ingénierie des stratégies vaccinales et des approches d’immunothérapie cellulaire

L'amarrage moléculaire virtuel est aujourd'hui indispensable a la conception de stratégies
vaccinales modernes, permettant de simuler avec précision les interactions entre agents
thérapeutiques et récepteurs immunitaires. Cette technique optimise l'action des adjuvants en
prédisant l'affinité de composés bioactifs, tels que la bromélaine, pour le récepteur de costimulation
CD28, un commutateur central modulant la synapse immunologique. En renforgant cette synapse,
il est possible de déclencher une réponse adaptative plus vigoureuse lors de la présentation
antigénique, ce qui guide le développement de vaccins plus performants et ciblés. Les adjuvants
jouent un role clé en stimulant I'immunité innée et adaptative via divers mécanismes, notamment
en activant les cellules dendritiques et en modulant la présentation croisée des antigénes pour
renforcer les réponses T cytotoxiques (Lavelle & McEntee, 2024; Lee & Suresh, 2022; Turley &
Lavelle, 2022; Huete-Carrasco et al., 2023). Par ailleurs, les avancées dans la modélisation par
docking assistée par apprentissage automatique permettent d'accélérer la découverte de molécules
thérapeutiques avec une meilleure affinité pour leurs cibles (Choi & Lee, 2021). Ces approches
intégrées favorisent ainsi la conception rationnelle de vaccins innovants capables d'induire une

immunité robuste et durable.
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4. Enjeux en Immuno-intervention et Vaccinologie : Emergence de Nouvelles Stratégies de

Modulation

4.1.Apports Théoriques et Pratiques du Criblage In Silico des Interactions
Bromélaine-CD28

L'exploration bio-informatique des interactions moléculaires entre la bromélaine et le
récepteur CD28 révele un potentiel important pour moduler l'activation des lymphocytes T.
Bromélaine agit en protéolysant des récepteurs clés impliqués dans la signalisation immunitaire,
ce qui peut influencer la co-stimulation via CD28 et ainsi réguler la réponse immunitaire
(Engwerda, Andrew, Ladhams, & Mynott, 2001; Fitzhugh, Shan, Dewhirst, & Hale, 2008). Ces
mécanismes sont soutenus par des analyses in silico qui aident & comprendre comment bromélaine
pourrait cibler spécifiquement les interactions protéiques du récepteur CD28 pour moduler

I’immunité adaptative (Mekni, Ben Abdallah Kolsi, & Gargouri-Bouzid, 2019).

4.1.1 Simulation des Affinités Moléculaires pour le Ciblage des Pathologies Inflammatoires

Les analyses de bio-informatique structurale, via le docking protéine-protéine, ont révélé
les domaines d'interaction spécifiques entre la bromélaine et le récepteur CD28. Cette liaison
entraverait la co-stimulation excessive des lymphocytes T, limitant la cascade inflammatoire et la
sécrétion de médiateurs déléteres. Une telle modulation offre des perspectives thérapeutiques pour
traiter des pathologies caractérisées par une dérégulation immunitaire, telles que la polyarthrite
rhumatoide, l'athérosclérose ou certains processus neurodégénératifs, notamment la maladie
d'Alzheimer (Burke, Chaudhri, Freeman, & Sharpe, 2024). Par ailleurs, le repérage des résidus
d'acides aminés de CD28 impliqués dans ce complexe moléculaire permettrait de concevoir des
agents cliniques hautement sélectifs. L'objectif central est de perturber la signalisation
pathologique de ce récepteur tout en préservant l'intégrité des fonctions physiologiques essentielles
(Cappell & Kochenderfer, 2021). En fin, ces travaux computationnels ouvrent la voie a une
médecine moléculaire de précision, capable d'ajuster la réponse immunitaire de fagon sécurisée et

optimale (Liu et al., 2021).
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4.1.2 Conception de Protocoles de Régulation Immunitaire de Précision :

L'exploration bio-informatique des liaisons entre la bromélaine et le récepteur CD28
apporte une contribution majeure a I'élaboration de protocoles d'immunomodulation spécifiques.
En modélisant 1'influence de diverses molécules sur ce complexe, les scientifiques parviennent a
isoler des variantes structurales optimisant les propriétés anti-inflammatoires tout en limitant les
risques de toxicité collatérale. Ces données favorisent 1'émergence de thérapies novatrices contre
les pathologies auto-immunes, inflammatoires ou oncologiques, domaines cruciaux ou le contrdle
précis de CD28 s'avere une priorité stratégique fondamentale pour assurer 1'efficacité clinique
totale de ces nouveaux traitements futurs (Burke, Chaudhri, Freeman, & Sharpe, 2024; Cappell &
Kochenderfer, 2021). La compréhension fine des interactions protéine-protéine dans la famille
B7:CD28 permet d’identifier des cibles thérapeutiques pour moduler la co-stimulation T cellulaire
sans compromettre la tolérance immunitaire (Burke et al., 2024). Par ailleurs, les approches
computationnelles facilitent la conception d’agents sélectifs capables d’ajuster la réponse

immunitaire avec précision et sécurité (Liu et al., 2021).

4.1.3. Optimisation de I’Utilisation du Bromélaine en Immunothérapie :

L'approche in silico facilite 1'optimisation de la bromélaine intégrée aux thérapies combinées.
La modélisation moléculaire permet notamment d’anticiper ses interactions avec divers agents
biologiques, tels que les anticorps monoclonaux ou les inhibiteurs de la caspase-1, visant une
synergie anti-inflammatoire optimale. Une maitrise accrue des processus biochimiques régissant
ces associations complexes permet d'orienter les choix cliniques vers des stratégies plus précises
et performantes, renforcant ainsi I’efficacité thérapeutique globale des traitements actuellement
administrés aux patients (Khoury et al., 2023; Rodriguez-Fernandez et al., 2022). Les mécanismes
de résistance aux anticorps monoclonaux, notamment dans le contexte des maladies
inflammatoires et oncologiques, soulignent 1’importance d’associer des agents comme la
bromélaine pour potentialiser 1’effet thérapeutique tout en limitant les effets secondaires (Khoury
et al., 2023). Par ailleurs, la modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique des anticorps
monoclonaux en contexte inflammatoire permet d’optimiser leur dosage et leur association avec
d’autres molécules bioactives pour maximiser 1’efficacité tout en minimisant les effets indésirables

(Rodriguez-Fernandez et al., 2022).
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4.2. Perspectives Cliniques : Bromélaine Comme Adjuvant dans les Thérapies et la

Conception de Vaccins :

L’intérét marqué pour la bromélaine en immunothérapie et vaccinologie repose sur ses vertus
immunomodulatrices et anti-inflammatoires. Ses caractéristiques singulieres permettent
d'envisager son usage novateur en tant que traitement complémentaire ou comme un adjuvant
immunologique puissant lors du développement de vaccins, offrant ainsi des perspectives cliniques
inédites (Varilla et al., 2021; Pezzani et al., 2023; Insuan et al., 2021). La capacité de la bromélaine
a moduler les voies inflammatoires telles que NF-kB et MAPK renforce son potentiel dans la
régulation des réponses immunitaires (Insuan et al., 2021). De plus, sa bonne biodisponibilité et
son profil de sécurité¢ favorisent son intégration dans des stratégies thérapeutiques innovantes

(Bottega et al., 2021).

4.2.1. Bromélaine comme Adjuvant Immunitaire dans des Thérapies Innovantes :

Un adjuvant immunologique se définit comme un agent capable d'amplifier la vigueur
d'une réaction immunitaire face a un antigéne spécifique donné (Danielsson & Eriksson, 2021).
Par sa faculté a réguler la dynamique des macrophages et des lymphocytes, la bromélaine pourrait
optimiser les défenses biologiques dans divers cadres cliniques (Yu et al., 2024). Des travaux
récents indiquent que son usage stimulerait vigoureusement les cellules dendritiques et les
lymphocytes T, favorisant ainsi une présentation antigénique accrue et une intensification de la
réactivité immunitaire globale (Huang et al., 2025). Les adjuvants saponines, par exemple,
induisent une activation puissante des cellules dendritiques CD11b+ et des macrophages,
améliorant la présentation croisée de I'antigéne et 1'activation des lymphocytes T CD8+ (Huis in 't
Veld et al., 2025). De plus, certains nanoadjuvants encapsulant la bromélaine favorisent la
maturation des cellules dendritiques et l'infiltration des lymphocytes T cytotoxiques dans le
microenvironnement tumoral (Yu et al., 2024). Ces mécanismes combinés suggerent que la
bromélaine pourrait agir comme un adjuvant immunologique efficace en modulant plusieurs
populations cellulaires clés du systéme immunitaire (Yu et al., 2024; Huang et al., 2025; Veld et

al., 2025).
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4.2.1.1 Applications en Oncologie Thérapeutique :

L'usage de la bromélaine comme adjuvant immunologique en oncologie représente une
perspective majeure. Elle pourrait accroitre la performance des immunothérapies, tels les
inhibiteurs de points de contrdle, en intensifiant la réaction immunitaire contre les tumeurs. En
atténuant parallélement l'inflammation au sein du microenvironnement tumoral, cette enzyme
permettrait de réorienter les défenses de l'organisme vers une élimination plus ciblée et efficace
des cellules malignes présentes au cceur des tissus cancéreux (Khosravi et al., 2024; Kim & Cho,
2022). La modulation du microenvironnement tumoral est essentielle pour surmonter la résistance
aux immunothérapies actuelles et améliorer leur efficacité¢ (Tang et al., 2021). De plus, la
bromélaine pourrait contribuer a transformer les tumeurs « froides » en tumeurs « chaudes »,
favorisant ainsi une meilleure infiltration des lymphocytes T cytotoxiques (Khosravi et al., 2024).
Ces mécanismes combinés suggerent un role prometteur de la bromélaine dans 1’optimisation des
traitements anticancéreux basés sur I’'immunothérapie (Khosravi et al., 2024; Kim & Cho, 2022;

Tang et al., 2021).

4.2.1.2 Prise en Charge des Maladies Auto-immunes :

Concernant les pathologies auto-immunitaires caractérisées par une inflammation
persistante, a l'instar de la polyarthrite thumatoide, la bromélaine s'envisage comme un adjuvant
thérapeutique capable de mieux réguler 1'immunité. En freinant la synthése des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et I’[L-17, et en stabilisant les lymphocytes T régulateurs, cette
enzyme permettrait d'atténuer les crises aigué€s tout en optimisant le controle pérenne de ces
diverses affections chroniques (Narayanan, 2025; Moudgil & Venkatesha, 2022). Les enzymes
protéolytiques comme la bromélaine modulent les voies inflammatoires et favorisent la réparation
tissulaire, réduisant ainsi I’inflammation synoviale (Han et al., 2025). Ces effets contribuent a
restaurer 1’équilibre immunitaire dans la polyarthrite rhumatoide. Par ailleurs, des études récentes
soulignent le potentiel des produits naturels pour moduler efficacement les réponses immunitaires
sans effets secondaires majeurs (Moudgil & Venkatesha, 2022). Ainsi, la bromélaine représente
une option prometteuse pour compléter les traitements conventionnels dans les maladies auto-

immunes (Narayanan, 2025; Moudgil & Venkatesha, 2022; Han et al., 2025).
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4.2.2 Role de la Bromélaine dans 1'Elaboration de Systémes Vaccinaux Inédits

Eléments cruciaux de la prophylaxie, les vaccins pourraient bénéficier d'adjuvants comme
la bromé¢laine pour intensifier la réponse immunologique. Son apport s'avére prometteur pour
optimiser l'efficacité des vaccins sous-unitaires, basés sur des protéines recombinantes ou des
antigénes purifiés, en stimulant une protection biologique plus robuste chez les patients (Zhao et
al., 2023; Pulendran, Arunachalam & O’hagan, 2021). Les adjuvants agissent en activant les
cellules présentatrices d’antigénes via des récepteurs de reconnaissance de motifs, renforgant ainsi
la réponse adaptative (Facciola et al., 2022). De plus, les avancées en nanotechnologie et biologie
moléculaire permettent d’améliorer la présentation antigénique et la durée de I’immunité induite
(Cui et al., 2024). Ces propriétés font de la bromélaine un candidat intéressant pour renforcer

I’immunogénicité des vaccins modernes (Goetz et al., 2024)..
4.2.2.1 Optimisation de la Réactivit¢ Immunitaire Post-vaccinale :

La médiation cellulaire immunitaire s'avere fondamentale pour I'efficience d'une
vaccination (Lee & Suresh, 2022). La bromélaine stimulerait les cellules dendritiques et la
présentation antigénique via les récepteurs Toll-like (TLR), intensifiant ainsi le recrutement des
lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Wicherska-Pawlowska, Wrobel & Rybka, 2021; Miyasaka et al.,
2025). En ajustant finement les processus inflammatoires, elle favoriserait la mémoire

immunitaire, optimisant la puissance de la réponse vaccinale (Hernandez-Aceves et al., 2025).
4.2.2.2 Renforcement de la Réponse Induite par les Vaccins Anticancéreux

Pour les immunothérapies vaccinales oncologiques visant a déclencher une réaction ciblée
contre les tumeurs, 1’apport de la bromélaine permettrait d'activer les lymphocytes T cytotoxiques
tout en intensifiant la réponse face aux déterminants antigéniques malins. En tant qu’adjuvant, ce
complexe enzymatique optimiserait ainsi 1’identification précise et I’éradication des cellules
cancéreuses par le systéme immunitaire au sein des protocoles thérapeutiques actuels (Shah et al.,
2025; Wells et al., 2024). Les nanoparticules immunomodulatrices favorisent I’activation des

lymphocytes T cytotoxiques, améliorant la présentation antigénique et contrecarrant
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I’environnement tumoral immunosuppresseur (Li et al., 2021). L’association de ces adjuvants
enzymatiques avec des vaccins peptidiques ciblant les néoantigénes tumoraux pourrait renforcer
la mémoire immunitaire et la réponse effectrice contre les tumeurs (Koerner et al., 2021; Dusi,

Bronte & De Sanctis, 2025).
4.3 Evaluation de I'Innocuité et des Performances Cliniques de la Bromélaine :

Malgré les perspectives encourageantes révélées par les études précliniques et
computationnelles sur la bromélaine, des essais cliniques rigoureux demeurent indispensables pour
attester de son innocuité, de sa toxicité et de son efficience immunologique. L’inclusion de cette
enzyme dans des protocoles de soins ou de vaccination requiert une évaluation exhaustive de ses
conséquences immunitaires a long terme ainsi que de ses interactions potentielles avec les divers
traitements médicaux existants aujourd’hui méme (Shoham et al., 2023; Kumar et al., 2023). Les
données actuelles suggeérent que la bromélaine est généralement bien tolérée, sans effets
indésirables graves signalés dans les études cliniques, mais des investigations supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer ces résultats sur des populations plus larges et diversifiées
(Suryawanshi et al., 2025). Par ailleurs, ’amélioration des formulations pharmaceutiques pourrait

optimiser sa biodisponibilité tout en minimisant les risques potentiels (Varilla et al., 2021).

5 Etats des lieux et perspectives de la recherche en immunologie : analyse des limites et

des défis contemporains

5.1 Identification des verrous scientifiques et des zones d'ombre :

Bien que les investigations contemporaines portant sur la cascade de signalisation de CD28 aient
apporté¢ des éclairages fondamentaux sur les mécanismes régulant la co-stimulation des
lymphocytes T, plusieurs dimensions de ce réseau complexe demeurent insuffisamment
documentées. Ces zones d'ombre constituent autant d'opportunités pour réaliser des percées
majeures dans la compréhension des dialogues moléculaires intracellulaires et le développement

de nouvelles approches thérapeutiques, notamment en immunothérapie
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5.1.1 Régulation post-traductionnelle de CD28 et impact de la bromélaine : enjeux

moléculaires et perspectives thérapeutiques

L'investigation des mécanismes de régulation post-traductionnelle du récepteur CD28
demeure encore parcellaire au sein de la littérature scientifique actuelle. Bien que des processus
tels que la phosphorylation, 'ubiquitination ou la glycosylation soient reconnus comme des leviers
déterminants dans la modulation du signal de co-stimulation des lymphocytes T, leur interaction
spécifique avec des composés exogenes comme la bromélaine n'a pas encore fait 1'objet d'études
approfondies. Les modifications post-traductionnelles (PTM) jouent un rdle crucial dans la
régulation des fonctions protéiques et la transduction du signal, mais le crosstalk entre ces PTM
sur CD28 reste peu exploré (Leutert et al., 2021; Jin et al., 2025). De plus, les avancées récentes
en protéomique et en techniques d’amarrage moléculaire pourraient permettre d’¢élucider comment
la bromélaine pourrait influencer ces remaniements moléculaires (Gan & Fan, 2024). Une telle
approche permettrait d'affiner le contréle de l'activation lymphocytaire via CD28, ouvrant ainsi
des perspectives thérapeutiques innovantes pour le traitement de diverses pathologies
immunomédiées (Zhang et al., 2025). Ces recherches futures sont essentielles pour mieux
comprendre les effets potentiels de la bromélaine sur les modifications post-traductionnelles et

leur impact fonctionnel sur la signalisation immunitaire (Macek et al., 2019).

5.1.2 Caractérisation des isoformes de CD28 et de leur role dans la modulation

immunitaire :

Le récepteur CD28 présente une hétérogénéité moléculaire a travers diverses isoformes
issues de I'épissage alternatif, chacune étant dotée de propriétés structurales et fonctionnelles
uniques. Cette diversité isoformique influence la capacité de CD28 a moduler la co-stimulation
des lymphocytes T dans différents contextes immunitaires, bien que les détails précis restent
encore a ¢lucider (Burke et al., 2024). Actuellement, I’influence de la bromélaine sur ces variantes
spécifiques demeure largement inexplorée par la communauté scientifique. Elucider ces
interactions permettrait de préciser I'action de ce composé sur la co-stimulation des lymphocytes
T au sein de divers environnements pathologiques. Les investigations futures devront donc
s’attacher a caractériser précisément les isoformes de CD28 et a évaluer leur réactivité moléculaire

face a la bromélaine, ce qui est indispensable pour affiner la compréhension de la modulation
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immunitaire médiée par ce récepteur (Burke et al., 2024; Banta et al., 2022). Une meilleure
connaissance des isoformes et de leurs interactions avec des composés naturels comme la
bromélaine pourrait ouvrir des perspectives thérapeutiques innovantes dans le traitement des

maladies immunomeédiées.

5.1.3 Evaluation préclinique et validation in vivo de I'impact de la bromélaine sur la

signalisation CD28 :

L'essentiel de la recherche actuelle concernant I'influence de la bromélaine sur le récepteur
CD28 repose sur des approches computationnelles ou des systémes in vitro. Bien que prometteurs,
ces résultats nécessitent une validation au sein d'organismes vivants pour franchir une étape
déterminante. L'usage de modeles in vivo et la réalisation d'études cliniques s'averent
indispensables pour confirmer les prédictions théoriques et évaluer la portée thérapeutique de la
bromélaine dans des contextes physiopathologiques réels. De telles explorations sont vitales pour
analyser la dynamique de cette interaction dans la complexité systémique du systéme immunitaire,
ouvrant ainsi la voie a de nouvelles stratégies contre les maladies auto-immunes et inflammatoires
chroniques. En effet, les études sur les co-stimulateurs T comme CD28 montrent que leur
modulation in vivo est complexe et nécessite des validations approfondies pour comprendre
pleinement leur role dans 1’activation lymphocytaire (Hui et al., 2016; Zhao et al., 2020; Cappell
& Kochenderfer, 2021). Ces recherches futures permettront d’évaluer I’efficacité et la sécurité
potentielles de la bromélaine en tant qu’agent modulateur immunitaire dans des modeles animaux

puis cliniques.

5.1.4 Intégration de CD28 au sein des réseaux d'interactions complexes du

microenvironnement cellulaire :

Le microenvironnement cellulaire régissant I'activité du récepteur CD28 est caractérisé par
une complexité extréme, impliquant des médiateurs lipidiques, des gradients ioniques
particulierement calciques et une multitude de protéines de signalisation. Ces ¢léments contextuels
modulent finement la co-stimulation des lymphocytes T et influencent la dynamique de
I’activation immunitaire (Hui et al., 2016; Guedan et al., 2020). Les interactions de la bromélaine

avec ces composantes n'ont pas encore fait 1'objet d'investigations approfondies, bien que ce
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principe actif pourrait potentiellement influencer des processus clés tels que
l'immunométabolisme, I'autophagie ou la gestion du stress cellulaire, qui sont étroitement liés a la
voie de co-stimulation CD28. Comprendre comment la bromélaine modifie ces mécanismes
systémiques est crucial pour saisir son impact sur la modulation de la réponse immunitaire dans
un contexte physiologique complexe (Roselli et al., 2021). Les recherches futures devront donc
explorer ces interactions au sein d’environnements cellulaires intégrés afin d’identifier les effets
potentiels sur la fonction immunitaire et les applications thérapeutiques associées. Cette approche
permettra d’éclairer le role multifactoriel du microenvironnement dans la régulation du récepteur

CD28 et son interaction avec des composés bioactifs comme la bromélaine.

5.1.5 Modulation de la pyroptose par la bromélaine :

L'une des conséquences majeures de 1'activation de CD28 réside dans 1'expansion clonale et la
sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires. Bien que la modulation de CD28 par la
bromélaine suggere un potentiel thérapeutique prometteur, les mécanismes précis par lesquels ce
compos¢ interfere avec les cascades effectrices de la réponse T restent incertains. La bromélaine a
démontré une capacité a réduire la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-
a, I’IL-6 et d’autres médiateurs via I’inhibition des voies de signalisation NF-kB et MAPK, ce qui
pourrait influencer la survie et la prolifération des lymphocytes T (Insuan et al., 2021; Nobre et
al., 2024). De plus, son effet anti-inflammatoire s’accompagne d’une modulation des réponses
immunitaires, notamment en limitant les phénomenes d’activation excessive susceptibles de
conduire a des dérives immunopathologiques dans les maladies inflammatoires et auto-immunes
(Ferreira et al., 2023). Les recherches futures devront approfondir comment la bromélaine impacte
spécifiquement les voies intracellulaires régulant la co-stimulation CD28 afin d’évaluer son
potentiel a contrdler I’hyperactivation lymphocytaire. Cette exploration est essentielle pour
déterminer si la bromélaine peut étre utilisée comme un modulateur efficace pour limiter les

complications liées a une co-stimulation excessive dans divers contextes pathologiques.

5.2 Perspectives pour les Recherches Numériques et Expérimentales Futures

L’exploration future des interactions entre bromélaine et cd 28 profitera grandement des
innovations en biotechnologie et modélisation computationnelle. Plusieurs orientations de

recherche majeures se profilent désormais pour approfondir la compréhension de ces mécanismes
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5.2.1 Perfectionnement des Modéles Bioinformatiques et des Algorithmes d'Amarrage

(Docking) :

L’exactitude des simulations actuelles constitue un enjeu majeur pour les recherches in
silico. Concernant I’étude structurale de CD28, 'usage du docking flexible associé a la dynamique
moléculaire permettrait de mieux reproduire la réalité physique des liaisons biochimiques. En
intégrant les effets du solvant ainsi que la diversité de I’espace cellulaire, la fiabilité des prévisions
globales s'en trouverait largement renforcée. De telles avancées méthodologiques faciliteraient
alors grandement 1'élaboration de solutions thérapeutiques innovantes, hautement précises et
parfaitement adaptées aux exigences particulieres du milieu biologique humain trés complexe
(Vidal-Limon, Aguilar-Toala & Liceaga, 2022; Xu et al., 2025; Ahmad Hidayat & Mohamad,
2025). L’approche par docking ensembliste combinée a la dynamique moléculaire offre une
meilleure prise en compte de la flexibilité protéique et améliore la prédiction des interactions
ligand-protéine (Goémez Borrego & Torrent Burgas, 2025). Ces méthodes permettent ainsi
d’optimiser la conception rationnelle de médicaments ciblant des protéines comme CD28 dans un

contexte biomoléculaire dynamique (Xu et al., 2025; Ahmad Hidayat & Mohamad, 2025).

5.2.2 Implémentation de la Modélisation Prédictive via 1'A et 1'Apprentissage

Automatique :

L’intelligence artificielle et 1’apprentissage automatique révolutionnent véritablement
I’analyse de données biologiques massives afin d’anticiper les liaisons protéiques complexes et de
perfectionner les simulations numériques actuelles. En exploitant des algorithmes sophistiqués, il
devient possible d’évaluer particulierement la dynamique interactive entre la bromélaine et le
récepteur CD28. Ces approches technologiques novatrices facilitent ainsi 1'identification de cibles
thérapeutiques inédites et la découverte de nouveaux modulateurs immunitaires performants pour
la future recherche clinique et scientifique de pointe (Hein et al., 2025; Casadio, Martelli &
Savojardo, 2022; Cui et al., 2025). Les méthodes basées sur le deep learning, notamment les
réseaux de neurones graphiques et les architectures Transformer, améliorent significativement la
prédiction des interactions protéine-protéine en intégrant des données structurales et séquentielles
complexes (Lee, 2023; Kiouri, Batsis & Chasapis, 2025). Par ailleurs, 1’intégration de ces outils

avec des modeles cognitifs ouvre la voie a une meilleure compréhension des mécanismes
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biologiques sous-jacents et a une conception plus précise de médicaments ciblés (Coskuner-Weber,

Gentili & Uversky, 2025).

5.2.3 Développement de Nouveaux Modéles In Vivo et Protocoles Cliniques :

L'utilisation de mode¢les in vivo s'avere aujourd'hui indispensable pour saisir 1'impact
systémique de la bromélaine sur le récepteur CD28 et les mécanismes immunitaires globaux. Des
expérimentations cliniques sur des modeles animaux permettront de valider la sécurité ainsi que
l'efficacité de la bromélaine au sein de contextes pathologiques tres réels. Ces études devront
impérativement évaluer les conséquences physiologiques a long terme, notamment en cas
d'inflammation chronique ou d'auto-immunité (Zhou et al., 2021; Roselli et al., 2021; Zhang et al.,
2025). Les modeles murins permettent d’observer les effets co-stimulateurs du CD28 dans des
environnements immunitaires complexes, essentiels pour comprendre les réponses thérapeutiques
potentielles (Cappell & Kochenderfer, 2021). Par ailleurs, I’évaluation in vivo est cruciale pour
tester la modulation pharmacologique ciblée du CD28, comme avec des inhibiteurs spécifiques

récemment développés (Upadhyay et al., 2025).

5.2.4 Méthodologies de Personnalisation des Protocoles Thérapeutiques :

L’analyse génomique et la médecine de précision représentent des innovations majeures
pour transformer le traitement des maladies inflammatoires. Les wvariations génétiques
individuelles influengant le récepteur CD28 ou I'immunité peuvent modifier I’efficacité de la
bromélaine. De futures recherches devraient examiner la personnalisation thérapeutique via des
tests génétiques et I’expression génique pour optimiser I’emploi de la bromélaine selon les traits
biologiques propres a chaque profil de patient spécifique et particulier (Gardiner et al., 2022; Chen
et al., 2024; Vieujean & Louis, 2023). L’intégration de données multi-omiques et démographiques
permet d’anticiper les réponses aux traitements anti-inflammatoires, favorisant ainsi une médecine
plus ciblée et efficace (Caballero Mateos, Canadas de la Fuente & Gros, 2025). Ces approches
innovantes sont essentielles pour surmonter 1’hétérogénéité clinique des maladies inflammatoires

et améliorer les résultats thérapeutiques (Yuan et al., 2025).
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5.2.5 Validation en Milieu Clinique et Phases de Développement de Nouvelles Formulations

Médicamenteuses :

Bien que la bromélaine soit déja employée cliniquement, des recherches approfondies
demeurent indispensables pour confirmer son action contre les pathologies inflammatoires. La
mise en place d'essais de phases I et II permettrait de quantifier I'innocuité, I'efficacité et la
posologie idéale de cet agent immunomodulateur. En outre, concevoir des formulations innovantes
associant la bromélaine a d'autres anti-inflammatoires ou a des inhibiteurs spécifiques de CD28
pourrait offrir des perspectives thérapeutiques inédites pour la prise en charge des désordres
inflammatoires chroniques (Chakraborty et al., 2021; Pereira et al., 2023; Nobre et al., 2024). La
bromélaine a montré une capacité a réduire plusieurs marqueurs inflammatoires tels que IL-6,
TNF-a, COX-2 et NF-«B, via la modulation des voies NF-xB et MAPK, ce qui justifie
I’exploration de combinaisons thérapeutiques ciblées (Insuan et al., 2021; Pothacharoen et al.,
2021). Les essais cliniques restent toutefois hétérogenes en termes de doses, durée et populations
¢tudiées, soulignant le besoin d’études standardisées pour définir les protocoles optimaux (Pereira
et al., 2023). Ces avancées pourraient ouvrir la voie a des traitements plus siirs et personnalisés

pour les maladies inflammatoires chroniques.
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Chapitre IV Discussion

L’objectif central de ce travail était d’élucider, par une approche de modélisation
moléculaire in silico, les bases structurales de I’interaction entre la bromélaine, une cystéine
protéase issue d’Ananas comosus, et le récepteur de costimulation CD28. Nos résultats apportent
une preuve théorique solide de la formation d’un complexe stable entre ces deux entités, ouvrant
ainsi des perspectives inédites sur les mécanismes moléculaires par lesquels la bromélaine exerce

ses effets immunomodulateurs documentés (Nobre et al., 2024; Varilla et al., 2021).

La validit¢ d'une prédiction de docking repose prioritairement sur la convergence
énergétique des modeles (Geng et al., 2018; McFee & Kim, 2022; Weng et al., 2019). Dans notre
¢tude, le cluster sélectionné présente un score HADDOCK de -190,9 + 25,8 et un Z-score de -1,8.
En bioinformatique structurale, un Z-score inférieur a -1,5 est généralement considéré comme un
indicateur de fiabilité statistique, signifiant que la pose retenue est significativement plus favorable

que la moyenne des autres configurations explorées (Geng et al., 2018; Shirali et al., 2025).

Cette stabilité est corroborée par 1’analyse MM/GBSA, qui suggeére une affinité de liaison
dans 1’échelle nanomolaire, approche couramment utilisée pour estimer les énergies libres de
liaison dans le docking protéines—protéines et protéines—peptides (Spiliotopoulos et al., 2016;
Weng et al., 2019). Une telle affinité théorique est comparable a celle observée pour les ligands
physiologiques du CD28, a savoir CD80 et CD86, qui assurent la costimulation T via le domaine
IgV (Burke et al., 2024; Lotze et al., 2024; Nakahata & Morishita, 2020). Sur le plan
thermodynamique, cela indique que I’interaction bromélaine-CD28 n’est pas un simple artefact de
surface, mais un événement de reconnaissance moléculaire favorisé par une diminution importante

de I’énergie libre du systeme (AG) (Spiliotopoulos et al., 2016).

L’interface de contact révélée par PDBsum met en évidence une architecture complexe
stabilisée par 10 liaisons hydrogene et 2 ponts salins, un schéma cohérent avec les interfaces de
complexes protéines—protéines de haute affinité¢ (Geng et al., 2018; McFee & Kim, 2022). La

densité de ces interactions non covalentes est un gage de la spécificité de la liaison.

L'implication de résidus clés tels que 1'Argl9, Lys13 et Lys122 du cété de CD28 est
cruciale. Ces résidus cationiques sont stratégiquement positionnés pour interagir avec les

groupements anioniques (Asp10, Glu47, Glu51) de la bromélaine. La formation de ponts salins
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(notamment entre la Lys39 de la bromélaine et I'Asp135 du CD28) est particulierement structurante
: ces interactions électrostatiques a longue portée agissent comme des "ancres" qui stabilisent
l'orientation de I'enzyme sur le domaine extracellulaire IgV du récepteur (Burke et al., 2024; Lotze

et al., 2024).

Par ailleurs, la présence de résidus aromatiques comme la Tyrll et la Tyr190 sur la
bromélaine suggere des interactions de type m-stacking ou des liaisons hydrogene fortes via leurs
groupements hydroxyles, caractéristiques fréquemment observées aux interfaces immunologiques
flexibles permettant un ajustement induit (induced fit) et une augmentation de la surface de contact

enfouie (Geng et al., 2018; McFee & Kim, 2022).

L’un des points les plus significatifs de cette discussion réside dans la localisation de
l'interaction. Le CD28 exerce sa fonction biologique en s'associant a ses ligands naturels
(B7-1/B7-2) au niveau d'un épitope spécifique du domaine IgV (Burke et al., 2024; Lotze et al.,
2024; Nakahata & Morishita, 2020). Nos résultats montrent que la bromélaine se lie précisément

a ce domaine, impliquant des résidus comme Thr74, Ser75 et GIn82.

D'un point de vue mécanistique, l'occupation de ces sites par la bromélaine induirait un
encombrement stérique majeur empéchant la formation du complexe physiologique
CD28-CD80/86. En bloquant physiquement I'accés au domaine IgV, la bromélaine agirait comme
un antagoniste compétitif, a I’'image des antagonismes de liaison B7 documentés entre CTLA-4,
CD28 et PD-1/Pd-L1 (Burke et al., 2024). En immunologie, I'absence de ce "second signal" de
costimulation conduit inévitablement a une anergie lymphocytaire ou a une réponse T incomplete,
la costimulation CD28 contrdlant directement la prolifération, le cycle cellulaire et I’expression de
cytokines des lymphocytes T (Glinos et al., 2020; Lotze et al., 2024; Nakahata & Morishita, 2020).
Cela explique, a l'échelle moléculaire, pourquoi la bromélaine réduit la prolifération des
lymphocytes T et la production d'IL-2, comme cela a été observé dans plusieurs études in vitro sur

I’immunomodulation de la bromélaine (Varilla et al., 2021).

L'interaction prédite au niveau extracellulaire a des répercussions directes sur l'organisation
de la queue cytoplasmique du CD28. Normalement, la liaison des ligands B7 induit une
oligomérisation du CD28, nécessaire au recrutement de la PI3K via le motif YMNM et d’autres

motifs intracellulaires (Lotze et al., 2024; Nakahata & Morishita, 2020; Zheng et al., 2018).
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Si la bromélaine stabilise une conformation inactive ou empéche le regroupement des récepteurs
en microclusters (comme suggéré par les études sur les interactions cis CD28-B7 dépendantes de
SNX9 et du recrutement PI3K, maintenant un signal CD28 tonique apres [’activation initiale)
(Lotze et al., 2024), la cascade de signalisation PI3K/Akt/NF-kB serait drastiquement atténuée
(Lotze et al., 2024; Zheng et al., 2018). Nos résultats soutiennent I'hypothése que la bromélaine ne
se contente pas de "digérer" les récepteurs de surface par son activité protéolytique, mais qu'elle
peut également agir comme un ligand modulateur. Cette double fonctionnalit¢ enzymatique et
inhibitrice de contact confeére a la bromélaine un profil pharmacologique unique dans le traitement
potentiel des maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux ou la polyarthrite rhumatoide,
en cohérence avec ses effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs rapportés (Varilla et al.,

2021; Chakraborty et al., 2021; Nobre et al., 2024).

Il est fondamental de distinguer le mécanisme d'action modélisé¢ dans cette étude de
l'activité biologique classique de la stem bromélaine. En immunologie, cette enzyme est
historiquement décrite comme une cystéine protéase dont les effets immunomodulateurs reposent
sur son activité protéolytique, notamment via le clivage enzymatique ("shedding") des récepteurs
de surface des lymphocytes T comme CD28, CD25 ou CD44. A l'inverse, nos résultats de docking
mettent en évidence une activité non protéasique (ou non protéolytique) de la bromélaine. Dans ce
scénario, l'enzyme n'agit pas comme des "ciseaux moléculaires" pour dégrader sa cible, mais
comme un ligand non covalent classique. En s'associant de maniére stable au domaine
extracellulaire du CD28, elle exerce un effet d'encombrement stérique qui bloque I'accés aux
ligands physiologiques CD80/CD86, mimant ainsi 1'action d'un antagoniste pharmacologique
classique. Cette distinction suggere que la bromélaine posseéde une double modalité d’action : une
modulation fonctionnelle par simple liaison physique et blocage de récepteur (activité non
protéasique), qui peut coexister avec la régulation négative par dégradation enzymatique (activité

protéolytique).

La littérature rapporte que la bromélaine diminue 1'expression de récepteurs et modifie la
fonction de cellules immunitaires, avec a la fois des effets activateurs et inhibiteurs sur les réponses
des lymphocytes T, incluant une inhibition de certaines réponses T in vitro (Varilla et al., 2021;

Chakraborty et al., 2021). Notre travail propose un mécanisme complémentaire : avant méme la
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régulation négative de l'expression protéique, il existe une interaction directe de haute affinité

capable de neutraliser fonctionnellement les récepteurs déja présents.

La réduction des médiateurs pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IFN-y) observée in vitro et
cliniquement apres exposition a la bromélaine ou a des formulations dérivées (comme BromAc)
pourrait donc étre la conséquence directe de ce blocage précoce de la synapse immunologique et
de la modulation de réseaux cytokiniques (Nobre et al., 2024; Ferreira et al., 2023; Hong et al.,
2021; Pereira et al., 2023; Varilla et al., 2021). De plus, en modulant la voie CD28, la bromélaine
pourrait favoriser 1'émergence de lymphocytes T régulateurs (Tregs), contribuant ainsi a la
restauration de la tolérance immunitaire, un enjeu majeur en immuno-intervention (Glinos et al.,

2020; Lotze et al., 2024).

Bien que nos simulations soient robustes et basées sur des algorithmes de pointe
(HADDOCK 2.4, MM/GBSA) (Spiliotopoulos et al., 2016; Geng et al., 2018; Weng et al., 2019;
Shirali et al., 2025), elles restent intrinsequement théoriques. Le docking "aveugle" ne prend pas
totalement en compte la glycosylation complexe du CD28 in vivo, qui pourrait influencer

l'accessibilité de certains résidus.
Pour confirmer ces preuves moléculaires, plusieurs étapes sont indispensables :

1. Résonance Plasmonique de Surface (SPR) : Pour mesurer les constantes de vitesse (Ka,
Kd) et confirmer l'affinité nanomolaire, comme cela se fait couramment pour valider des
affinités issues de MM/GBSA et de scores de docking (Spiliotopoulos et al., 2016; Weng
etal., 2019).

2. Essais de Compétition : Utiliser des anticorps anti-CD28 dirigés contre le site de liaison
des ligands B7 pour vérifier si la bromélaine déplace ces anticorps, a la lumiere des
interactions concurrentielles déja décrites entre CD28, CTLA-4, PD-1 et leurs ligands
B7/PD-L1 (Burke et al., 2024; Lotze et al., 2024).

3. Analyse par Cryo-Microscopie Electronique (Cryo-EM) : Pour visualiser la structure
atomique réelle du complexe bromélaine-CD28, en complément des modeles in silico,
comme cela se fait de plus en plus pour les complexes de co-récepteurs immunitaires

(Lotze et al., 2024)
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Pour conclure de maniére synthétique, cette exploration in silico a mis en lumiére les
mécanismes d'interaction entre la bromélaine et le récepteur de co-stimulation CD28, acteur
essentiel de la réponse immunitaire adaptative. L'évaluation thermodynamique des complexes
protéiques prédit une affinité de liaison robuste, atteignant 1'échelle nanomolaire, suggérant une
interaction moléculaire a la fois stable et hautement spécifique. Le repérage des résidus critiques
au sein de l'interface protéique, précisément dans le domaine extracellulaire du CD28, fournit des
indices précieux sur la capacité de la bromélaine a entraver la reconnaissance des ligands B7-1 et

B7-2.

Bien que ces données bioinformatiques requierent une validation biologique rigoureuse,
elles suggérent que la bromélaine pourrait moduler la co-stimulation des lymphocytes T, régulant
ainsi la sécrétion de cytokines effectrices telles que 1'lL-2. Cibler la voie de signalisation du CD28
représente une stratégie thérapeutique d'avenir pour traiter les pathologies auto-immunes et
prévenir le rejet de greffe. Les propriétés immunomodulatrices de cette enzyme végétale, ici
caractérisées, ouvrent la voie a des approches innovantes visant a restaurer I'homéostasie
immunitaire et a tempérer l'hyperréactivité systémique. Néanmoins, des expérimentations
complémentaires sont impératives pour confirmer ces observations et préciser I'impact moléculaire
précis de la bromélaine sur la dynamique du CD28 dans divers environnements

physiopathologiques et cliniques complexes afin de mieux comprendre son véritable potentiel

pharmacologique.
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