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Résumé

Introduction : Les macrophages sont des cellules phagocytaires clés de 'immunité innée qui
participent & la lutte contre les pathogénes. Cependant, le vieillissement de ces cellules se
caractérise par diverses manifestations, telles que l'activation excessive de certaines
protéines, dont mTOR. Cela conduit a l'inhibition de l'autophagie, a l'altération de la
phagocytose ainsi qu'a I'adoption d'un profil strictement pro-inflammatoire (M1), conduisant
ainsi au déclin de l'immunocompétence des macrophages et, par conséquent, a une
vulnérabilité accrue aux maladies.

La vitamine D, une prohormone sécostéroide, est reconnue pour son role crucial dans le
maintien de I'équilibre phosphocalcique de I'organisme. Par ailleurs, cette vitamine possede
également un effetimmunomodulateur capable de restaurer les réponses immunitaires innées
altérées lors du vieillissement.

Objectif : L'objectif de ce travail est d'evaluer, par une étude in silico, les effets des métabolites
de la vitamine D, notamment le calcidiol et le calcitriol, sur la protéine mTOR suractivée dans
les macrophages sénescents.

Matériel et méthodes : La structure tridimensionnelle de la protéine cible a été préparée a
l'aide d'AutoDockTools, en supprimant les molécules d'eau et en ajoutant les atomes
d'hydrogene. Les structures des ligands ont été récupérées depuis la base de données
PubChem. Des simulations de docking moléculaire ont été réalisées avec AutoDock Vina, un
logiciel de docking semi-flexible (protéine rigide et ligands flexibles), afin d'évaluer les
interactions et les énergies de liaison. Les poses les plus stables ont été sélectionnées sur la
base de I'énergie d'affinité la plus faible. Enfin, les résultats ont été visualisés et analysés a
l'aide de BIOVIA Discovery Studio.

Résultats : Lors du docking moléculaire sur la protéine mTOR, les simulations des composés
25(0OH)D3 et 1,25(0H),D3 ont révélé des énergies de liaison respectives de -8,4 et -8,6
kcal/mol pour les meilleures poses. Bien que ces deux formes de vitamine D interagissent
avec le résidu PRO1940 par le biais d'interactions hydrophobes, elles présentent des

distances d'interaction différentes.

Conclusion : Notre étude a prouvé pour la premiere fois que le 25(OH)D3 et le 1,25(0OH),D3
peuvent interagir directement avec la protéine mTOR au niveau des macrophages sénéscents.
Cela démontre le contréle négatif qu'exerce la vitamine D sur l'activation chronique de mTOR,
favorisant ainsi un vieillissement plus sain et des réponses immunitaires innées plus

performantes.

Mots-clés : 25(0OH)D3 ; 1,25(0H),D3 ; mTOR ; macrophages sénéscents ; docking

moléculaire.



Abstract

Abstract

Introduction: Macrophages are key phagocytic cells of innate immunity that participate in the
fight against pathogens. However, the aging of these cells is characterized by various
manifestations, such as the excessive activation of certain proteins, including mTOR. This
leads to the inhibition of autophagy, the impairment of phagocytosis, and the adoption of a
strictly pro-inflammatory profile (M1), thus leading to a decline in macrophage
immunocompetence and, consequently, an increased vulnerability to diseases.

Vitamin D, a secosteroid prohormone, is recognized for its crucial role in maintaining the body's
phosphocalcic balance. Furthermore, this vitamin also possesses an immunomodulatory effect
capable of restoring innate immune responses altered during aging.

Objective: The objective of this work is to evaluate, through an in silico study, the effects of
vitamin D metabolites, notably calcidiol and calcitriol, on the overactivated mTOR protein in
senescent macrophages.

Material and methods: The three-dimensional structure of the target protein was prepared
using AutoDockTools, by removing water molecules and adding hydrogen atoms. Ligand
structures were retrieved from the PubChem database. Molecular docking simulations were
performed with AutoDock Vina, a semi-flexible docking software (rigid protein and flexible
ligands), to evaluate interactions and binding energies. The most stable poses were selected
based on the lowest affinity energy. Finally, the results were visualized and analyzed using
BIOVIA Discovery Studio.

Results: During molecular docking on the mTOR protein, simulations of compounds
25(0OH)D3 and 1,25(0OH),D3 revealed binding energies of -8.4 and -8.6 kcal/mol, respectively,
for the best poses. Although these two forms of vitamin D interact with the PRO1940 residue
through hydrophobic interactions, they exhibit different interaction distances.

Conclusion: Our study has proven for the first time that 25(OH)D3 and 1,25(OH),D3 can
interact directly with the mTOR protein in senescent macrophages. This demonstrates the
negative control exerted by vitamin D over the chronic activation of mTOR, thus promoting

healthier aging and more effective innate immune responses.

Keywords: 25(0OH)D3; 1,25(0H),D3; mTOR; senescent macrophages; molecular docking.
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IKK-a : Kinase IkB alpha (I«kB kinase alpha)
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Micro-ARN : Micro-acide ribonucléique

mLST8 : Protéine mammifére létale avec SEC13, numéro 8 (Mammalian lethal with SEC13

protein 8)
MPS: Systéme des phagocytes mononucléés (Mononuclear Phagocyte System)

mSINL1 : Protéine 1 intéragissant avec les MAPK activées par le stress chez les mammiféres

(Mammalian stress-activated Protein kinase-interacting Protein 1)
MTOR: Cible mécanistique de la rapamycine (Mechanistic target of rapamycin)
MTORC1: mTOR complexe 1

MTORC2: mTOR complexe 2

MyD88 : Protéine 88 de réponse primaire a la différenciation myéloide (Myeloid

Differentiation Primary Response 88)
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N

NAD™: Nicotinamide adenine dinucleotide oxydé (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
NADH: Nicotinamide adenine dinucleotide réduit (Reduced nicotinamide adenine dinucleotide)
NaPi-lla : Transporteur de phosphate dépendant du sodium de type 2a (Sodium-dependent

phosphate transport protein 2A)

NaPi-1lb : Transporteur de phosphate dépendant du sodium de type 2b (Sodium-dependent
phosphate transporter type 2b)

NaPi-llc : Transporteur de phosphate dépendant du sodium de type 2c (Sodium-dependent
phosphate transport protein 2C)

NEMO : Modulateur essential de NF-kB (NF-«B essential modulator)

NF-kB: Facteur nucléaire kappa B (Nuclear Factor Kappa B)

N-HEAT : Motifs HEAT proches de I'extrémité N-terminale

NMN : Mononucléotide de nicotinamide (Nicotinamide Mononucleotide)
NRD: Domaine de regulation negative (Negative Regulatory Domain)

(@)
OB: Osteoblast
OC: Osteoclast

P

P16Ink4a (ou pl6) : Inhibiteur de kinase cyclin-dépendante 2A (Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A)

P21 : Inhibiteur 1A des kinases dépendantes des cyclines (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor
1A)

p50 : Sous unite p50 de NF-kB (Nuclear factor kappa B subunit 1, NFKB1)

p53 : protéine tumirale p53

p65: Sous unité p65 de NF-kB (Rel proto-oncogene, NF-«kB subunit ,RELA)

PDIA3 : Protéine disulfure isomérase de la famille A, membre 3
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PDK1 : Kinase 1 dépendante des phosphoinositides 3 (3-phosphoinositide-dependent

protein kinase-1)

PGC-1a: Coactivateur 1-alpha du récepteur active par les proliférateurs de peroxysomes

gamma (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha)

PH 6 : Potentiel hydrogéne 6

Phase G1: Gap 1 phase

Phase G2: Gap 2 phase

Phase M: phase mitotique

Phase S : Phase de synthése

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PIKK : Kinase apparentée aux phosphoinositide 3-kinase (Phosphoinositide 3-kinase-
Related kinases)

PIP2: Phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate
PIP3: Phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate
PKC: Protein Kinase C

PKCa: Protein kinase C a

PLC: Phospholipase C

PO,37: ion phosphate

PRASA40 : Substrat Akt riche en proline de 40 kDa (Proline-rich AKT substrate of 40Kda)

pRb: Protéine du rétinoblastome

Protor: Protéine associée observée avec Rictor
PTEN : Homologue de la phosphatase et de la tensine (Phosphatase and TENsin homolog)
PTH : Hormone parathyroidienne (Parathyroid Hormone)

PTH1R : Récepteur de 'hormone parathyroidienne (Parathyroid Hormone 1 Receptor)
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Q

QPCTL : Protéine de type glutaminyl-peptide cyclotransférase (Glutaminyl-Peptide
Cyclotransferase-Like protein)

R

RagA: Protéine A liant le GTP de la famille RAS (Ras-related GTP-binding protein A)
RagB : Protéine B liant le GTP de la famille RAS (Ras-related GTP-binding protein B)
RagC : Protéine C liant le GTP de la famille RAS (Ras-related GTP-binding protein C)
RagD: Protéine D liant le GTP de la famille RAS (Ras-related GTP-binding protein D)

RANK : Activateur du récepteur du facteur nucléaire kappa B (Receptor Activator of Nuclear

Factor kB)

RANKL : Ligand de I'activateur du récepteur du facteur nucléaire kappa B (Receptor Activator
of Nuclear Factor kB Ligand)

Raptor: Protéine associée régulatrice de mTOR (Regulatory-Associated Protein of mMTOR)

Ras : Sarcome de rat (Rat sarcoma viral oncogene homolog)

Rheb: Homologue de RAS enrichie dans le cerveau (Ras homolog enriched in brain)

Rictor: Partenaire de mTOR insensible a la rapamycine (Rapamycin-insensitive Companion
of mMTOR)

ROS : Espéces réactives de I'oxygéne (Reactive Oxygen Species)

RXR : Récepteur X des rétinoides
S
S6K1 : kinase 1 de la protéine ribosomique S6 (Ribosomal Protein S6 Kinase 1)

SASP : Phénotype sécrétoire associé a la senescence (Senescence-Associated Secretory

Phenotype)

SA-B-gal : B-galactosidase associée a la senescence (Senescence-associated beta

galactosidase)
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SCES : Suppression de I'effrocytose médiée par les cellules sénescentes (Senescent Cell-

Mediated Efferocytosis Suppression)

Ser65 : Acide aminé serine en position 65 ( site de phosphorylation de 4E-BP1)
Ser422 : Acide aminé serine en position 422

Ser473 : Acide aminé serine en position 473

Ser657 : Acide aminé serine en position 657

Ser2448 : Acide aminé serine en position 2448 ( site de phosphorylation de mTOR)
Ser2481 : Acide aminé serine en position 2481

SGK1 : kinase 1 inductible par le sérum et les glucocorticoides (Serum/Glucocorticoid
Regulated Kinase 1)

SHP-1 : Phosphatase tyrosine 1 contenant un domaine homologue Rrc 2 (Src Homology 2-

Domain-Containing Protein Tyrosine Phosphatase 1)

Siglec-10 : Lectin 10 de type immunoglobuline se liant a l'acide sialique (Sialic Acid-Binding

Immunoglobulin-like Lectin 10)

SIRPa : Protéine régulatrice de signalisation alpha (Signal-Regulatory Protein Alpha)

STAT : Transducteur du signal et activateur de la transcription (Signal transducer and activator

of transcription)

T

TAK1 : Kinase 1 activée par le facteur de croissance transformant 3 (Transforming Growth

Factor-g-Activated Kinase 1)

TBK1 : Kinase 1 se liant a TANK (TANK-Binding Kinase 1)

Tel2 : Maintien des télomeres 2(Telomere maintenance 2)

TGF : Facteur de croissance transformant beta (Transforming Growth Factor Beta)

Thr37/46 : Acide amine thréonine en position 37et 46

Thr70 : Acide aminé thréonine en position 70
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Thr308: Acide amine thréonine en position 308

Thr389 : Acide aminé thréonine en position 389 ( site de phosphorylation de S6K1)
Thr1135 : Acide aminé thréonine en position 1135

Thr2446 : Acide aminé thréonine en position 2446

TLR : Récepteur de type Toll (Toll-Like Receptor)

TLR4 : Récepteur de type Toll 4 (Toll-like Receptor 4)

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor Necrosis Factor Alpha)

TRAF3 : Facteur 3 associé au récepteur du TNF (TNF Receptor-Associated Factor 3)

TRAF6 : Facteur 6 associé au récepteur du TNF (TNF Receptor-Associated Factor 6)

TRIF : Adaptateur contenant un domaine TIR induisant I'interféron-f (TIR-domain-containing

adapter-inducing interferon-g3)

TRPV5: Canal ioniqgue TRP vanilloide 5 (Transient receptor potential vanilloid 5)

TRPV6 : Canal ionique TRP vanilloide 6 (Transient Receptor Potential Vanilloid 6)

TSC1 : Complexe de la sclérose tubéreuse 1 (Tuberous Sclerosis Complex 1, ou hamartine)
TSC2 : Complexe de la sclérose tubéreuse 2 (Tuberous Sclerosis Complex 2, ou tubérine)
Ttil : Protéine 1 interagissant avec Tel2 (Tel2 interacting protein 1)

U

ULKZ1 : Kinase 1 activatrice de I'autophagie de type UNC-51 (Unc-51 like autophagy

activating kinase 1)

UVB : rayons solaire ultraviolet de type B

\Y

VDR : Récepteur de la vitamine D (Vitamin D receptor)

VDRE : Elément de réponse a la vitamine D (Vitamin D Response Element)

Vitamine D2 : Ergocalciférol
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Vitamine D3 : Cholécalciférol
w

WIPI2 : Protéine 2 a domaine WD répétitif interagissant avec les phosphoinositides (WD
Repeat Domain, phosphoinositide-interacting Protein 2)
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Les macrophages sont les cellules phagocytaires clés de I'immunité innée, jouant un réle
majeur dans le maintien de I'noméostasie tissulaire et la défense de I'organisme par
I'élimination des agents pathogénes (Austermann et al., 2022). Selon le microenvironnement
et les signaux regus, ces cellules peuvent adopter soit un phénotype pro-inflammatoire (M1)
activé par la voie classique, soit un phénotype anti-inflammatoire et cicatrisant (M2) activé par
la voie alternative (Peng et al., 2025; Rodriguez-Morales and Franklin, 2023).

Au cours du vieillissement, les macrophages subissent des altérations structurelles et
fonctionnelles sous I'effet de plusieurs facteurs, notamment le stress oxydatif et les dommages
a I'ADN télomérique, pouvant induire un état de sénescence cellulaire. Cette sénescence se
caractérise par un profil de type M1 qui sécréte un ensemble de molécules pro-inflammatoires
dit SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype), provogquant une inflammation
chronique de bas grade associée a I'immunosénescence « Inflammaging » (Fu et al., 2025).
La fonction immunitaire de ces cellules diminue et elles deviennent plus pathogénes que
protectrices, en raison des dérégulations fonctionnelles gu'elles subissent, telles que le
dysfonctionnement mitochondrial, la perte de la plasticité, l'affaiblissement du pouvoir
phagocytaire ainsi que celui de la présentation antigénique (Goyani et al., 2024; Linehan and
Fitzgerald, 2015a). Par ailleurs, on observe la perturbation de I'expression de certaines
protéines, notamment la sous-expression des TLR (Toll-like receptor) et du CMH Il (Complexe
majeur dihistocompatibilité de classe Il), ainsi que la surexpression des protéines mTOR
(mechanistic target of rapamycin) et p38 MAPK (De Maeyer et al., 2020; Wang et al., 2024a).
La protéine mTOR (mechanistic target of rapamycin) est une sérine/thréonine kinase
structurellement formée de cinq domaines : HEAT, FAT, FRB, kinase et FATC (Zhang et al.,
2025). Pour son fonctionnement, mTOR s'associe a I'un de ses deux complexes fonctionnels.
Le premier, nTORC1, contient la protéine adaptatrice Raptor ; ce complexe est essentiel pour
la synthése des protéines, la croissance cellulaire, ainsi que pour l'inhibition de l'autophagie,
et il se trouve hyperactivé dans les macrophages sénescents. Le deuxieme complexe,
mTORC2, comporte la protéine adaptatrice Rictor et est impliquée dans le transport d'ions et
la migration cellulaire (Saxton and Sabatini, 2017a).

La vitamine D est une hormone liposoluble essentielle pour la santé osseuse et I'équilibre
phosphocalcique, mais elle est également considérée comme une molécule
immunomodulatrice et immunorégulatrice, capable de restaurer les fonctions des cellules
immunitaires sénescentes, notamment les macrophages (Carlberg and Velleuer, 2024a;
Fernandez et al., 2022; Thai et al., 2025). Cette vitamine peut provenir de sources végétales
sous forme de vitamine D2 ( ergocalciférol ) ou de sources animales ou cutanées sous forme

de vitamine D3 ( cholécalciférol ) (Deepika et al., 2025).
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Afin d'exercer ses fonctions, la vitamine D nécessite d'étre métabolisée par deux
hydroxylations. La premiére se déroule dans le foie via I'enzyme CYP2R1 (25-hydroxylase) et
génere la forme de stockage appelée 25-hydroxyvitamine D [25(OH)D], dite aussi calcidiol.
Quant a la deuxieme hydroxylation, elle a lieu dans les reins sous I'effet de I'enzyme CYP27B1
(1a-hydroxylase), ce qui donne la forme hormonale active 1,25-dihydroxyvitamine D
[1,25(0OH),D], dite calcitriol. Cette derniére agit en se liant a son récepteur spécifique, le VDR,
présent dans la plupart des cellules de I'organisme, afin de réguler I'expression de plusieurs
géenes (Carlberg, 2022; Mtynarska et al., 2025).

De ce fait, la présente étude a pour objectif d'évaluer les effets des métabolites de la vitamine
D3, notamment le 25(0OH)D3 et le 1,25(0H),D3, sur la protéine mTOR dans les macrophages
sénescents, afin d'analyser I'impact de cette interaction sur leur fonctionnalité . Cette étude a

été réalisée au moyen d'une approche in silico basée sur le docking moléculaire.
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1. Revue de littérature

1. Les macrophages sénescents

Les macrophages, cellules clés de la réponse immunitaire innée, sont des cellules sentinelles
dérivées de la lignée myéloide qui jouent un réle fondamental dans la défense de I'’héte contre
les pathogénes (Sreejit et al., 2020). Leur fonction principale consiste en la phagocytose et la
dégradation des agents pathogénes, mais ils participent également au déclenchement des
réponses immunitaires spécifiques par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
l'interleukine 1B (IL-1B) et le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a), ainsi que par la
présentation des antigénes aux lymphocytes T (Lendeckel et al., 2022).

Apreés I'élimination des pathogénes par une réponse inflammatoire médiée par le phénotype
M1, Les macrophages M2 contribuent a la résolution de l'inflammation, au maintien de
I'homéostasie et a la réparation tissulaire (Krzyszczyk et al., 2018).

Avec 'age, le systéme immunitaire devient incapable de gérer les infections et de tolérer ses
propres constituants, ce qui contribue au développement de maladies auto-immunes : c’est
'immunosénescence. Ce vieilissement affecte les cellules immunitaires, dont les
macrophages, et cause le déclin de leur immunocompétence (Wang and Tang, 2025).

1.1. Historique

La découverte des macrophages est attribuée a Elie Metchnikoff au cours des années 1882-
1883, apres avoir observé des cellules qui entouraient et « dévoraient » les agents étrangers.
Ces cellules ont ensuite été classées aux cotés des monocytes et des cellules dendritiques au
sein du Systeme Phagocytaire Mononucléaire (SPM) en 1970 (Sreejit et al., 2020).

Le concept de la sénescence a été décrit pour la premiere fois par Leonard Hayflick et Paul
Moorhead dans les années 1960-1961, ou ils ont remarqué que le nombre de divisions
cellulaires était limité dans les fibroblastes et que l'arrét de la réplication était irréversible
(Jeyapalan and Sedivy, 2008). 3ans plus tard, Roy Walford a indiqué que le systéme
immunitaire peut également étre touché par la sénescence, provoquant des réponses
immunitaires innées et adaptatives inefficaces suite a la sénescence de leurs acteurs, dont les
macrophages (Liu et al., 2023).

1.2. Définition

Les macrophages sénescents sont des cellules immunitaires qui ont perdu leur efficacité et
leur plasticité suite a l'accumulation de plusieurs dommages. Au lieu d’éliminer les
envahisseurs et de résoudre linflammation, les macrophages sénescents perturbent
’homéostasie tissulaire et favorisent une inflammation chronique de bas grade : l'inflammaging
(Moss et al., 2023).
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1.3. Les facteurs provoquant la senescence des macrophages au cours du
vieillissement

1.3.1. Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal correspond a I'ensemble des micro-organismes (bactéries, virus et
champignons) qui colonisent le tube digestif humain (Valdes et al., 2018). Chez un individu en
bonne santé, ce microbiote se caractérise par une diversité et une stabilité fonctionnelle,
contribuant a des processus clés tels que la fermentation des substrats alimentaires et la
production de métabolites bénéfiques (comme les acides gras a chaine courte), ainsi que la
régulation des réponses immunitaires locales et systémiques (Zeng et al., 2025).

Au cours du vieillissement, le microbiote intestinal évolue vers un état de dyshiose marqué par
une diminution des bactéries commensales bénéfiques et une augmentation des signaux
proinflammatoires, notamment les lipopolysaccharides (LPS) issus des bactéries Gram
négatif. Cette altération favorise une perméabilité intestinale (ou « intestin poreux ») et une
translocation de composés bactériens dans la circulation sanguine ce qui induit une activation
chronique des macrophages via les récepteurs de type Toll (TLR, Toll like receptors). Ce
phénoméne favorise la sécrétion excessive de cytokines pro-inflammatoires, notamment le
TNF-a, I'lL-6 et I'lL-1B, participant ainsi a l'installation d’'un état d'inflammaging (figure 1.1)
(Gyriki et al., 2025).

Dysbiose intestinale Microbiote en équilibre
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Figure 1.1 Impact du microbiote sur le viellissement (Gyriki et al., 2025). Avec I'age, une
dysbiose intestinale apparait et augmente la perméabilité de la barriére intestinale. Cela entraine I'activation des
macrophages, contribuant ainsi a I'inflammation.

1.3.2. Impact des cellules sénescentes sur les macrophages
Au cours du vieillissement, l'accumulation des cellules sénescentes influence les

macrophages par trois mécanismes majeurs : le SASP (Phénotype sécrétoire associé a la
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sénescence), les vésicules extracellulaires et les interactions directes inhibitrices, notamment
la SCES (Senescent Cell-Mediated Efferocytosis Suppression). Ces processus contribuent au
dysfonctionnement des macrophages et a I' inflammation (Laliberté et al., 2024) .

1.3.2.1. Phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP)

Les cellules sénescentes présentent dans les tissus sécrétent un ensemble de facteurs
appelés SASP, comprenant des cytokines inflammatoires telles que l'interleukine-6 (IL-6) et le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), des chimiokines comme CCL2 (ligand 2 de la
chimiokine) et des facteurs de croissance (Nan et al., 2025; Wang et al., 2024b).

Le SASP recrute normalement les macrophages afin d'éliminer les cellules sénescentes.
Cependant, une exposition prolongée a ces facteurs au cours du vieillissement peut altérer la
fonction des macrophages, favorisant ainsi l'inflammation chronique et contribuant & leur
sénescence (Ogata et al., 2021; Smith et al., 2024).

1.3.2.2. Vésicules extracellulaires

Au cours du vieillissement, les cellules sénescentes libérent une quantité accrue de vésicules
extracellulaires contenant des protéines, des lipides et des micro-ARN. Ces vésicules sont
capables de moduler l'activité des macrophages et d’induire leur sénescence, en renforcant

ainsi I'inflammation chronique (figure 1.2) (Hanley et al., 2024; Safaei et al., 2025).
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Figure 1.2 Impact des vésicules extracellulaires sur le viellissement des macrophages
(Hanley et al., 2024; Safaei et al., 2025).
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1.3.2.3. Inhibition de la phagocytose par les cellules sénescentes

Avec I'age, les cellules sénescentes échappent a leur élimination par les macrophages via un
mécanisme appelé SCES (Senescent Cell-Mediated Efferocytosis Suppression), qui repose
sur des interactions directes entre ces deux types cellulaires. Les cellules sénescentes
expriment fortement des molécules inhibitrices telles que CD47 et CD24, qui interagissent
respectivement avec SIRPa et Siglec-10 a la surface des macrophages, induisant un signal
inhibiteur qui active la phosphatase SHP-1 (Src Homology 2-Domain-Containing Protein
Tyrosine Phosphatase 1). Ce processus est renforcé par la QPCTL (Glutaminyl-peptide
cyclotransferase-like enzyme), une enzyme qui modifie CD47 et renforce son interaction avec
SIRPa, contribuant ainsi a l'inhibition de la phagocytose des cellules sénescentes par les

macrophages (figure 1.3) (Schloesser et al., 2022).
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Figure 1.3 Impact de SCES sur le veillissement des macrophages (Schloesser et al.,
2022). Les cellules sénescentes inhibent la phagocytose par les macrophages. SHP-1 , phosphatase 1 contenant
le domaine 2 de la région d'homologie Src ; Siglec-10, lectine de type Ig liant I'acide sialique 10 ; SIRPa , protéine
régulatrice de signal alpha.

1.3.3. Altération des cellules souches hématopoiétiques au cours du vieillissement

Avec 'age, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse subissent des
altérations fonctionnelles majeures sous l'effet d’'un environnement inflammatoire chronique,
qui rend ces cellules plus sensibles via 'augmentation de I'expression des récepteurs comme
FIL-27R (He et al., 2020). Ce déséquilibre joue un réle clé dans 'immunosénescence. Il se
caractérise par une diminution de l'auto-renouvellement et une différenciation orientée
préférentiellement vers la lignée myéloide au détriment de la lignée lymphoide. Les cellules
myéloides produisent a leur tour des cytokines inflammatoires et entretiennent un cercle
vicieux d’inflammation, entrainant la production de cellules immunitaires dysfonctionnelles,

notamment des macrophages sénescents (He and Wang, 2020).
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1.3.4. Hormones sexuelles et immunosénescences

Les hormones sexuelles jouent un réle essentiel dans la régulation de la réponse immunitaire.
Avec I'age, leur diminution contribue a la dysfonction des macrophages et a l'installation d’'une
inflammation chronique. Chez les femmes, cette diminution est liée a la ménopause, marquée
par une chute des cestrogénes, tandis que chez 'homme, elle correspond a une baisse
progressive de la testostérone. Ces hormones agissent normalement sur les macrophages via
des récepteurs spécifiques (ER pour les cestrogénes et AR pour les androgénes), favorisant
un équilibre immunitaire, mais leur déclin rompt cet équilibre et favorise l'inflammation(Enright
and Werstuck, 2024; Horstman et al., 2012).

1.3.5. Impact des agressions environnementales

Les facteurs environnementaux externes jouent un rdle important dans le vieillissement des
macrophages. Il s'agit notamment de la pollution de lair (via les particules fines et les
polluants), du tabagisme, de I'exposition a des substances chimiques toxiques, ainsi que des
infections répétées. Ces facteurs perturbent la fonction des macrophages, contribuant ainsi a
leur dysfonctionnement lié a 'age (Adnot et al., 2023; Thomas et al., 2024).

1.4. Biomarqueurs des macrophages sénescents

La détection des macrophages sénescents se fait par I'évaluation de plusieurs marqueurs
extrinséques et intrinseques.

1.4.1. Marqueurs extrinséques

Les marqueurs extrinséques correspondent au SASP qui désigne 'ensemble des molécules
sécrétées par les cellules en sénescence. C’est un cocktail pro-inflammatoire composé de
cytokines (notamment I'lL-6), de chimiokines et de facteurs de croissance tels que le TGFf
(Wang et al., 2024c).

1.4.2. Marqueurs intrinséques

1.4.2.1. P16Ink4a

P16INK4a représente un marqueur essentiel du vieillissement. C’est une protéine appartenant
a la famille des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CDK), qui sont des
régulateurs du cycle cellulaire (Safwan-Zaiter et al., 2022).

Le cycle cellulaire est le processus par lequel une cellule mére se divise en deux cellules filles
identiques. Ce cycle est formé de deux grandes phases : I'interphase, divisée en G1, S et G2,
permettant la préparation de la cellule, suivie par la phase M (ou mitose) au cours de laquelle

se déroule la division ( figure 1.4)(Ligasova et al., 2023; Rome et al., 2010).
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Figure 1.4 Le cycle cellulaire (Ligasova et al., 2023). G0 : Phase de repos ou de quiescence ; G1:
Phase de croissance 1 ; S : Phase de synthése ; G2 : Phase de croissance 2 ; M : Phase mitotique (Mitose).

Dans les macrophages sénescents , P16INK4a est surexprimée. Elle entre en compétition
avec la cycline D, empéchant ainsi la formation du complexe cycline D-CDK4/6. Par la suite,
la protéine du rétinoblastome (pRb) reste sous sa forme hypophosphorylée (active) et continue
de séquestrer le facteur de transcription E2F, bloquant ainsi la transcription des génes
essentiels a la transition G1/S. Par conséguent, le cycle cellulaire reste blogué, ce qui participe
a 'amplification de la sénescence (figure 1.5)(Choi and Lee, 2015; Safwan-Zaiter et al., 2022).
1.4.2.2. P21

La p21 est une protéine appartenant a la famille des inhibiteurs des CDK de type Cip/Kip. Elle
induit 'arrét du cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M, participant ainsi a I'établissement de
la sénescence (Yan et al., 2024).

Le stress et les dommages accumulés dans les macrophages sénescents induisent I'activation
de la protéine p53, qui a son tour active la p21. Cette derniére induit I'inhibition des complexes
cycline E-CDK2, cycline A-CDK2 ou cycline B-CDK1, conduisant a I'arrét du cycle cellulaire
en G1/S ou en G2/M, respectivement (figure 1.5)(Mijit et al., 2020).
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Figure 1.5 Effets de P16ink4a et P21 sur le cycle cellulaire (Mijit et al., 2020; Safwan-

Zaiter et al., 2022). E2F : facteur de transcription E2F ; p16INK4a : inhibiteur de kinase 4a ; pRb : protéine du
rétinoblastome.

P16INK4a et P21 sont deux marqueurs de sénescence induisant I'arrét du cycle cellulaire,
mais ils différent par leur mécanisme d’action. La P16INK4a, comme vu précédemment, se lie
ala cycline D et empéche spécifiquement la formation du complexe cycline D-CDK4/6, inhibant
la division de maniére irréversible. A l'inverse, la P21 agit sur un spectre plus large (cycline E-
CDK2, cycline A-CDK2 et cycline B-CDK1) et induit un arrét du cycle cellulaire qui peut étre
réversible si les dommages sont réparés (Saul et al., 2025; Yan et al., 2024).

1.4.2.3. Activité SA-B-gal

La B-galactosidase associée a la sénescence (SA-B-gal) représente un marqueur classique
de la sénescence, détectable a pH 6. Cette enzyme présente une activité hydrolase
lysosomale excessive dans les macrophages sénescents , en raison de 'augmentation de la
masse lysosomale dans ces cellules. Pour confirmer I'état de sénescence, la mesure de
l'activité SA-B-gal doit impérativement étre accompagnée par I'évaluation des marqueurs cités

précédemment et ne pas étre utilisée seule (Valieva et al., 2022).

1.5. Caractéristiques des macrophages sénescents
Les macropages sénescents présentent plusieurs caractéristiques qui les différent des

macrophages jeunes.
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1.5.1. Perte de la plasticité

Les macrophages sont des cellules connues pour leur grande plasticité, pouvant passer d’'un
phénotype pro-inflammatoire (M1) a un phénotype régulateur anti-inflammatoire (M2), ou
inversement, en fonction de leur microenvironnement (Oishi and Manabe, 2016). En revanche,
avec l'age, les macrophages perdent cette capacité et conservent un profil pro-inflammatoire
ML1. Cela est d0 a la stimulation chronique par des pathogénes non éliminés et a I'exposition
constante aux cytokines pro-inflammatoires issues du SASP (Gibon et al., 2016).

1.5.2. Diminution de la présentation antigénique

Le TLR4 est un récepteur transmembranaire exprimé a la surface des macrophages,
permettant la reconnaissance des pathogénes et I'activation de cascades de signalisation
intracellulaires.Via les protéines adaptatrices MyD88 et TRIF, il déclenche les fonctions
effectrices des macrophages, notamment la présentation antigénique (figure 1.6)(Kim et al.,
2023). Des études ont montré que I'expression du TLR4 est réduite chez les macrophages
sénescents , menant a une régulation négative de I'expression des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH Il), nécessaires a la présentation des antigénes,
ainsi que des molécules de co-stimulation CD80/CD86. De plus, les macrophages sénescents
présentent une capacité réduite d’apprétement des antigénes, due a l'activité altérée de
protéases essentielles a ce mécanisme, telles que les cathepsines. Par conséquent, sa
fonction de présentation antigénique s’altere avec l'adge, conduisant a des réponses
immunitaires défectueuses et moins efficaces (Stranks et al.,, 2015; Yamada et al., 2019;
Yousefi-Ahmadipour et al., 2022).
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Figurel.6 Les voies de signalisation du TLR4 (Kim et al., 2023). Apres fixation du ligand et
dimérisation du récepteur, le TLR4 utilise deux protéines adaptatrices : MyD88 et TRIF. La protéine MyD88 recrutée
active IRAK1 et IRAK4, qui activent ensuite TRAF6. Cette derniére active a son tour la protéine TAK1, induisant
I'activation de NF-kB (favorisant la synthése des cytokines pro-inflammatoires) et de la voie MAPK (favorisant la
prolifération et la survie cellulaire). Parallelement, la protéine TRIF recrutée peut activer TRAF3 ou TRAF6. TRAF3
active TBK1, qui active a son tour IRF3 et IRF7, favorisant la synthése des interférons (IFN) de type | (a et B). Enfin,
TRAF6 recrute également TAK1, induisant une activation secondaire des voies NF-kB et MAPK .

1.5.3. Dysfonctionnement mitochondrial

Le dysfonctionnement mitochondrial observé chez les macrophages sénescents se manifeste
par une diminution de la capacité respiratoire des mitochondries, c’est-a-dire de leur aptitude
a produire de I'énergie par phosphorylation oxydative. Ce phénomeéne s'accompagne d’'une
réduction du gradient électrochimique entre la matrice mitochondriale et I'espace
intermembranaire, appelé potentiel membranaire mitochondrial (Awm), ainsi que d'une
production excessive d’espéces réactives de 'oxygéne (ROS) (Davalli et al., 2016; Zorova et
al., 2018).

Les mitochondries dysfonctionnelles présentent également une mitophagie réduite
(mécanisme d'élimination des mitochondries défectueuses), ce qui conduit a 'accumulation
de ces organites altérés dans le cytoplasme des macrophages. Ce phénoméne accentue I'état
de sénescence par le biais d'un stress cellulaire persistant (Miwa et al., 2022).

De plus, les mitochondries dysfonctionnelles libérent leur ADN mitochondrial (ADNmt) dans le
cytoplasme des macrophages sénescents . Ce dernier est reconnu comme un DAMP (motif
moléculaire associé aux dommages) par la cellule, ce qui conduit a 'amplification de I'état pro-

inflammatoire de ces macrophages (Yarbro et al., 2020).
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1.5.4. Altérations métaboliques
La phosphorylation oxydative est une voie métabolique qui se déroule dans les mitochondries.
Elle repose sur la réduction de 'oxygéne et nécessite la présence de NADH (nicotinamide
adénine dinucléotide réduit), un transporteur d'électrons et d'énergie, afin de produire une
quantité importante d’ATP (Deshpande and Mohiuddin, 2026).
Dans les macrophages sénescents , le dysfonctionnement mitochondrial, 'augmentation de la
production de ROS, ainsi que la diminution du taux de NADH, favorisent le recours a la
glycolyse pour le métabolisme énergétique au détriment de la phosphorylation oxydative (van
Beek et al., 2019).
La glycolyse est une voie métabolique anaérobie qui se déroule dans le cytoplasme. Elle
permet la dégradation d'une molécule de glucose (C¢H;,0¢) en deux molécules de pyruvate,
produisant ainsi deux molécules d'ATP et réduisant deux molécules de NAD* (nicotinamide
adénine dinucléotide) en 2 NADH. En I'absence d'oxygéne, le pyruvate est ensuite transformé
en lactate, ce qui permet de recycler le NADH en NAD™ afin de maintenir la continuité de la
glycolyse(Chaudhry and Varacallo, 2026).
La formule globale de la glycolyse est :

CesH1206+2NAD+2ADP+2Pi ——» 2 pyruvate+2NADH+2H* +2ATP+2H,0
Les macrophages sénescents sont caractérisés par un taux réduit de NAD* car ces cellules
présentent une expression excessive de CD38. Ce dernier consomme le NAD* ainsi que ses
précurseurs, tels que le NMN (nicotinamide mononucléotide), contribuant ainsi a la
dérégulation métabolique et fonctionnelle des macrophages (Yarbro et al., 2020).
Il faut noter que, bien que les macrophages sénescents présentent une glycolyse élevée, celle-
ci demeure insuffisante pour combler les besoins énergétiques de la cellule. Ce déficit
énergétique contribue au maintien de I'état de sénescence (van Beek et al., 2019).
1.5.5. Diminution de 'autophagie
Au cours du vieillissement, les macrophages subissent une diminution progressive de
'autophagie, un mécanisme essentiel de dégradation et de recyclage des organites ou des
protéines mal repliées et indésirables. Ce processus repose sur la formation
d’autophagosomes (des vésicules spécialisées permettant d’englober et de transporter les
éléments a dégrader vers les lysosomes), assurant ainsi 'homéostasie cellulaire (Yang and
Klionsky, 2009). Cette altération est due a la sous-expression des génes de l'autophagie,
notamment Atg5 et Atg7, ainsi qu’a la diminution des protéines LC3 (Light Chain 3) et Beclin-
1, essentielles a la formation des autophagosomes. Elle est également liée a I'hyperactivation
de la voie de signalisation mTOR, qui inhibe linitiation de l'autophagie. Par conséquent,
’homéostasie intracellulaire est interrompue, favorisant ainsi le développement de la

sénescence (figure 1.7)(Stranks et al., 2015).
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Figure 1.7 Mécanisme de I'autophagie (Stranks et al., 2015). Le mécanisme de l'autophagie
débute par la formation du phagophore qui entoure les composants cellulaires & détruire, suivie de la formation de
'autophagosome. Ce dernier entre ensuite en fusion avec le lysosome pour former I’autolysosome, permettant la
dégradation et le recyclage du contenu cellulaire. Ce mécanisme diminue avec le vieillissement.

1.5.6. Diminution de la phagocytose

La phagocytose est un processus qui permet d'internaliser les agents pathogenes présents
dans le milieu extracellulaire par endocytose au sein de vésicules appelées phagosomes. Ces
derniéres fusionnent avec les lysosomes présents dans le cytoplasme des macrophages pour
former un phagolysosome, permettant ainsi la dégradation des pathogénes engloutis
(Deshpande and Wadhwa, 2026).

Les macrophages sénescents sont caractérisés par une activation pro-inflammatoire
chronique, entretenue par le microenvironnement sénescent. Cependant, malgré cette
activation, leur efficacité demeure réduite : on dit alors que ces macrophages subissent une
paralysie immunitaire. L’altération de leur fonction phagocytaire résulte de 'accumulation de
dommages cellulaires, tels que la production excessive de ROS, le dysfonctionnement
mitochondrial, le déficit énergétique, le déclin de I'autophagie, ainsi que la raréfaction des
récepteurs membranaires et de tous les facteurs précédemment cités (Linehan and Fitzgerald,
2015b; Yarbro et al., 2020).

1.5.7. Raccourcissement des télomeres

Les téloméres sont des séquences répétées d’ADN situées aux extrémités des chromosomes
afin de les protéger contre la dégradation. Ces extrémités se raccourcissent a chaque division
cellulaire, mais I'enzyme télomérase permet leur allongement afin de prévenir la sénescence
(figure 1.8)(Lee and Pellegrini, 2022).

Dans les macrophages sénescents , le microenvironnement sénescent induit I'activation du
facteur de transcription NF-kB qui inhibe la télomérase, contribuant ainsi au raccourcissement

des téloméres. Ce raccourcissement déclenche l'activation des mécanismes de DDR (DNA
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Damage Response). Cette réponse, d'une part, entretient l'inflammation en accentuant
l'activation de NF-kB et, d’autre part, renforce la sénescence par le biais des voies de

signalisation p16 et p53 (figure 1.8)(Guimarées et al., 2021a).
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Figure 1.8 Raccourcissement des téloméres dans le cas normal et dans la sénescence

(Guimarées et al., 2021b). Les téloméres sont protégés par la télomérase lors des divisions cellulaires. Lors
du vieillissement, on observe un raccourcissement excessif des téloméres. DDR, DNA damage response; NF-kB,
nuclear factor-kappa B.

1.6. Morphologie des macrophages sénescents

Les macrophages sénescents deviennent plus volumineux, adoptant une forme aplatie et plus
granuleuse. On observe une augmentation du volume cytoplasmique par rapport au noyau,
ainsi que des pseudopodes proéminents. De plus, ils accumulent de la lipofuscine qui
correspond a des agrégats de débris lipidiques et mitochondriaux hautement oxydés (Song et
al., 2025).

1.7. Les variations de I’expression des protéines dans les macrophages sénescents
Dans les macrophages sénescents contrairement aux macrophages jeunes, les niveaux
d’expression de certaines protéines varient. Le tableau 1.1 représente quelques protéines dont
'expression augmente dans les macrophages sénescents , tandis que le tableau 1.2

représente quelques protéines dont I'expression diminue.
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Tableau 1.1 Les protéines dont I’expression augmente dans les macrophages

sénescents.

Protéines

Effets

Références

P16 ink4da, P21,
P53

Arrét du cycle cellulaire

(Mijit et al., 2020; Safwan-
Zaiter et al., 2022; Yan et al.,
2024)

(Chen et al., 2013; Garcia-

NF-kB, Cox2 Exacerbation de I'inflammation
Garcia et al., 2021)
T Dysrégulation métabolique aggravant la | (Stallone et al., 2019a;
m-Tor
senescence Wang et al., 2024c)
Dysrégulation du métabolisme et
CD 38 (Yarbro et al., 2020)

augmentation de l'inflammation

Tableau 1.2 Les protéines dont I’expression diminue dans les macrophages

sénescents.
Protéines Effets Références
S i _ (Stranks et al., 2015; Yamada et
TLR4, CMH II, Diminution de la présentation des _ _
R al., 2019; Yousefi-Ahmadipour
CD80/CD86 antigénes
et al., 2022)
o (Pennathur et al., 2015;
CD 36 Altération de la phagocytose _
Slimmen et al., 2023)
(Hampton et al., 2023; Lee and
_ Diminution de I'autophagie Lee, 2016)
LC3, Beclin-1 )
(Maheshwari et al., 2025;
Stranks et al., 2015)
Dysrégulation des fonctions (Frandsen et al., 2025; Kang et
PGC-1a , _
mitochondriales al., 2018)

1.8. Les voies de signalisation dans les macrophages sénescents

1.8.1. La voie NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB est un médiateur clé des réponses inflammatoires. Dans la

sénescence, cette voie est constamment activée par les composants du microenvironnement

sénescent, principalement les cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa), les dommages de

I’ADN et le raccourcissement des télomeéres. La voie NF-kB impliquée dans la sénescence est

activée principalement via la voie canonique (Garcia-Garcia et al., 2021).
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Le facteur NF-kB est un hétérodimére composé de deux sous-unités, p50 et p65. Une fois le
ligand fixé sur son récepteur, la kinase TAK1 s’active et stimule le complexe IKK, composé de
IKK-a, IKK-f et du régulateur NEMO (IKK-y). Ce complexe phosphoryle l'inhibiteur de NF-kB,
le marquant ainsi pour l'ubiquitination et sa dégradation ultérieure par le protéasome.

Le NF-kB libéré se transloque alors vers le noyau et se fixe sur TADN pour activer les génes
cibles, augmentant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires et bloquant la
télomérase, ce qui accentue la sénescence (figure 1.9)(Mussbacher et al., 2023; Petrascu et
al., 2025).
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Figure Error! No text of specified style in document.9 La voie de signalisation NF-kB
(Garcia-Garcia et al., 2021). IKKB, inhibitor of nuclear factor kapaa-B kinase subnit beta ; NEMO, NF-kappa-
B essential modulator ; NF-kB,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ; TLR , Toll-like
receptor.

1.8.2. Lavoie MAPK

La voie de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) constitue un mécanisme
clé contrélant les fonctions des macrophages, notamment la prolifération, la survie et la
production de cytokines . Cette voie comprend trois cascades principales : ERK1/2 , JNK et
p38 qui sont activées par des stimuli tels que les cytokines pro-inflammatoires et ROS, via une
série de phosphorylations successives impliquant les MAP3K , MAP2K et MAPK (Fan et al.,
2025) .

Au cours du vieillissement, la voie MAPK, en particulier p38 MAPK, joue un role prépondérant
dans la sénescence des macrophages (Odawara et al., 2024). Une activation prolongée de
ces voies, en réponse a l'accumulation de DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns),

de ROS et de signaux inflammatoires, induit I'expression de marqueurs de sénescence tels
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que pl6 et p21. Ce processus déclenche également le phénotype sécrétoire associé a la
sénescence (SASP) via l'activation de NF-kB (Li et al., 2011).
De plus, bien qu'ERK soit normalement associé a la croissance cellulaire, il peut également

contribuer a la sénescence lorsqu'il est activé de maniére chronique (Figure 1.10) (Zou et al.,

2019).
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Figure 1.10 La voie de signalisation MAPK dans les macrophages sénescents (Fan et
al., 2025). Avec I'age, une activation chronique de Ras entraine une activation prolongée de p38 MAPK, stimulant
I'expression du SASP et contribuant ainsi au profil pro-inflammatoire des macrophages sénescents. p38 MAPK,
p38 mitogen-activated protein kinase ;Ras, une petite protéine G.

1.8.3. Lavoie JAK STAT

En conditions physiologiques, la voie JAK-STAT (Janus Kinase-Signal Transducer and
Activator of Transcription) régule la réponse cytokinique. La liaison d'un ligand a son récepteur
membranaire induit l'activation des enzymes JAK, permettant la phosphorylation et la
dimérisation des protéines STAT. Une fois dimérisées, ces protéines subissent une
translocation nucléaire ou elles modulent la transcription de génes cibles. Elles jouent
notamment un role crucial dans la polarisation macrophagique : STAT1 favorise un profil pro-
inflammatoire (M1), tandis que STAT6 induit un profil anti-inflammatoire (M2) (Sarapultsev et
al., 2023).

Avec l'age, la voie de signalisation JAK-STAT devient hyperactive. On observe une
phosphorylation persistante de JAK2/STAT3 en réponse aux médiateurs inflammatoires liés
au vieilissement. Cette activation chronique contribue a l'inflammation systémique liée a
I'age (figure 1.11) (Xu et al., 2016a) .
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Figure 1.11 La voie de signalisation JAK/STAT au cours du vieillissement (Xu et al.,
2016b). JAK ,Janus Kinases ;STAT, Signal Transducer and Activator of Transcription.

2. Protéine mTOR

2.1. Définition

mMTOR (mechanistic target of rapamycin) est une enzyme sérine-thréonine kinase (une
enzyme qui phosphoryle des protéines par I'ajout de groupements phosphate sur les résidus
sérine ou thréonine), appartenant a la famille des PIKK (phosphoinositide 3-kinase- Related
kinases). Cette enzyme est codée par le gene MTOR, localisé sur le chromosome 1p36.2. Elle
est composée de 2549 acides aminés et pése environ 289 kDa (Morita et al., 2015; Zining et
al., 2016). Elle joue un r6le central dans la régulation de la croissance cellulaire, du
métabolisme et de l'autophagie en agissant au sein de deux complexes multiprotéiques
distincts mTORC1 et mTORC2, qui régulent des fonctions cellulaires différentes (Sciarretta et
al., 2021) .

2.2. Structure

La protéine mTOR présente une organisation structurale complexe. Elle est composée de
plusieurs domaines distincts qui lui permettent d'assurer efficacement ses fonctions cellulaires
(figure 1.12)(Yoon, 2020) .
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Figure 1.12 Structure de la protéine mTOR (Li et al., 2013).

2.2.1. Domaine HEAT

Le domaine HEAT (Huntingtin, Elongation factor 3, A subunit of protein phosphatase 2A, TOR)
se situe a l'extrémité N-terminale. Il comprend 32 répétitions HEAT, divisées en N-HEAT
(motifs proches de I'extrémité N-terminale) et M-HEAT (motifs centraux). Chaque répétition
est constituée d'un segment de 30 a 40 résidus, composé de deux hélices a antiparalleles
reliées par un segment flexible. Ce domaine assure les interactions protéine-protéine et
permet la liaison des protéines régulatrices des complexes mTOR (Chao and Avruch, 2019;
Jhanwar-Uniyal et al., 2024).

2.2.2. Domaine FAT

Le domaine FAT (FRAP, ATM, TRRAP) est situé en aval du domaine HEAT. C'est un domaine
étendu qui contient environ 600 résidus répartis sur 28 hélices a, formant un solénoide
(structure répétée et enroulée) en forme de « C ». En raison de sa grande taille, le domaine
FAT entoure partiellement le domaine kinase et est essentiel a la fonction catalytique de
'enzyme (Yang et al., 2013a, 2018).

2.2.3. Domaine FRB

Le domaine FRB (FKBP12-rapamycin Binding Site) est une petite région régulatrice d'environ
100 résidus, située au-dessus du site catalytique. Il est inséré au sein du lobe N du domaine
kinase, contrdlant ainsi I'accés du substrat au site actif. La formation du complexe ternaire
entre la FKBP12 (protéine de liaison FK506 de 12 kDa ), la rapamycine (molécule
immunosuppressive) et le FRB inhibe le complexe mTORCL1 et provoque sa dissociation (Frias
et al., 2023; Parada et al., 2022; Yang et al., 2013a).

2.2.4. Domaine kinase

Le domaine kinase de mTOR représente le domaine catalytique responsable de son activité
enzymatique. Formé d'environ 550 résidus, il est constitué, comme la majorité des domaines

kinases, de deux lobes : le lobe N et le lobe C, reliés par une fente ou se trouve I'ATP (figure
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1.13) (Chao and Avruch, 2019). Le lobe N terminal est initié par une longue hélice a appelé
ka1, qui s'insére dans une zone du feuillet B du lobe N, participant ainsi a la stabilisation
structurelle. Elle est suivie par le domaine FRB, puis par de petites structures secondaires (un
brin B et deux courtes hélices a ) qui s'assemblent avec la base du FRB (Yang et al., 2013b).
En revanche, le lobe C est plus large et comprend plusieurs insertions qui stabilisent et
renforcent la boucle d'activation : LBE (mLST8 Binding Element) : site de liaison de la mLST8
(mammifere Lethal with SEC13 Protein 8), également appelé GBL. Cette petite sous-unité
régulatrice de 35 kDa contribue a la stabilisation du complexe (Fu et al., 2023; Kakumoto et
al., 2015).

Il existe également une extension régulatrice intégrée dans le domaine kinase, appelée NRD
(Negative Regulatory Domain). Cette région favorise une régulation négative par ses résidus
sérine et thréonine phosphorylés ( Thr2446, Ser2448, Ser2481)(Hoeffer and Klann, 2009; Li
et al., 2013).

N-terminal Lobe

C-terminal Lobe

Figure 1.13 Domaine kinase de mTOR (Shapiro et al., 2020).

2.2.5. Domaine FATC

C'est un petit domaine situé a I'extrémité C-terminale de I'enzyme. Composé d'environ 35
résidus, ce domaine participe au maintien de l'intégrité structurelle de mTOR ainsi qu'a la
stabilisation de la boucle d'activation, puisqu'il est localisé & proximité du domaine catalytique
(Yang et al., 2013a).

2.3. Les complexes fonctionnels de mTOR
La protéine mTOR agit par l'intermédiaire de deux complexes multiprotéiques qui different par
leurs composants (figure 1.14), leurs cibles en aval, leurs effets ainsi que leur sensibilité a la

rapamycine (Morita et al., 2015) .
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2.3.1. Le complexe mTORC1
Ce complexe est composé de plusieurs protéines, notamment la protéine mTOR et Raptor
(Regulatory-Associated Protein of mTOR), qui recrutent les substrats vers l'enzyme. |l
comprend également Tel2 (maintien des télomeéres 2) et Ttil (protéine interagissant avec Tel2
1), mLST8, ainsi que PRAS40 (substrat Akt riche en proline de 40 kDa) et DEPTOR (protéine
interagissant avec mTOR contenant le domaine DEP). Ces deux derniéres protéines agissent
comme des inhibiteurs limitant I'accés des substrats a I'enzyme (Wang et al., 2014).
L'activation de ce complexe se fait grace a différents stimuli, notamment les facteurs de
croissance, les nutriments, les hormones, les niveaux énergétiques, le stress et les cytokines.
Cette activation induit principalement la synthése protéique et lipidique, la croissance
cellulaire, ainsi que l'inhibition de l'autophagie (Saxton and Sabatini, 2017b).
Au cours de son activation, mMTORCL1 phosphoryle ses cibles en aval sur des résidus Ser/Thr
précis :

e S6K1 (kinase 1 de la protéine ribosomique S6) est phosphorylée sur Thr389.

e A4E-BP1 (protéine de liaison a I'elF4E 1) est phosphorylée sur plusieurs résidus :

Thr37/46, Thr70 et Ser65.

MTORCL1 est sensible a la rapamycine. Cette derniere est capable de provoquer la dissociation
de ce complexe en impliquant la force d'interaction entre I'enzyme mTOR et la protéine
d'échafaudage Raptor (Foster and Fingar, 2010). Ce complexe est ancré dans la membrane
lysosomale , contrairement au complexe mTORC2 qui se localise au niveau de la membrane
plasmique (Fedor et al., 2025a).
2.3.2. Le complexe mTORC2
Ce complexe est formé de I'enzyme mTOR, de Rictor (rapamycin-insensitive Companion of
mTOR), de Tel2, Ttil, mLST8, ainsi que de mSIN1 (Mammalian stress-activated Protein
kinase-interacting Protein 1) et Protor (Protein Observed with Rictor), qui aide a contréler
certaines voies de signalisation, notamment la régulation du cytosquelette. Il intégre
également la protéine DEPTOR (Dai and Thomson, 2019; Marafie et al., 2024a) .
L'activation de ce complexe se fait grace a des facteurs de croissance, induisant
principalement la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire, I'organisation du
cytosquelette, la migration ainsi que le transport des ions (Gargalionis et al., 2024).
L'activation de ce complexe favorise la phosphorylation de ses substrats en aval sur des
résidus Ser/Thr :

e Akt (protéine kinase B) est phosphorylée sur le résidu Ser473.

e SGKI1 (kinase 1 inductible par le sérum et les glucocorticoides) est phosphorylée sur

Serd22.
e PKCa (protéine kinase C a) est phosphorylée sur Ser657.
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Contrairement & mMTORC1, le mTORC2 est insensible a la rapamycine a court terme (Morita
et al., 2015).

mTORC1 mTORC2
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Figure 1.14 Les complexes mTORC1 et mTORC2 (Marafie et al., 2024b; Martins et al.,
2017; Wang et al., 2014).

2.4. mTOR dans les macrophages sénescents

Au sein des macrophages sénescents , mTOR (plus précisément le complexe mMTORC1) est
constamment activé, contribuant ainsi a la persistance de I'état de sénescence. Cette
activation soutient la production du SASP en améliorant la synthése d’IL-1a, ce qui entraine
l'activation de la voie NF-kB. Cela provoque une augmentation du stress oxydatif, un
déréglement métabolique et, surtout, le blocage de l'autophagie (Stallone et al., 2019b; Wang
et al., 2024d; Zhao et al., 2024).

Le complexe mTORCL1 inhibe le processus d'autophagie, ce qui conduit a I'accumulation de
protéines altérées et de molécules indésirables. Cette inhibition s'opére via trois mécanismes
qui convergent tous vers la suppression de la formation des autophagosomes (figure 1.15)
(Chrienova et al., 2021a). Cette accumulation augmente ['état inflammatoire lié au
vieillissement, favorisant ainsi la polarisation des macrophages vers le phénotype M1 (Y.
Wang et al., 2025).
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Figure Error! No text of specified style in document.15 Inhibition de l'autophagie par

MTORC1 dans les macrophages sénescents (Chrienova et al., 2021a). Le complexe mTORC1
est activé de fagon excessive lors de la sénescence, mais il participe également a I'amplification de cet état par
l'inhibition de l'autophagie. Pour ce faire, mTORC1 phosphoryle le complexe composé d'ULK1 (Unc-51 like
autophagy activating kinase 1) et d'ATG13 (Autophagy- Related Protein 13), un complexe essentiel & l'initiation de
la formation des autophagosomes. Il phosphoryle également la protéine WIPI2 (WD Repeat Domain
phosphoinositide-interacting Protein 2), un régulateur positif de la biogenese de ces vésicules. Enfin, la suppression
de la formation des autophagosomes peut survenir suite a I'hyperactivation de DAP1 (Death-associated Protein 1),
qui agit comme un répresseur de l'autophagie sous le contréle de mTORC1.

2.5. Voie de signalisation mTOR

La protéine mTOR est activée par divers stimuli selon le contexte cellulaire et le complexe
impliqué. Elle assure plusieurs fonctions physiologiques majeures, principalement via la voie
de signalisation PI3K/Akt (phosphoinositide 3-kinase/protéine kinase B) (figure 1.16)(Morita et
al., 2015; T. Wang et al., 2025).

Aprés l'activation du récepteur, la PI3K s'active et convertit le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate). Ce dernier recrute PDK1 (3-
phosphoinositide-dependent protein kinase-1), qui active Akt par phosphorylation sur le résidu
Thr308 (Linke et al., 2017)

Une fois activée, Akt phosphoryle TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2 ou tubérine), inhibant
ainsi le complexe dimérique formé par TSC1 (Tuberous Sclerosis Complex 1 ou hamartine) et
TSC2. Cette inhibition favorise l'activation de Rheb (Ras homolog enriched in brain) en
permettant sa transition vers sa forme active liée au GTP (guanosine triphosphate)(Zhong et
al., 2022).

Sous sa forme liée au GTP, Rheb active le complexe mTORC1 au niveau lysosomal, lui

permettant de phosphoryler ses substrats en aval (S6K1 et 4E-BP1). Cette cascade favorise

23



Chapitre 1. Revue de littérature

la synthése protéique et la croissance cellulaire, tout en inhibant I'autophagie (Marafie et al.,
2024b).

De plus, les voies des MAPK, notamment via p38 et ERK sont activées par des signaux
inflammatoires. Ces kinases induisent une inactivation indirecte du complexe TSC2, ce qui
entraine l'activation de mTORC1(Katholnig et al., 2013; Szwed et al., 2021).

En présence d'acides aminés tels que la glutamine, I'arginine et la leucine, les GTPases Rag
(Ras-rated GTP-binding protéines) s'activent et forment des hétérodiméres (RagA ou RagB
avec RagC ou RagD) (Zhuang et al., 2019). Elles s'associent ensuite au complexe Ragulator,
qui recrute mTORCL1 a la surface des lysosomes afin qu'il y rencontre Rheb pour étre activé
(Lama-Sherpa et al., 2023; Tsujimoto et al., 2023).

Par ailleurs, l'activation de la PI3K permet d'activer le complexe mTORC2, qui phosphoryle
ensuite ses cibles en aval (Akt sur le résidu Ser473, SGK1 et PKCa). Cette cascade favorise
le réarrangement du cytosquelette pour faciliter la migration cellulaire, ainsi que le transport
d'ions (T. Wang et al., 2025).

PTEN (Phosphatase and Tensin homologue) régule négativement les deux complexes. Elle
inhibe mMTORCL1 en déphosphorylant le PIP3, bloquant ainsi la cascade de signalisation. Elle
régule également mTORC2 en phosphorylant Rictor sur le résidu Thr1135, ce qui entraine la
dissociation de ce complexe (Bhattacharya et al., 2016; Wan et al., 2022).

L’AMPK (AMP-activated protein kinase) s'active en cas de faible taux énergétique. Elle inhibe
le complexe mTORCL1 de facon directe en interagissant avec Raptor, ou de fagon indirecte en
activant le complexe TSC1/2. Ce dernier convertit alors Rheb-GTP en Rheb-GDP (Guanosine
diphosphate), sa forme inactive, interrompant ainsi I'activation du complexe mTORC1(Chun
and Kim, 2021).

L'inhibition de la protéine mTOR par des molécules d'intérét thérapeutique atténue les effets
du vieillissement sur les cellules immunitaires, en particulier les macrophages, contribuant
ainsi a réduire l'inflammation et les altérations associées a I'age (Fedor et al., 2025b; Walters
and Cox, 2018).

24



Chapitre 1. Revue de littérature

Hormones , facteurs de
& croissances , nutriments...
T " N
e mTORC2 N PI3K
‘ —{mmz) \ ™
Rictor ) \
Y — — PIP2 PIP3
| Deptor mLSTE | |
. e
‘\ ( msin | F'ratar:.l J
~ - / PDK1
SGK1 PKCa Get7d) T (Thraog)
o [ e
= Reéarrengement du = [ \
cytosguelette et migration ® N mb |
« Transport dions Rhieb |
1 [ Y
*— J /(e / Acides
=T - -== RAGC/ ) aminés
;7 mTORC1 /‘T es)
Autophagie +—— ULK‘Iz’ATGH—I-’ (Rapr "l A
« Synthése des protéines S6K1 1 I:_Dﬁmr mLﬁTB_; !
. . <}:| \ (PRazan’ -
s Croissance cellulaire N —_ ’
AEBP ~ _
Created in BioRender.com bio

Figure Error! No text of specified style in document.16 La voie de signalisation mTOR (T.

Wang et al., 2025). La voie PI3K/AKT active mTORC1, ce qui favorise la croissance cellulaire et bloque
I'autophagie. Parallelement, mMTORC2 active SGK1 et la PKCa, tandis que PTEN et 'AMPK agissent comme des
régulateurs négatifs de cette signalisation. Akt, protéine kinase B ; AMPK , AMP-activated protein kinase; PI3K
,phosphoinositide 3-kinase; PKCa , protéine kinase C a ; PTEN , phosphatase and tensin homolog ; SGK1 ,
serum/glucocorticoid-regulated kinase 1.

3. Vitamine D

La vitamine D est capable d'atténuer les effets de 'immunosénescence sur les macrophages.
Gréace a son action immunomodulatrice, elle favorise un profil de type M2, stimulant ainsi la
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Cela permet de réduire le profil sécrétoire pro-
inflammatoire associé au Vvieillissement SASP (Senescence-Associated Secretory
Phenotype). De plus, la vitamine D exerce un effet immunorégulateur permettant de restaurer
les fonctions immunologiques et phagocytaires des macrophages, souvent altérées ou
perdues lors du processus d'immunosénescence (Carlberg and Velleuer, 2024a; Fernandez
et al., 2022; Thai et al., 2025) .

3.1. Définition

La vitamine D, ou « vitamine du soleil », est une prohormone liposoluble essentielle dans la
régulation de I'homéostasie du calcium et du phosphate, contribuant ainsi au développement
et au maintien de la santé osseuse ainsi qu’a diverses fonctions biologiques importantes (Kaur
et al., 2026).

La vitamine D se trouve dans la nature sous deux formes principales: la vitamine
D2 « Ergocalciférol », d’origine végétale, produite par les plantes et les champignons ; et la

vitamine D3 « Cholécalciférol », d’origine animale ou cutanée. Cette derniére est présente
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dans les aliments d’origine animales ou synthétisée par la peau lors de I'exposition aux rayons
UVB solaires (Ramasamy, 2020; Voltan et al., 2023a).

3.2. Structure

La vitamine D est un sécostéroide dérivé de la structure cyclique du cholestérol. Elle est
caractérisée par une rupture du cycle B du squelette stéroidien, ce qui permet I'absorption des
rayons UVB (Demer et al.,, 2018). La cassure du cycle B permet la formation d'un triéne
conjugué, c’est-a-dire un systéme de trois doubles liaisons carbone-carbone alternant avec
des liaisons simples (Powatla et al., 2024).

L’ergocalciférol (CzsH440) différe du cholécalciférol (C27H440) par la présence d’une double
liaison supplémentaire entre les carbones C22 et C23, ainsi que d’'un groupe méthyle en C24.
Cette différence structurelle résulte de la provenance distincte des deux formes (figure 1.17)
( null Deepika et al., 2025; Garcia-Dominguez et al., 2024).

Vitamine D3 Vitamine D2
Cholécalciférol

C27H440

Ergocalciférol

C28H440

Figure 1.17 Structure de lavitamine D2 et D3 ( null Deepika et al., 2025; Demer et al., 2018).

3.3. Sources

Compte tenu de la faible consommation quotidienne d’aliments riches en vitamine D, la
synthése cutanée issue de l'exposition aux rayons solaires UVB représente la source
principale de cette prohormone (Voltan et al., 2023b) .

3.3.1. Synthése cutanée

Sous l'effet des UVB, le 7-déhydrocholestérol présent dans la couche inférieure de I'épiderme
est converti d’abord en prévitamine D3, puis en vitamine D3. Cette derniére diffuse dans le
sang pour étre soit stockée dans le tissu adipeux, soit activée aprés deux hydroxylations,
respectivement hépatique puis rénale (Aiello et al., 2024). Cette synthése est influencée par
plusieurs paramétres tels que : la saison, I'intensité de I'ensoleillement, la durée d’exposition,

la couleur de la peau, I'age et l'utilisation d’'une protection solaire (Dominguez et al., 2021).
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Une exposition modérée au soleil contribue a couvrir les besoins en vitamine D , tandis qu’'une
exposition excessive augmente le risque de cancer cutané (Raymond-Lezman and Riskin,
2023).

3.3.2. Sources alimentaires

Les sources alimentaires naturelles riches en vitamine D sont limitées et se divisent en deux
catégories :

3.3.2.1. Sources végétales

Sources exclusives de la forme D2, principalement les champignons surtout ceux cultivés en
plein soleil (Landrier, 2014).

3.3.2.2. Sources animales

Les sources animales fournissent presque exclusivement la forme D3. Parmi ces sources, on
trouve les poissons gras (comme le saumon), le foie ainsi que le jaune d'ceuf (Dominguez et
al., 2021).

L’apport en vitamine D (formes D2 et D3) peut étre soutenu par la consommation de produits
alimentaires enrichis en vitamine D, comme le lait, le yaourt ou méme le beurre enrichi (Aiello
et al., 2024).

3.3.2.3. Les compléments alimentaires

Les compléments de vitamine D, sous les formes D2 ou D3, constituent une solution pratique
pour prévenir ou traiter les carences. La vitamine D2 est produite par irradiation de I'ergostérol
provenant des levures, tandis que la vitamine D3 est obtenue par irradiation du 7-
déhydrocholestérol extrait de la lanoline de la laine de mouton. Il existe également une version
végétale de la D3 issue du lichen (Benedik, 2022).

Ces compléments se présentent sous différentes formes (comprimés, gélules, gommes a
macher) et peuvent également étre intégrés dans des multivitamines ou des produits comme
I'huile de foie de morue ( null Deepika et al., 2025).

3.4. Métabolisme

Le processus métabolique de la vitamine D commence au niveau cutané. Dans I'épiderme,
les kératinocytes produisent le 7-déhydrocholestérol (7-DHC) a partir de 'acétyl-CoA, via la

voie du mévalonate (figure 1.18) (Savulescu-Fiedler et al., 2025).
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Figure 1.18 Voie du mévalonate (Savulescu-Fiedler et al., 2025). Le cholestérol et la vitamine D
partagent un précurseur commun : le 7-déhydrocholestérol (7-DHC). Celui-ci est synthétisé a partir de I'acétyl-CoA
via la voie du mévalonate (ou voie de I'acide mévalonique). L'épiderme étant le tissu le plus exposé au rayonnement
solaire, I'action des rayons UVB permet d'y transformer le 7-DHC en vitamine D. En revanche, les rayons UVB ne
pénétrant pas dans les tissus profonds, le 7-DHC y est préférentiellement transformé en cholestérol sous I'action
de I'enzyme 7-déhydrocholestérol réductase (DHCR7).

La conversion du 7-DHC en cholestérol dans la peau par la 7-déhydrocholestérol réductase
(DHCRY) est limitée par plusieurs facteurs, dont la sous-expression cutanée de cette enzyme
due a sa dégradation induite par le cholestérol et la vitamine D. Cette régulation favorise
I'accumulation locale du 7-DHC pour la photosynthése de la vitamine D3 (Prabhu et al., 2016).
Sous l'effet des rayons UVB, le 7-DHC accumulé se convertit en pré-vitamine D3, laquelle
subit par la suite une isomérisation thermique a 37 °C pour évoluer en vitamine D3 (figure
1.19)(Saponaro et al., 2020).

Lors d’'une exposition solaire prolongée, la pré-vitamine D3 se convertit en lumistérol et en
tachystérol, des molécules biologiquement inactives qui limitent ainsi la surproduction de
vitamine D (Bikle, 2025) .

Cette vitamine est biologiquement inactive. Elle diffuse dans le sang, liée a la protéine de
liaison a la vitamine D (DBP), pour subir deux hydroxylations, respectivement hépatique puis

rénale, afin de fournir la forme active : le calcitriol (Jassil et al., 2017).
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Figure 1.19 Métabolisme de la vitamine D (Jassil et al., 2017). La vitamine D provient de la
synthése cutanée ou de 'alimentation. Elle est d'abord transformée en calcidiol dans le foie, puis en calcitriol
dans les reins, ou elle devient biologiguement active. 1,25(0OH),D :1,25-dihydroxyvitamine D ; 25(OH)D : 25-
hydroxyvitamine D ; 7-DHC : 7-déhydrocholestérol.

L’hydroxylation hépatique a lieu dans le foie ou 'enzyme 25-hydroxylase (CYP2R1) convertit
le cholécalciférol en calcidiol (25-hydroxyvitamine D3 ou 25(OH)D). Il s'agit de la forme
circulante de la vitamine D, utilisée pour évaluer le statut vitaminique en raison de sa demi-vie
longue (Ahmed et al., 2020). En revanche, I'hydroxylation rénale a lieu dans les reins, dirigée
par 'enzyme 1-a-hydroxylase (CYP27B1). Cette étape assure la production de la forme
hormonale active de la vitamine D, le calcitriol (1,25-dihydroxyvitamine D ou
1,25(0OH)2D)(Carswell and Fraser, 2022) .

Pour ce faire, aprés sa conversion en calcidiol [25(OH)D] dans le foie, la vitamine D est
transportée dans le sang, liée a la DBP, jusqu’aux reins. Le complexe calcidiol-DBP est alors
filtré par les glomérules (unité de filtration initiale du néphron) pour passer dans le filtrat
glomérulaire (urine primitive)(Khan et al., 2022) .Pour ne pas étre perdu dans les urines, le
complexe calcidiol-DBP est récupéré par les cellules des tubules proximaux rénaux grace aux

récepteurs mégaline et cubiline (Kaseda et al., 2011).

3.5. Réle de la vitamine D dans ’lhoméostasie phosphocalcique
La vitamine D joue un réle essentiel dans le maintien de 'lhoméostasie phosphocalcique de
'organisme. Une carence en vitamine D provoque le rachitisme (ramollissement et

affaiblissement des os) chez I'enfant et 'ostéomalacie (un défaut de minéralisation rendant les
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os mous et fragiles) chez I'adulte. Ces pathologies sont dues a un défaut d’absorption des ions
calcium et phosphate (Gani and How, 2015).

La vitamine D participe a la régulation de 'lhoméostasie du calcium et du phosphate au niveau
intestinal , osseux et rénal (figures 1.20, 1.21 et 1.22).

3.5.1. Absorption intestinale

Le calcitriol augmente I'absorption du phosphate et du calcium de la lumiére intestinale vers
le sang a travers les entérocytes. Il agit en stimulant I'expression de transporteurs spécifiques
pour le calcium, tels que le canal TRPV6 et la calbindine (pour son transport intracellulaire),
ainsi que le transporteur NaPi-IIb pour le phosphate. Cela permet le maintien de I'équilibre de
ces deux ions (figure 1.20)(Acharya et al., 2024; Christakos et al., 2020; Salcedo-Betancourt
and Moe, 2024).
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Figure 1.20 Role de la vitamine D dans I'absorption intestinale des ions calcium et
phosphate (Acharya et al., 2024; Salcedo-Betancourt and Moe, 2024). Le calcitriol favorise
I'absorption intestinale du calcium via TRPV6 et la calbindine, et du phosphate via NaPi-llb, pour un équilibre
phosphocalcique. Ca?*, ion calcium ; NaPi-llb ,Sodium-dependent phosphate transport protein 2B ; PO,3 ,ion
phosphate ; TRPV6 , Transient receptor potential vanilloid 6.

3.5.2. Minéralisation et résorption osseuse

Au niveau osseux, le calcitriol posséde une double action selon I'état physiologique (modulé
par la calcémie). En conditions normales, il favorise la formation et la minéralisation osseuse
par les ostéoblastes, permettant ainsi le dépdt de Ca2+et de PO,3” sous forme
d’hydroxyapatite, indispensable a la solidité structurelle de I'os (Murshed, 2018). En cas
d’hypocalcémie, le calcitriol agit en synergie avec la parathormone (PTH) pour stimuler la
résorption osseuse. Il augmente I'expression du ligand RANKL par les ostéoblastes, lequel

interagit avec son récepteur RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor kB) exprimé par les
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précurseurs des ostéoclastes. Cela permet I'activation de ces derniers et la libération de Ca?+
et de PO,3" dans le sang, afin de maintenir I'équilibre phosphocalcique (figure 1.21)(Kamel-
ElSayed et al., 2024; Leszczynska et al., 2025).

Formation osseuse Résorption osseuse

Calcitriol
PTH
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Figure 1.21 Role de lavitamine D dans laminéralisation et larésorption osseuse (Kamel-

ElSayed et al., 2024; Leszczynska et al., 2025). RANK, Receptor activator of nuclear factor kappa-B;
RANKL, Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand.

3.5.3. Réabsorption rénale

Au niveau rénal, le calcitriol favorise la réabsorption du Ca2+ et PO,3" filtrés par les
glomérules, afin d’éviter leur perte dans les urines. La réabsorption du calcium se fait
passivement dans le tube proximal (par entrainement avec I'eau) et au niveau du tube distal,
ou il est activé et régulé par la PTH et le calcitriol via le canal TRPV5 (Downie and Alexander,
2022; Staruschenko et al., 2024).

Quant a la réabsorption du phosphate, elle s’effectue dans le tube proximal via les
transporteurs NaPi-ll a/c dépendants du sodium (Na+) (Verlinden and Carmeliet, 2021). La
PTH augmente la réabsorption du Ca?* mais diminue celle du phosphate pour éviter les dépots
de sels de Ca?+, assurant ainsi ’homéostasie minérale de 'organisme (figure 1.22)(Alexander
and Dimke, 2023).
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Figure Error! No text of specified style in document.22 Réle de la vitamine D dans la
réabsorption rénale des ions calcium et phosphate (Alexander and Dimke, 2023;

Staruschenko et al., 2024; Verlinden and Carmeliet, 2021). NaPi-lla ,Sodium-dependent
phosphate transport protein 2A ; NaPi-lic ,Sodium-dependent phosphate transport protein 2C ; TRPV5 ,Transient
receptor potential vanilloid 5.

3.6. Mécanisme d’action

Afin d’exercer ses fonctions biologiques hormonales, le calcitriol nécessite de se fixer sur son
récepteur spécifique, le VDR (vitamin D receptor). Ce dernier appartient a la superfamille des
récepteurs nucléaires agissant comme un facteur de transcription (Vyas et al., 2020). Le VDR
a une expression ubiquitaire, majoritairement dans les tissus cibles de la vitamine D (intestin,
0s et reins) et minoritairement dans les autres tissus (Wu and Sun, 2011). Structurellement, le
VDR posséde quatre domaines distincts : (1) un domaine N-terminal contenant la région
fonctionnelle AF-1, responsable de I'activité transactivationnelle indépendante du ligand ; (2)
un domaine de liaison a 'ADN (DBD), comportant deux doigts de zinc qui permettent la
reconnaissance des éléments de réponse spécifiques dans '’ADN, appelés VDRE (Vitamin D
Response Elements) ; (3) une région charniére ; et enfin (4) un domaine de liaison au ligand
(LBD), permettant la fixation au calcitriol ainsi que I'hétérodimérisation avec le RXR (récepteur
X des rétinoides). Ce dernier domaine contient également la région fonctionnelle AF-2,
responsable du recrutement des coactivateurs dépendant du ligand(Orlov et al., 2012; Rochel,
2022; Wan et al., 2015).

La vitamine D agit de deux fagcons, génomique (lente via le noyau) et non génomique (rapide
via la membrane) (figure 1.23 et figure 1.24).

3.6.1. Voie génomique

Il s'agit d'un mécanisme de transcription dans lequel le calcitriol diffuse a travers la membrane

cellulaire et se fixe sur le VDR, induisant un changement de sa conformation. Ce changement
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permet I'hétérodimérisation du récepteur avec le RXR. Par la suite, le complexe calcitriol-
VDR/RXR se fixe sur les séquences VDRE et recrute des protéines appelées corégulateurs.
Ces derniers, aprés association avec le VDR, régulent I'expression des génes, soit par une
régulation positive (activation), ou par une régulation négative (répression)(Bikle, 2025; Teske
et al., 2016a).

En l'absence de ligand, le VDR s’associe a des corépresseurs comme les histones
désacétylases (HDAC). Ces enzymes retirent les groupements acétyles des histones,
entrainant une condensation de la chromatine (hétérochromatine). Cela rend 'ADN moins
accessible et diminue ainsi la transcription (Nguyen et al., 2026; Teske et al., 2016b).

En présence de calcitriol, ces corépresseurs sont libérés et remplacés par des coactivateurs
possédant une activité histone acétyltransférase (HAT). Les HAT ajoutent des groupements
acétyles aux histones, ce qui induit un relachement de la chromatine (euchromatine) et

favorise ainsi la transcription des génes cibles (figure 1.23)(Jeong et al., 2024).
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Figure Error! No text of specified style in document.23 Mécanisme d’action génomique de
la vitamine D (Jeong et al., 2024; Nguyen et al., 2026). RXR , Retinoid X Receptor ; VDR ,Vitamin
D Receptor ; VDRE ,Vitamin D Response Elements.

3.6.2. Voie non génomique

Le 1,25(OH)2D déclenche également une action non génomique trés rapide. Ce mécanisme
ne dépend pas de la régulation de I'expression des genes, et le processus se produit en
guelques secondes a quelgues minutes (Donati et al., 2022). Ce signal est transmis par le
récepteur membranaire PDIA3 (1,25D3-MARRS ou ERp57), agissant parfois en synergie avec
une fraction du VDR localisé dans les cavéoles membranaires (Zmijewski, 2022). Ce récepteur
active une protéine G qui stimule la phospholipase C (PLC). La PLC hydrolyse alors le PIP2
pour former de I'lP3 (inositol-1,4,5-trisphosphate) et du diacylglycérol (DAG). L’IP3 se lie a ses
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récepteurs sur le réticulum endoplasmique, provoquant la libération rapide du calcium
intracellulaire. Parallélement, le DAG active la protéine kinase C (PKC), qui module l'activité

de divers canaux et transporteurs (figure 1.24) (Donati et al., 2023).

20 8
@ 125(0H):D o i '\

Canaux
membranames SOl

Active kinase C

Cytoplasme

Created in BioRender.com bio

Figure 1.24 Mécanisme d’action non génomique de la vitamine D (Donati et al., 2023).
DAG, Diacylglycerol ; IPs, Inositol-1,4,5-trisphosphate ; PDIA3, Protein disulfide isomerase family A member 3 ;
PIP,, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PIP;, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; PKC, Protein kinase
C ;PLC ,Phospholipase C.

3.7. Réle de la vitamine D dans 'immunité

La vitamine D agit également sur les cellules immunitaires puisqu’elles expriment le VDR ainsi
que I'enzyme CYP27B1(Aranow, 2011).

3.7.1. Effet sur 'immunité innée

Les cellules de 'immunité innée, telles que les monocytes et les macrophages, reconnaissent
les bactéries et les virus via les TLR (Toll-Like Receptors). Cette reconnaissance permet
l'activation du VDR et de la CYP27B1, augmentant ainsi le taux de calcitriol a I'intérieur de la
cellule (Ao et al., 2021). Le complexe calcitriol-VDR-RXR se transloque vers le noyau et active
la transcription de peptides antimicrobiens, notamment la défensine B2 et la cathélicidine, ce
qui permet de contrOler et de limiter I'infection (Argano et al., 2025a). Ainsi on peut dire que la
vitamine D exerce une régulation positive sur 'immunité innée et renforce la lutte contre les
agents pathogénes (figure 1.25).

3.7.2. Effet sur Pimmunité adaptative

La vitamine D bloque la maturation des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), comme les
cellules dendritiques, les rendant plus tolérogénes. Elle diminue I'expression des molécules

du CMH Il et des molécules de co-stimulation (CD80/CD86), ce qui minimise la présentation
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antigénique aux acteurs clés de I'immunité adaptative (lymphocyte T et B). Cela influence leur
maturation, leur différenciation et leur prolifération ; par conséquent, la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires baisse, tandis que celle des cytokines anti-inflammatoires augmente
(Daryabor et al., 2023a). Ainsi la vitamine D module les réponses immunitaires adaptatives

d’'un profile pro-inflammatoire vers un état plus tolérogéne (figure 1.25).
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Figure 1.25 Role de la vitamine D dans 'immunité innée et adaptative (Argano et al.,
2025a; Daryabor et al., 2023a).

4. L’amarrage moléculaire
4.1. Définition
Le docking ou amarrage moléculaire est une méthode de simulation in silico utilisée pour

prédire la meilleure conformation, ainsi que la force d’interaction, entre une micromolécule
(ligand) et une macromolécule (protéine, enzyme, ADN ou ARN). Son objectif est d'identifier
les poses les plus stables et les interactions les plus favorables (Agu et al., 2023).

Cette méthode in silico présente plusieurs avantages, tels qu'un gain de temps considérable,
un faible colt et une minimisation des risques expérimentaux, tout en palliant le manque ou
I'indisponibilité de matériel de laboratoire (Mohanty and Mohanty, 2023a).

4.2. Types de docking

Selon le degré de flexibilité de la protéine et du ligand, on distingue trois types d’amarrage
moléculaire ( figure 1.26).

4.2.1. Amarrage rigide

Dans ce modele, la protéine et le ligand sont tous deux considérés comme des corps rigides

dont la conformation demeure fixe. Ce type de docking est frequemment employé pour |'étude
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des interactions entre macromolécules (comme les complexes protéine-protéine). Toutefois,
ses résultats sont souvent jugés peu représentatifs de la réalité biologique, ce qui limite son
usage par rapport aux méthodes intégrant la flexibilité (Manoharan, 2023).

4.2.2. Amarrage flexible

Dans ce modele, les deux molécules (protéine et ligand) présentent une flexibilité structurale.
La conformation du complexe varie ainsi selon les angles de torsion de chaque partenaire. Si
les résultats de ce type de docking sont trés précis et proches des données expérimentales,
la flexibilité mutuelle complexifie la simulation et exige une puissance de calcul considérable
(Mohanty and Mohanty, 2023a).

4.2.3. Amarrage semi-flexible

Dans ce mode, la protéine est maintenue rigide tandis que le ligand est considéré comme
flexible. Ce type de docking est le plus couramment utilisé, car il offre un excellent compromis
entre précision (supérieure au docking rigide) et colt computationnel (Ugurlu, 2025).

A) Ligand
Ligand
Rigid
docking
Both input are
rigid
Protein rroen
B) Ligand
Ligand
Flexible rigid
or
Semi-Flexible
Protein While protein g
rotein
(target) is rigid
ligand has
flexibility
Ligand
Ligand
Flexible .
Both input have
Protein flexibility Protein

Figure 1.26 Types de docking moléculaire (Ugurlu, 2025).

4.3. Modéles d’interactions entre la protéine et le ligand

4.3.1. Modéle clé-serrure

La forme du ligand est complémentaire de celle du site actif enzymatique, créant ainsi une
sélectivité de liaison entre 'enzyme et son substrat. Cette spécificité est comparable a

I'ajustement d’'une clé dans sa serrure (figure 1.27) (Tripathi and Bankaitis, 2017).
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Figure 1.27 Intéraction de type clé-serrure (Raval and Ganatra, 2022).

4.3.2. Ajustement induit

Initialement, I'enzyme et le ligand possédent des formes distinctes et non complémentaires.
Cependant, lors de l'interaction, le site actif de I'enzyme subit un changement de conformation
pour adopter une forme parfaitement ajustée a celle du ligand (figure 1.28) (Guterres and Im,
2023).

Induced fit

+

Figure 1.28 Interaction de type ajustement induit (source modifiée) (Chen, 2015).

4.3.3. Sélection conformationnelle

Une méme enzyme peut adopter différentes conformations de son site actif. Parmi celles-ci,
certaines sont complémentaires au ligand tandis que d’autres ne le sont pas. Le ligand
sélectionne alors la conformation la plus appropriée a sa structure et s'y lie préférentiellement
(figure 1.29) (Chen, 2015).
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Conformational selection

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figure 1.29 Interaction de type sélection conformationnelle ( source modifiée ) (Chen,
2015).

4.3.4. Piégeage

Dans un premier temps, le ligand se lie au site actif ouvert et complémentaire de I'enzyme.
Suite a cette fixation, le site se referme, emprisonnant le ligand au sein de la structure
enzymatique, ce qui rend sa dissociation particulierement complexe (figure 1.30) (Spassov,
2024).

trapping

Figure 1.30 Interaction de type piégeage ( source modifiée )(Spassov, 2024).

4.4. Eléments essentiels pour le docking

4.4.1. La protéine

La protéine constitue la macromolécule contenant le site de liaison ou se fixera le ligand. Si
'emplacement ou les acides aminés formant le site actif sont connus, on parle d'amarrage
ciblé (ou amarrage sur site actif). En revanche, si aucune information sur ce site n'est
disponible, on parle d'amarrage aveugle. Dans ce dernier cas, la prédiction de la poche de
liaison par des outils spécialisés, tels que LigASite, est nécessaire (Mohanty and Mohanty,
2023a).

La plupart des logiciels de docking moléculaire considérent la protéine comme un corps rigide
(Ma et al., 2024).

Apres vérification et validation des criteres de sélection, la structure de la protéine est
téléchargée a partir de la Protein Data Bank (PDB) (Zhang et al., 2022). La préparation de

cette macromolécule constitue ensuite une étape primordiale ; elle consiste a nettoyer la
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structure protéique de tout élément non essentiel, notamment par I'élimination des molécules
d’eau, des ions et des ligands hétérogénes, suivie de I'ajout des atomes d’hydrogéne (Ferreira
et al., 2015).

4.4.2. Le ligand

Le ligand est une micromolécule généralement flexible, dotée d’une organisation
tridimensionnelle (3D), qui se lie a la macromolécule selon différentes poses. Le complexe
protéine-ligand est stabilisé par diverses interactions, notamment des liaisons non covalentes
(liaisons hydrogéne, ioniques, hydrophobes et interactions de Van der Waals)(Ma et al., 2024).
Cette molécule peut provenir de plusieurs bases de données tell que : Pubchem , Drug Bank,
PDB ou bien étre modélisée al'aide de logiciels comme Avogadro, ChemSketch ou Chemdraw
(Mohanty and Mohanty, 2023a).

4.4.3. Logiciels de docking moléculaire

Le développement du premier logiciel de docking moléculaire, DOCK, remonte aux années
1980 ; il reposait alors sur l'utilisation de ligands rigides (Salmaso and Moro, 2018).
Actuellement, il existe plusieurs logiciels d’amarrage moléculaire qui différent par leur niveau
de précision et leurs formats de fichiers. Parmi ces outils, on trouve notamment AutoDock
Vina, GOLD, FRED, ICM, VSCF dock, FlexX et bien d’autres (Pagadala et al., 2017).

4.4.4, Les algorithmes

Chaque logiciel repose sur un algorithme spécifigue. Parmi les plus utilisés en docking
moléculaire, on trouve les algorithmes génétigues, les simulations de Monte Carlo ou encore
la dynamique moléculaire, chacun présentant des caractéristiques distinctes (Meng et al.,
2011).

Le réle des algorithmes dans le docking moléculaire consiste a prédire les différentes
conformations du ligand au sein du site de liaison de la protéine, appelées poses, puis a
classer celles-ci selon une fonction de score (Zhang et al., 2022).

4.4.5. Fonction de score (AG)

La fonction de score évalue la qualité de l'interaction entre les deux molécules dockées en
calculant la force des liaisons, notamment les interactions non covalentes. La relation entre
I'énergie de liaison et la stabilité du complexe est inversement proportionnelle : plus I'énergie
est faible (négative), plus la liaison est stable (Ferreira et al., 2015; Pagadala et al., 2017;
Zhang et al., 2022).

4.5. Les applications du docking moléculaire

Le docking moléculaire posséde de nombreuses applications en bioinformatique structurale.
Il joue un réle clé dans le développement pharmaceutique en favorisant la conception assistée
par ordinateur (CAO) ou conception computationnelle de médicaments et 'émergence de

nouveaux traitements permetant le criblage virtuel, facilitant I'analyse rapide de vastes
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répertoires de molécules et I'optimisation des composés actifs (Agu et al., 2023; School of
Pharmaceutical Sciences, Shri Guru Ram Rai University. et al., 2024).

Cette technique est également employée pour I'étude des interactions biomoléculaires et des
mécanismes enzymatiques, ainsi que pour des recherches en toxicologie (Mohanty and
Mohanty, 2023b; Ortega-Vallbona et al., 2025).
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel
2.1.1. Microordinateur

Notre étude a été menée dans 64-bit Windows 10 Pro avec un processeur Intel core 17-8550U,
un systéme de mémoire de 8GB(1x8GB)DDR4 & 2400 MHZ et une carte graphique AMD
Radeon 530.

2.1.2. Les bases de données
2.1.2.1. Protein Data Bank (PDB)

C'est une base de données internationale créée en 1971. Elle permet d'accéder gratuitement
a de nombreuses structures 3D de protéines, d'acides nucléiques et de complexes biologiques
identifiés expérimentalement (Prli¢ et al., 2016). Ces structures sont généralement obtenues
par cristallographie aux rayons X, par cryo-microscopie électronique ou par spectroscopie par

résonance magnétique nucléaire (RMN) (Burley et al., 2017; Parasuraman, 2012).
2.1.2.2. Pubchem

Il s'agit d'une base de données de molécules chimiques lancée en septembre 2004 et gérée
par le NCBI (National Center for Biotechnology Information) au sein de la Bibliothéque
nationale de médecine des Etats-Unis (NIH) (Kim et al., 2016). PubChem répertorie des
millions de composés en libre accés, fournissant des informations détaillées sur leurs

propriétés chimiques et leurs effets biologiques (Kim et al., 2020).
2.1.3. Logiciels
2.1.3.1. Autodock Tools (ADT)

AutoDock Tools est un logiciel graphique qui permet la préparation de la protéine et du ligand,
la visualisation des molécules ainsi que la définition des parameétres de la Grid Box . Ce logiciel
peut également convertir des fichiers au format PDBQT, format nécessaire pour certains

logiciels de docking moléculaire comme AutoDock Vina (El-Hachem et al., 2017).
2.1.3.2. Autodock vina

AutoDock Vina Classé parmi les meilleurs logiciels de docking moléculaire grace a sa rapidité
et a sa simplicité. Ce logiciel permet de prédire les meilleures conformations de liaison entre
deux molécules au format PDBQT, puis de les classer selon une fonction de score exprimée
généralement en kcal/mol (Eberhardt et al., 2021; Trott and Olson, 2010).
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2.1.3.3. BIOVIA Discovery Studio Visualizer

C’est un logiciel de visualisation 3D congu pour analyser les interactions entre un ligand et un
récepteur. Il permet également d'examiner les résidus d'acides aminés impliqués dans
I'interaction a partir des résultats obtenus par docking moléculaire, ainsi que de déterminer la
distance et le type de liaison (Prasada Rao et al., 2023; Svensson et al., 2016) .

2.1.3.4. Open Babel

Open Babel est un logiciel open-source principalement utilisé pour la conversion des formats
de fichiers , afin de les rendre accessibles aux logiciels de docking moléculaire. 1l est
également capable de générer les structures 3D des molécules chimiques(O’Boyle et al.,
2011; Yoshikawa and Hutchison, 2019).

2.1.3.5. ADMETIab 3.0

ADMETIab est un outil bio-informatique utilisé pour estimer les propriétés pharmacocinétiques
et toxicologiques des molécules étudiées(Fu et al., 2024).

2.2. Méthodes

2.2.1. Préparation de la proteine

La protéine mTOR a été considérée comme cible thérapeutique dans cette étude. Sa structure
cristallographique tridimensionnelle a été téléchargée depuis la base de données PDB sous

le code 4JT6, au format PDB, aprés vérification des critéres de choix.

Ensuite, cette macromolécule a été préparée a l'aide du logiciel AutoDock Tools (version
1.5.7). Cette étape a consisté a éliminer les molécules d'eau ainsi que les chaines et les
ligands supplémentaires non nécessaires, afin de minimiser I'énergie du systeme. Le ligand
de référence a ensuite été séparé tout en préservant l'intégrité du site actif. Enfin, des atomes
d'hydrogene et des charges partielles ont été ajoutés pour permettre l'identification des liaisons
hydrogéne et des interactions électrostatiques, essentielles a un docking plus réaliste et

précis. La protéine ainsi préparée a été enregistrée au format PDBQT.

Sur le logiciel AutoDock Tools, une Grid Box a été définie autour du site actif de la protéine
pour délimiter la zone de fixation du ligand lors du docking moléculaire. Les parametres de

cette boite sont définis dans le tableau 2.1.
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Tableau 2.1 Grid box

Taille x : 30 Centre x ; -11.974
Tailley : 30 Centrey : -37.529
Taille z : 30 Centre z : -55.67

Tableaux 2.2 Information sur la proteine m-TOR choisie

Type de ) _ Nombre de Poids

B Code PDB | Résolution _ ) _
protéine chaines moléculaire Longeur
m-TOR 4JT6 3.60 A° 2 341 ,82 KDa 1174

2.2.2. Préparation du ligand

Les structures tridimensionnelles (3D) des différentes formes de vitamine D, notamment la
forme de stockage 25(OH)D3 et la forme active 1,25(0H),D3, ont été téléchargées au format
SDF a partir de la base de données PubChem, sous les identifiants 88810851 et 5280453
respectivement. Ensuite, I'énergie de ces ligands a été minimisée a I'aide du logiciel Avogadro.
Par la suite, ces structures ont été converties au format PDBQT a I'aide du logiciel Open Babel

afin de les rendre compatibles avec le docking moléculaire.

Tableaux 2.3 Informations sur les ligands étudiés

Forme Identifiants Poids moléculaire
25-(OH)D3 88810851 400.6 g/mol
1,25-(OH)2D3 5280453 426.6 g/mol
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1Y :

Figure 2.1 Structure 3D de la 25- Figure 2.2 Structure 3D de la 1,25-
hydroxyvitamine D3 dihydroxyvitamine D3

2.2.3. Laregle de Lipinski

La regle de Lipinski, ou « régle des cing », permet d'évaluer le profii ADME (Absorption,
Distribution, Métabolisme et Excrétion) des composés chimiques a usage pharmacologique
administré par voie orale (Karami et al.,, 2022). Cependant, certains médicaments sont
employés bien qu'ils ne respectent pas cette regle. Celle-ci n'est pas une loi absolue, mais

plutét un critére de sélection (Muschong et al., 2024).
Les critéres de cette régle comprennent :

- Masse moléculaire < 500 Daltons

- Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (nHD) <5

- Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne (nHA) < 10

- Coefficient de partage (LogP) <5
Par la suite, un nouveau critére a été ajouté afin d'améliorer la précision du test (Benet et al.,
2016; Veber et al., 2002).

- Nombre de liaisons rotatives (hnROT) < 10

Cette méthode est utilisée par des logiciels tels que SwissADME ou ADMETIab a partir des
codes SMILES des ligands provenant de PubChem.

2.2.4. Exécution du docking

Apres la préparation de la protéine et des ligands, la simulation de docking moléculaire a été
réalisée a l'aide du logiciel AutoDock Vina. La protéine mTOR a été définie comme rigide,

tandis que les ligands ont été définis comme flexibles. Le site actif de la protéine, incluant les
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résidus Leu2185, Glu2190, Asp2195, Tyr2225, Val2240 et Asp2357 (Peanlikhit et al., 2025) a
été ciblé pour évaluer I'énergie de liaison et la pose optimale de chaque ligand

individuellement.
2.2.5. Visualisation des interactions moléculaires

Aprés le docking moléculaire, les résultats obtenus ont été analysés grace a la visualisation
2D et 3D des interactions protéine-ligand a l'aide du logiciel BIOVIA Discovery Studio

Visualizer
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Chapitre 3. Résultats

Dans le but d'étudier les effets de la vitamine D3, notamment la forme 25-hydroxyvitamine D3
et la forme 1,25-dihydroxyvitamine D3, sur la protéine mTOR chez les macrophages
sénescents, nous avons réalisé un docking moléculaire de type semi-flexible aprés avoir

évalué le profil ADME des ligands par le logiciel ADMETIlab (tableau 3.1).

Tableau 3.1 Test de lipinski des deux formes de vitamine D étudiées

25-hydroxyvitamine D3 1,25-déhydroxyvitamine D3
g‘jﬁorgo'éw'a"e 400.64 416.64
nHD 2 3
nHA 2 3
Log P 4941 5.112
nROT 6 6

Les résultats du docking moléculaire réalisés par AutoDock Vina ont générés neuf différentes
poses distinctes pour les deux ligands ainsi que pour le ligand de référence (tableaux 3.2).
Toutefois, seules les poses dont I'énergie d’affinité est minimale ont été choisies pour

poursuivre |'étude.

Tableaux 3.2 Les meilleures poses obtenus du docking

Affinité (Kcal/mol)
Poses Ligand de 25-hydroxyvitamine 1,25-
référence D3 déhydroxyvitamine D3
Pose 1 -9.9 -8.4 -8.6
Pose 2 -9.7 -8.3 -8.2
Pose 3 -8.7 -8.1 -8.1
Pose 4 -8.6 -8.0 -8.0
Pose 5 -8.5 -7.9 -7.7
Pose 6 -8.4 -7.8 -7.5
Pose 7 -8.4 -7.8 -7.5
Pose 8 -8.2 -7.6 -7.4
Pose 9 -8.2 -7.6 -7.4
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La visualisation en 2D et 3D des types d'interaction et des acides aminés impliqués dans ces

derniéres a été réalisée par le logiciel BIOVIA Discovery Studio Visualizer (figures 3.1 a 3.6).

Le ligand de référence a établi 6 liaisons avec 4 acides aminés différents (tableau 3.3). Le
résidu 1le2356 présente une liaison alkyle et une autre de type pi-sigma, tandis que I'lle2237
affiche également une liaison alkyle et une liaison pi-alkyle. Les deux autres acides aminés

impliqués sont la Lys2187, via une liaison pi-alkyle, et le Glu2190 , par une liaison hydrogéne.

Tableaux 3.3 Les interactions du ligand de référence

Type de liaison Acide aminé impliqué Distance (A°)

ILE2356 5.263118

Alkyl
ILE2237 4.647867
Pi-sigma ILE2356 3.965322
_ ILE2237 5.286573

Pi-alkyl

LYS2187 5.492683
Hydrogen GLU2190 2431771

GLU
B8:2190 ILE I .
B:2356 s . ILE2237
B:2187 \
ILE |
B:2237 S

4

I GLU2130 ILE2356

Figure 3.1 Structure 2D et 3D du ligand de référence
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H-Bonds Hydrophobicity

5\
Donor & 3,00
m “ 200
If 1,00
. 0,00

-1,00

2,00
Acceptor -3,00

Figure 3.2. Poches hydrophobes et hydrogéne du ligand de référence

Les deux formes de vitamine D établissent le méme type de liaison avec le méme acide aminé,
mais avec des distances différentes (tableaux 3.4)
Tableaux 3.4 Les intéractions des métabolites de la vitamine D.

Forme de vitamine Type de liaison Acide aminé La distance
D impliqué

25-OH Alkyl PRO1940 5.163715
1,25-OH Alkyl PRO1940 5.339436

PRO1340 =

\

PRO
B:1940

Interactions

Figure 3.3 Structure 2D et 3D du calcidiol
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Hydrophobicity
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Figure 3.4 Poche hydrophobe du calcidiol
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Figure 3.5 Structure 2D et 3D du calcitriol
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Figure 3.6 Poche hydrophobe du calcitriol
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Le vieillissement est une évolution naturelle et inéluctable, mais qui peut étre mieux vécu grace
a un mode de vie et une alimentation adéquate. L'accumulation de dommages cellulaires, I'état
inflammatoire chronique ainsi que le déclin de l'immunocompétence sont des caractéristiques
majeures du vieillissement cellulaire, notamment chez les macrophages (Carlberg et al.,
2025). La vitamine D, grace a ses propriétés immunomodulatrices, est capable d'atténuer ces

manifestations, favorisant ainsi un vieillissement plus sain (Fantini et al., 2023).

Daryabor et ses collegues ont montré que la vitamine D réduit le taux de cytokines pro-
inflammatoires, comme I'lL-1B et le TNF-qa, et favorise également la synthése de peptides
antimicrobiens par les macrophages, tels que la cathélicidine et la B-défensine 2 (Daryabor et
al., 2023b). De méme, I'étude menée par Argano et ses collégues suggére gue cette méme
vitamine a le pouvoir de restaurer I'autophagie en favorisant la transcription d'Atg5 et de Beclin-
1, responsables de ce mécanisme(Argano et al., 2025b). Par ailleurs, Carlberg et Velleuer
(2024) indiguent qu'une hypovitaminose D est généralement associée a un vieillissement
accéléré ; de plus, 25 % de la population sont caractérisés par une réponse altérée a la
vitamine D et, par conséguent, sont plus vulnérables aux maladies, surtout celles associées
au systéme immunitaire (Carlberg and Velleuer, 2024b). Récemment, une étude clinique
menée en 2025 chez des personnes agées présentant une carence en vitamine D a évalué
I'effet d'une supplémentation a différentes doses (faibles et fortes). Les résultats obtenus
montrent que les fortes doses permettent d'atténuer certains marqueurs de la sénescence
cellulaire et de l'inflammation. Ces données renforcent I'idée que la vitamine D joue un rdle
protecteur contre l'immunosénescence et permet de limiter les altérations liées a l'age
(Rastgoo et al., 2025).

Dans notre étude, la protéine mTOR, considérée comme une cible thérapeutique, a été étudiée
en interaction avec les deux formes de vitamine D, le 25(OH)D3 et le 1,25(0OH)2D3, afin
d'évaluer leur potentiel inhibiteur et ainsi contribuer & limiter I'immunosénescence des
macrophages a l'aide du processus de docking moléculaire. Cette protéine est surexprimée
dans les macrophages sénescents et participe a la persistance de cet état. A cette fin, cette
protéine favorise l'accumulation de molécules intracellulaires défectueuses, perturbant
I'hnoméostasie et la fonction des macrophages par le blocage de l'autophagie et le soutien de
la production du SASP(Chrienova et al., 2021b; Wang et al., 2024e; Zhao et al., 2024).

Les ligands étudiés satisfont globalement aux critéres de la régle des cing de Lipinski. Malgré
tout, une exception a été notée pour le 1,25(0OH)2D concernant la propriété du LogP, qui a

dépassé la valeur recommandée (5,112 > 5). D'aprés cette régle, une unique violation est
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acceptable, tandis qu'un nombre supérieur de violations peut étre associé a une baisse de

I'absorption ou de la perméabilité du compose.

Les résultats du docking moléculaire effectués ont montré que la pose la plus stable et la plus
réaliste du calcidiol avait une énergie de liaison de -8,4 kcal/mol. Cette pose est stabilisée
dans le site actif de la protéine grace a une liaison hydrophobe de type alkyle impliquant I'acide
aminé PRO1940. Par ailleurs, la meilleure pose du calcitriol possede une fonction de score
proche de celle du 25(OH)D, mais plus favorable , qui est de -8,6 kcal/mol . Le calcitriol est
également stabilisé par le méme type d'interaction avec le méme acide aminé impliqué. Cela
démontre que les deux ligands présentent une capacité de liaison similaire envers la protéine
cible mTOR.

Ces liaisons évoquent un effet antioxydant de la vitamine D sur I'expression de la protéine
MTOR, révélant ainsi un potentiel thérapeutique de cette vitamine chez les macrophages
sénescents . Cela permet de limiter le déclin immunitaire lié au vieillissement et de restaurer

partiellement l'immunocompétence.

A notre connaissance, notre étude est la premiére & déterminer l'effet inhibiteur de la vitamine
D directement sur la protéine mTOR dans le cas des macrophages sénescents . Cette piste
thérapeutique, particulierement vaste, nécessite une exploration approfondie ainsi que des

expérimentations in vitro afin de confirmer et de valider ce résultat final.
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Cette étude a permis d'explorer le pouvoir immunomodulateur des métabolites calcidiol et
calcitriol dans le cadre du traitement du vieilissement des macrophages, en ciblant
I'expression de la protéine mTOR sur ces cellules.

L'activation chronigue de la kinase mTOR chez les macrophages sénescents renforce I'état
de sénescence et soutient le processus d'inflammation, conduisant au déclin des réponses
immunitaires innées et a la vulnérabilité a diverses maladies. L'apport en vitamine D permet
d'atténuer ces manifestations et d'améliorer partiellement les réponses immunitaires innées
par la restauration et la stimulation de l'immunocompétence des macrophages, tout en
particulier I'activation excessive de la protéine mTOR.

Les simulations de docking moléculaire ont montré une affinité de liaison modérée du calcidiol
et du calcitriol avec la protéine mTOR, stabilisée principalement par des interactions
hydrophobes de type alkyle. Ces résultats révelent une inhibition potentielle de I'activité de
cette protéine par la vitamine D, susceptible de contribuer a la régulation de la sénescence
des macrophages et a la limitation de l'inflammation.

A notre connaissance, notre étude est la premiére a aborder I'effet inhibiteur direct de la
vitamine D sur l'activation de la kinase mTOR dans le cadre des macrophages sénescents .
Cela met en évidence l'importance et la valeur de I'amarrage moléculaire dans la recherche
scientifique et I'exploration thérapeutique, en optimisant le temps de recherche et en particulier
les colts élevés tout en palliant le manque ou l'indisponibilité de matériel de laboratoire.

En résumé, les données de cette étude soutiennent I'hypothése d'un rdle de la vitamine D
dans la régulation de l'immunosénescence par une interaction directe avec la protéine mTOR
au niveau des macrophages sénescents, offrant une nouvelle piste thérapeutique.

Toutefois, ces résultats doivent étre approfondis par diverses techniques, notamment par des

expérimentations in vitro, afin de valider la réalité biologique de ces données.
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