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Abstract

Abstract

Introduction: Cellular aging profoundly impairs immunity. Senescent macrophages,
permanently arrested in their cell cycle, exhibit major dysfunctions: they fail to resolve
inflammation, poorly activate adaptive immunity, and sustain a chronic inflammatory state
(inflammaging). This hyper-inflammatory phenotype is largely orchestrated by the p38
signalling pathway (p38 MAPK), whose persistent activation in senescent cells drives the
production of pro-inflammatory cytokines. In the face of this deregulation, vitamin D plays a
key role: beyond its functions in calcium-phosphate metabolism, it exerts potent
immunomodulatory effects.

Objective: To predict the interactions between the two forms of vitamin D3, 25-hydroxyvitamin
D3 (250HD3) and 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3], and the p38 protein in senescent
macrophages using an in silico approach.

Materials and Methods: The three-dimensional structure of the target protein was prepared
by removing water molecules and performing protonation using AutoDockTools. Molecular
docking simulations were carried out using a flexible-ligand/rigid-receptor protocol in AutoDock
Vina to predict ligand binding poses, binding affinities, and binding energies. The best docking
poses were selected based on the lowest binding energy and interaction profiles. Finally, the
results were analyzed using BIOVIA Discovery Studio Visualizer to identify key molecular
interactions and assess binding stability.

Results: Molecular docking simulations performed on the target protein p38 revealed a range
of binding affinities for both compounds, 250HD3 and 1,25(0OH)2D3, with the best binding
poses exhibiting energies ranging from -7.5 to —8.5 kcal/mol. These findings reflect variable
non-covalent interactions for each compound. The 1,25(OH)2D3 molecule formed two
interactions with the same Tyr35 residue : a Pi-Alkyl bond (3.95 A) and a Pi-Sigma bond (3.67
A), as well as an Alkyl interaction (5.47 A) with Lys53. Similarly, 250HD3 exhibited two
interactions with Tyr35: a Pi—Alkyl bond (4.03 A) and a Pi-Sigma bond (3.52 A).

Conclusion: In this study, we demonstrate that 250HD3 and 1,25(0OH)2D3 can interact with
and moderately bind to the p38 MAPK protein in senescent macrophages. These findings
highlight a potential molecular mechanism through which vitamin D3 may exert an inhibitory
effect on this kinase, thereby opening new perspectives for modulating signaling pathways

associated with macrophage senescence.

Keywords: 250HD3; 1,25(0OH)2D3; Senescent macrophages; Molecular docking; p38 MAPK.



Résumé

Résumé

Introduction : Le vieillissement cellulaire altére profondément I'immunité. Les macrophages
sénescents, bloqués durablement dans leur cycle cellulaire, présentent des
dysfonctionnements majeurs : ils peinent a résoudre l'inflammation, activent mal I'immunité
adaptative et entretiennent un état inflammatoire chronique (inflammaging). Ce phénotype
hyper-inflammatoire est largement orchestré par la voie de signalisation de la protéine p38
(p38 MAPK), dont I'activation persistante dans les cellules sénescentes stimule la production
de cytokines pro-inflammatoires. Face a cette dérégulation, la vitamine D joue un rdle clé : au-
dela de ses fonctions sur le métabolisme phosphocalcique, elle exerce de puissants effets
immunomodulateurs.

Objectif : La prédiction des interactions entre les deux formes de vitamine D3, 250HD3 et
1,25-(0OH) ,D3, et la protéine p38 au sein du macrophage sénescent, en utilisant une approche
in silico.

Matériel et méthodes : la structure tridimensionnelle de la protéine cible a été préparée en
supprimant les molécules d’eau, et en réalisant la protonation a I'aide d’AutoDockTools. Les
simulations de docking moléculaire ont été effectuées en utilisant des protocoles avec ligand
flexible et récepteur rigide dans AutoDock Vina afin de prédire les poses de liaison, les affinités
et les énergies de liaison des ligands. Les meilleures poses ont été sélectionnées en fonction
de I'énergie de liaison minimale et des profils d’interaction. Enfin, les résultats ont été analysés
pour identifier les interactions moléculaires clés et stabilité de la liaison a I'aide de BIOVIA
Discovery Studio Visualizer.

Résultats : Lors de 'amarrage moléculaire sur la protéine cible, p38, la simulation des deux
composes, le 250HD3 et le 10,25(0H)2D3, a révélé une gamme d’affinités de liaison, avec
des énergies variantes respectivement entre -7.5 et -8.5 kcal/mol pour les meilleures poses
de liaison. Ceci reflete des interactions non covalentes variables pour chaque composé. Le
10,25(0H)2D3 a formé deux liaisons pi-alkyl (3.95 A) et Pi-sigma (3.67 A) avec le méme résidu
Tyr35, ainsi qu’une liaison Alkyl (5.47 A) avec Lys53. Le 250HD3 a présenté deux liaisons Pi-
Alkyl (4.03 A) et Pi-Sigma (3.52 A) avec Tyr35.

Conclusions : Dans cette étude, nous démontrons que le 250HD3 et le 1,25(0H)2D3
peuvent interagir et se lier modérément avec la protéine p38 MAPK au sein des macrophages
sénescents. Ces résultats mettent en évidence un mécanisme moléculaire par lequel la
vitamine D3 pourrait exercer son action inhibitrice sur cette kinase, ouvrant ainsi de nouvelles

perspectives pour moduler les voies de signalisation liées a la sénescence des macrophages.

Mots clés : 250HD3, 1,25(0H)2D3, Macrophages sénescents, Docking moléculaire, p38
MAPK
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Introduction

Introduction

Les macrophages sénescents se caractérisent par une entrée prolongée en arrét du cycle
cellulaire, associée a de profondes altérations de leurs fonctions biologiques. lls présentent
notamment une hypersensibilité aux stimuli pro-inflammatoires, ce qui entraine une réduction
de leur capacité a résoudre 'inflammation et favorise I'apparition de lésions tissulaires locales.
Ce phénoméne délétere participe activement au développement de l'inflammation chronique
liée a 'age (Minhas et al., 2019 ; Wang et al., 2024). Au cours du vieillissement, ces cellules
subissent des changements morphologiques notables, accompagnés d’altérations au niveau
du noyau (Kumar et al. 2020; Sheng et al. 2023). Lors de la stimulation de la polarisation, les
macrophages sénescents se comportent differemment des cellules jeunes : elles présentent
une augmentation du profil M1 et une diminution du profil M2 (Gibon et al. 2016). Ces cellules
se distinguent par des caractéristiques spécifiques et expriment des marqueurs moléculaires
spécifiques. L'ensemble de ces altérations conduit le macrophage sénescent a développer
des dysfonctions majeures, dont I'origine repose principalement sur un dysfonctionnement
mitochondrial (Dalle Pezze et al., 2014). Cette cascade moléculaire s’enclenche par
I'activation de voies de signalisation initiées par les récepteurs TLR2 et TLR4 (Albright et al.
2016).

Les kinases p38 MAPK sont des protéines kinases activées par des agents mitogénes ou des
stimuli de stress, qui participent a la production de médiateurs pro-inflammatoires, notamment
le facteur de nécrose tumorale- a (TNF-a) et la cyclooxygénase-2 (COX-2). Fondamentale
dans la régulation de la réponse inflammatoire, cette voie de signalisation joue également un
réle crucial dans le contrdle de processus cellulaires majeurs (Fedor et al., 2025), tels que la
régulation du cycle cellulaire, I'apoptose, I'expression génique et I'adaptation cellulaire au
stress (Ganguly et al. 2023).

La vitamine D est une hormone synthétisée par la peau lors d'une exposition adéquate au
soleil, les rayons UVB y convertissent le 7-déshydrocholestérol en cholécalciférol. En
'absence de rayonnement solaire suffisant, un apport exogéne devient nécessaire (Whiting
and Calvo, 2021). Son métabolisme repose sur un cheminement biologique précis. Une fois
synthétisée ou ingérée, elle se lie a sa protéine de transport spécifique DBP pour étre
acheminée vers le foie (Ramasamy, 2020). Aprés un premier hydroxylation hépatique, le
25(0OH)D peut suivre trois destins principaux : étre activé dans le rein (Bikle, 2014) ; étre capté
par les tissus périphériques via I'enzyme 1-hydroxylase ; étre inactivé et converti en 24,25-
dihydroxyvitamine D par la 24-hydroxylase (CYP24A1) (Whiting and Calvo, 2021).

Une fois sous sa forme active, le calcitriol 10,25 (OH) 2D3 exerce ses effets biologiques via
deux mécanismes d’action distincts. D’'une part, la réponse génomique s’effectue par

l'interaction directe du ligand avec le récepteur intracellulaire de la vitamine D (VDR), agissant
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ainsi a la maniére d’'une hormone stéroidienne pour réguler I'expression génique (Di Rosa et
al., 2011). D’autre part, le mécanisme non génomique induit des réponses cellulaires rapides,
observables seulement quelques secondes ou minutes aprés la stimulation, sans nécessiter

I'activation de I'expression génique (DelLuca, 2008b).

Par conséquent, cette étude vise a prédire les interactions entre les métabolites de la vitamine
D3, 250HD3 et 1,25(0H)2D3, et la protéine p38 MAPK au sein des macrophages sénescents,

en utilisant une approche in silico.
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1.1Macrophage sénescent

Les macrophages sont des cellules tissulaires essentielles du systéme immunitaire inné
présentes chez tous les vertébrés. lls dérivent des cellules souches hématopoiétiques
pluripotentes localisées dans la moelle osseuse, via les monocytes circulants (Guan et al.
2025; Lendeckel, Venz, et Wolke 2022). Ces cellules jouent des réles trés importants dans la
premiére ligne de défense contre les agents pathogénes et les cellules tumorales, ainsi que
dans le maintien de 'lhoméostasie (Lendeckel et al., 2022), avec des fonctions biologiques
telles que : la présentation d’antigéne, I'apoptose, la régulation de l'inflammation et la

production de cytokines.

1.1.1. Définition

Les macrophages sénescents, se distinguent par un arrét du cycle cellulaire durable. lls se
définissent par une grande sensibilité aux signaux inflammatoires et par la présence d’un
potentiel de résolution limité qui favorise I'exacerbation de l'inflammation et des Iésions
locales, ce qui a longtemps été considéré comme nocif (Minhas et al. 2019 ; Wang et al. 2024).
De plus, il se caractérisent par une diminution de certaines fonctions comme la phagocytose,

la présentation antigénique et le burst oxydatif (Maurmann et al., 2023).

1.1.2. Origine

Les macrophages sénescents proviennent de deux origines indépendantes. lls peuvent étre
des macrophages résidents tissulaires d’origine embryonnaire ayant vieilli dans leur tissu (foie,
poumon, cerveau, etc.) (Lazarov et al.,, 2023), ou des macrophages issus de monocytes
médullaires, différenciés puis vieillis au sein du tissu (Sureshchandra and Messaoudi, 2022).
Bien que le vieillissement soit un processus naturel, la présence des macrophages sénescents
ne concerne pas uniquement les personnes agées ; ils peuvent également apparaitre chez les
jeunes adultes (Ma et al., 2024).

1.1.3. Morphologie

Les macrophages sénescents ou en cours du vieilissement présentent des changements
morphologiques. lls acquierent une morphologie irréguliére et deviennent plus grands et
allongés. lls présentent également des altérations nucléaires (forme irréguliére du noyau) et
organellaires (Kumar et al. 2020; Sheng et al. 2023), avec des dommages a I'ADN causés par
la surexpression des protéines telles que : p53, p21 et y-H2A.X(H. Wang et al. 2020a). De
plus, ces macrophages devenus hypertrophiés et granuleux présentent un volume
cytoplasmique trés important, ainsi que des prolongements moins nombreux et moins sinueux
et se projetant vers les macrophages adjacents (Frye et al. 2017; Moss et al. 2023b; Noble et
al. 2019).



Chapitre 1. Revue de la littérature

Au cours du vieillissement, les macrophages subissent également des altérations dynamiques

de leurs lipides et de leurs protéines (Hou et al. 2024).

1.1.4. Caractéristiques

Les macrophages sénescents sont sujets a des principales modifications et altérations, ce qui
les distingue par des caractéristiques spécifiques communes au cours de la sénescence, qui
implique linflammation et la dysfonction tissulaire (Figure1.1) (Advancements in Targeting
Macrophage Senescence for Age-Associated Conditions 2024a; Guimaraes et al. 2021).
1.1.4.1. Instabilité génomique

Le processus de vieillissement se caractérisent par un marqueur majeur : linstabilité
génomique (De Silva et al. 2023). La sénescence cellulaire entraine des dommages a I’ADN.
De telles altérations génétiques peuvent perturber les génes indispensables et les voies
transcriptionnelles, conduisant a un dysfonctionnement cellulaire (Guimaraes et al. 2021; J.
Xiao et al. 2024a).

1.1.4.2. Raccourcissement des télomeéres

Lintégrité et la fonctionnalité du génome sont préservées grace a la protection offerte par les
téloméres situés aux extrémités des chromosomes (J. Liu et al. 2019). Le dysfonctionnement
des téloméres, déclenche une réponse durable aux dommages a ’ADN et contribue ainsi aux
caractéristiques de la sénescence cellulaire (Bellon et Nicot 2017; Jurk et al. 2014).

1.1.4.3. Altération épigénétique

L'épigénétique, qui définit l'identité propre de chaque cellule, régule l'expression de
linformation codée par I'ADN. Elle repose sur des changements des histones et de la
chromatine via des mécanismes tels que : la méthylation et 'acétylation, permettant ainsi de
moduler I'expression génique qui induit la différenciation et maintient le phénotype des
macrophages (Siyuan Chen et al. 2020; Ivashkiv 2013; Zhang et Jagannath 2025)

Ces altérations épigénétiques, également connues sous le nom de variations épigénétiques,
contribuent de fagon significative a la modification de la transcription chez les personnes agées
(Jasiulionis 2018).

1.1.4.4. Perte de la protéostase

La protéostase repose sur un réseau complexe appelé réseau de protéostase. Ce dernier est
composé de mécanismes permettant le maintien de '’homéostasie des protéines. Il comprend
des protéines spécialisées, notamment les chaperons et co-chaperons, des systémes de
traduction, le systéme ubiquitine-protéasome (UPS) ainsi que des processus d’autophagie. Il
régule également la synthése, la maturation, la sécrétion et la dégradation des protéines
(Otoupalova et al., 2020).
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Avec le vieillissement, les macrophages sénescents se distinguent par une altération de la
protéostase, une faible capacité de réponse au stress cellulaire et pour d’autophagie, et une
tendance accrue a adopter un phénotype pro-inflammatoire (Song et al., 2013).

1.1.4.5. Epuisement des cellules souches

L'épuisement des cellules souches est un mécanisme crucial du vieillissement qui se
caractérise par une réduction progressive de leurs capacités d’auto-renouvellement et de
différenciation. Cette altération constitue un obstacle majeur a la régénération tissulaire et
provoque une perte de 'homéostasie (Cao Dinh et al., 2019).

Les macrophages sénescents deviennent moins mobiles et plus pro-inflammatoires et
présentent une capacité réduite de réparation tissulaire, ce qui conduit a un dysfonctionnement
de la régénération cellulaire. lls se caractérisent également par une capacité limitée de
migration vers les sites de blessure, ce qui favorise leur accumulation dans le derme et une
libération accrue de espéces réactives de I'oxygene (ROS) et de cytokines pro-inflammatoires
(Zhuang and Lyga, 2014).

1.1.4.6. Niveau élevé de la métalloprotéinase matricielle 9

La métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9) est une enzyme dépendante du zinc impliquée
dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Chez les macrophages sénescents,
'augmentation de la MMP-9 contribue a un état inflammatoire chronique et a la sénescence
cellulaire (Ma et al., 2015).
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Figure 1.1. Caractéristiques du macrophage sénescents. Cette figure illustre les principales
altérations observées dans le macrophage sénescent. Le vieillissement cellulaire se caractérise par des dommages
a I'’ADN, un raccourcissement des télomeéres et des altérations épigénétiques. On observe également une
dysfonction mitochondriale, une perte de protéostase, une accumulation de lipofuscine dans les lysosomes et le
cytosol, et I'augmentation du niveau de MMP-9 ainsi que diminution de I'épuisement des cellules souches
contribuent a la sénescence et au dysfonctionnement immunitaire.
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1.1.4.7. Accumulation de lipofuscine dans les lysosomes et le cytosol
La lipofuscine est un pigment qui s’accumule avec I'age dans les cellules, notamment les

neurones, la peau et les muscles (Otoupalova et al., 2020). Chez les macrophages
sénescents, cette accumulation est associée a des fonctions altérées, caractérisées par une
augmentation des composés oxydants et une diminution des systémes antioxydants, tels que
l'activité de la catalase et les niveaux de glutathion réduit (GSH) (Vida et al., 2017).

1.1.4.8. Dysfonctionnement mitochondrial

L’homéostasie mitochondriale est assurée par la biogenése mitochondriale, de la mitophagie
et de la dynamique mitochondriale. Dans les cellules sénescentes, Les mitochondries
présentent une augmentation de leur taille et de leur volume. Ces altérations morphologiques
sont associées a une faible fission mitochondriale (Dalle Pezze et al., 2014).

La mitophagie élimine les mitochondries endommagées. La perturbation de ce processus est
liée a une diminution de la S-nitrosoglutathion réductase, entrainant un excés de S-
nitrosylation de la parkine, ce qui conduit a une fission réduite et a une mitophagie altérée
(Rizza et al., 2018).

L'échange de matériel entre les mitochondries intactes et celles dont 'ADN mitochondrial
(ADNmt) est endommagé est rendu possible par la fusion, qui dépend des protéines OPA1 et
Mfn1/2. En revanche, la division mitochondriale (fission) implique les adaptateurs FIS1 et Mff,
qui facilitent I'ancrage de la protéine Drp1 a la membrane mitochondriale externe. Une
perturbation de l'interaction Mff-Drp1 entraine un dysfonctionnement mitochondrial majeur
(“Advancements in Targeting Macrophage Senescence for Age-Associated Conditions,” 2024).
Par ailleurs, le vieilissement est accompagné par une diminution du nombre de copies
d’ADNmt dans différents tissus d’organismes agés (Guo et al., 2022)

Le métabolisme mitochondrial est étroitement régulé par le rapport NAD+/NADH. Avec I'age,
le taux de NAD+ diminue, alors que le maintien de son pool est essentiel a de nombreuses
fonctions vitales. En effet, le NAD+ joue un rdle clé dans la production d'ATP et dans le
maintien de I|'homéostasie protéique (ou du potentiel membranaire) de la matrice
mitochondriale (Miwa et al., 2022).

La synthése et la dégradation du NAD+ et du NADH modulent leur équilibre respectif. Chez
les macrophages péritonéaux de souris agées, la synthése de novo du NAD+ est diminuée
(Figure 1.2), tout comme l'activité de la sirtuine mitochondriale SIRT3 (Minhas et al., 2019).
SIRT3 agit comme une désacétylase mitochondriale majeure ; sa perte de fonction induit une
sénescence associée a un dysfonctionnement mitochondrial (MiDAS) ainsi qu’'un phénotype
sécrétoire pro-inflammatoire (SASP) (Wiley et al., 2016).

La mitochondrie régule également I'homéostasie du calcium cellulaire Ca2+. Sa dysrégulation
est impliquée dans la sénescence cellulaire ainsi que dans les affections associées a I'age

(Bravo-Sagua et al., 2017). Chez les souris agées, les macrophages présentent une faible
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capacité d'absorption du Ca2+ mitochondrial, ce qui entraine une phagocytose défectueuse.
Il a été démontré que cette diminution de la capture mitochondriale du calcium augmente les
oscillations calciques cytosoliques et potentialise I'activation de NFAT et de NF-kB. Cela
conduit a un état d'hyper-réactivité aux stimuli inflammatoires, notamment aux signaux
purinergiques (Seegren et al.,, 2023). Ce dysfonctionnement mitochondrial accroit la
vulnérabilité aux fuites excessives d'ADNmt et stimule la production des ROS (Song et al.
2025).

Enfin, Les macrophages de type 1 associés au vieillissement se caractérisent par une forte
expression de CD38, ce qui induit une augmentation de la consommation de NAD+ (Suda et
al. 2023).
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Figure 1.2. Dysfonctionnement mitochondrial (Maurmann et al. 2023) . Chez les macrophages
sénescents, le dysfonctionnement mitochondrial est associé a divers stress intracellulaires et a une exacerbation
de l'inflammation. L'accumulation de stress génomique et du réticulum endoplasmique (RE), conjuguée a un
métabolisme défectueux du NAD et a une altération de l'autophagie, favorise la rupture de I’homéostasie
mitochondriale. Cela entraine I'accumulation des mitochondries endommagées, hautement sujettes aux fuites
d’ADNmt et de mROS dans le cytosol. L'élévation de ces signaux mitochondriaux active de maniére excessive les
voies inflammatoires, en particulier l'inflammasome NLRP3 et la voie cGAS-STING, ce qui conduit a une
amplification de la réponse inflammatoire.

1.1.5. Marqueurs du macrophage sénescents

1.1.5.1 Cytokines
Les macrophages sénescents produisent des cytokines pro-inflammatoires, telles que le

facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et l'interleukine 6 (IL-6), a des taux trés élevés.
Cette élévation contribue a un état inflammatoire chronique associer au vieillissement, appelé
inflammaging (Locati et al., 2020).

Parallélement, une augmentation des taux de cytokines anti-inflammatoires (telles que I'lL-10

etle TGF-3) est constatée chez les macrophages sénescents. Ce phénomeéne pourrait traduire
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la mise en place d'un mécanisme de compensation destiné a réguler linflammation
systémique (Wynn and Vannella, 2016).

1.1.5.2. Marqueurs de surface

Avec I'age, on observe une augmentation de I'expression du marqueurs CD14 a la surface
des monocytes. Ces cellules deviennent plus réactives aux signaux inflammatoires et
produisent davantage de médiateurs pro-inflammatoire, ce qui participe directement au
maintien de l'inflammation systémique liée au vieillissement (Al-Attar et al., 2016).

1.1.5.3. Altération des voies de signalisation

On observe au sein des macrophages sénescents un remodelage des cascades de
signalisation, impliquant particulierement les voies Signal Transducer and Activator of
Transcription 1 (STAT1) et Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) (p38, c-Jun N-terminal
Kinase -JNK-). Ces altérations influencent directement la production de cytokines, ainsi que la
réponse aux stimuli (Duong et al., 2021).

1.1.5.4. Marqueurs liés a la réponse aux stimuli

Les macrophages sénescents présentent une réponse émoussée ou inadaptée aux stimuli
tels que les lipopolysaccharides (LPS). Cette altération peut se traduire par une production,
selon le contexte, excessive ou au contraire réduite de médiateurs inflammatoires (Netea et
al, 2016).

1.1.5.5. CD22

Avec 'age, I'expression de la protéine CD22 augmente significativement dans les cellules
microgliales et les macrophages, entrainant une perte d'efficacité fonctionnelle de ces cellules.
Cela se traduit par une diminution de leur capacité de phagocytose et par une accumulation
de déchets cellulaires. En raison de ce taux élevé de CD22, les macrophages sénescents ne
parviennent plus a éliminer correctement les protéines toxiques, telles que I'a-synucléine,
favorisant ainsi le maintien d'une inflammation chronique (Wang et al., 2024a).

1.1.5.6. Biomarqueurs des macrophages sénescents

Les macrophages sénescents présentent une augmentation de I'activité de la SA-B-Gal et
'expression de p16Ilnk4a, une protéine inhibitrice du cycle cellulaire qui bloque leur
prolifération. Parallélement, ils se caractérisent par la sécrétion du SASP, un ensemble de
molécules pro-inflammatoires qui influencent leur environnement (Wang et al., 2024b).
1.1.5.6.1. SAB-gal

Les résidus terminaux de B-D galactose sont clivés par la SA-B-gal, qui est une hydrolase
lysosomale (Valieva et al. 2022), largement reconnu comme un biomarqueur des cellules
sénescentes (Hall et al. 2017). Laugmentation du taux de SA-beta-gal qui est induite par la
modification commune dans les macrophages sénescentes (L. Wang et al. 2024a), et

'augmentationde l'activité de SA-beta-gal en raison du raccourcissement des télémétres au fil
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du temps (Advancements in Targeting Macrophage Senescence for Age-Associated
Conditions 2024Db).

1.1.5.6.2. p16 INK4a

Son expression est considérée comme un biomarqueur majeur dans les cellules sénescentes
chez les étres vivants (L. Tang et al. 2024). La prolifération cellulaire est freinée par l'inhibiteur
spécifique p16*INK4a, qui inhibe I'activité des kinases dépendantes des cyclines CDK4 et
CDKB®. Cette inhibition empéche la phosphorylation de la protéine RB, la maintenant sous une
forme hypophosphorylée active, ce qui bloque la transition du cycle cellulaire de la phase G1
vers la phase S. (Safwan-Zaiter, Wagner, et Wagner 2022). Les cellules sénescentes sont
caractérisées par I'expression de p16 INK4a, ce qui permet de limiter la prolifération des
macrophages (J.-Y. Liu et al. 2019; J. Xiao et al. 2024b).

1.1.5.6.3. Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence

Les macrophages libérent de nombreux facteurs associés au phénotype sécrétoire lié a la
sénescence, ces derniers produisant un sécrétome bioactif appelé Phénotype Sécrétoire
Associé a la Sénescence (SASP) (Moss et al. 2023b; L. Wang et al. 2024). Il est composé de
nombreux constituants, mais les plus cruciaux sont : IL-6, IL-8 et -1B, TNF-a et
métalloprotéinases matricielles (MMP) (Smith et al. 2024).

La formation du SASP s’effectue par la fixation de protéine 4 contenant des bromodomaines
(BRD4) sur les génes du SASP, qui est un lecteur épigénétique ayant une fonction dans la

sénescence des macrophages (Ibrahim et al. 2023; Sun et al. 2023; H. Wang et al. 2020).

Tableau 1.1. Les éléments majeurs impliqués dans le vieillissement de macrophage

Eléments Catégorie Fonctions Références
P16 Cycle Arrét du cycle cellulaire par Sggﬁ:ﬂ;aﬁ;a\l}v:gong’
cellulaire I'inhibition de CDK4 et CDK6 ! ’
et Wagner 2022
Inhibition de la prolifération par
P21 Sglflfaire finhibition  de  Pactivite du (o0ond et al 2029)
complexe cycline E-CDK2.
P53 Cycle Activation de l'arrét du cycle (Shen et al. 2025b)
cellulaire cellulaire.
Indicateur Ce sont des biomarqueurs,
SAB-gal utilisés pour la détection des (Hall et al. 2017)
lysosomal

cellules sénescentes.
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(Margeur
enzymatique)

Induction de la production de
facteurs pro-inflammatoires

(J. Xiao et al. 2024b)

SAPS Linflammation tels que le TNF-q, I'lFN-y et les
ROS.
Réduction du NAD+ et un (Camacho-Pereiraet al.
CD38 Métabolisme  dysfonctionnement 2016)
mitochondrial.
Implication a la sénescence
BRD4 Epigénétique  des macrophages, ménant a la (H. Wang et al. 2020b)
formation du SASP.
Essentielle au phénotype de
Dommage , ) . (H. Yang et al. 2017)
cGAS , sénescence, I'expression des
d’ADN \ . .
genes inflammatoires.
H2AX
. Un marqueur indiquant des (Ruiz et al. 2025)
phosphoryle dommages a I'ADN
(y-H2AX) g '
Stress Contribution a la senescer?ce (Grootaert 2024)
ROS . par la dysfonction
oxydatif . .
mitochondriale.
CD22 L'immunité Inhibition de la phagocytose (L. Wang et al. 2024b)
PGE2-EP2  SAPS Reduction energétique et de .\ o a1 2021)
linflammation.
(Piera-Velazquez et
NOX4 Mitochondrie  Une forte production des ROS. Jimenez 2015)
Sa diminution induit le
CX3CR1 Immunité vieillissement et la réduction de (Song et al. 2025)
la capacité métabolique.
. Structure Sa perte entraine une (Tranetal 2016)
LaminB1 . et gt .
nucléaire I'altération nucléaire.

1.1.6. Caractéristiques fonctionnelles du macrophage sénescent

1.1.6.1. Présentation d’antigénes

Les macrophages sont des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), qui préservent

l'antigéne peptidique aprés l'avoir capturé et dégradé, pour le présenter et stimuler les

lymphocytes T CD4+ par les molécules du CMH de classe Il ou par les molécules du CMH de

classe | aux les lymphocytes T CD8+ (Brancewicz et al. 2025; Mantegazza et al. 2013; ROCHE
et CRESSWELL 2016).

Il a été montré que le macrophage sénescent se caractérise par une réduction de I'expression

des molécules du CMH Il et des co-récepteurs CD80 et CD86, ainsi que par une diminution
de I'expression des TLR4 (Linehan et Fitzgerald 2015; L. Wang et al. 2024; J. Xiao et al.

2024b).
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1.1.6.2. Autophagie
L'autophagie est un processus cellulaire qui contribue au maintien a ’homéostasie cellulaire

et assure la prévention des stress métaboliques, nutritionnels et infectieux par la dégradation
des organites et des protéines, ainsi que par le recyclage des substrats énergétiques. Elle
constitue une voie ubiquitaire, induite en réponse a diverses conditions telles que le retrait des
facteurs de croissance, la privation de nutriments, le stress oxydatif et le stress énergétique
(Khandia et al. 2019; Rodriguez-Rocha et al. 2011; Xinyan et al. 2025).
Linhibition de l'autophagie est induite par la perte dATG7 et la faible expression des
promoteurs méthylés d’ATG5 et de Microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta (LC3B)
dans les macrophages chez les souris agées (Figure 1.2), ce qui entraine une formation
réduite d’autophagosomes liés a LC3 (Khalil et al. 2016; Stranks et al. 2015)
ATG5 et ATG7 contribuent a la formation des autophagosomes/autolysosomes et assurent la
dégradation des protéines par autophagie, tandis que Microtubule-associated protein 1 light
chain 3 beta (LC3B) est une protéine structurelle des membranes qui joue un role dans
I'autophagie (ARAKAWA et al. 2017; Koukourakis et al. 2015).
1.1.6.3. Polarisation
La polarisation des macrophages sénescents differe de celle des cellules jeunes lors de la
stimulation (Gibon et al. 2016). Le vieillissement entraine une altération de la polarisation
des macrophages, avec un changement du phénotype anti-inflammatoire M2 vers un
phénotype pro-inflammatoire M1 (Figure 1.3) (Becker et al. 2018). Les macrophages
sénescents présentent une diminution du taux d’expression de Arg1 et de CD206, ainsi
qu’une augmentation du taux d’iNOS (Y. Wang et al. 2025). Par ailleurs, 'augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-13, TNF-a), de chimiokines (CCL2,
CXCL8), de MMP et des ROS s’inscrit dans le cadre du phénotype SASP, ce qui provoque
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une inflammation chronique appelée « inflammaging » (lhan 2025; Suda et al. 2023)
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Figure 1.3. Polarisation des macrophages sénescents (Pattabiraman et al. 2017). La
polarisation des macrophages se divise en deux phénotypes : les macrophages M1 pro-inflammatoires et les M2
anti-inflammatoires. Cet équilibre est modifié avec le vieillissement ; en effet, les macrophages peuvent présenter
des modifications de leur activation, de I'expression de leurs marqueurs et de la production de cytokines
inflammatoires ou anti-inflammatoires. Ce phénoméne entraine une augmentation des macrophages M1 et une
diminution des macrophages M2. Ce déséquilibre favorise un état inflammatoire chronique associer au
vieillissement.

1.1.6.4. Phagocytose
Dans I'immunité innée, les macrophages reconnaissent les motifs moléculaires associés aux

pathogénes (PAMPs) et aux dégats cellulaires (DAMPs) grace a des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) (Hirayama et al., 2017).

Avec le vieillissement, les macrophages du systéme nerveux central (SNC) présentent une
faible capacité a éliminer les débris de myéline en raison de l'altération de I'expression des
génes dépendants de la voie des récepteurs des rétinoides X (RXR) (Figure 1.3). Cette
défaillance peut étre partiellement corrigée grace a l'action d’agonistes de ces récepteurs
(Natrajan et al., 2015). De plus, la capacité des macrophages péritonéaux de jeunes souris a
phagocyter des particules fluorescentes Escherichia coli (d’E. coli) est plus élevée que celle
des macrophages de souris agées (Wang et al., 2024b).

Enfin, il a été remarqué qu'une phagocytose associée a LC3 est induite par une infection a
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). Cette réponse est toutefois altérée chez les
macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM) sénescents par rapport aux BMDM
jeunes (Inomata et al., 2020).

1.1.6.5. Migration

Au cours du vieillissement, les macrophages sénescents subir des modifications dans la

migration et l'infiltration (Figure 1.4). Cela se traduit par une diminution de leur motilité vers le
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site de I'inflammation, ce qui retarde le processus d’infiltration tissulaire. Dans la sénescence
des macrophages, la migration est diminuée en raison de la réduction de I'expression des
facteurs de transcription MYC et USF1. ( L. Wang et al. 2024c; J. Xiao et al. 2024b (Moss et
al. 2024a)).
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Figure 1.4. Réle et dysfonctionnement des macrophages sénescents (L. Wang et al.
2024b). Cette figure montre les principales altérations fonctionnelles du macrophage au cours du vieillissement

cellulaire. On observe une diminution de la capacité de présentation des antigeénes, de migration et de phagocytose
ce qui réduit I'efficacité de la réponse immunitaire. Le macrophage sénescent présente également des modifications
métaboliques et une sécrétion accrue de cytokines inflammatoires et de facteurs du SASP tels que I'lL-10, IL-12 et
PGE2. Ces changements une inflammation chronique et une accumulation des marqueurs de sénescence comme
SA-B-gal et MMP-9.

1.1.7. Signalisation

Les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK) jouent un rdle central dans les
défauts de signalisation protéique liés au vieillissement. Ces altérations conduisent notamment
a une diminution de la production de cytokines (Boehmer et al., 2005). Chez les macrophages
de souris agées, les déficiences d’activation et de signalisation se limitent principalement aux
voies des récepteurs TLR2 et TLR4 (Figure 1.5).

Les modifications de la cascade de signalisation entrainent une réduction de la protéine p38
cytoplasmique et de kinase N-terminale c-Jun (JNK) totale dans les cellules de souris dgées.
Le suppresseur cytosolique de NF-kB et des MAPK, connu sous le nom de A20, joue un role
clé grace a son activité ubiquitinase. Il inhibe le facteur associé au récepteur TNF 6 (TRAF6),
lequel active normalement les cascades de signalisation NF-kB et MAPK via son interaction

avec la kinase activée par le TGF- (TAK1) (Figure 1.5).
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Chez les macrophages de souris agées, le taux d’A20 est particulierement élevé, notamment
au niveau des poumons chez les macrophages alvéolaires. La surexpression d’A20 atténue
la réponse cytokinique aux bactéries, sans pour autant altérer la capacité phagocytaire des

macrophages (Albright et al., 2016).
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Figure 1.5. Voie de signalisation des macrophages sénescents. L'activation des récepteurs
TLR2 et TLR4 par des ligands microbiens entraine le recrutement des adaptateurs MAL et MyD88 et I'initiation
d’une cascade de signalisation impliquant IRAK, TRAF6 et TAK1. Cette activation conduit a la stimulation des voies
NF-kB et MAPK (p38, JNK), aboutissant a I'activation de facteurs de transcription tels que NF-kB, CREB et AP-1.
Ces derniers induisent I'expression de génes pro-inflammatoires, notamment ceux de cytokines comme I'lL-1(3, le
TNF-a et I'lL-6, tandis que des régulateurs négatifs comme A20 limitent cette réponse inflammatoire.

1.1.8. Protéines impliquées dans le phénotype des macrophages sénescents

Les macrophages sénescents présentent des modifications importantes de I'expression des
protéines intracellulaires et membranaires, ce qui influence leurs fonctions immunitaires. La
protéine mTOR (également connu sous le nom de cible mécaniste de la rapamycine) est une
enzyme appartenant au groupe des sérine-thréonine kinases, membre de la famille des
kinases liées a la PI3K (PIKK). Elle assure une fonction catalytique au sein de deux complexes
protéiques distincts : mTORC1 (cible de la rapamycine chez les mammiféres complexe 1) et
MmTORC2 (complexe 2). Ces deux complexes exercent des réles différents dans la régulation
des processus cellulaires (Saxton and Sabatini, 2017) (Fedor et al., 2025).

L'AMPK est un complexe hétérotrimérique composé d'une sous-unité catalytique (AMPKa) et
de deux sous-unités régulatrices (AMPK(B et AMPKYy) (Dérmaku-Sopjani and Sopjani, 2019).
Fortement exprimée dans les macrophages, I'AMPK est considérée comme un régulateur

majeur des réponses inflammatoires (Cui et al., 2023).
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Les sirtuines (SIRT1-SIRT7) constituent une famille conservée d’enzymes modificatrices de
protéines dépendantes du NAD+ (Xu et al., 2024). Au cours de ces derniéres années, plusieurs
études ont démontré linfluence des sirtuines sur l'inflammation, le métabolisme et la
différenciation des macrophages. Par exemple, la carence en SIRT1 empéche le recrutement
des macrophages (Shakespear et al., 2018) et altére la production de nombreuses cytokines,
ce qui perturbe la réponse inflammatoire et augmente la susceptibilité aux infections (Moniot
et al., 2013).

La famille des (STAT), présente un groupe de facteurs de transcription ubiquitaires chez les
mammiféres. lls sont activés par des cytokines, des facteurs de croissance et d'autres ligands
peptidiques (Myers and Gottschalk, 2022). L’activation de plusieurs voies de signalisation
cellulaires interconnectées intervient dans la régulation de la polarisation des macrophages.
A cet égard, STAT3 joue un réle crucial en tant que point de convergence de ces multiples
voies (Xia et al., 2023).

Enfin, d'autres protéines participent également a la sénescence des macrophages, notamment
les suppresseurs de tumeur et de régulateurs du cycle cellulaire p53, p16, p21, les ROS et
p38. La voie p38 MAPK est particulierement importante en raison de sa relation structure-

fonction.

1.2. La protéine p38
1.2.1. Structure

Les kinases p38 possédent deux domaines : un domaine N-terminal de 135 acides aminés et
un domaine C-terminal de 225 acides aminés. La structure secondaire du domaine N-terminal
est principalement constituée de feuillets 3 tandis que le domaine C-terminal adopte une
structure essentiellement en hélice a. Le site catalytique se situe dans la région charniére
reliant ces deux domaines.

La boucle de phosphorylation (ou lévre d'activation) de p38 est composée de 13 résidus (de
Leu-171 a Val-183). L'activation de la protéine nécessite la double phosphorylation d’'une
thréonine (Thr-180) et d’'une tyrosine (Tyr-182) au sein de cette boucle (Yang et al., 2014). De
plus, les isoformes de p38 présentent des structures tridimensionnelles variées (Figure 1.6),
avec des orientations différentes des domaines N- et C-terminaux, ce qui génére des poches
de liaison a I'ATP de tailles distinctes (Patel et al., 2009).

Les MAPK p38 sont des enzymes clés qui participent a la production de médiateurs pro-
inflammatoires, notamment le (TNF-a) et la cyclooxygénase-2 (COX-2). La voie de
signalisation p38 MAPK est fondamentale dans la régulation des processus cellulaires, en
particulier lors de la réponse inflammatoire (Fedor et al., 2025).

La famille p38 appartient au groupe des protéines kinases activées par des mitogénes

(MAPK). Fortement conservées au cours de I'évolution, ces protéines jouent un role crucial
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dans la coordination des réponses cellulaires face a la quasi-totalité des stimuli de stress (Han
et al., 2020b).

Figure 1.6. Structure 3D de la p38 (Oishi et Manabe 2016). La structure tridimensionnelle d’'une
protéine p38. Présente des hélices a (spirales), des feuillets 3 (fleches) des boucles qui relient ces structures.
Une organisation en 3D repliée, essentielle pour la fonction.

1.2.2. Signalisation

La famille des MAPK p38 est codée par quatre génes : MAPK14, MAPK11, MAPK12 et
MAPK13, qui codent respectivement pour les protéines p38a, p383, p38y et p38d (Han et al.,
2020b). L'isoforme p38a (MAPK14) est ubiquitaire et se retrouve dans presque tous les types
cellulaires, tandis que les autres isoformes sont exprimées dans des tissus spécifiques. Ainsi,
la protéine p38p est principalement exprimée dans le cerveau, la p38y dans les muscles
squelettiques, et la p38d se trouve dans les reins, le pancréas, l'intestin gréle ainsi que les
testicules (Corre, Paris, et Huot 2017; Garcia-Hernandez et al. 2021).

La voie p38 repose sur une cascade d’activation canonique impliquant, en amont, des
protéines de la famille des Rho GTPases, telles que Rac ou Cdc42 (Figure 1.7), lesquelles se
situent en amont du module MAPK concerné (Cargnello and Roux, 2011). Au sein de ce
module, les MAP3K caractéristiques activant la protéine p38 comprennent MEKK3/4, la kinase
activée par le TGF-8 1 (TAK1) et la kinase régulatrice du signal d’apoptose 1 (ASK1)
(Cuadrado and Nebreda, 2010). A ce titre, I'activation de la voie p38 induite en réponse au
stress oxydatif déclenche une signalisation pro-apoptotique via une forme réduite de la
protéine thioredoxine aux propriétés antioxydantes (TRX) (Tsuchiya et al., 2015). De plus, le
réarrangement structurel de p38 induit par l'interaction avec la protéine TAB1 (liée a TAK1),
facilite 'autophosphorylation au niveau de sa boucle d’activation (De Nicola et al., 2013)

En aval de cette cascade se trouvent les MAP2K, notamment MKK3 et MKK6 (Garcia-
Hernandez et al., 2021). MKK4, qui peut également phosphoryler p38, est un activateur connu
de la voie JNK, ce qui présente un phénomeéne de diaphonie (Cross-talk) dans la signalisation

des deux voies (Garcia-Hernandez et al., 2021). Les Kinases MKK3/6 activent ensuite p38 par
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la phosphorylation des résidus Thr180 et Tyr182 situés dans un motif Thr—Gly—Tyr (Cuadrado
and Nebreda, 2010).

Ainsi, I'activation de p38 dépend a la fois de I'intensité et de la durée du signal. C’est pourquoi
les mécanismes d’inactivation de p38 sont essentiels pour réguler et controler finement la

fonctionnalité de cette voie (Garcia-Hernandez et al., 2021).
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Figure 1.7. Voie de signalisation MAPK p38. La voie de signalisation MAPK p38 est activée en réponse
a des stimuli de stress ou inflammatoires. Cette cascade implique 'activation successive des kinases MAP3K,
MAP2K (MKK3/6), puis de p38, qui phosphoryle des facteurs de transcription. L'activation de p38 conduit ainsi a
I'expression de génes impliqués dans la réponse inflammatoire, la sénescence cellulaire et 'adaptation au stress.

1.2.3 Role de protéine p38

La p38-MAPK représente une voie de signalisation importante impliquée dans plusieurs
fonctions physiologiques et cellulaires telles que le cycle cellulaire, I'apoptose, I'expression
génique et les réponses aux stimuli de stress (Ganguly et al. 2023). Elle intervient également
dans d’autres processus, notamment la réparation de I'ADN et la différenciation cellulaire
(Whitaker et Cook 2021). De plus, I'activation de la voie p38 MAPK peut provoquer des effets
duaux (bénéfiques et néfastes) sur la survie et la croissance cellulaires, selon le type cellulaire
et l'isoforme concernée (Kanungo 2017).

Plusieurs études ont montré que p38y et p386 jouent un réle important dans la régulation de
divers processus tels que la synthése protéique, la production de cytokines, I'exocytose, la

migration cellulaire, I'expression génique et I'activité neuronale. Ces processus sont impliqués
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dans le développement de pathologies associées a l'inflammation, au diabéte, au cancer et

aux maladies neurodégénératives (Cuenda et Sanz-Ezquerro 2017).

1.2.3.1. La réponse inflammatoire
La P38 est un élément clé de la réponse inflammatoire contrdlée par les macrophages. Elle

induit I'expression des médiateurs pro-inflammatoires tels I'lL-1p3, TNF-q, IL-6, IL-12, la PGE2
et la COX-2 (Yang et al. 2014). Toutefois, des études récentes ont montré que, dans les
macrophages, la signalisation de la MAP kinase p38a peut jouer des rbles opposés, tant pro-
gu’anti-inflammatoires (notamment via la production d'IL-10), selon le contexte cellulaire (Raza
et al. 2017).

1.2.3.2. Régulation du cycle cellulaire
L'activation de p38 est capable de contrdler la progression de la prolifération par la régulation

des points de contréle du cycle cellulaire aux phases G1/S et G2/M. En participant a
I'hnoméostasie cellulaire, cette voie peut ainsi induire I'arrét du cycle cellulaire (Whitaker et
Cook 2021) (Figure 1.7).

1.2.3.3. L'apoptose
La protéine kinase p38 est impliquée de fagon directe ou indirecte dans le processus de la

mort cellulaire programmeée. Plusieurs études ont ainsi identifié la p38 MAPK comme un
médiateur majeur de l'apoptose. Cette forme de mort cellulaire, immunologiquement
silencieuse, contribue au cours du développement au maintien de I'noméostasie tissulaire
(Bonney 2017; Grab et Rybniker 2019).

1.2.3.4. L'autophagie

La p38 MAPK contribue selon les signaux a l'activation ou a linhibition de I'autophagie
(Henson et al. 2014). L’activation de p38 peut moduler diverses voies de signalisation. Son
activation peut induire la phosphorylation de mTOR, ce qui entraine une suppression de
lautophagie. La MAPK p38a, activée par des signaux pro-inflammatoires, peut contréler
'autophagie au cours de l'inflammation (Banik et al. 2023; He et al. 2018). De plus, des études
récentes ont confirmé que l'inhibition de p38 provoque une augmentation de I'autophagie
(Sase et al. 2023).

1.2.3.5. Réponse au stress
La phosphorylation de la protéine kinase p38, générée par des stimuli stressants ou des ROS,

stimule la progression rapide du cycle cellulaire et déclenche les réponses aux dommages a
I'ADN (DDR) engendrés par la réplication (della Volpe et al. 2024). L’activation prolongée de
la p38 MAPK par des ROS peut conduire a la stabilisation de la sénescence (Borodkina et al.
2014).
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1.2.3.6. La sénescence cellulaire
Plusieurs études montrent que le SASP dans les cellules sénescentes est régulé par la voie

de signalisation p38 MAPK. La p38 MAPK contribue dans la libération du SASP en inhibant
l'autophagie (Figure 1.8), ce qui induit une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles
et entraine une production accrue des ROS (Callender et al. 2018; Gonzalez-Osuna et al.
2025). Parallelement, la p38 MAPK favorise I'activité transcriptionnelle de NF-kB induite par
les dommages a I'ADN, ce qui entraine la transcription des génes du SASP, notamment ceux
de I'lL-6, I'lL-8 et le GM-CSF (Anerillas, Abdelmohsen, et Gorospe 2020).

Par ailleurs, il a été montré que l'activation spécifique de p38a assure la formation
d'autophagosomes et augmenter le flux autophagique, dirigeant ainsi les cellules vers la
sénescence au lieu de les orienter vers I'apoptose (Slobodnyuk et al. 2019). Enfin, cette kinase
peut étre participer a I'établissement de la sénescence grace a sa capacité a activer la voie
d'arrét de croissance p53. De plus, d’autres études ont démontré que I'arrét de croissance est
indépendant de la réponse aux dommages a I'ADN, en raison de I'activité constitutive de la
MAPK p38(Griukova et al. 2018).
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Figure 1.8. Activation de la voie p38 MAPK et dysfonction des macrophages liés au

vieillissement (Raza et al. 2017). La p38 MAPK est activée par différents signaux tels que le stress oxydatif,
les UV, les dommages de I'’ADN, les cytokines inflammatoires et I'inflammation. Dans la réponse inflammatoire, p38
contréle I'expression des cytokines et des médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, COX-
2 et PGEZ2. Elle participe également a la régulation du cycle cellulaire en contrélant les points de contréle G1/S et
G2/M afin de limiter la prolifération des cellules endommagées. De plus, p38 intervient dans I'apoptose, I'autophagie
et la réponse au stress cellulaire. Une activation prolongée de cette voie contribue aussi a la sénescence cellulaire
et favorise la sécrétion du SASP, impliqué dans l'inflammation chronique et le vieillissement cellulaire.
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1.3. Vitamine D
1.3.1. Définition

La vitamine D est une hormone sécoptéroide synthétisée par la peau lors d'une exposition
adéquate au soleil, grace aux rayons UVB qui convertissent le 7-déshydrocholestérol en
cholécalciférol. En I'absence de rayonnement UVB, il est nécessaire de s'en procurer par des
sources alimentaires (Whiting and Calvo, 2021).

Le terme « vitamine D » est un nom générique qui regroupe deux formes majeures : la vitamine
D3 (cholécalciférol) et la vitamine D2 (ergocalciférol), ainsi que leurs métabolites. La vitamine
D2 est produite par les plantes et les champignons, tandis que la vitamine D3 est produite par
les animaux (Figure 1.9) (Ramasamy, 2020). Ces deux formes sont des molécules liposolubles
dont la fonction principale connue est d’augmenter I'absorption intestinale du calcium et du

phosphate (Mungai et al., 2021).
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Figure 1.9. Synthése et production de la vitamine D (Piraux 2021). La voie de biosynthése
implique la conversion photochimique de I'ergostérol et du 7-déshydrocholestérol en pré-vitamine D, et D; sous
I'effet des UV, suivie d’'une isomérisation thermique conduisant respectivement a la formation de la vitamine D,
(ergocalciférol) et D3 (cholécalciférol).

Structurellement, la différence entre la vitamine D2 et la vitamine D3 réside au niveau de leur
chaine latérale : la vitamine D2 posséde un groupe méthyle en C24 et une double liaison C22—
C23. Ces différences structurelles sont responsables des variations observées dans les voies
d’oxydation de la chaine latérale par rapport a ceux observés pour la vitamine D3 (Figure 1.10)
(Kutner et Brown 2018)
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Figure 1.10. Structure chimique de la vitamine D (Kutner and Brown, 2018). Les structures
de la 1a,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25D3) et 1a,25-dihydroxyvitamine D2 (1,25D2).

La vitamine D dérive du cholestérol. Elle se compose d’un noyau sécostéroide possédant trois
cycles fusionnés (A, C et D) et un cycle B ouvert. La forme active, 1,25(0OH),D;, se caractérise
par la présence de deux groupes hydroxyles supplémentaires en positions 1a et 25, ce qui lui
confére son affinité pour le récepteur nucléaire VDR et permet ses fonctions régulatrices sur

I'expression génétique (G. C. DelLuca, 2004).

1.3.2. La source

La vitamine D provient de trois sources principales : elle peut étre synthétiser par la peau sous
I'effet de la lumiére du soleil, ou étre apporter par l'alimentation (alimentation couranre ou
supplémentation) (Figure.10) (Jukic, Hoofnagle, et Lutsey 2018; Mostafa et Hegazy 2015a).
1.3.2.1. Soleil (source endogéne)

La vitamine D3, également appelée « vitamine du soleil », se synthétise par l'effet de
'exposition de la peau aux rayons solaires (Chauhan, Shahrokhi, et Huecker 2023). La
vitamine D3 endogéne provient de I'exposition au rayonnement ultraviolet B (UVB) d’une
longueur d’onde d’environ 290 a 315 nm sur le 7-dihydroxycholestérol D (7-DHC), qui est un
métabolite intermédiaire de la synthése du cholestérol présent dans la peau (au niveau des
kératinocytes épidermiques). Le 7- DHC subit une conversion en prévitamine D3 qui elle-
méme subit une isomérisation thermique et se convertit au cholécalciférol (figure 1.11) (Mungai
et al. 2021; Raymond-Lezman et Riskin s. d.; Saraff et Shaw 2016).

1.3.2.2. Aliments

Il existe deux sources alimentaires principales de vitamine D : la vitamine D2 présente dans
les champignons et les levures, et la vitamine D3, que I'on trouve chez les animaux tels que :
les poissons gras, I'huile de foie de poisson, le jaune d’ceuf, le foie et les reins, etc. (Cardwell
et al. 2018; de la Guia-Galipienso et al. 2021).

Bien que certains végétaux contiennent naturellement de la vitamine D, leur contribution reste

limitée. En raison de I'absence naturelle de cette vitamine dans la plupart de ces aliments,
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certains produits végétaux, tels que les laits végétaux et les céréales, sont fréquemment
enrichis en vitamine D2 (Figure 1.11) (Cashman 2020; Deepika et al. 2025; Erhard et al. 2020).
Par ailleurs, les champignons séchés au soleil et exposés aux rayons UV constituent une
source potentiellement riche en vitamine D2 (Cardwell et al. 2018).

1.3.2.3. Compléments alimentaires

Les compléments alimentaires constituent une source alternative qui fournit de la vitamine D2
ou la vitamine D3 dans (Figure 1.11). Plusieurs formulations sont disponibles seules ou
associées au calcium (Mostafa et Hegazy 2015b; Office of Dietary Supplements - Vitamin D s.
d.).
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Figure 1.11. Les principales sources de la vitamine D. Cette figure présente les trois principales
sources de la vitamine D dans I'organisme : la synthése cutanée stimulée par I'exposition au soleil, notamment aux
rayons UVB, I'apport alimentaire, via des sources végétales et animales comme champignons, les poissons gras,
les ceufs et les produits enrichis et enfin, les compléments alimentaires qui représentent une source supplémentaire
pour prévenir ou corriger une carence en vitamine D.

1.3.3. Métabolisme

La vitamine D3 est obtenue par I'isomérisation de la prévitamine D3 dans les couches basales
de I'épiderme ou par I'absorption intestinale d’aliments naturels. Ces molécules sont
absorbées sous forme de chylomicrons, puis pénétrent dans la lymphe par le canal thoracique.
Cet apport peut également étre enrichi par des compléments de vitamine D2 et D3 (Dominguez
et al., 2021).

La vitamine D, lorsqu’elle est liée a sa protéine de transport (DBP) est acheminée vers le foie.

Dans cet organe, elle subit une hydroxylation en 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D, ou calcidiol)
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par les 25-hydroxylases (enzyme du cytochrome P450 (CYP) CYP2R1 et CYP27A1). Ce
produit constitue le métabolite circulant le plus stable (Ramasamy, 2020).

Le 25(OH)D peut ensuite suivre trois destins principaux :

1) Il est activé dans le rein (Bikle, 2014) par la 1-a-hydroxylase (CYP27B1) en cas de besoin
en calcium signalé par une augmentation de I'hormone parathyroidienne (PTH) ou de besoin
en phosphate, afin de produire le métabolite biologiquement actif, la 1,25-dihydroxyvitamine D
[1,25(0OH)2D, ou calcitriol], qui circule dans le plasma (Mavar et al., 2024).

2) Il peut étre capté par les tissus via I'enzyme 1-hydroxylase (figure 1.12), puis converti en
1,25(0H)2D directement a l'intérieur des cellules.

3) etenfin, il peut étre converti en 24,25-dihydroxyvitamine D par la 24-hydroxylase (CYP24A1)
en vue de son excrétion dans la bile. De la méme maniére, I'enzyme 24-hydroxylase assure

I'inactivation du calcitriol (Whiting and Calvo, 2021).
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Figure 1.12. Voie métabolique de la vitamine D (Christakos et al. 2016). L'enzyme CYP2R1 a
été identifiée comme une vitamine D-hydroxylase clé. PTH, FGF23/klotho et 1,25(0OH)2D3 jouent un rble clé dans
la régulation des niveaux optimaux de 1,25(0OH)2D3. Seuls les produits de 1,25(0OH)2D3 sont représentés pour la
voie de la lactone C23.

1.3.4. Mécanisme d’activation de la vitamine D

1.3.4.1. Réponse génomique du calcitriol
Le sécostéroide 10,25 (OH) 2D3 est une hormone calciotrope qui agit comme une molécule

stéroidienne via son interaction avec le VDR intracellulaire (Di Rosa et al., 2011). La protéine

VDR se compose de deux domaines fonctionnels : le DBD, un domaine de liaison a 'ADN
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conservé a l'extrémité N-terminale, et le LBD, un domaine de liaison au ligand trés variable a
I'extrémité C-terminale (Donati et al., 2022).

La liaison au calcitriol entraine un changement conformationnel provoquant la dissociation de
protéines répressives, ce qui favorise la dimérisation du VDR pour former des homodiméres
ou des hétérodiméres avec le récepteur des rétinoides X (RXR) (Gil et al., 2018). Les deux
complexes (homo- et hétérodimériques) se lient a des séquences nucléotidiques répétées
situées a proximité du site de départ de la transcription des génes cibles de la vitamine D,
appelées "éléments de réponse a la vitamine D" (VDRE), afin de réguler leur expression
positivement ou négativement (Donati et al., 2023a).

L'association du complexe 1a,25(0H)2D3-VDR-RXR avec les VDRE recrute des coactivateurs
possédant une activité histone acétyltransférase, ce qui modifie I'affinité de liaison entre les
histones et 'ADN. De plus, ce grand complexe fonctionne en recrutant 'enzyme ARN
polymérase Il vers le site de départ de la transcription pour réguler différents génes impliqués
dans 'homéostasie calcique, tels que ceux de la phosphatase alcaline (ALP), du cytochrome
P450 famille 24 (CYP24), du collagéne de type | (COL1A1), de la PTH, de l'ostéopontine, de
l'ostéocalcine (BGLAP) et du TRPV6 (Bouillon et al., 2008 ; DeLuca, 2008 ; Di Rosa et al.,
2011 ; Gil et al., 2018).

1.3.4.2. Actions rapides non génomiques

Les premiers rapports d'actions non génomiques concernaient les molécules stéroidiennes.
Par la suite, des changements dans les flux d'ions Na+ ont été observés quelques minutes
seulement aprés l'administration d’aldostérone dans les érythrocytes. Cela a fourni des
preuves convaincantes des effets non génomiques de I'aldostérone, précisément en raison de
I'absence de noyaux dans ces cellules. Ces effets non transcriptionnels ont été confirmés plus
récemment, lorsque diverses réponses rapides ont été observées pour différentes hormones
stéroidiennes, dont la 1a,25(0OH)2D3 (Donati et al., 2023b).

Contrairement au mécanisme génomique, le mécanisme non génomique induit des effets
rapides, observables quelques secondes ou minutes aprés la stimulation, sans nécessiter
l'activation de I'expression génique. A cet égard, ces effets ne sont pas bloqués par les
molécules inhibant la synthése protéique ou la transcription, telles que la cycloheximide ou
l'actinomycine D. lls apparaissent également en réponse a des stéroides couplés a de grosses

protéines qui empéchent leur entrée dans la cellule (DelLuca, 2008b).

1.3.5. Effet de Vitamine D sur 'immunité
La 1,25( OH) ,D3 ou calcitriolc a un effet sur les cellules immunitaires innées et adaptatives
telles que les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B et T qui expriment le

récepteur de la vitamine D (VDR) (Untersmayr et Kallay 2020; Vanherwegen, Gysemans, et
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Mathieu 2017) (Figure 1.13). La vitamine D joue un réle immunomodulateur qui contribue a
I’'hémostasie immunitaire (Dimitrov et White 2017).

Des études ont montré que la vitamine D peut augmenter la sécrétion des cytokines anti-
inflammatoires (IL-10) et inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6,
TNF-a, RANKL et COX-2) par le macrophage (Colotta, Jansson, et Bonelli 2017; Mungai et al.
2021). De plus, elle induit également une augmentation de I'expression de récepteur du
complément appartenant a la superfamille des immunoglobulines (CRIg), un récepteur
essentiel dans la phagocytose, a la surface des macrophages (G. Liu et al. 2019; Small et al.
2021). Un traitement du macrophage par le 1,25(0OH)2D3 peut entrainer une augmentation de
I'expression de Tim-3, en favorisant leur polarisation vers un phénotype M2 (Liang et al. 2019).
Enfin, il a été démontré que le vitamine D a un effet positif et négatif sur I'expression des TLRs
ou aux fonctions cellulaires dans la réponse aux agents pathogénes (figure 1.13) (Arababadi,
Nosratabadi, et Asadikaram 2018).

D’autre part, la vitamine D exerce un effet sur les cellules dendritiques en diminuant la
sécretion de TNF-a, I'IL-6, I'lL-18 et IL-23 (figure 1.12) (Sommer et Fabri 2015). Le 1,25(0OH)2
D3 module la maturation et la migration de ces cellules dendritiques, qui acquiérent un role
immunorégulateur et des propriétés tolérogénes a travers la libération des chimiokines et
cytokines (Barragan, Good, et Kolls 2015).

Sur les cellules NK, la vitamine D influence la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)
(Christofyllakis et al. 2023) et régule leur activité, en renforgant ainsi la réponse immunitaire
antitumorale pour favoriser la destruction des cellules cancéreuses (Kalmar et al. 2025;
Skrobot, Demkow, et Wachowska 2018).

Le 1,25(0OH)2D3 contribue a diverses fonctions visant a contréler I'inflammation. |l augmente
la destruction des pathogénes par les neutrophiles via la stimulation de cathélicidine et des o-
et B-défensines (Hoe et al. 2016; Martens et al. 2020).

Outre son réle sur 'immunité innée, la vitamine D joue un réle important dans I'immunité
adaptative. Elle peut induire une réponse immunitaire tolérogéne et inhiber la différenciation
et la prolifération des lymphocytes T helper (Th1 et Th17). Elle montre également un effet de
favorisant sur la réponse immunologique des cellules Th2 (figure 1.13) (Cho et al. 2021;
Ghaseminejad-Raeini et al. 2023; Sirbe et al. 2022).

Sur les lymphocytes B, la vitamine D peut influencer leur prolifération et leur différenciation en

plasmocytes, tout en inhibant la sécrétion d’'immunoglobulines (Aranow 2011).
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Figure 1.13. Effets de la vitamine D sur I'immunité. La vitamine D joue un rdle essentiel dans
immunité innée et adaptative. Dans I'immunité innée, elle module I'activité des macrophages par I'augmentation
d'IL-10, CRIg et Tim-3 et le blocage de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1pB, IL-6, TNF-
a, RANKL et COX-2. De plus, elle augmente 'ADCC dans les cellules NK et favorise la destruction les pathogénes
par les neutrophiles. Dans I'immunité adaptative, elle inhibe la différenciation des cellules Th1 et Th17 et favorise
la réponse Th2. Concernant les LB, elle inhibe la prolifération et la différenciation, ainsi que la production
d’anticorps.

1.3.6. Vitamine D et vieillissement du systéme immunitaire

Dans diverses études, il est montré qu’il y a des associations entre la carence en vitamine D
et 'augmentation du risque de nombreuses maladies, en plus de I'accélération de veillement
(Carlberg et Velleuer 2024). Au cours du vieillissement, la vitamine D peut renforcer 'immunité
par l'inhibition de la production de SAPS dans les macrophages sénescents (Sayegh et al.
2024a). La vitamine D est capable d’influencer a divers niveaux, soit au niveau cellulaire ou
moléculaire, ainsi qu'avec une large diversité d’action (Fantini et al. 2023). Les principaux
genes liés au vieillissement modulés par la vitamine D étaient associés a I'anabolisme et a la
différenciation cellulaire, suggérant le potentiel de la vitamine D pour des interventions

thérapeutiques ciblant les maladies liées a I'age (Sosa-Diaz et al. 2025).

1.4. Docking moléculaire

1.4.1. Définition

Le docking moléculaire est un outil informatique et une méthode théorique in silico utilisées
pour prédire les interactions, généralement entre une protéine et un ligand (Vakser 2014).
Cette méthode analyse la position et I'orientation des molécules au sein du site de liaison
d’'une cible macromoléculaire (Torres et al. 2019a). Les algorithmes de recherche générent
des poses potentielles, lesquelles sont ensuite classées par des fonctions de notation (Liu et
al. 2018).

Il existe plusieurs logiciels performants et largement reconnus, tels qu’AutoDock (Morris et al.

1998) et AutoDock Vina (Trott et Olson 2010a). La structure des ligands, également requise,
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peut étre obtenue a partir de bases de données de petites molécules comme PubChem (S.
Kim et al. 2016). Cette méthode permet d'étudier le mode de liaison ainsi que l'affinité des
molécules, facilitant ainsi la conception de médicaments basée sur la structure (Structure-
Based Drug Design). Cette approche est essentielle pour comprendre les mécanismes
moléculaires des activités pharmacologiques, évaluer la structure des complexes protéine-

ligand et réaliser le criblage virtuel ciblé de nouveaux médicaments (Xue et al. 2015) .
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Figure 1.14. Etapes principales du processus de docking moléculaire. Le flux de travail
général du calcul de docking moléculaire commence par la récupération des structures tridimensionnelles de la
protéine cible et des ligands. Ensuite, des états de protonation ainsi que des charges partielles sont attribués aux
molécules. Lorsque le site de liaison n’est pas connu, il peut étre identifié préalablement, ou bien une approche
d’amarrage aveugle peut étre utilisée.

1.4.2. L'importance du Docking moléculaire
Le Docking moléculaire est rapide et économique, ce qui permet un gain de temps a faible
cout. De plus, il est considéré comme une approche alternative qui permet de tester et de
cibler ce que l'on souhaite étudier avant de passer a I'expérimentation animale (Gupta,
Sharma, et Kumar 2018a; Torres et al. 2019b).

1.4.3. Types

1.4.3.1. Docking rigide
Dans le processus de docking rigide, les deux molécules modifient leur position spatiale et leur

orientation (Chen, Seukep, et Guo 2020), tandis que leurs conformations internes reste fixe.
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Cette méthode d’amarrage est la plus utilisée en raison de sa simplicité de calcul et de son
faible colt computationnel. Elle est donc privilégiée pour I'étude de systémes moléculaires
volumineux, tels que les complexes protéine—protéine et protéine—acide nucléique (Figure
1.15).

1.4.3.2. Dockings semi-flexible

Dans le processus de docking semi-flexible, le récepteur est considéré comme rigide et
demeure inchangé, tandis que la conformation du ligand peut varier dans une certaine mesure.
Cette flexibilité est obtenue en fixant les angles et les longueurs de liaison des parties non
critiques, tout en autorisant la rotation autour des liaisons simples. Cette méthode est
largement utilisée pour I'étude des interactions entre de petites molécules et des
biomacromolécules (protéines, enzymes et acides nucléiques), grace a sa capacité a prédire
avec précision les modes de liaison moléculaire (Chen, Seukep, et Guo 2020). Actuellement,
les programmes de docking semi-flexible les plus couramment utilisés sont FlexX, DOCK et
AutoDock (Yuriev, Holien, et Ramsland 2015)

1.4.3.3 Docking flexible
Lors du processus d'amarrage flexible, le ligand et le récepteur sont libres de modifier leur

conformation (figure 1.15). Puisque ce type de simulation offre une grande précision et
reproduit au mieux les conditions physiologiques réelles, il est fréquemment utilisé pour étudier

avec rigueur la reconnaissance moléculaire entre deux entités (Feng et al. 2011).

RNA > -+ ' protein

ngid docking

61l 0

Figure 1.15. L’amarrage rigide et I'amarrage flexible des complexes ARN-protéine
(Tiwari, Prakash, et Soni 2023)

flexible docking

1.4.4. Outils

1.4.4.1. Récepteur
La détermination de la structure du récepteur constitue la premiére étape du processus

d’amarrage. Ce récepteur consiste généralement en une macromolécule biologique (protéine,
ADN ou ARN) (Gioia et al. 2017a) (Figure 1.16). Ces structures peuvent étre récupérées a

partir de la Protein Data Bank (PDB), qui donne accés aux coordonnées atomiques 3D
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obtenues par des méthodes expérimentales. Cependant, il arrive fréquemment que la
structure expérimentale 3D de la cible ne soit pas disponible. Pour surmonter cet obstacle,
des méthodes de prédiction de structure, telles que la modélisation comparative par homologie
ou les approches ab initio, peuvent étre utilisées pour obtenir la structure tridimensionnelle des
protéines (Berman 2000; Liu et al. 2018)

1.4.4.2. Ligand
La structure des ligands est également essentielle et peut étre obtenue a partir de bases de

données de petites molécules, telles que ZINC (Irwin et Shoichet 2005) et PubChem (S. Kim
et al. 2016). Ces bases de données en ligne permettent de télécharger facilement un grand
nombre de composés destinés au ciblage virtuel ultérieur. Si la structure téléchargée est en
2D ,elles convertissent les coordonnées atomiques en 3D de ces composeés a l'aide de
plusieurs logiciels disponibles, tels que ChemSketch (Advanced Chemistry Development, Inc.,
Toronto, On, Canada, 2019), ChemDraw (PerkinElmer Informatics), et Avogadro (Hanwell et
al. 2012). Il est important de noter que pour les ligands constitués de petites molécules, une
géométrie stéréochimique définie ainsi qu’'un état de protonation approprié sont suffisants au
départ, car les différentes conformations seront ensuite explorées par le logiciel de docking

dans le contexte du site de liaison de la cible.

1.4.4.3. Programmes de docking moléculaire
Aprés des décennies de développement et d'application, un nombre considérable de

programmes d’amarrage moléculaire a vu le jour a travers le monde. La plupart de ces logiciels
sont dédiés a I'étude des interactions entre de petites molécules (ligands) et des protéines
(récepteurs). Initialement, la majorité de ces outils ont été développés par des laboratoires de
recherche, puis publiés en acceés libre, a l'instar d'AutoDock, AutoDock Vina, 3D-DOCK ou
LeDock. Lorsqu’un logiciel est amélioré et présente des défauts trés limités, il peut étre acquis
par une société spécialisée et intégré a une suite commerciale plus vaste, comme c'est le cas
pour Glide, GOLD, MOE Dock ou LigandFit (Pagadala, Syed, et Tuszynski 2017a).

1.4.5. Les modeéles de docking

1.4.5.1. Modéle Lock—Key
Le modéle Lock-and-Key est le premier modéle appliqué pour expliquer l'interaction théorique

récepteur-ligand. Il affirme que le ligand et le récepteur se reconnaissent grace a une
correspondance géométrique et énergétique parfaite (Chen, Seukep, et Guo 2020). Dans ce
modéele, le ligand pénétre dans le récepteur en conservant sa structure rigide ; en d'autres
termes, la conformation spatiale des deux entités ne subit aucun changement lors de

I'amarrage moléculaire (Figure 1.16 a).
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1.4.5.2. Modéle de Induced-fit
Dans le modéle de l'ajustement induit (Induced Fit), l'interaction avec le ligand induit un

changement conformationnel du site actif de la protéine (Meng et al. 2011). Cela signifie que
la protéine rencontre d'abord le substrat, puis modifie sa structure spatiale pour s'y adapter.
Ce modéle indique que le ligand et la protéine sont tous deux considérés comme des
structures flexibles lors du docking moléculaire (Figure 1.16 b).

1.4.5.3. Modéle de sélection conformationnelle

Selon le modéle de sélection conformationnelle, les protéines peuvent exister sous plusieurs
états conformationnels, et le ligand sélectionne ou stabilise alors la conformation la plus
favorable (Figure 1.16 c) (Spassov 2024).

1.4.5.4. Modéle de trapping
Dans le modéle de piégeage de linhibiteur, le ligand se fixe d'abord a la protéine dans une
conformation ouverte. Il est ensuite enfermé (ou piégé) a I'intérieur du site de liaison aprés le

passage de la protéine vers une conformation fermée (figure1.16 d).
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Figure 1.16 Principaux modéles d’interaction protéine-ligand. Modéles d’interaction protéine—
ligand. (a) Dans le modéle « serrure—clé », le ligand posséde une forme complémentaire qui s’adapte parfaitement
au site actif de la protéine. (b) Le modéle d’ajustement induit suppose que la protéine modifie sa conformation afin
de permettre la fixation du ligand. (c) Dans le modéle de sélection conformationnelle, la protéine adopte plusieurs
conformations possibles, tandis que le ligand se fixe préférentiellement a 'une d’elles. (d) Le modéle de piégeage
décrit un ligand retenu a I'intérieur de la structure protéique. La protéine est illustrée en orange et le ligand en bleu.

1.4.6. Principe
Le docking moléculaire peut inclure deux étapes principales pour mener a bien son travail
(Gupta, Sharma, et Kumar 2018b) :
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Premiére étape consiste a prédire et a rechercher par des algorithmes certaines orientations
et diverses positions pour la meilleure liaison dans le site actif (Gupta, Sharma, et Kumar
2018a).

La deuxiéme étape permet d’utiliser des fonctions de score pour assurer le classement des
conformations candidates, en se basant par exemple sur I'énergie électrostatique et de Van
der Waals (Pagadala, Syed, et Tuszynski 2017b), afin de fournir une estimation rapide et
approximative des affinités de liaison (Pantsar et Poso 2018). Ces fonctions se divisent en
trois catégories qui sont : les fonctions de score basées sur la physique, les fonctions de score
basées sur l'expérience et les fonctions de score basées sur les connaissances(Chen,
Seukep, et Guo 2020).

1.4.7. Utilisation et défis

Le Docking moléculaire présente a un avenir prometteur en recherche dans le domaine des
nutraceutiques, et cela avec un haut niveau de compétence dans la contribution de nouveaux
médicaments pour traiter diverses maladies (Agu et al. 2023). Ces étapes sont cruciales pour
cribler des milliers de composés de type médicamenteux (Naqvi et al. 2018), et des
interactions protéine-protéine (Kaczor et al. 2018) peuvent avoir lieu. |l permet également de
prédire la toxicité (Amaro et al. 2018), les interactions et la modélisation protéine-ligand ainsi
que son énergétique (A et Va 2018), méme pour les protéines dont la structure est inconnue.
Il existe également le docking inverse. Cependant, il peut faire face a plusieurs défis, en téte
desquels : la précision de la flexibilité conformationnelle (Pagadala, Syed, et Tuszynski 2017a;
Roomi et al. 2025), le compromis inhérent entre précision et colt de calcul, la faible évaluation
des interactions de solvant et entropiques, les molécules d'eau cristallographiques dans le site
actif, I'affinité, le manque de précision des algorithmes car ils ne sont qu'approximatifs, les
fonctions de score, et le manque d'informations sur la structure cristallographique. Pour
améliorer sa précision et sa pertinence biologique (Roomi et al. 2025), ainsi que pour combler
I'écart entre les prédictions computationnelles et la réalité biologique, il faut : améliorer les
fonctions de score en les soutenant par des données expérimentales, comme la cryo-
microscopie électronique ou la résonance magnétique nucléaire, et intégrer l'intelligence
artificielle (IA) pour I'échantillonnage conformationnel (Roomi et al. 2025; Saikia et Bordoloi
2019).
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2. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel

2.1.1. Microordinateur

L'étude informatique a été réalisée sur un systéme Windows 11 Professionnel en version 64
bits, équipé d'un processeur Intel(R)Core (TM) i7-13620H de 13 génération, de 16 Go de
mémoire RAM et d’'une carte graphique Intel(R) UHD Graphics.

2.1.2. Bases de données

2.1.2.1. Protein Data Bank (PDB)
La création de la PDB (Protein Data Bank) en 1971, en tant que plateforme mondiale de

données biologiques numériques, a débuté avec seulement sept structures de protéines.
Aujourd'hui, elle contient plus de 182 600 structures de macromolécules biologiques (ADN,
protéines, ARN). Ces molécules, souvent liées a d'autres molécules au sein de complexes,
sont archivées dans la PDB par le consortium international wvPDB (Behzadi et Gajdacs 2022).
Ces sources d’information associées aux structures atomiques et a la cristallographie,
permettent d'appréhender 'organisation tridimensionnelle (3D) des biomolécules, notamment
les acides nucléiques et les protéines. Elles trouvent de nombreuses applications tant dans le
domaine de I'’éducation que dans celui de la recherche scientifique (Burley 2021).
Aujourd’hui, la PDB est reconnue comme une référence incontournable et constitue I'un des
atouts (ou réservoirs) les plus importants pour l'archivage des données numériques
concernant les structures 3D des molécules biologiques (Westbrook et Burley 2019).

2.1.2.2. PubChem

PubChem est une base de données publique regroupant des informations sur les substances
chimiques ainsi que sur leurs activités biologiques. Depuis sa création en 2004 dans le cadre
de linitiative Molecular Libraries Roadmap des National Institutes of Health (NIH) des Etats-
Unis, PubChem est rapidement devenu une ressource essentielle d’'information chimique pour
la communauté scientifique dans divers domaines, notamment la chimio-informatique, la
biologie chimique, la chimie médicinale et la découverte de médicaments (S. Kim et al. 2016;
NCBI Resource Coordinators 2015).

2.1.3. Programmes

2.1.3.1. Avogadro
Avogadro est un logiciel de modélisation chimique qui intégre un éditeur et un visualiseur de

molécule. Il permet notamment d’effectuer des calculs de minimisation d’énergie afin d’obtenir

la conformation moléculaire la plus stable (Torres et al. 2019a).
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2.1.3.2. Open Babel
Il s’agit d’une boite a outils chimio-informatique open-source et compléte, qui intégre diverses

transformations et représentations de données chimiques. Elle permet ainsi de convertir,
stocker et analyser ces données, facilitant la modélisation moléculaire dans les domaines de
la bio-informatique et de la biochimie (O’Boyle et al. 2011)

2.1.3.3. AutoDockTools

AutoDockTools est un outil graphique interactif qui intégre diverses méthodes innovantes
pour la préparation, le regroupement, I'affichage et I'analyse des coordonnées ainsi que des
résultats de 'amarrage moléculaire (Morris et al. 2009). En amont du calcul avec AutoDock,
cet outil permet la préparation de la cible et du ligand au format PDBQT (El-Hachem et al.
2017)

2.1.3.4. AutoDock Vina

AutoDock Vina est un programme d'amarrage moléculaire de nouvelle génération. Il est
nettement plus rapide que les versions précédentes, tout en améliorant significativement la
précision de la prédiction des modes de liaison. Une accélération supplémentaire est obtenue
grace au parallélisme, par l'utilisation du multithreading sur des machines multi-cceurs. De
plus, AutoDock Vina calcule automatiquement les cartes de grille et regroupe les résultats de
maniére transparente pour l'utilisateur. La forme fonctionnelle générale de la partie
dépendante de la conformation constitue la base de la fonction de scoring d'AutoDock Vina
(Eberhardt et al. 2021a; Trott et Olson 2010a).

2.1.3.5. Biovia Discovery Studio Visualizer (DSV)
Biovia DSV est un logiciel qui comprend une gamme d’outils spécifiques pour 'amarrage

moléculaire : I'analyse de simulation de dynamique moléculaire, le criblage virtuel et la
modélisation de protéines (Agu et al. 2023). Il permet la visualisation moléculaire en structures
3D et 2D et la surface des interactions de complexe (ligand-protéine)(Khan et al. 2022; Sri
Snehaa et al. 2024; Yahaya et al. 2021). Il est utilisé également pour la facilité d’analyse des
diverses interactions et des résidus d’acides aminés qui ont contribué a I'association (Baroroh,
S.Si., M.Biotek. et al. 2023; K et Venugopal 2024).

2.2. Méthodes

2.1.1 Préparation de la protéine

Dans cette étude, la structure cristallographique tridimensionnelle de la protéine p38 MAPK
en complexe avec son inhibiteur a été récupérée a partir de la base de données Protein Data
Bank (PDB) sous le code d’accés 1A9U (Z. Wang et al. 1999). La kinase p38 MAPK posséde
deux domaines, un domaine N-terminal de 135 résidus et un domaine C-terminal de 225
résidus (Zhulun Wang et al. 1997). La structure a été téléchargée au format PDB, puis importée

et préparée dans le logiciel AutoDockTools (Morris, Huey, et Olson 2008). Au cours de cette
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étape, les molécules d’eau ont été retirées et les hétéroatomes (misc) ont été séparés. Aprés
I'ajout des atomes d'hydrogéne, la structure a été préparée et convertie au format PDBQT.

Enfin, le site actif a été déterminé.

Tableau 2.1. Paramétre de la protéine cible MAPK p38

Code du Nombre de Nombre d’acide
Type de la Résolution A _ _
protéine complexe PDB chaines aminés
MAP KINASE
1A9U 2.50 1 354
P38

2.2.2 Préparation des ligands

Pour la préparation du ligand dans cette étude, nous avons téléchargé de la structure
tridimensionnelle de la vitamine D3, représentée par la forme stockée 25(OH)D3
(hydroxyvitamine D3) et la forme biologique active 1,25(0OH)2 D3 (dihydroxyvitamine D3) ,a
partir de la base de données PubChem (Mohanty et Mohanty 2023), sous leurs identifiants de
composeés respectifs (CID) 5280453 et 8810851 dans I'ordre. Ces deux composés ont ensuite
subi l'optimisation moléculaire comprenant (la minimisation de I'énergie et la dynamique
moléculaire) a I'aide de Avogadro (Torres et al. 2019a), afin d’obtenir des conformations plus
stables (Mohanty et Mohanty 2023) et proches de I'état moléculaire naturel. Les ligands ont
ensuite été exportés au format PDBQT a l'aide du logiciel Open Babel, ce format étant
compatible (Igbal et al. 2023; Larga et al. 2024).

Tableau 2.2. Paramétres de Grid Box utilisées pour I’étude des interactions ligand-MAPK P38

Parameétres 25(0OH)D3 1.25(0OH)2D3
X 3.905 2.436
Center Y 11.253 14.488
z 25.111 27.853
X 30 28
Size Y 32 28
z 30 28

2.2.3 Docking Moléculaire

Le Docking moléculaire a été réalisé a 'aide du logiciel AutoDockTools, en suivant plusieurs

sous-étapes méthodiques afin d’évaluer I'affinité des deux formes de la vitamine D (25(OH)D3
et 1,25(0H),Ds) pour la p38 (PDB : 1A9U), notamment au niveau des site actif.
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Les deux métabolites de la vitamine D ont été préparées a partir de la base de données
PubChem Puis converties au format PDBQT depuis Open Babel. La structure
cristallographique de la p38 a été préparée au format PDBQT aprés suppression des

molécules d’eau.

Les simulations de Docking moléculaire ont été réalisées en utilisant le logiciel AutoDock Vina
(Eberhardt et al. 2021b; Trott et Olson 2010b) en ciblant le site de liaison spécifique de la
protéine étudiée incluant les résidus suivants : Lys 53, Met 109 (Noh et al. 2018) afin de
calculer I'énergie de liaison et de déterminer la meilleure pose de liaison pour chaque ligand.
Dans cette étude la protéine 1A9U a été maintenue rigide, tandis que les ligands ont été rendus

flexibles.

Les résultats du docking moléculaire ainsi que les interactions protéine-ligand, ont été
visualisés en 2D et 3D, puis analysé a I'aide BIOVIA Discovery Studio Visualizer v25.1.0.24284
(Baroroh, S.Si., M.Biotek. et al. 2023) .

2.2.4 Régle de 5 de Lipinski

La régle des cing de Lipinski (ou régle de Lipinsski) est une régle empirique basée sur les
propriétés physicochimiques et les descripteurs moléculaires. Elle est utilisée pour prédire
I'activité orale des composés chimiques et aider les chercheurs a concevoir des médicaments
administrés par voie orale (Pillai, Dhanikula, et Panchagnula 2001). Selon cette regle, une
molécule présente généralement un bon potentiel d’absorption par voie orale lorsqu’elle

satisfait au moins trois des cinq critéres suivants (Lipinski et al. 2001):

1. Un poids moléculaire < 500 daltons

2. Un nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (groupes —OH et -NH) <5

3.Un nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne (atome d’oxygéene ou d’azote) < 10
4.Un logP < 5, traduisant un bon équilibre entre hydrophilie et lipophilie

5.Un nombre de liaisons rotatives (liaisons simples flexibles) < 15

La plateforme ADMETIab 2.0 a été utilisée pour prédire la régle de cinq de Lipinski, en insérant

les chaines SMILES préalablement extraites de PubChem (Dong et al. 2018)

Tableau 2.3. Notations SMILES pour le calcidiol et le calcitriol.

Composés SMILES

C[C@H](CCCC(C)(C)O)[C@H]1CCC2[C@@]1(CCCC2=C/C=C\3/C[C@H
J(CCC3=C)0)C

Calcidiol
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Calcitriol

C[C@H](CCCC(C)(C)0)[C@H]1CCIC@@HIN\2[C@@]1(CCC/C2=C\C=C/
3\C[C@H](C[C@@H](C3=C)0)0)C
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3. Résultats

Dans le but de déterminer I'effet de la vitamine D3 « 250HD3 et 1,25(0OH)2D3 » sur la protéine
p38 MAPK dans les macrophages sénescents. Un docking moléculaire a été réalisé semi-
flexible pour chaque ligand. Avant d’effectuer le docking, la régle des cinq de Lipinski a été
vérifiée et validée (Tableau 3.1). La simulation de Docking moléculaire a généré 9 poses de
liaison différentes, présentant des affinités et des valeurs d’énergie de liaison variables
(kcal/mol), ainsi que des interactions spécifiques pour chaque composé. Cependant,
Cependant, seules les conformations présentant I'énergie libre de liaison la plus basse (affinité

maximale) ont été retenues pour I'analyse ultérieure (Tableau 3.2).

Tableau 3.1 Propriétés physico-chimiques des différents métabolites de la vitamine D3

Composé
MW nHA nHd logP nRot
Propriété
25-hydroxyvitamin D3 | g g7 2.0 2.0 4.941 6.0
1a,25-dihydroxyvitamin
D3 0.889 3.0 3.0 5.112 6.0

Tableau 3.2 Energies de liaison et résidus d'acides aminés impliqués dans les

interactions entre les métabolites de la vitamine D3 et la protéine cible p38 MAPK.

Energie

Interaction Type de Distance

Protéine Ligand de liaison

des résidus liaison (A)

(kcal/mol)
10,25 Lys 53 Alkyl 5,473585
dihydroxyvitamin -8,5 Tyr 35 Pi-Alkyl 3,953230
P38 MAPK D3 Tyr 35 Pi-Sigma 3,671658
25 hydroxyvitamin ; Tyr 35 Pi-Alkyl 4,036520
D3 7.3 Tyr 35 Pi-Sigma | 3,529838

A l'aide de BIOVIA Discovery Studio Visualizer, nous avons visualisé et analysé en 2D et 3D

(figure3.1) les résultats du docking des ligands avec la protéine p38.

Le 1a,25(0OH)2D3 présente la meilleure pose de liaison avec une énergie de -8.5 Kcal/mol. |l

forme trois interactions : deux avec le méme acide aminé, Tyr 35 : une interaction hydrophobe
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de type Pi-Alkyl (3,953230 A) et une liaison Pi-Sigma (3,671658 A). Une avec Lys 53 : une
liaison de type alkyl Alkyl (5,473585 A).

A linverse, Le 250HD3 ne montre que deux interactions, toutes deux formées avec le méme
acide aming, Tyr 35 : une liaison Pi-Alkyl (4,036520 A) et une liaison Pi-Sigma (3,529838 A).

LYS
A:53

TYR
A:35

..............

Figure 3.1 Structure en 2D des interactions de la 1a,25-dihydroxyvitamine D3 avec la
protéine p38

TYR
ABS

Interactions

B Pi-siama I ] Pi-Alkyl

Figure 3.2 Structure en 2D des interactions de la 25 hydroxyvitamin D3 avec la protéine
p38
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Acceptor 55

Figure 3.3. Les interactions de liaison de 1a,25-hydroxyvitamine D3 avec P38 MAPK en
3D : (a) Résidus interagissant de p38 avec 1a,25-hydroxyvitamine D3. (b) site de liaison de p38 avec 1a,25-
hydroxyvitamine D3 montrant les résidus donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne.

(a) / (b)

\

g
N TYR35

Acceptor &8

Figure 3.4. Interactions de liaison de 25-hydroxyvitamine D3 avec P38MAPK en 3D :(a)
Résidus interagissant de p38 avec le 25-hydroxyvitamine D3. (b) site de liaison de p38 avec 25-hydroxyvitamine
D3 montrant les résidus donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne.
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La vitamine D est une pro-hormone, régulatrice du calcium, du phosphore et de 'homéostasie
osseuse. De plus , la vitamine D joue divers réles en dehors de la régulation des niveaux de
calcium, notamment un réle fondamental dans la modulation de Ila réponse
immunitaire (Aranow 2011). Elle peut étre impliquée dans la stimulation de 'immunité innée, a
la régulation de l'inflammation et a la défense de I'héte contre les pathogénes. Par ailleurs,
grace a ces propriétés anti-inflammatoires, elle peut via son récepteur VDR stimuler le
processus de l'autophagie en inhibant la voie ROS-p38 MAPK et en réduisant I'activation de
'IL-1B, permettant ainsi 'atténuation de I'inflammation (Wen et al. 2024).

Lors du vieillissement, la vitamine D empéche la sénescence des macrophages par I'inhibition
de la voie p38 MAPK. Le dysfonctionnement des macrophages sénescents conduit a
'émergence des maladies liées a I'age, telles que I'athérosclérose, le diabéte, la fibrose, la
déclin immunitaire, 'auto-immunité et le cancer (Moss et al. 2024b). En paralléle, Le
vieillissement est associé a une diminution de I'immunité cutanée (Ciabattini et al. 2018) ainsi
gu’a une augmentation de l'inflammation (Ju, Lee, et Kim 2018). Les fibroblastes dermiques
sénescents s’accumulent dans la peau et sécrétent des cytokines et des chimiokines, un
phénoméne connu sous le nom de phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP), qui
est en partie régulé par la kinase p38 MAPK. Cela alimente I'environnement inflammatoire de

la peau, entrainant une altération de 'immunité cutanée au fil du temps (Pereira et al. 2019).

En 2024, une étude in vitro a montré pour la premiére fois que la vitamine D3 bloque la
production du SASP dans les fibroblastes sénescents par l'inhibition de la voie p38 MAPK. De
plus, I'analyse transcriptomique des biopsies cutanées provenant de de sujets agés apres
supplémentation en vitamine D3 a révélé que celle-ci inhibe, en réponse a une solution saline,

les méme voies inflammatoires qu’un inhibiteur spécifique de p38 (Sayegh et al. 2024b).

Le Docking moléculaire est une méthodologie qui étudie in silico I'affinité de la liaison entre
une protéine et son ligand afin de développer de nouveaux médicaments (Gioia et al. 2017b).
Dans cette étude, nous avons exploré le potentiel des métabolites de la vitamine D3, le
calcidiol et le calcitriol, a interagir directement avec la protéine p38 dans le macrophage

sénescent en utilisant le Docking moléculaire.

La protéine p38 MAPK est une voie de signalisation majeur, impliquée dans plusieurs fonctions
physiologiques et cellulaires telles que la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose, I'expression
geénique et les réponses aux stimuli de stress. Elle joue notamment un rdle central dans la
relation entre le vieillissement et les altérations de signalisation protéique (Boehmer et al.,
2005). L'augmentation de l'activation de la voie p38 (MAPK) induit une diminution de

I'expression du récepteur Tim-4 (De Maeyer et al. 2020). Ce changement peut entrainer une
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altération de la capacité phagocytaire des macrophages, et par conséquent la clairance de
corps apoptotique (Shen et al. 2025). Ainsi, La kinase de stress p38 participe a I'établissement
de la sénescence cellulaire grace a sa capacité a activer la voie d'arrét de croissance
dépendante de p53. De plus, il a été démontré que l'activité constitutive de p38MAPK peut
induire un arrét de la croissance indépendant de la réponse aux dommages a I'ADN (Griukova
et al. 2018). Cette altération entraine une perte de contrdle de I'expression des molécules pro-
inflammatoire (IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-12), conduisant ainsi a une inflammation chronique (Yang
et al. 2014).

La vitamine D est reconnue pour ses effets immunomodulateurs, notamment a travers
linhibition de la voie p38 dans les macrophages sénescents. Ainsi, la vitamine D régulait
positivement de MKP-1 qui induit a l'inhibition de la phosphorylation de p38 et de la sécrétion
de cytokines dans les macrophages (Y. Zhang et al. 2012). De plus, la vitamine D a la capacité
d’inhiber de I'expression du SAPS par le blocage particulier de la voie de signalisation p38
MAPK, et inhibe la production de TNF-a et d'IL-6 induit par le palmitate dans les macrophages
(Li et al. 2018; Sayegh et al. 2024). Cependant, dans le cadre de notre étude, nos résultats in
silico fournissant un mécanisme possible dirigé spécifiquement contre la sénescence des
macrophages.

Le calcitriol (1a,25(0OH)2D3) dont I'action est considérée comme un effet anti-age, peut réduire
la production des ROS et les dommages génomiques, ce qui favorise la prolifération cellulaire,
stimule I'expression du facteur nucléaire cytoprotecteur Nrf2 et réduisant la sénescence
cellulaire en bloquant le SAPS (Bima et al. 2021; L. Chen et al. 2019).

Les deux ligands utilisés dans notre étude respectent la regle de cing de Lipinski. Bien qu'une
violation de la propriété clogP soit observée pour le 1a,250H (5.112>5), cette molécule est

acceptable puisque la regle s’agit qu’'une seule propriété qui se situe hors des limites établies.

L'analyse de docking moléculaire montre que la meilleure conformation de liaison est obtenue
avec le 1a,25 dihydroxyvitamin D3. Ce complexe présente I'énergie de liaison la plus favorable
-8.5 kcal/mol, ce qui indique une affinité modérée et une interaction relativement stable avec
la protéine p38. Cette stabilité est renforcée par des interactions spécifiques, incluant deux
liaisons Pi-Alkyl et Pi-Sigma avec le méme résidu d’acide aminé Tyr35, ainsi qu’une liaison
Alkyl avec la Lys53, suggérant ainsi la formation d’'un complexe biologiquement pertinent. En
revanche, I'énergie libre de liaison obtenue pour le 250HD3 est de -7.5 kcal/mol. Ses
interactions avec la Tyr35 se limitent a une liaison Pi-Alkyl et une liaison Pi-Sigma. Les
variations observées dans la nature et le nombre d’interactions entre la protéine cible et ces
deux ligands semblent donc jouer un réle déterminant dans les différences de valeurs

d’énergie libre de liaison.
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Ces interactions suggeérent un mécanisme inhibiteur potentiel, notamment, le calcidiol et le
calcitriol pourraient inhiber la fonction de la p38 MAPK au sein des macrophages sénescents,
réduisant ainsi la sénescence et les dysfonctions cellulaires associées afin de prévenir

linflammaging.

Ce travail se positionne comme la premiére étude a proposer un mécanisme d’inhibition directe
de la protéine p38 par la vitamine D grace a leurs interactions moléculaires. Ces résultats
ouvrent une voie prometteuse pour dans le développement d’approches thérapeutique
capable de renforcer les défenses immunitaires tout en limitant les dommages cellulaires

associés au vieillissement.

Néanmoins, cette étude repose sur des modeéles prédictifs. Une validation in vitro s’avére donc
nécessaire pour confirmer le potentiel inhibiteur de la vitamine D sur I'activité de la protéine
p38.
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Dans cette étude, nous avons examiné linteraction directe entre deux ligands, la 25-
hydroxyvitamine D3, la 1a,25-dihydroxyvitamine D3 et la protéine kinase p38 au moyen de
simulations de docking moléculaire. Au sein des macrophages sénescents, la kinase p38 est
responsable de I'exacerbation de l'inflammation, de la réponse au stress cellulaire et de
l'altération des fonctions macrophagiques. Bien que le rbéle de la vitamine D dans le
renforcement des réponses immunitaires innées soit déja bien documenté, nos résultats
apportent de nouvelles preuves d'un effet protecteur direct ciblant spécifiquement la

senescence.

Les résultats de docking moléculaire ont montré une affinité de liaison modérée entre le
250HD3, le 1a,25(0H)2D3 et la protéine p38. Cette liaison est stabilisée par plusieurs
interactions, notamment des liaisons hydrophobes. Ces interactions suggerent que le calcidiol
et le calcitriol peuvent s’adapter a la conformation de la protéine, modulant ainsi son activité

pour lutter contre la sénescence.

Ces résultats proposent un nouveau mécanisme lequel la vitamine D pourrait exercer une
activité inhibitrice sur la protéine p38 au sein des macrophages sénescents. A notre
connaissance, il s’agit de la premiére preuve obtenue par des méthodes computationnelles
d'une telle interaction, soulignant la valeur des approches in silico pour identifier des
mécanismes ciblant la sénescence. Néanmoins, cette étude reste de nature prédictive. Une
validation par des simulations de dynamique moléculaire, ainsi que des tests fonctionnels de

la protéine au sein de macrophages sénescents s’avérent donc nécessaires.
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