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Carbamylation des protéines

Quand vieillissements protéique
et chronologique se rejoignent

Laétitia Gorisse!, Stéphane Jaisson"2, Christine Pietrement!?,

Philippe Gillery®?

> Les mécanismes moléculaires associés au
vieillissement chronologique font encore
I’objet de nombreuses hypothéses. Une
littérature abondante a démontré I'impli-
cation, a des degrés divers, de la sénes-
cence cellulaire, du raccourcissement des
télomeres, de la diminution de la capacité
proliférative des cellules, des mutations
de "ADN mitochondrial, ou encore de fac-
teurs inflammatoires dans le vieillissement
chronologique. Cependant, un phénomene
rarement évoqué est le vieillissement pro-
téique, caractérisé par I’altération des
propriétés structurales et fonctionnelles
des protéines liée a des modifications
post-traductionnelles non enzymatiques
(MPTNE) [1]. Nous avons récemment mon-
tré que I'une d’entre elles, la carbamyla-
tion, était directement liée au vieillisse-
ment chronologique et a la longévité dans
trois espéces animales [2].

Vieillissement des protéines :

un phénomene naturel et délétere

Tout au long de leur séjour dans 'orga-
nisme, les protéines sont la cible de MPTNE
(Figure 14), des réactions chimiques qui
ne sont pas régulées et qui surviennent
de fagon naturelle mais inéluctable. Ces
réactions sont connues depuis plus d’un
siecle dans I'industrie alimentaire. L'une
d’elles, la glycation non enzymatique, qui
correspond a la condensation de sucres
sur des protéines, est décrite sous le nom
de réaction de Maillard [3]. On a pendant
longtemps pensé que cette réaction ne
pouvait pas se dérouler in vivo, méme
avec moins d’intensité, jusqu’a ce que sa
survenue soit démontrée au cours du dia-
béte sucré et, a un niveau basal, dans les
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conditions physiologiques [1]. Il y a vingt
ans, I’équipe de Vincent Monnier a mis
en évidence, dans différentes especes,
une accumulation des produits de gly-
coxydation (glycation non enzymatique
associée a des réactions oxydatives) dans
la peau au cours du vieillissement [4].
Nos récents résultats démontrent un lien
direct entre la carbamylation, une autre
MPTNE, et le vieillissement de I’organisme
[2], les protéines étant d’autant plus
susceptibles d’étre carbamylées que leur
durée de vie est longue.

Carbamylation : une histoire

ancienne mais méconnue

La carbamylation correspond a la fixa-
tion irréversible et cumulative d’acide
isocyanique (de formule HN=C=0) sur les
groupements aminés des protéines, en
particulier sur les résidus de lysine, pour
former de I’homocitrulline (Figure 1B).
Dans I'organisme, I’acide isocyanique
résulte principalement de la dissociation
spontanée de I'urée, ce qui explique
que I’intensité de la carbamylation soit
augmentée au cours de I'insuffisance
rénale, caractérisée par une élévation
de 'urémie. Il peut également étre formé
de facon enzymatique par I'action de
la myéloperoxydase sur le thiocyanate,
en particulier au niveau des plaques
d’athérosclérose. €Enfin, un apport
atmosphérique a été décrit a partir de la
combustion de la biomasse, mais cette
source exogeéne parait trés mineure [5].
Limportance de la réaction de carbamy-
lation en physiopathologie est évoquée
depuis une quarantaine d’années. A cette
époque, 'urée et le cyanate étaient utilisés

a des fins thérapeutiques afin de diminuer
la précipitation de I’hémoglobine S chez
les patients atteints de drépanocytose’. La
carbamylation entraine en effet une dimi-
nution de 'agrégabilité de cette hémoglo-
bine mutée et une augmentation de son
affinité pour I'oxygéne. Cependant, un effet
secondaire inattendu était le développe-
ment de cataracte, provoquée par la car-
bamylation des protéines du cristallin [6].
Pendant longtemps, la carbamylation a
été négligée par rapport a la glycation,
essentiellement parce que les méthodes
d’investigation biologique étaient prises
en défaut. Désormais, les techniques de
chromatographie en phase liquide cou-
plée a la spectrométrie de masse en tan-
dem (LC-MS/MS) permettent un dosage
fiable et sensible des produits de car-
bamylation. €n 2013, nous avons montré
pour la premiére fois que les produits
de carbamylation s’accumulaient dans
Iorganisme d’animaux atteints d’in-
suffisance rénale chronique [7]. Cette
observation fournissait un substratum
physiopathologique aux études cliniques
récentes montrant que la carbamylation
des protéines sériques était associée a la
morbi-mortalité chez les patients atteints
de troubles rénaux ou cardiaques [8].
La carbamylation affecte les propriétés
physico-chimiques des protéines et leurs

!La drépanocytose, aussi appelée anémie falciforme,
est une maladie héréditaire touchant ’hémoglobine.
L’hémoglobine mutée des patients drépanocytaires
(dite hémoglobine S pour Sickle, faucille en anglais)
a tendance a polymériser lorsque la concentration
d’oxygene dans le sang est faible. Les polymeéres
d’hémoglobine S déforment alors les hématies et leur
donnent une forme caractéristique de faucille.
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Figure 1. Le vieillissement protéique. A. Les modifications post-traductionnelles non

enzymatiques des protéines. B. La réaction de carbamylation.

interactions avec les cellules. Ainsi, le
collagene de type | et/ou I'albumine car-
bamylée provoquent des réactions inap-
propriées des monocytes et des polynu-
cléaires neutrophiles, pouvant expliquer
les troubles inflammatoires ou infectieux
rencontrés au cours de I'insuffisance
rénale chronique [9, 10].

Carbamylation et vieillissement :

un nouveau concept

L'une des questions, restées en suspens,
était I'éventualité d’une accumulation
des produits de carbamylation dans I’or-
ganisme au cours du vieillissement. Nous
avions déja observé que le taux basal de
carbamylation des protéines augmentait
chez I'animal de laboratoire au cours
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d’expériences a relativement court terme.
Pour répondre a la question, nous avons
évalué la carbamylation des protéines
cutanées, par dosage de I’homocitrulline
par LC-MS/MS, dans trois especes de
mammiféres ayant des durées de vie trés
différentes : la souris (avec des préléve-
ments de la naissance jusqu’a deux ans),
le beeuf (avec des prélévements de six
mois a huit ans, la durée de vie du beeuf
étant d’environ vingt ans) et ’homme
(avec des prélévements entre un mois et
quatre-vingt-dix-huit ans). Nous avons
étudié la carbamylation, en particulier du
collagene de type | et de I"élastine, des
protéines matricielles majeures dont la
durée de vie longue en fait des cibles pré-
férentielles (Figure 24). Les résultats que

nous avons obtenus ont montré qu’il exis-
tait, en fonction de I’dge, une augmen-
tation progressive de la carbamylation
des protéines cutanées, en particulier
du collagene, dans les trois espéces étu-
diées. Les taux de carbamylation étaient
deux a trois fois plus élevés chez le boeuf
et ’homme que chez la souris aux dges
les plus avancés, ce qui démontrait une
accumulation progressive d’autant plus
importante que la durée de vie du sujet
est longue (Figure 2B). De facon intéres-
sante, cette accumulation se produit a
une vitesse différente selon les espéces.
Elle est d’autant plus rapide que la durée
de vie de I’espéce est courte et que la
concentration basale d’urée est élevée.
Une corrélation inverse a ainsi clairement
été observée entre 'espérance de vie
moyenne et la vitesse d’augmentation de
la carbamylation. De fagon inattendue,
I’intensité de la carbamylation mesurée
lors de ces expériences était supérieure
a celle détectée pour la glycoxydation,
les valeurs d’homocitrulline étant pres
de trois fois plus élevées que celles de la
carboxyméthyllysine, considérée comme
un produit majeur de glycoxydation tissu-
laire. Au vu de ces résultats, nous avons
cherché a savoir si ’'accumulation tissu-
laire de ces produits de carbamylation
pouvait étre réversible. Nous avons donc
induit la carbamylation par supplémen-
tation de cyanate de sodium dans 'eau
de boisson chez la souris et avons observé
que les protéines carbamylées tissulaires
n’étaient en fait qu’en partie renouve-
Iées, leur turnover paraissant insuffisant
pour que I’organisme s’en débarrasse
totalement.

Vers de nouvelles stratégies ?

Les questions posées par nos observa-
tions nécessitent des approches expé-
rimentales complémentaires. Il convient
en particulier de mieux préciser les liens
entre carbamylation des protéines et
pathologies. Il est également néces-
saire d’identifier les éventuels méca-
nismes de protection contre la carba-
mylation, comme I'existence d’enzymes
de décarbamylation. Ainsi, la meil-
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Figure 2. Accumulation des produits de carbamylation tissulaires au cours du vieillissement.

A. Immuno-marquage de I’homocitrulline (HCit, en vert) sur des coupes de peau humaine jeune

(5 mois, AI) et dgée (90 ans, A2) (d : derme ; e : épiderme). B. Accumulation cutanée de I’HCit

avec I’Gge dans les trois especes étudiées.

leure connaissance de 'implication des
modifications des protéines au cours
du vieillissement devrait permettre le
développement de stratégies permet-
tant de contrer le développement de
telles réactions et leurs effets déléteres
sur 'organisme.

La carbamylation des protéines appa-
raft donc comme un mécanisme majeur
d’altération des protéines intervenant
non seulement au cours de différentes
pathologies, mais également lors du

vieillissement chronologique dans dif-
férentes especes de mammiferes. Nos
travaux renforcent ainsi I’idée qu’aucun
mécanisme biologique du vivant ne peut
€tre correctement appréhendé si I’on ne
prend en compte ces MPTNE qui affectent
les protéines pendant leur séjour dans
I’organisme, et qui modifient profondé-
ment leurs fonctions biologiques et leurs
relations avec les cellules. ¢

Protein carbamylation: when protein
and chronologic ageings meet
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