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> Ces derniéres années, des études se sont foca-
lisées sur Iexistence d’une association entre la
parodontite et la polyarthrite rhumatoide (PR),
suggérant I'implication du microbiote buccal
dans le déclenchement de cette maladie auto-
immune des articulations. D’un point de vue
clinique, les deux pathologies reposent sur un
processus inflammatoire qui conduit a une éro-
sion osseuse. Elles font également intervenir
une modification post-traductionnelle appelée
citrullination. Dans le cas de la PR, la citrullina-
tion de certains sites protéiques par les peptidy-
larginine désiminases (PAD) aboutit & la produc-
tion d’auto-anticorps. C’est la découverte d’une
PAD exprimée par la bactérie Porphyromonas
gingivalis qui a orienté de nombreuses études
vers 'analyse d’une association entre ces deux
pathologies. <

€n France, 45 % des adultes de plus de 40 ans sont
atteints, au minimum, d’une parodontite localisée,
une maladie inflammatoire chronique d’origine bac-
térienne touchant les tissus de soutien de la dent
[1]. Depuis les années 1990, la médecine parodontale
a émergé pour mettre notamment I'accent sur les
conséquences liées a ces parodontopathies. €lle a en
particulier identifié la parodontite comme étant un
potentiel facteur de risque de maladies systémiques,
telles que la polyarthrite rhumatoide [2]. La polyar-
thrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune
chronique touchant les articulations, qui se manifeste
par une inflammation persistante au niveau de la
membrane synoviale. D’un point de vue moléculaire,
’apparition des signes cliniques de la maladie est
une conséquence de la citrullination de certains sites
protéiques, qui peut déclencher une cascade d’évé-
nements aboutissant a la production d’anticorps
anti-protéines citrullinées [3]. Un lien entre PR et
parodontite a notamment été établi en raison de la
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découverte chez Porphyromonas gingivalis, une bactérie participant
a I'établissement de la parondontite, d’une peptidylarginine dési-
minase, qui convertit I"arginine associée a un peptide (peptidylar-
ginine) en peptidylcitrulline [4]. Dans cette revue, nous décrirons le
role de cette citrullination des protéines dans les deux pathologies.
Les différentes données scientifiques concernant le lien existant
entre les deux maladies seront ensuite discutées.

La citrullination des protéines

La citrullination, ou désimination, est une modification post-tra-
ductionnelle des protéines qui consiste en la transformation de
résidus peptidyl-arginyl en résidus peptidyl-citrullyl avec libération
d’ammonium (Figure 1) [5]. Elle est réalisée par des enzymes appelées
peptidylarginine désiminases (PAD, pour protein-arginine deiminase,
ou protein-L-arginine iminohydrolase, ou €C 3.5.3.15) (Figure 1) [5].
La citrullinisation joue un rdle important dans la kératinisation de
la peau, la protection des neurones, la plasticité du systéme nerveux
central, la régulation des génes, mais aussi dans le fonctionnement
du systéme immunitaire (Figure 2) [6]. €n effet, c’est au cours de
la réponse immunitaire innée, ou de la réponse inflammatoire, que
I’hypercitrullination des histones permet la formation des NET (neu-
trophil extracellular trap) produits par les neutrophiles en réponse
aux stimulus pathogeénes, en particulier [7]. Ces NET (ou filets),
constitués d’ADN et de protéines libérés par le neutrophile, sont
capables de se lier aux bactéries pour les piéger et ainsi exercer une
activité bactéricide extracellulaire a distance. Les histones liées a
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Figure 1. Processus de citrullination catalysé par les PAD humaines. PAD : pep-

tidylarginine désiminase.

I’ADN seraient citrullinées, entrainant une modification de charge et
une décondensation de I’ADN cellulaire [8]. Au cours des processus
d’apoptose, de nécrose ou de NETose, un important flux d’ions calcium
activerait les PAD qui citrullineraient de nombreuses protéines cyto-
plasmiques, nucléaires, membranaires et mitochondriales [6]. Dans le
cas de la PR, ce sont des peptides présents au niveau des articulations,
enrichis en citrulline, qui deviennent des auto-antigénes a I'origine de
la réponse inflammatoire. La citrullination intervient également dans
d’autres processus pathologiques, tels que la formation de tumeurs, le
psoriasis, etc. (Figure 2) [6].

Chez I’homme, cing enzymes PAD (PAD1, PAD2, PAD3, PAD4 et PAD6),
sont codées par cing geénes regroupés sur le chromosome 1 en un seul
locus [5]. Ces isoformes sont assez bien conservées avec 44 a 57 %
d’identité en acides aminés (Tableau I). Chez les procaryotes, ces
enzymes n’ont été identifiées que chez Porphyromonas, plus particu-
lierement chez P. gingivalis, ou ’homologue des PAD humaines a été
nommé PPAD (P. gingivalis peptidylarginine deiminase) [9]. La PPAD
des Porphyromonas présente entre 30 et 40 % d’identité avec les PAD
humaines (Tableau |). Une comparaison entre PAD et PPAD est pré-
sentée dans le Tableau I/ [6, 10, 11]. Contrairement a ses homologues
eucaryotes qui sont présentes dans le cytoplasme de la cellule, PPAD
est sécrétée ou liée a la membrane externe de la paroi bactérienne.
Son action ne dépend pas de la présence de calcium, et elle est
active a un pH plus basique. €lle est capable de citrulliner des résidus
arginines présents au sein des séquences protéiques ou au niveau de
I"extrémité C-terminale de la protéine. Sa capacité d’autocitrullina-
tion reste a confirmer. Les substrats et la localisation de ces enzymes
leur sont spécifiques (Tableau 1). PPAD peut en effet citrulliner des
protéines bactériennes et des protéines de I’hGte, alors que les PAD
n’agissent que sur des protéines humaines.

Citrullination et parodontite chronique

La parodontite chronique englobe un ensemble d’événements com-
plexes, initiés par une colonisation bactérienne sous-gingivale,
une inflammation chronique, une citrullination de protéines, et une
dérégulation de la réponse immunitaire de I’hdte (Figure 3) [12].
La libération d’ammonium lors de la citrullination des protéines
endogénes, protégerait P. gingivalis des attaques acides [13].
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LUammonium produit permettrait au milieu d’atteindre
un pH optimal pour le fonctionnement de la PPAD,
ce qui favoriserait la survie de P. gingivalis dans
les poches parodontales [14]. PPAD n’aurait aucun
impact sur la capacité de P. gingivalis a adhérer et a
envahir les cellules épithéliales gingivales. Elle serait
en revanche un modulateur puissant de la réponse
immunitaire de I’héte [15]. P. gingivalis dispose
d’un large éventail de facteurs de virulence, parmi
lesquels figurent les gingipaines Rgp (Arg-gingipain)
et la PPAD [16]. Ces deux facteurs sont co-localisés
sur la membrane externe de la paroi bactérienne ou
dans des vésicules sécrétées. Pour traverser la paroi
bactérienne, ils utilisent le systeme de sécrétion Por
(PorSS), un mécanisme spécifique pour le transport
des gingipaines [17]. Deux gingipaines spécifiques de
I"arginine ont été identifiées chez P. gingivalis : RgpA,
RgpB. Ces deux enzymes clivent les protéines apres
les résidus arginines. Le fait que la PPAD citrulline
préférentiellement les résidus arginines en position
terminale des chaines polypeptidiques, suggere I'exis-
tence d’un lien direct entre ces deux enzymes. Les
produits issus de I’action des protéases Rgp sont ainsi
des substrats pour la PPAD. Les actions successives
des Rgp et de PPAD sur I"anaphylatoxine C5a, une gly-
coprotéine résultant de I'activation du complément,
induit, par exemple, une perte de fonction de la pro-
téine, ce qui empéche la vasodilatation des vaisseaux
et le recrutement des neutrophiles [18]. inactiva-
tion des Rgp bactériennes a pour conséquence une
diminution de la citrullination des protéines [19] et
les niveaux d’expression et I'activité des Rgp sont
augmentés en présence de PPAD [20, 21]. Les Rgp
peuvent étre, par ailleurs, citrullinées par la PPAD, ce
qui suggere que la présence de résidus citrullines au
sein de ces enzymes leur conférerait une protection
contre une éventuelle auto-coupure aux niveaux des
arginines qu’elles présentent [20].

La citrullination par PPAD du peptide LP9, (,;RAW-
VAWRNR;;), un produit de la dégradation du lysozyme,
connu pour agir comme peptide cationique antimicro-
bien, réduit son activité bactéricide [20]. PPAD empé-
cherait également la reconnaissance et la phagocytose
de la bactérie par les neutrophiles, lui permettant de
survivre dans le tissu gingival fortement enrichi en
neutrophiles [20]. La citrullination par PPAD de I’his-
tone H3, qui lui permet d’intégrer les NET produits par
les neutrophiles, interroge sur les mécanismes exacts
par lesquels PPAD participe a la formation de ces
filets afin de capturer les bactéries [20]. P. gingivalis
favoriserait donc la présence des cellules immunitaires
tout en empéchant certaines de leurs activités, initiant
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ainsi une réponse inflammatoire continue. U'ensemble de ces résultats
posent ainsi de nombreuses questions quant a I'implication de PPAD
dans les mécanismes de contournement des défenses mis en ceuvre par
P. gingivalis.

Citrullination et polyarthrite rhumatoide

La physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide reste inconnue. Il
semble néanmoins que cette pathologie soit déclenchée par une com-
binaison de facteurs génétiques et environnementaux qui conduisent
a une rupture de tolérance immunitaire. Cette maladie est carac-
térisée par une inflammation ayant pour origine une accumulation
d’infiltrats leucocytaires dans la membrane synoviale des articula-
tions, qui stimulent la production d’anticorps dirigés contre d’autres
anticorps (facteurs rhumatoides) et d’anticorps plus spécifiques qui
reconnaissent des peptides cycliques citrullinés (ACPA) comme des
antigénes du non-soi [3]. Cette reconnaissance par les ACPA des épi-
topes citrullinés et la formation de complexes immuns intégrant des
facteurs rhumatoides entretiennent un cercle vicieux a I'origine des
[ésions tissulaires aux niveaux des articulations. Les voies de signali-
sation impliquées dans la production des ACPA sont encore obscures.
Cependant, il est établi que ces anticorps sont a I'origine de la persis-
tance de I'inflammation synoviale en interagissant avec des protéines
citrullinées localisées dans la membrane des cellules ou incorporées
dans des NET [22]. U'analyse in vivo des véritables cibles des ACPA a
permis d’identifier plusieurs candidats antigéniques : le fibrinogene, la
vimentine, I’a.-énolase, le collagene de type Il, mais aussi des histones
contenues dans les NET [23]. Lexistence d’auto-anticorps anti-PAD4,
dont la présence est associée a la sévérité de la pathologie, a égale-
ment été mise en évidence [24]. Ces anticorps seraient capables de
se lier a PAD4 et de modifier sa conformation, augmentant ainsi la
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Figure 2. Processus de citrullination
catalysé par les PAD. La citrullination
intervient dans de nombreuses fonc-
tions physiologiques (représentées par

les fléches bleues). Un dysfonctionne-

ment peut aboutir au développement de
pathologies (représentés par les fleches
rouges). NET : neutrophil extracellular
trap, PAD : peptidylarginine désiminase,
PPAD : peptidylarginine désiminase de

&
J

Porphyromonas gingivalis.

sensibilité de I"enzyme au calcium
[24]. Néanmoins, les mécanismes
présidant a la production de ces
auto-anticorps anti-PAD4 restent
encore inconnus. Les ACPA sont des
immunoglobulines d’isotype G (IgG)
qui sont produits sans besoin d’une
éducation préalable des lympho-
cytes T (il s’agit donc d’une réponse
T-indépendante). La production des auto-anticorps
anti-PAD4 précede le développement d’une PR. U'asso-
ciation entre la protéine citrullinée et ’enzyme PAD4
(qui forme un complexe hapténe-protéine porteuse)
pourrait étre reconnue par les lymphocytes T, et donc
les activer [25]. Pourtant, les PAD sont des antigénes
du soi. Elles devraient étre tolérées par le systéme
immunitaire. Les mécanismes par lesquels ces enzymes
deviennent immunogénes et constituent des auto-anti-
genes dans cette maladie restent inconnus.

Depuis plusieurs années, le déclenchement de la PR
par une infection bactérienne ou virale a été le sujet
de plusieurs études. Les recherches se sont fondées sur
le fait que I'inflammation provoquée par des bactéries
ou des virus (virus d’Epstein-Barr, cytomégalovirus)
pouvait entrafner une rupture de la tolérance immuni-
taire et ainsi provoquer I"apparition de maladies auto-
immunes [2]. Les résultats obtenus dans ces études
apparaissent cependant contradictoires. L'apparition
précoce des auto-anticorps, bien avant la PR, a conduit
a I"hypothése qu’une inflammation, débutant dans les
tissus muqueus, tels que les poumons, les intestins et le
parodonte, pouvait, par voie systémique, atteindre les
articulations [26].

La citrullination : lien entre polyarthrite
rhumatoide et parodontite chronique

Malgré des étiologies différentes, la parodontite et la
PR sont des maladies multifactorielles qui partagent de
nombreuses caractéristiques. Elles sont toutes deux le
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Identité (%) PAD1 PAD2 PAD3
PAD1 100 51 57
PAD2 100 51
PAD3 100
PAD4
PAD6

PPAD

PAD4 PAD6 PPAD
56 44 45
50 44 25
55 43 35
100 44 34
100 29
100

Tableau I. Conservation entre les différentes PAD humaines et PPAD. Les pourcentages d’identité en acides aminés ont été calculés apreés aligne-

ment des séquences protéiques sur Blastp (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). PAD : peptidylarginine désiminase ; PPAD :

peptidylarginine désiminase de Porphyromonas gingivalis.

PPAD
Un seul isotype

Liée a la membrane externe de la paroi bactérienne
ou présente dans des vésicules sécrétées

Citrulline les résidus Arg internes ou en C-terminal
Calcium indépendante
Autocitrullination ???

Substrats :

Protéines bactériennes : gingipaines, protéine de fimbriline Mfal
Protéines humaines : fibrinogene, énolase, histone, vimentine, fac-
teur de croissance épidermique (EGF), C5a, produit de dégradation
du lysosome LP9

PAD humaines
PAD 1-4 et PAD6

PAD 1-3 et PAD6 dans le cytoplasme
PAD 4 et 2 dans le cytoplasme et le noyau

Citrullinent les résidus Arg internes
Calcium dépendantes
Autocitrullination

Substrats :

Protéines humaines : vimentine, fibrinogeéne, myéline, actines,
histones, fibrine, filaggrine, trichohyaline, facteur inducteur
d’apoptose, énolase

Tableau Il. Comparaison entre les différentes PAD humaines et PPAD. Arg : arginine ; PAD : peptidylarginine désiminase ; PPAD : peptidylarginine

désiminase de Porphyromonas gingivalis (d’apres [10, 111).

résultat de réactions inflammatoires chroniques localisées, auxquelles
participent un ensemble de cytokines (TNF-a. [tumor necrosis factor
alphal, IL[interleukine]-6 et IL-17) dont la circulation dans le sang
est bidirectionnelle, du parodonte aux articulations et vice versa [2].
Elles induisent également une augmentation de I'activité des métallo-
protéinases de la matrice collagénique ainsi que celle d’autres enzymes
(élastase, protéases a cystéines, des enzymes produites par les neu-
trophiles). Elles sont aussi a I’origine de la surexpression du systéme
RANK/RANKL/OPG!, responsable de Iésions irréversibles sur les tissus
riches en collagéne (gencive, ligament parodontal et os alvéolaire
pour la parodontite, os sous-chondral et cartilage pour la PR) [27].
La parodontite et la PR partagent également de nombreux facteurs de
risque environnementaux (tabac, etc.) et génétiques (dont le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I, HLA-DR, etc.) [11].

! Le récepteur membranaire receptor activator of NF-kB (RANK) et son ligand (RANKL) jouent un rdle
fondamental dans la régulation du remodelage osseux. Uostéoprotégérine (OPG) bloque ce processus en
interagissant avec RANKL.
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Ces derniéres années, de nombreuses analyses ont tenté
de montrer que la parodontite pouvait précéder le déve-
loppement de la PR [11, 27]. La théorie qui a émergé de
ces études suppose que le parodonte enflammé serait le
lieu de production des ACPA, en réponse a des processus
d’hypercitrullination de protéines réalisés par les PAD
endogenes et la PPAD bactérienne.

Il reste cependant difficile d’établir une relation entre
les deux pathologies, malgré des caractéristiques com-
munes et des liens suggérés par les données actuelles :
1) la prévalence élevée de la maladie parodontale
chez les patients atteints de PR et vice-versa. De
nombreuses études cas-témoins montrent en effet
que la maladie parodontale est plus fréquente chez les
patients atteints de PR, comparativement aux individus
en bonne santé [11]. €t réciproquement, la prévalence
de la PR est plus élevée chez les patients ayant une
parodontite. Dans I"étude la plus importante menée
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Figure 3. Séquence d’évenements lors de la mise en place de la parodontite. La formation de |ésions parodontales est provoquée par une dysbiose

sous-gingivale (altération qualitative et quantitative de la flore bactérienne) ayant provoqué et amplifié une réponse immunitaire inflammatoire

locale. Ces atteintes parodontales sont le résultat d’une action concommitante des facteurs de virulence et des médiateurs de I'inflammation. La

citrullination excessive des protéines par les PAD humaines et bactérienne (PPAD) fait partie des processus mis en jeu a I'origine de la production

d’auto-anticorps pouvant diffuser de maniere systémique. Aa : Aggregatibacter actinomycetemcomitans ; Ac : anticorps ; LPS : lipopolysaccha-

rides ; NO : monoxyde d’azote ; PAD : peptidylarginine désiminase ; P. gingivalis : Porphyromonas gingivalis ; PGE2 : prostaglandine €2 ; PPAD :

peptidylarginine désiminase de Porphyromonas gingivalis ; ROS : espéces réactives de I’oxygéne.

jusqu'a ce jour (plus de 13000 cas de PR et 130000 témoins), une
association significative a été mise en évidence entre les deux patho-
logies [28]. Toutefois, d’autres études ne confirment pas ces conclu-
sions [10, 11]. Les raisons expliquant de tels résultats contradictoires
peuvent étre le manque de critéres de classification spécifiques
associés a la parodontite, la taille des cohortes de patients, I’absence
de données concernant les facteurs de confusion et les différences
de design entre études. A noter que la prévalence de la PR est trois
fois plus importante chez les femmes [11]. Il existe d’autres facteurs
(hormones stéroidiennes, marqueurs génétiques, etc.) et mécanismes
spécifiques a chacune des pathologies, autres que la citrullination, qui
sont a prendre en compte ;

2) la présence de taux élevés d’anticorps anti-P. gingivalis dans la PR
[10]. Il est difficile d’évaluer la pertinence des différentes études en
raison de "absence d’analyses standardisées pour mesurer les niveaux
d’anticorps. Cependant, deux méta-analyses regroupant un nombre
conséquent de publications ont établi une corrélation entre les niveaux
d’anticorps anti-P. gingivalis et I’ACPA [29]. Contrairement aux anti-
corps anti-P. gingivalis, les anticorps dirigés contre RgpB, ne sont pas
corrélés a la PR [29]. Toutefois, des concentrations élevées d’anticorps
anti-RgpB ont été détectées avant apparition clinique de la PR [31] ;
3) des symptdmes cliniques de PR aggravés chez les souris et les rats
infectés par P. gingivalis. Un certain nombre d’études ont montré un afflux
massif de leucocytes, une accumulation d’ostéoclastes et des Iésions
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articulaires plus sévéres apres une infection a P. gingi-
valis [11,32]. Cependant, la validité de tels modéles est
contestée. Les animaux produisent effectivement des pro-
téines citrullinées au niveau de la synoviale, mais celles-ci
ne présentent cependant pas les épitopes spécifiques
observés au cours de la PR chez I’homme [10] ;

4) les effets bénéfiques des thérapeutiques sur I'évo-
lution de ces pathologies. Un traitement parodontal
non chirurgical permettrait d’améliorer les signes et
les symptémes de la PR [11, 33]. Limpact de cette
thérapeutique sur la PR semble étre plus important
chez les patients présentant une inflammation sys-
témique sévere [34]. Le traitement diminue Pactivité
de la PR, avec de faibles taux de facteur rhumatoide
et d’ACPA, mais aussi d’anticorps anti-P. gingivalis,
chez les patients simultanément atteints de PR et
de parodontite chronique [35, 36]. Inversement, le
ralentissement précoce de la PR par des médicaments
antirhumatismaux peut également limiter les Iésions
parodontales [11] ;

5) de I’ADN de P. gingivalis a été détecté dans le liquide
synovial de patients atteints de PR, ce qui n’est pas le
cas chez des patients en bonne santé [37]. La présence
d’une PPAD unique chez Porphyromonas est I’élément
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clé qui a déclenché de nombreuses études. Cette enzyme peut citrul-
liner des protéines de I’hGte, dont I’énolase et le fibrinogene, deux
des principaux auto-antigénes candidats dans la PR [19]. €lle est &
I’origine de nouveaux peptides constituant ainsi un pool d’épitopes
induisant la production des ACPA au niveau gingival. Une analyse du
«citrullome » par spectrométrie de masse révele que 6 protéines
citrullinées qui sont détectées dans le tissu parodontal le sont égale-
ment dans le fluide synovial de patients atteints de PR [38]. Les pep-
tides citrullinés retrouvés au niveau du tissu parodontal des patients
atteints de parodontite pourraient ainsi représenter des auto-anti-
geénes dans la PR. Toutefois, le peu de peptides identifiés, le faible
nombre d’échantillons examinés, ainsi que les limites des techniques
employées, ne permettent pas de conclure quant au lien entre les deux
pathologies ;

6) 'implication d’un autre agent parodontopathogene. P. gingivalis
n’était pas la seule espece bactérienne expliquant le lien entre les deux
pathologies. Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) serait éga-
lement a I"origine d’une hypercitrullination dans les neutrophiles via la
sécrétion de la leukotoxine A [39]. Cette toxine induirait la formation
de pores dans la membrane des cellules, permettant un influx de cal-
cium intracellulaire qui activerait les PAD. Une telle activité de PAD a
été identifiée dans le fluide gingival [40]. Des recherches complémen-
taires sont néanmoins nécessaires pour comprendre le potentiel role
des bactéries dans I’initiation et I’évolution de la maladie.

Conclusion

La citrullination fait partie des modifications post-traductionnelles
les moins étudiées a ce jour. La mise en évidence de son implication
dans la séquence d’événements participant a la mise en place de la
maladie parodontale est tres récente. De nombreuses interrogations
restent sans réponse. Bien que certaines études montrent le role de
PPAD comme facteur de virulence bactérien, sa participation dans la
maladie parodontale reste encore a préciser. Ces derniéres années, de
nombreuses analyses ont tenté de montrer que le parodonte enflammé
pouvait étre le lieu de production d’ACPA issus du processus d’hyper-
citrullination via les PAD et la PPAD. La validation d’un tel modele
nécessitera d’autres études afin d’identifier les mécanismes mis en jeu
et évaluer avec exactitude I'implication du microbiote buccal dans le
déclenchement de la PR. ¢

SUMMARY

Protein arginine deiminase of oral microbiome plays a causal role in
the polyarthritis rheumatoid initiating

In the last decade, the association between the periodontitis and
rheumatoid arthritis (RA) has been established, suggesting that oral
microbiome plays a causal role by initiating this chronic autoimmune
inflammatory disease of articulation. Both pathogenesis are similar in
term of chronic inflammation, tissue breakdown and bone resorption.
Molecular aspects have also revealed that citrullination, a post-
translational modification catalyzed by peptidyl-arginine deiminases
(PADs), is involved in both diseases. For RA, citrullinated proteins
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production leads to the synthesis the of anti-citrulli-
nated protein antibodies triggering the loss of immune
tolerance. In humans, five PADs have been identified.
Recently, studies have found that only Porphyromonas
species possess PAD. Thus, a major periodontal
pathogen, Porphyromonas gingivalis, is able to generate
citrullinated epitopes, and could consequently induce
anti-citrullinated protein antibodies. In this review,
citrullination process, periodontitis and RA are descri-
bed to put them in relation with molecular, clinical and
epidemiological studies establishing the association
between periodontitis and RA. ¢
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