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ABSTRACT

Bevarelse af sundt pulpavav og forebyggelse af
apikal parodontitis star centralt i faget endodonti.
Selv om pulpa er i stand til at komme sig efter skade
eller kraftig irritation, har behandling af eksponeret
pulpavayv traditionelt vaeret uforudsigelig. Frem-
komsten af nye biomaterialer til pulpaoverkapning
har sammen med forgget indsigt i pulpabiologi og
regenerative processer fgrt til ny optimisme ved-
rgrende behandling af eksponeret pulpavav; men
vores viden om cellulaer regulering af inflammation
og heling i pulpa er stadig mangelfuld. Epigenetisk
modulering af de molekyler, der indpakker DNA-
molekylet, og virkningen af ikke-kodende RNA har
vist sig at sta centralt i flere nggleprocesser inden
for vital pulpabehandling, herunder reproduktion
af stamceller og regulering af mineraliserede vaevs
udvikling og heling. Terapeutisk anvendelse af far-
makologiske heemmere af epigenetiske processer,
som fx DNA-metyltransferaser og histondeacetyla-
ser, har fremmet helingsprocesser i pulpacellepo-
pulationer. Denne artikel fokuserer pa en analyse
af betydningen af epigenetiske modifikationer for
kontrol af pulpacellefaenotyper og pa mulighederne
for at anvende epigenetiske modifikationer som led
i en behandlingsstrategi.

EMNEUH Histone deacetylases | DNA methylation |
non-coding RNA | histone modification |

dental pulp | biomaterials

Korrespondanceansvarlig sidsteforfatter:
" H.F. DUNCAN
:’ Hal.Duncan@dental.tcd.ie

Regenerativ endodonti.
Epigenetisk modulering
af pulpaceller

YUKAKO YAMAUCHI, postdoc in pulp biology, ph.d., Division of Restorative
Dentistry & Periodontology, Dublin Dental University Hospital, Trinity College
Dublin, University of Dublin, Ireland

MICHAELA KEARNEY, bachelor in genetics, ph.d.-student, Division of Restorative
Dentistry & Periodontology, Dublin Dental University Hospital, Trinity College
Dublin, University of Dublin, Ireland

HENRY FERGUS DUNCAN, assistant professor, consultant in Endodontics, ph.d.,
Division of Restorative Dentistry & Periodontology, Dublin Dental University
Hospital, Trinity College Dublin, University of Dublin, Ireland

» Accepteret til publikation den 8. januar 2020.

Tandlegebladet 2020:124:Xxx-Xxx

ulpa er et dynamisk bindevev, som under
normale omstendigheder er pakket ind i
mineraliseret dentin og emalje. Odonto-
blasterne befinder sig perifert i pulpa og er
ansvarlige for dannelse af primer dentin
under tanddannelsen og senere i livet for
den langsomme dannelse af sekundar den-
tin. Dertil kommer, at odontoblasterne spil-
ler en beskyttende rolle i pulpa, idet de kan
opregulere aktiviteten og danne tertizer dentin i dentintubuli,
hvis pulpa udfordres af traumer, kemikalier eller mikroorga-
nismer (1). Dette hjelper til at afskaerme den udefra kom-
mende irritation; men hvis stimulus persisterer, kan forsvars-
mekanismerne ikke fplge med, og der opstar progredierende
alvorlig inflammation (2), odontoblastdgd, irreversibel pul-
pitis og ultimativt pulpanekrose. Hvis inflammationsproces-
sen ikke er for fremskreden, er pulpa dog stadig i stand til at
hele og overleve, hvis irritamentet fjernes, og der laegges en
forseglende restaurering (3). Dgde odontoblaster kan faktisk
erstattes af nye odontoblast-lignende celler, som differentierer
fra progenitorceller (stamceller) i pulpa gennem en kompleks
proces ved navn reparativ dentinogenese (4). Operativ cari-
esterapi har til formal at kontrollere udvikling af caries og
pulpitis; men traditionelt set har man anset behandling af
profund caries og fremskreden pulpitis for uforudsigelig, og




rodkanalbehandling har derfor veeret den indicerede behand-
ling (5). Ved rodkanalbehandling bevarer patienten sin tand;
men fjernelse af alt irreversibelt beskadiget pulpavev er en
destruktiv og teknisk vanskelig terapiform (5), som fjerner
pulpas naturlige funktioner som perception, immunforsvar
og heling og medfgrer forgget risiko for fraktur eller tab af
tanden (6). Megen opmerksomhed har derfor veret rettet
mod nye strategier til at modulere den pulpale inflammation
ved fremskreden pulpitis (5,7,8) eller stimulere nydannelse
af pulpavaev (9), som kan efterligne det oprindelige pulpa-
dentin-kompleks.

Epigenetik og pulpa

Heling eller regeneration af pulpa-dentin-komplekset indebee-
rer en reekke intimt forbundne biologiske processer sdsom re-
kruttering af stamceller/progenitorceller, differentiering, mine-
ralisering og fremme af andre vaevsreaktioner som angiogenese
og neurogenese (10,11). En reekke heemmere og fremmere af
disse cellereaktioner, herunder epigenetiske modulatorer, er af
betydning for pulpaheling (12). Epigenetiske modifikationer af
DNA-associerede histonproteiner @ndrer kromatinets struktur
og regulerer dermed genekspressionen (13). Endvidere er epi-
genetiske modifikationer som DNA-metylering og histonacety-
lering attraktive mal for farmakologisk heemning, som kan ud-
nyttes i regenerativ behandling generelt (14-16) ogirelation til
pulpa (17) (Fig. 1). Formalet med denne oversigt er at diskutere
denrolle, epigenetiske modifikationer i pulpaceller (herunder
stamceller) spiller i relation til sygdom og regeneration, samt
atvurdere mulighederne for at anvende denne viden inden for
odontologisk diagnostik og behandling.

OVERSIGT

DNA-metylering

Mekanisme

DNA-metylering indeberer overfgrsel af en metylgruppe til
en cytosinbase i DNA ved hjelp af DNA-metyltransferaser
(DNMT), hvorved den omdannes til 5-metylcytosin (18). Den-
ne modifikation fgrer til blokering af mélgenet, enten ved at
forhindre, at DNA-bindende proteiner (fx transskriptionsfak-
torer) far adgang til DNA, eller ved at det metylerede DNA bin-
des til metyl-CpG-bindende domeneproteiner (MBD). MBD
aktiverer dernast kofaktorer som histondeacetylaser og andre
kromatinremodellerende proteiner, som undertrykker trans-
skriptionen (19). DNA-metylering anses for at vaere en stabil
epigenetisk mekanisme, da metyleringsmgnstret opretholdes
i hele cellens levetid og ogsé nedarves til dattercellerne (20).
DNA-metylering er derfor af afggrende betydning for, hvilken
feenotype cellen udvikler. Metyleringsmgnstret fastleegges un-
der celledifferentieringen og forbliver uaendret, sa afvigende
udvikling af celler og veev kan undgés (21).

Pulpaforskning

DNA-metylering spiller en central rolle i inflammations- og he-
lingsprocesser, og erfaringer fra andre omréder har nu ogsa
smittet af pa forskningen inden for regenerativ endodonti. In-
flammation kan fx endre metyleringsstatus, idet genet for »
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Vasentligste forkortelser

Angivet i den raekkefglge, de fremkommer i teksten
DNMT - DNA-metyltransferase

MBD - Metyl-CpG-bindende domeneproteiner
TET2 - Ten-eleven translocation

PSC - Pulpastamceller

KMSC - Knoglemarvsstamceller

PTEN - Fosfatase- og tensinhomolog

DNMTi - DNMT-inhibitor

FDA - Food and Drug Administration

HDAC - Histon-deacetylase

HDACI - HBAC-inhibitor

TSA - Trichostatin A

ncRNA - Ikke-kodende RNA

siRNA - Smad interfering RNA

miRNA - MikroRNA

IncRNA - Lange ikke-kodende RNA

Epigenetiske influence in tooth
development and repair

» DNA methylation catalysed by DNA methyltransferase enzymes.

- Histone acetylation (transcriptionally active) and deacetylation (transcrip-
tionally repressive) controlled by HDAC and HAT enzymes.

- These epigenetic motifications regulate gene expression by altering
chromatin conformation.

« Epigenetics regulation is critical to several cellular processes in dental
development (primary dentine) and repair (tertiary dentine), including
stem cell fate, inflammation, angiogenesis and mineralisation.

- DNA methylation and HDAC inhibitors have demonstrated therapeutic
potential in vital pulp repair processes by inducing mineralisation, cell
migration and dentine matrix component release.
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Fig. 1. Skematisk illustration af epigenetiske modifikationers potentielle rolle i
styring af udvikling og heling inden for pulpa-dentin-komplekset.

Fig. 1. Schematic illustration of the potential influence of epigenetic modifications
in orchestrating development and repair within the dentine-pulp complex.
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interferon gamma (IFN-vy) er umetyleret eller kun delvis mety-
lereti93 % af tilfeelde med inflammeret pulpavaev, mens genet
er totalt metyleret i 44 % af tilfeelde med normalt veev (22). Det
er for nylig pavist, at ten-eleven translocation 2 (TET2), en metyl-
cytosindioxygenase, som fremmer DNA-demetylering, spiller en
rolle i reguleringen af inflammation i pulpa. I en in vitro-model
med dyrkning af humane pulpaceller fremmer TET2 lipopoly-
sakkarid-induceret inflammation via regulering af MyD88 hy-
droxymetylering, hvilket bner mulighed for yderligere udforsk-
ning af betydningen af epigenetisk regulering ved pulpitis (23).

Der forskes ogsd ivrigt i, hvilken rolle DNA-metylering spil-
ler for modning og differentiering af pulpastamceller (PSC).
Stamceller fra knoglemarv og pulpa er af mesenkymal oprin-
delse og har en reekke feelles egenskaber som fx evnen til kon-
tinuerligt at proliferere og differentiere til mange forskellige
feenotyper. Ved analyse af metyleringsmgnstre i hele genomet i
knoglemarvsstamceller (KMSC) fandt man hgjere grad af CpG-
metylering i KMSC, som var pavirket til at undergé osteogen
differentiering, end i KMSC, som ikke var tilsvarende pavirket.
De metylerede gener var desuden involveret i mesenkymal ud-
vikling, mesenkymal celledifferentiering, stamcelledifferentie-
ring og udvikling af det skeletale system (24). I betragtning af
lighederne mellem osteogenese og odontogenese kunne man
forestille sig tilsvarende metyleringsmgnstre i PSC under tand-
dannelsen, og for nylig har man pévist, at metyleringsstatus for
fosfatase- og tensinhomolog (PTEN) i PSC er ansvarlig for, at
PSC har stgrre osteogent og odontogent potentiale end KMSC.
PTEN-metylering er opreguleret i KMSC sammenlignet med
PSC, og metyleringsstatus reguleres af DNMT3B. Reduktion
af DNMT3B i transplanterede KMSC stimulerede dem i gvrigt
til at danne pulpa-dentin-lignende komplekser (25). Desuden
har man ved genomsekventering fundet, at metyleringsprofilen
for tre distinkte odontogene stamceller, bl.a. PSC, er relateret
til deres osteogene potentiale (26).

Potentiale

P& grund af den rolle, DNA-metylering spiller i reparative og
inflammatoriske processer i pulpa, forventes det, at DNMT kan
udnyttes i terapeutisk sammenheng (Fig. 1). DNMT-inhibitoren
(DNMTi) 5-Aza-2-deoxycytidin, som er godkendt af Food and
Drug Administration (FDA) i USA, er grundigt undersggt for re-
generativt potentiale. Iseer har man undersggt ekspression af ge-
ner, der relaterer til mineralisation og odontogenese, fx dentin-
sialofosfoprotein, dentin-matrix-protein-1, osterix og RUNX2,
som alle opreguleres og giver anledning til forgget dannelse af
calcificerende noduli, ndr DNMTi er til stede (27). Disse fund
giver mulighed for udvikling af DNMTi-baserede dentalmate-
rialer, som ved lokal applikation kan danne grundlag for rege-
nerativ endodontisk behandling. Da der som navnt er forskel
pé metyleringsmgnstret i normalt og inflammeret pulpavav,
er der ogsé mulighed for at anvende forskellige metylerede ge-
ner som biomarkgrer i diagnostik af pulpitis. For nylig har man
pavist, at aktivering af den pro-inflammatoriske nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«B) regule-
res af metyleringsstatus for Smad6, som i den metylerede form
heemmer aktivering af NF-xB (28).

Den mulige anvendelse af DNA-metylering til diagnostik og
regenerativ terapi inden for endodontien er et nyt, men lovende
forskningsomrade. Fremtidig forskning inden for emnet bgr fo-
kusere pa effekten af DNMTi-baserede behandlinger in vivo med
henblik pa at udvikle diagnostiske og regenerative verktgjer.

Modificering af histoner

Histoner er proteiner, der pakker DNA-molekylet sammen som
kromatin i cellekernen. Epigenetisk regulering af disse protei-
ner pavirker kromatinstrukturen og eendrer genekspressionen.
Histoner kan modificeres pd mange mader: acetylering, me-
tylering, fosforylering, ubiquitinering og SUMOylering. Inden
for odontologien har der iseer vaeret fokuseret pa acetylering.

Histonacetylering

Mekanisme

Histonacetylering er en dynamisk proces, der styres af to mod-
satrettede enzymsystemer i cellekernen, histon-deacetylaser
(HDAC) og histon-acetyltransferaser. Histonacetylering fgrer
til en mere &ben kromatinstruktur, som giver transkriptions-
faktorer og kofaktorer adgang til cellens DNA, og dette fgrer
til forpget genekspression (13) (Fig. 1). Denne ggede trans-
skription giver anledning til en raekke cellulaere forandringer,
som kan veere relevante for pulpal regeneration, da de pavirker
cellernes differentiering, proliferation og aldring og dermed
ogsa bl.a. angiogenese, neurogenese og mineralisering (14-16).

Pulpaforskning

Istudier af dannelse og regeneration af knoglevaev har man pa-
vist HDAC (med forskellige isoformer som HDAC-4 og HDAC-6),
som er vigtige regulatorer af osteoblasters differentiering og
modning (29,30). Pa grund af lighederne mellem knogle- og
tandvev (fx osteoblaster og odontoblaster) (31,32), har man
set HDAC som mulige dirigenter af celleudvikling og -differen-
tiering inden for regenerativ endodonti (33,34). Faktisk bliver
nogle af HDAC-isoformerne kraftigt udtrykt i humane odon-
toblaster (35), og regulering af HDAC har medfgrt accelereret
cellemigration og mineralisering i pulpaceller fra mennesker
og gnavere og forgget dannelse af dentinogenese-relaterede
proteiner som dentin matrix protein-1 og matrixmetallopro-
teinaser (35-39).

Potentiale

En vaesentlig drsag til den omfattende interesse for HDAC er,
at det er relativt let at hamme dem farmakologisk (40). Man
kender flere HDAC-heemmere (HDACI), hvoraf nogle (fx tri-
chostatin A, TSA) haammer alle isoformer, mens andre er mere
specifikt rettet mod enkelte isoformer. De er gennemprgvet i
mange studier, iseer inden for cancer- og inflammationsforsk-
ning, og der pagar ogsa kliniske studier (15,41). HDACi har
positive virkninger pé regenerative processer i pulpaceller fra
mennesker og gnavere, idet de opregulerer odontoblast-asso-
cierede gener og fremmer mineralisering. Resultaterne er op-
néet ved lave koncentrationer af HDACi, hvorved ugnskede
bivirkninger, som ses ved hgjere doser, undgas (17,36,38,39)
(Fig. 1). Dette understreger vigtigheden af epigenetisk kontrol



ved regenerative processer. HDACi fremmer stamcellers repro-
duktion og ekspansion, men kan ogsé afhangigt af dosis redu-
cere proliferation og stimulere differentiering (41,42). HDACi
kan fremme cellers omprogrammering og dermed forbedre re-
sultaterne af terapeutisk kloning (somatic-cell nuclear transfer)
og induktion af pluripotente stamceller (43). Inden for den
odontologiske forskning har man vist, at TSA kan fremme dif-
ferentiering af odontoblaster i pulpacellekulturer og accelerere
differentiering af odontoblaster under tanddannelsen (37).
HDAC: har flere egenskaber, som gor dem velegnede til brug
ved regenerativ endodontisk behandling. Tilfgrsel af stamceller
er en forudsetning for regenerativ terapi, og uanset om stam-
cellerne kommer fra restpulpa eller tilfgres udefra, har HDACi
en positiv effekt pd dem. HDACi bidrager ogsa til mineralisering
og andre processer, som er ngdvendige for dental regenera-
tion, og de synes velegnede til klinisk anvendelse i fremtiden.

lkke-kodende RNA

Mekanisme

Ikke-kodende RNA (Non-coding RNA, ncRNA) er en samlebe-
tegnelse for alle de RNA-molekyler, der ikke overszettes til pro-
tein, fx small interfering RNA (siRNA), mikroRNA (miRNA),

klinisk perspektiv

Fremskridt inden for udvikling af dentale biomaterialer har
sammen med konceptet minimalt invasiv tandpleje fart til
gget interesse for at skabe palidelige behandlinger, der sig-
ter pa at bevare levende pulpavaev. Vores viden om de gene-
tiske og epigenetiske mekanismer, der kontrollerer pulpas
mineralisation, inflammation og regeneration, er dog stadig
mangelfuld. Epigenetiske modifikationer har vist sig at spille
en central rolle i flere af de processer, der kontrollerer rege-

nerationen, og maske rummer de ngglen til naeste genera-
tion af biomaterialer, der er rettet mod cellulzere processer.

lange ncRNA (IncRNA) med flere. Tilsammen udggr de en stgr-
re mengde end mRNA, der som bekendt koder for proteiner
(44). Savel siRNA som miRNA ha&emmer genekspression ved at
interagere med RNA-induced silencing complex og omdanne
det til et mRNA med en sekvens, der er komplementeer til det
aktuelle siRNA eller miRNA. Derefter spaltes mRNA af ar- »

Skematisk diagram over mulig anvendelse af miRNA i behandling af pulpitis
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Fig. 2. A. Diagnostik. Udvikling af naeste generation af klinisk anvendelige analyseteknikker til palidelig identifikation af inflammationsrelateret miRNA i pulpablod.

B. Malrettet terapi. Anvendelse af miRNA-hemmere eller -efterlignere til stimulation og fremme af helingsprocesser i pulpa. Figur fra Kearney et al. 2018 Epigenetic
Approaches to the Treatment of Dental Pulp Inflammation and Repair: Opportunities and Obstacles. Frontiers in Genetics 7;9:311

Fig. 2. A. Diagnosis. Development of next-generation dental ‘chairside’ analytic techniques to reliably identify inflammatory associated miRNA in pulpal blood.

B. Targeted therapy. Use of miRNA inhibitors or mimics to stimulate and augment dental pulpal repair processes. Figure from Kearney et al. 2018 Epigenetic Approaches
to the Treatment of Dental Pulp Inflammation and Repair: Opportunities and Obstacles. Frontiers in Genetics 7;9:311
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gonaute 2, som er den katalytiske komponent i RISC. IncRNA
(> 200 nukleotider) udggr den stgrste familie af ncRNA trans-
skripter i det humane genom. Deres preecise rolle i forbindelse
med genekspression kendes endnu ikke; men man ved, at de
deltager i styringen af genregulering pa transskriptorisk, post-
transskriptorisk og epigenetisk niveau (45).

Pulpaforskning

Der er fundet flere forskellige ncRNA, som pa forskellig vis re-
gulerer heling og regeneration af pulpavav. Ved undersggelse
af odontogent differentierende pulpaceller har man pavist 12
opregulerede og 10 nedregulerede miRNA (46). Ved nermere
analyse fandt man, at de gener, der blevregulerede, isaer kodede
for differentiering af mesenkymalceller, regulering af osteobla-
sters differentiering og regulering af aktiviteten af mitogen-akti-
veret proteinkinase. Et af de miRNA, der blev nedreguleret, var
miR-135b, som er involveret i osteogenese (47-50). Da der er
mange lighedspunkter mellem osteogenese og odontogenese,
er det rimeligt at forestille sig, at disse miRNA kan spille en rolle
i differentieringen af pulpacellepopulationer.

Potentiale

Pa grund af ikke-kodende RNA’s rolle i genreguleringen er de
attraktive for laagemiddelindustrien. I 2018 blev et siRNA-ba-
seret leegemiddel, Patisiran, som det fgrste af slagsen godkendt
af FDA til behandling af polyneuropati hos patienter med he-
rediteer transthyretin-medieret amyloidose (51,52). Der er for
tiden flere miRNA-baserede laegemidler, der afprgvesikliniske
fase I- og fase II-studier med henblik pa anvendelse i behand-
ling af fx hepatitis C (53) og T-cellelymfomer (54). Hanna et
al. har for nylig publiceret en grundig oversigt om potentialet
for miRNA-baserede lazegemidler (55). Inden for odontologien
er der mange miRNA’er, som er involveret i regulering af pul-
pacellers differentiering og eventuelt kan finde anvendelse som
dentalmaterialer, fx miR135b og miR-20b (47-50).Iandre un-
derspgelser har man pévist, at nedregulering af miR-143-5p

fremmer differentiering af pulpaceller til odontoblast-lignende
celler ved at stimulere ekspression af RUNX2 (56), mens miR-
675 faciliterer odontogen differentiering af pulpaceller ved at
heemme DNMT3B-medieret metylering af distal-less 3 (DLX3)
(57). Andre ikke-kodende RNA’er, som har vist potentiale som
leegemidler, er IncRNA DANCR, som undertrykker pulpacellers
differentiering til odontoblast-lignende celler ved at haamme
wnt/B-catenin pathway (58).

Den kraftigt forggede indsigt, vi pa det seneste har opnéet
om ncRNA’s rolle i differentiering af pulpaceller, &bner nye mu-
ligheder for udvikling af terapeutiske stoffer inden for omrédet
regenerativ endodonti. Fx vil klinikere meget pracist kunne
bestemme graden af pulpitis og ligefrem deempe inflammatio-
nen og fremme mineraliseringsprocessen (Fig. 2). Hvis fremti-
dig forskning fokuserer pa at overvinde de udfordringer, der er
ved ncRNA-baserede leegemidler, fx bivirkninger, formulering
og klinisk godkendelse, er der gode chancer for, at ncRNA-ba-
serede produkter kan finde vej til klinikken.

KONKLUSIONER

Dagens konservative strategier til behandling af beskadiget
pulpaveev er grove og uspecifikke. Der er udtalt behov for at
udvikle smartere Igsninger og forgge vores viden om mekanis-
merne bag pulpasygdomme. Vores voksende forstaelse af epi-
genetiske modifikationers rolle i reguleringen af pulpacellers
differentiering har givet os epigenetiske nggler til udvikling
af nye biomaterialer og diagnostiske hjaelpemidler. Den sene-
ste forskning har veeret centreret omkring DNMTi og HDACis,
som er i stand til at stimulere helingsprocesser og fremme
mineralisering i forbindelse med tanddannelse og heling og
giver mulighed for fremstilling af epigenetiske heammere, som
kan appliceres lokalt i forbindelse med vital pulpabehandling.
Der er endvidere betydeligt potentiale for klinisk relevant ud-
forskning af andre epigenetiske modulatorer som fx ncRNAs
som enten diagnostiske markgrer for pulpitis eller terapeuti-
ske ngglemolekyler. ¢

ABSTRACT (ENGLISH)

REGENERATIVE ENDODONTICS. EPIGENETIC MODULATION OF
DENTAL PULP CELLS

Preserving healthy pulp tissue and preventing apical peri-
odontitis are at the core of Endodontology. Although, the
dental pulp is able to recover from damage and severe ir-
ritation, traditionally treatment of exposed pulp has been
unpredictable. Recent advances in pulp capping biomate-
rials, and improved understanding of pulp biology and re-
generative processes have led to renewed enthusiasm for
treating the exposed pulp; however, our understanding of
the cellular regulators of pulpal inflammation/repair remains
incomplete. Epigenetic modification of DNA-associated pack-

ing molecules and the influence of non-coding RNA have
been shown to be central to several key processes in vital
pulp treatment (VPT), including the self-renewal of stem
cell populations and regulating mineralised tissue develop-
ment and repair. Therapeutically, the use of pharmacologi-
cal inhibitors targeted at epigenetic processes, such as DNA
methyltransferases and histone deacetylases, have promoted
repair processes in dental pulp cell (DPC) populations. This
manuscript focuses on an analysis of the importance of epi-
genetic modifications on controlling DPC phenotype as well
as the potential to target epigenetic modifications as part of
a therapeutic strategy.
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