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ABSTRACT

Efter flere artiers kliniske og molekylzarbiologiske
undersggelser er patogenesen for caries stadig
ufuldstaendigt belyst. Nye undersggelser tyder pa,
at caries ud over livsstilsfaktorer ogsa kan forarsa-
ges af fejl i det medfgdte immunsystem. Der kan fx
vaere tale om mutationer i generne PRH1 og PRH2,
der koder for sure prolinrige proteiner. Sadanne
mutationer haammer kontrollen med den orale
mikrobiota. Allele variationer i PRH1 og PRH2 kan
praedisponere for cariesudvikling og kan danne
grundlag for inddeling af caries i subtyper, der er
afhaengige af henholdsvis immundefekter og livs-
stilsfaktorer. Der findes ogsa hgjvirulente subtyper
af Streptococcus mutans, som kan svaekke immun-
forsvaret og @gge risikoen for cariesudvikling og sy-
stemisk sygdom. Der er undersggelser i gang, som
skal belyse udvikling af caries og andre kroniske
sygdomme pa tvaers af generationer via epigeneti-
ske forhold forarsaget af miljgpavirkninger. En dy-
bere forstdelse af bade genetiske og epigenetiske
forhold vil vaere et skridt pa vejen mod udvikling af
personlig medicin mod caries.
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aries dentalis er verdens mest udbredte kro-
niske sygdom, idet der er ca. tre milliarder
voksne og 600 millioner bgrn, som har ube-
handlet caries (1,2). Traditionelt betragter
man caries som en tilstand, der er relateret
til livsstil og socio-gkonomisk status og for-
arsages af darlig mundhygiejne og hyppig
indtagelse af sukker, hvilket selekterer for
Streptococcus mutans og andre syredannen-
de bakterier. Der er imidlertid ogsé indicier p&, at genetiske
forhold spiller en rolle. Dette underbygges af aldre tvillinge-
undersggelser (3) og af Vipeholm-undersggelserne, hvor det
viste sig, at 20 % af forsggspersonerne trods et stort indtag af
slik ikke udviklede caries, hvilket kunne tyde pa genetisk be-
stemt resistens (4). I den vestlige verden er der mange caries-
fri personer og samtidig 10-15 % hgjrisikoindivider, som har
recidiverende caries trods lav risikoprofil for sukkerindtag og
mundhygiejne, og dette tyder ogsd pd, at genetiske faktorer
har en potentiel rolle i cariesudviklingen (5,6) (Faktaboks 1).

Identifikation af sammenhangene mellem sunde hhv. syge
faenotyper, genetik (variationer i DNA-sekvenser) og epigenetik
(miljppavirkede modifikationer af DNA-strukturen) er forste
skridt pé vejen til personlig oral medicin (Fig. 1, Faktaboks 2)
(7-10). DNA udgger hovedbestanddelen af kromosomer og ge-
ner og baerer koder for den genetiske information ved hjelp af
sekvenserne af de fire nukleotider: cytosin [C], guanin [G], ade-
nin [A] og thymin [T]. Ved genetisk associeret sygdom vil der
vaere forskelle i DNA-sekvenser mellem syge og raske personer
(7,8), mens epigenetik handler om, hvordan miljget pavirker
genekspressionen uden at &ndre pd DNA-sekvensen (9,10).
Den genetiske kode er fordelt pa gener, der koder for protei-
ner med specifikke funktioner. Hvert gen omfatter to alleler, et




fra hver af foraeldrene, og DNA-sekvensen kan endres gennem
mutationer (single-nucleotide polymorphisms, SNPs). Hvis en
SNP endrer et proteins aminosyresekvens, er det muligt, at
proteinets faenotypiske funktioner ogsé eendrer sig. Genotypen
er pa den méde knyttet til en feenotype via et proteinmegnster.
Det er dog ikke s ligetil at forbinde en cariesfaenotype med en
tilsvarende genotype. Det humane genom indeholder omkring
15 millioner SNP’er, og aktiv caries heenger sandsynligvis sam-
men med flere specifikke kombinationer af SNP’er samt epige-
netiske mekanismer (fx DNA-metylering).

Den videnskabelige litteratur har ikke fundet nogen enty-
dig arvegang for caries, og caries har varet associeret med et
stort antal alleler, mutationer og posttranslationelle polymor-
fismer (11-17). En konservativ fortolkning tyder pa en multi-
gen pradisposition, som involverer utallige genetiske og andre
polymorfismer, der hver iseer kun indebzrer en beskeden re-
lativ risiko. Dette peger i retning af en multifaktoriel livsstils-
afhangig sygdom, der ikke kan udredes genetisk pa en klinisk
relevant made. Det er npdvendigt at identificere det gen, der
forérsager selve sygdommen og ikke blot dens sekundzre og
tertieere konsekvenser (18). Arsagen kan imidlertid sagtens
vaere polygen. Der er derfor behov for at identificere alleler
eller mutationer, der kan forudsige fremtidig cariesudvikling,
atinddele caries i forskellige kausale subtyper, at identificere
primere patogenetiske mgnstre og afvigelser herfra samt at
bestemme, hvordan genetiske markgrer kan anvendes til per-
sonlig oral medicin.

FREMSKRIDT OG FALDGRUBER | CARIESFORSKNINGEN
Der har veeret anvendt flere forskellige metoder til undersggelse
af genetiske markgrer for caries. Med genomsekventeringstek-
nik (genome-wide association study, GWAS) kan man screene
op til 15 millioner SNP’er eller mutationer for association til
caries eller andre polygene sygdomme (7,17); men metoden
har desverre flere potentielle ulemper. Da der er tale om en
tveersnitsundersggelsesmetode, kan der ikke drages konklusio-
ner vedrgrende drsagssammenhange, der som bekendt kraever
prospektive undersggelser. Dertil kommer, at de statistiske me-
toder kreever storre antal prgver, ndr antallet af SNP’er stiger, og
derfor bliver populationerne ofte mere heterogene med hensyn
til alder og etnicitet. Endelig kan de enkelte polymorfismer til-
sammen kun forklare en mindre del af sygdomsforekomsten,
og SNP’er fanger kun en lille del af den humane variation (7).

En anden strategi er at koncentrere indsatsen omkring spe-
cifikke gener, der koder for medfgdt eller adaptivimmunitet, fx
er der i spyttet bdde medfgdte immunologiske faktorer og adap-
tive faktorer som sekretorisk IgA) (15,18). En mulig fordel ved
denne strategi er, at den giver mulighed for at studere bestemte
gener i prospektive underspgelser af smé populationer, der er
homogene med hensyn til fx alder og etnicitet. Endvidere kan
man afdakke mutationsmgnstre og underliggende mekanis-
mer. [ en undersggelse af denne type har man gjort det overra-
skende fund, at biallelisk variation af generne PRHI og PRH2,
som koder for det sure prolinrige protein (PRP), kan anvendes
til at forudsige en cariesudvikling over fem &r og inddele caries
i undergrupper efter livsstil og immundefekter (15) (Fig. 2).
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Genetics and epigenetics may solve
caries dilemmas
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» Dental care accounts for 5% of total health
expenditures.

» Chronic caries infection confers a general health
risk.

» High-risk individuals present with recurrent caries.

e High-risk individuals respond poorly to standard
prevention.

» Secondary caries is the major reason for failure of
operative treatment.

« Classification is based on age and location, but not
on etiology.

« Past caries predicts future caries better than
traditional biomarkers.

« Lifestyle markers show weak relative risk values.

» Fluoride has plausible side-effects related to
neurophysiological development.

« Uniform distribution of prevention to low- and
high-risk individuals.
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I den ovennavnte undersggelse blev 452 unge mennesker
fulgt, fra de var 12, til de blev 17 ar, og man fandt, at biallelisk
variation af PRHI og PRH2 kunne inddele populationen i fee-
notyper med hgj (P4a), moderat (P6) oglav (P1) cariesfore- »
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Chromosome
Chromatin

Gene
Allele
PRH1, PRH2

Genome
Exome
SNPs
Genotype
Phenotype
Genetics

Epigenetics
CRISPR

Innate immunity
Adaptive immunity
Inflammasome

Saliva inflammasome

Pattern recognition

PRPs

Major aPRP variants

DMBT1
Commonsal bacteria
Pathogenic bacteria

Adhesin
SpaP
Cnm, Chm

\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\

iz z7z7ddiziiiiddidiiiiiiiiiddiidiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiizzz

Deoxyribonucleic acid is a molecule composed of two polynucleotide chains that coil
aroundeach other into a double helix carrying the genetic information or code. The nucleotides
contain a phosphate group, a sugar (deoxyribose), and four nitrogen-containing nucleobases:
cytosine (C), guanine (G), adenine (A), and thymine (T).

A DNA molecule containing part or all of the genetic material (genome) of an organism.

The nucleoprotein material of chromosomes that consists of DNA and proteins, such as the
histones that pack the DNA into a compact form, fitting into the cell nucleus.

A small section of DNA in the genome that encodes proteins.
A variant form of a given gene.

The Proline-Rich Protein Haelll Subfamily 1 and 2 genes on chromosome 12, position 13.2
(12p13.2), which encode the acidic proline-rich proteins (aPRPs).

All of the genetic material in an organism, both coding (exome) and non-coding (introne).
All exons in the genome, where an exon is any encoding part of the gene.
Single-nucleotide polymorphisms (mutations in DNA).

An organism's genetic set-up.

An organism's observable, physically expressed characteristics based on the genotype.

The study of genes and their heredity - here focusing on caries susceptibility and resistance
genes or alleles.

The study of environmentally induced changes in gene expression and function via modification
of the DNA structure but not its sequence.

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats present in the genome of bacteria,
which can be used to edit or change genes in humans.

Immediate host defensive responses against microbes or other threats.
Learned host defensive responses against micromes and other threats.

An intracellular multiprotein complex that detects pathogenic microorganisms and other
stressors, and directly activates a cascade of defensive mechanisms, including proinflammatory
cytokines.

Here standing for a hypothetical multiprotein complex in saliva that detects pathogenic
microorganisms and, similar to the inflammasome, activates a cascade of host defensive
mechanisms.

The ability to recognize "self from nonself" and to guide appropriate host defensive responses
based on thes recognition. PRPs and DMBT1 are examples of pattern recognition molecules.

Proline-rich proteins family of salivary acidic PRPs (aPRPs) encoded by PRH1 and PRHZ2, and
basic (bPRPs) and basic glycosylated PRPs (gPRPs) encoded by PRBI1-4. The six encoding genes
are clustered on chromosome 12p 13:2.

Allelic aPRP variants Pa, Db, PIF (PRHI), and PRP1 and PRP2 (PRH2). Abbrevations are Pa,
Parotid acidic, Db, Double band, PIF, Parotid Isoelectric Focusing, and PRP1/2, Proline-Rich
Phosphoprotein 1/2 variant proteins.

Deleted in Malignant Brain Tumors 1 (or salivary agglutinin, Gp-340, SALSA).
Bacteria that colonize and co-exist with humans, without causing harm.

Bacteria that harm humans. If such bacteria appear to colonize and co-exist with humans, they
are referred to as commonsal pathogens.

Bacterial cell surface component that facilitates adhesion to other cells or surfaces.
Surface protein adhesin P (or P1, Agl/Il, PAc) expressed by S. mutans.
Collagen binding adhesins expressed by S. mutans.
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komst (15) (Fig. 3). Unge med P4a feenotypen (immundefekt,
Db, PIF, PRP1, PRP2) udviklede mere caries uanset livsstil og
forekomst af S. mutans og pa trods af ekstra fluoridbehand-
ling i ungdomstandplejen. P4a faenotypen omfatter ca. 7 % af
befolkningen. Feenotypen P1 (P4a-negativ, livsstilstype) hang
derimod sammen med dérlig mundhygiejne, hyppigt sukker-
indtag og infektion med S. mutans, men affgdte ejendommeligt
nok ikke ekstra ordination af fluorid. Disse resultater tyder p4,
at de behandlende tandlaeger uden at kende til de genetiske for-
hold alligevel identificerede den genetiske immundefekt-type
som serligt cariesaktiv og derfor ordinerede ekstra fluorid. I
gvrigt kan oplyses, at unge med feenotypen P6 (PRH1, PRH2)
udviklede caries i forbindelse med infektion med laktobaciller.

IMMUNDEFEKTER SVEKKER M@NSTERGENKENDELSEN
OG KONTROLLEN MED DEN ORALE MIKROBIOTA

Salivas medfgdte og adaptive immunsystemer bidrager til
den orale sundhed og beskytter mod caries. Man kan betragte
spyttet som en slags inflammasom (se ordliste, Faktaboks 2).
Mgnstergenkendelsesmolekylerne PRPs og DMBT1 (se ordliste,
Faktaboks 2) og multi-proteinkomplekser (fx sekretorisk IgA,
laktoferrin og kollektinerne SP-A og -D) eristand til at aktivere
en kaskade af reaktioner, som kan forsvare veertsorganismen
mod mikrober og andre trusler (Fig. 4, Faktaboks 2).

Genetik og epigenetik pa tvaers af generationer

klinisk perspektiv

Undersggelser af det humane genom og den orale mikrobiota
rummer ngglen til fremtidig personlig oral sundhedsfremme.
Tidlig genetisk identifikation af personer med hgj risiko for
caries kan give mulighed for personligt tilpasset profylakse,
inden laesioner udvikles, mens cariesfri personer og personer
med lav risiko har mulighed for selv at holde sig sygdomsfri.
Genetiske markgrer kan ogsa skelne mellem kausale caries-
subtyper, der kraaver nye og intensive profylaksetiltag (im-
mundefekt-type), antimikrobielle stoffer (hgjvirulent type)
eller blot traditionel egenomsorg (livsstilstype). @get viden
om immundefekter og virulensfaktorer vil give anledning til
udvikling af nye medikamenter eller probiotika, og epigene-
tisk udredning af miljgfaktorer kan forgge vores forstaelse
af forudsaetningerne for caries og oral sundhed over flere
generationer.

Den polymorfe familie af sure PRP’er (aPRPs), som PRH1
og PRH2 koder for, og basiske glykosylerede PRP’er, som
PRBI1-4 koder for, udger 50-70 % af spyttets proteiner »
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Fig. 1. Genetiske (variationer i DNA-sekvenser) og epigenetiske (strukturelle modifikationer af DNA som fglge af miljgpavirkninger) forhold pa tvaers af generationer
haenger sammen med sunde og syge faenotyper. A. Cariesfaenotyper i tre generationer og B. de tilsvarende genotyper. Det caries-associerede allel (rgd) nedarves fra far
til datter, og begge udtrykker cariesfeenotypen. Men cariesallelet udtrykkes ikke hos datterens bgrn, fordi miljgpavirkninger medfgrer epigenetisk metylering af DNA. Det
er altsa bade genetiske (DNA-sekvens) og epigenetiske (miljgpavirkninger), der former feenotypen og den familieere forekomst af caries. €. Et gen med to alleler og poly-
morfi af enkelte nukleotider (SNP’er) eller mutationer. SNP’erne aendrer aminosyresekvensen (aiaz, osv.) og kan dermed potentielt eendre proteinets struktur og funktion.
Genotype og faenotype kan defineres ved hjzalp af nukleotid- og aminosyresubstitutioner, der afviger fra en referencesekvens.

Fig. 1. Transgenerational genetics (DNA sequence variation) and epigenetics (environment-induced DNA structural modifications) are linked to healthy and disease
phenotypes. A. Caries phenotypes in three generations and B. their corresponding genotypes. The caries-associated allele (red) is inherited by the daughter from the
father, both of whom express the caries phenotype. However, the caries allele is silenced in the daughter’s offspring by environment-induced epigenetic methylation of
the DNA. Accordingly, both genetics (DNA sequence) and epigenetics (environmental input) shape the phenotype and the family history of caries. €. A gene with two al-
leles and single-nucleotide polymorphisms (SNPs) or mutations. The SNPs alter the amino acid sequence (a:az, etc.) and thus potentially change the protein’s folding and
function. The genotype and phenotype can be defined by the nucleotide and amino acid substitutions that differ from a reference sequence.
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diet & oral prevention chlorhexidine
hygiene Immuno-stimulation probiotics
& supplementation Passive
immunotherapy

Fig. 2. Cariessubtyperne type 1 (livsstilsafhangig) og type 2 (immundefektafhangig) blev karakteriseret ved hjalp af human PRHI og PRH2 profilering, og type 3
(virulensafhaengig) ved hjeelp af genetisk profilering af S. mutans (15, 16). En rask person med en kommensal mikrobiota (grgn) og fa cariogene arter eller kloner (rgd)
kan transformeres til en cariesfeenotype gennem overvaekst af cariogene og syretolerante bakterier som fglge af hyppigt sukkerindtag og darlig mundhygiejne (caries 1).
Denne tilstand kan reverteres gennem forbedret egenomsorg. Hgjrisikopatienter med recidiverende caries og immundefekt cariestype (caries 2) og manglende kontrol
over den kommensale orale mikrobiota (rgd) som fglge af tab af PRP- og DMBT1-medieret mgnstergenkendelse har behov for intensiveret profylakse, inden laesionerne
opstar, eller behandling med nye behandlinger som probiotika, bakteriel substitution eller passiv immunisering. En hgijrisikotilstand kan ogsa opsta pa grund af infektion
med hgjvirulente S. mutans-faenotyper (fx Cnm- og SpaP B subtype B-1-positive stammer), som kan kolonisere de inderste pionerlag i biofilmen. Disse patienter kan
have behov for antimikrobiel behandling (fx med klorhexidin) og passivimmunterapi. De tre cariessubtyper (livsstil, immundefekt og virulens) svarer til de tre klassiske

plakhypoteser (henholdsvis den gkologiske, den uspecifikke og den specifikke).

Fig. 2. The lifestyle (type 1) and immunodeficiency (type 2) subtypes of caries were resolved by human PRHI and PRH2 profiling, and the virulence subtype (type 3) by

S. mutans genetic profiling (15, 16). A healthy individual with a commensal microbiota (green) and few cariogenic species or clones (red) can be transformed into a caries
phenotype through enrichment of cariogenic and acid-tolerant bacteria due to frequent sugar intake and poor oral hygiene (caries 1). This condition can be reversed

by self-care prevention. High-risk individuals with recurrent caries, and with the immunodeficiency type of caries (caries 2) with loss of PRP- and DMBT1-mediated
pattern recognition and control of the commensal oral microbiota (red), require intensified prevention before lesions develop, or treatment with novel supplementary,
probiotic, or passive immune therapies. High-risk situations may also result from infection with high-virulence S. mutans phenotypes (such as Cnm- and SpaP B subtype
B-1-positive strains), which, in the case of Chm, may colonize the inner pioneer layer of the biofilm. These individuals may require antimicrobials, such as chlorhexidine,
and passive immunotherapy to heal. The lifestyle, immunodeficiency, and virulence subtypes of caries correspond to the classic ecological, unspecific, and specific

plaque hypotheses, respectively.

(15) (Fig. 4). aPRPs er involveret i tendernes homeostase,
adhasion og bortskaffelse af kommensale og patogene bakte-
rier, neutralisering af toksiske stoffer samt smagsperception.
Endvidere danner aPRPs en proteinfilm pa teenderne, som
beskytter mod bakterielle syrer og letter adheasion af kom-
mensale bakterier. I saliva danner aPRPs bioaktive peptider
(fx RGRPQ), der pavirker streptokokkers feenotype (19). De
vigtigste allelvarianter af aPRP er Pa, Db og PIF (PRH1) samt
PRP1 og PRP2 (PRH2). Disse varierer pé individniveau med
f& aminosyrer, men kan potentielt pavirke de ovenfor naevnte
egenskaber (15).

DMBT1 (ogsa kaldet agglutinin) er et mucinhybridprotein
med domener for polymerisering (ZP), cellulare funktioner
(CUB), glykosylering (SID) og interaktion med sekretorisk IgA
og andre proteiner, som indgér i spyttets medfedte eller adap-
tive immunsystem (20) (Fig. 4). DMBT1 er ogsé i stand til mgn-
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stergenkendelse af mikroorganismer (pattern recognition, se
ordliste, Faktaboks 2) og kan dermed styre et immunsvar med
neutralisering af og kontrol med en lang reekke kommensale
og patogene bakterier. P& individniveau findes fire varianter af
DMBT1 (I-IV), og ekspression af variant I falder sammen med
pget cariesfglsomhed (14,21).

Den immundefekte faenotype P4a udviser forholdsvis hgj
cariesudvikling og samtidig meget lavt niveau for DMBT1-me-
dieret adhasion af S. mutans (15). Dette tyder pd en immun-
defekt i kombination med tab af mgnstergenkendelse for aPRP
og DMBT1, formodentlig pa grund af DMBT1 variant I, og der-
med manglende evne til at kontrollere den orale mikrobiota.
Man har dog endnu ikke identificeret alle de komponenter, der
indgar i PRP- og DMBT1-medierede immunreaktioner, og man
ved heller ikke, hvilke mutationer, der er bestemmende for, om
faenotypen bliver sund eller syg (Fig. 4).



DEN S. MUTANS-RELATEREDE, HOJVIRULENTE
CARIESSUBTYPE

Der er to hovedspor inden for den mikrobiologiske udforskning
af caries (1). I det ene spor undersgger man S. mutans som en
kommensal cariespatogen bakterie; men det er endnu ikke lyk-
kedes at identificere subtyper, kloner eller virulensfaktorer, der
kan forklare de store individuelle forskelle i cariesudviklingen.
I det andet spor udforsker man hele spektret af syredannende
og syretolerante arter, der kan associeres med forekomst og
udvikling af caries (22).

I den tidligere omtalte femarige underspgelse af 452 unge
mennesker studerede man genetiske variationer i bl.a. adhee-
siner fra S. mutans irelation til cariesudvikling og fandt, at S.
mutans omfatter biotyperne A, B og C, der er indbyrdes forskel-
lige med hensyn til SpaP-adhesin (med affinitet for DMBT1)
samt cariogen profil og adfeerd (16) (Tabel 1). Desuden kan
hver S. mutans-biotype udtrykke et Cnm- eller Cbm-adhesin
med affinitet for collagen og DMBT1. Adhasin-biotypen SpaP
B (isaer subtype B-1) og Cnm-faenotyperne er associeret med
forholdsvis hgj cariogenitet. Endvidere er SpaP B- og Cnm-fee-
notypernes bindingsstyrke til DMBT1 og saliva positivt korrele-
ret til de individuelle cariesniveauer, hvilket tyder p4, at staerk
binding heemmer de immunreaktioner, der medieres af DMBT1.

Biotype A B C
SpaP adhesin A B C
Cariogenicity Low High Low
Subtype B-1

Virulence Cnm Cnm Cnm

Tabel 1. Streptococcus mutans biotyper samt cariogene forhold og virulenstraek
(16).
Table 1. Streptococcus mutans biotypes and cariogenic and virulence traits (16).

I1gbet af den femarige forspgsperiode var hver af de unge for-
spgsdeltagere typisk koloniseret med en enkelt dominerende
feenotype (SpaP A, B eller C og Cnm eller Cbm).

Omkring 6 % af personerne var inficeret med S. mutans
Cnm-faenotypen (16). Denne feenotype angives ogsa at haenge
sammen med systemisk risiko for endocarditis og slagtilfelde
(23,24), idet Cnm-adheesinet haammer de collagenepitoper, der
eksponeres ved sarheling i endotel og andre vav (23). Det er
veerd at bemeerke, at tandtab pa grund af kronisk infektion og
inflammation udgger en risikofaktor for hjerte-kar-sygdomme »

Karakteristika for den genetiske og den livsstilsafhengige cariessubtype
I

PRH1, PRH2 children

genetic caries type (P4a)

0.40
Criteria Pda P6 P1 0s0 fCanes
} -
Caries type Genetic Genetic/ Lifestyle 0.20
Lifestyle o0 iSweets
Expected prevalence 7% 38% 34% 000 oh
Composition PRH1 Db, PIF Pa, PIF PIF, PIF -0.10 4Drinks
PRH2 PRP1, PRP1 PRP1, PRP2 PRP1, PRP1 -0.20
Caries DeFS Score High Moderate Low -0.30
Susceptibility High Moderate Low
lifestyle caries type (P1)
Dependence on 0.40
Lifestyle No No Yes —
Infection status °3%1  Loh
S. mutans No Yes Yes 020 4Drinks
Lactobacilli No Yes No 5
Orthodontic treatment Yes No No % 010
DMBT1 immunity Yes No No 0.00 T
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Fig. 3. 452 unge mennesker blev fulgt fra 12-drsalderen til 17-arsalderen (15). De fundne karakteristika for hgj (P4a), moderat (P6) og lav (P1) cariesfaenotype tyder sam-
men med adfaerden pa, at det drejer sig om immundefektafhangige og livsstilsafhangige cariessubtyper. Den genetisk bestemte immundefektafhaengige cariesfeenoty-
pe (P4a) udviser hgj carieserfaring, og cariesudviklingen er uafhaengig af livsstil og infektionsstatus, men afhaenger af ortodontisk behandling og DMBTI-immunitet. Den
livsstilsafhaengige P1 faenotype udviser modsatte karakteristika. Grafen til hgjre viser, at sukkerindtag og mundhygiejne udelukkende relaterer til den livsstilsafhangige
cariestype, mens der kun ordineres fluorid til bgrn/unge med den genetisk bestemte immundefektafhaengige cariestype.

Fig. 3. A total of 452 adolescents were followed from 12-17 years of age (15). The summary characteristics of the high (P4a), moderate (P6), and low (P1) caries phe-
notypes and their behaviours suggest immunodeficiency and lifestyle subtypes of caries. The genetic immunodeficiency caries phenotype (P4a) exhibits high caries
experience, and caries development that is independent of lifestyle or infection status, but dependent on orthodontic treatment and DMBTL immunity. The lifestyle P1
phenotype exhibits opposite characteristics. The plot on the right shows that sugar intake and oral hygiene are uniquely associated with the lifestyle type of caries,
whereas fluoride is clinically prescribed only to children with the genetic immunodeficiency type of caries.

Tandlzegebladet /2020 /124 /9

801



T/ videnskad & kinlk / oversidtsartivel

(25), og at denne risiko kan forvaerres ved bdde den S. mutans-  ker genekspression og -funktion via modificering af DNA’s

relaterede og den immundefekte cariestype. struktur (fx metylering af nukleotider) eller konfiguration
(fx organisering af kromatin) (7-10). Disse sammenhzange
GENETISKE OG EPIGENETISKE STUDIER analyseres iseer ved hjelp af markgrer for DNA-metylering

Hvor genetiske undersggelser sgger at identificere gener  (epigenome-wide association studies, EWASs). Epigenetiske
og arvegange, der koder for cariesfgplsomhed, er epigeneti-  virkninger kan nedarves over flere generationer, sd moderens
ske underspggelser optaget af, hvordan miljgfaktorer pavir-  eller faderens menster overfores til bgrnene. Under gravidi-
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Fig. 4. A. PRP- 0og DMBT1-medieret mgnstergenkendelse af kommensale og patogene bakterier (gul) for veertsorganismens medfgdte (bla) og adaptive (brun) immun-
respons inden for et hypotetisk spytinflammasom. Funktionstab ved den immundefekte P4a cariestype kan opsta via forudsigelige mutationer (rgd) i forskellige kom-
ponenter i spytinflammasomet. Tab af DMBT1- og PRP-medieret mgnstergenkendelse kan opsta via tab af specifikke SID/SRCR-enheder i DMBT1 variant | og den allele
aPRP-sammensatning af P4a faenotypen. Det humane leukocytantigen (HLA) og histokompatibilitetskomplekset (MHC) kan pavirke og regulere dele af spytinflammaso-
met. B. Illustration af aPRP-proteinet og de vigtigste PRHI1, PRH2 allelvarianter Db, Pa , PIF, PRP1 og PRP2, som afviger ved nogle fa aminosyresubstitutioner eller ved
en 21-aminosyre acid tandemgentagelse; endvidere ses individuelle forskelle (plettede omrade i to personers elektroforesemgnster). Desuden ses det multifunktionelle
peptid RGRPQ (ArgGlyArgProGln), som udskilles fra aPRPs ved bakteriel proteolyse og efterligner det peptidsignal, som streptokokker bruger (bla cirkel). aPRP-varian-
terne indeholder flere PQ (ProGln, red kasse) adhaesionssteder for kommensale bakterier. €. Multidomaneproteinet DMBT! afbildes som et fiskenet med medfgdte (fx
laktoferrin, og kollektinerne SP-A og -D) og adaptive (sekretorisk IgA) immunproteiner, som kan neutralisere mikroorganismer. Endelig ses western blots med spytmgn-
stre for stgrrelsesvarianterne I-1V af DMBT1- samt DMBT1-regioner, der undergar variationer (copy number variation, cnv) pa SID/SRCR-domaener. Forkortelser: SRCR,
scavenger receptor cysteine-rich domaene; SID, SRCR-interspersed domaene; CUB, C1r/Cls, urchin embryonic growth factor og bone morphogenetic protein-1-domaene;
ZP, zona pellucida-domaene.

Fig. 4. A. PRP- and DMBT1-mediated pattern recognition of commensal and pathogenic bacteria (yellow) for host innate (blue) and adaptive (brown) immune responses
within a hypothetical saliva inflammasome. Loss of function of the immunodeficiency P4a caries type may arise from predictive mutations (red) in various components
of the saliva inflammasome pathway. Loss of DMBT1- and PRP-mediated pattern recognition may arise from the lack of specific SID/SRCR repeats in DMBT1 variant I, and
the allelic aPRP composition of the P4a phenotype. The human leukocyte antigen (HLA) and major histocompatibility complex (MHC) may influence and regulate por-
tions of the saliva inflammasome. B. Illustration of the aPRP protein and major PRHI, PRHZ allelic variants Db, Pa, PIF, PRP1, and PRP2, which differ in a few amino acid
substitutions or in a 21-amino acid tandem repeat, and between individuals (dotted part of the electrophoresis pattern for two individuals). Also shown is the multifunc-
tional peptide RGRPQ (ArgGlyArgProGin), which is released from aPRPs by bacterial proteolysis and mimics the peptide signals used by streptococcal cells (blue circle).
The aPRP variants contain multiple PQ (ProGln, red box) adhesion sites for commensal bacteria. €. The DMBT1 multidomain protein is depicted as polymerized into a
fishnet with innate (e.g. lactoferrin, and collectins SP-A and -D) and adaptive (secretory IgA) immunity proteins that neutralize microbes. The individual saliva patterns
of DMBTL size variants I-IV from western blots are shown, as well as DMBT1 regions subject to copy number variation (cnv) of SID/SRCR repeat domains. Abbreviations:
SRCR, scavenger receptor cysteine-rich domain; SID, SRCR-interspersed domain; CUB, C1r/Cls, urchin embryonic growth factor and bone morphogenetic protein-1
domain; ZP, zona pellucida domain.
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teten kan moderens mgnstre desuden pavirke fostrets geno-
type og feenotype.

Epigenetikken udstyrer os kort sagt med redskaber til at
undersgge og kontrollere opstden og udvikling af sundhed og
sygdomme, herunder caries, tidligt i livet og pa tvars af ge-
nerationer (9,10). Eksponering for miljgpavirkninger som fx
kemikalier, leegemidler, stress, ernaring og infektion tidligt
i livet kan preedisponere for sygdomme som cancer, diabe-
tes, fedme og neurologiske og aldersrelaterede forandringer
ivoksenlivet (9,10). Forskere er begyndt at undersgge, hvor-
dan cariesudvikling kan programmeres i barndommen eller
fostertilvaerelsen via miljgmaessige, epigenetiske forhold, som
er knyttet til erneering, toksiske stoffer og mikrobiota (26);
men den epigenetiske odontologiske forskning er endnu pé
et tidligt stadie, og man mangler at identificere kausative ge-
ner og epigenetiske mekanismer, som fremmer eller heem-
mer disse gener.

DE KLASSISKE PLAKHYPOTESER OG

DE NYE CARIESSUBTYPER

Den immundefekt-relaterede cariestype stemmer overens med
den non-specifikke plakhypotese, da de begge understreger, at
sygdommen forarsages af forgget mangde af eller ubalance
(dysbiose) i den kommensale orale mikrobiota (Fig. 2). Denne
subtype kan hange sammen med svigtende kontrol med visse
kommensale streptokokker, som fx de caries-associerede non-
mutans streptokokker (27).

Den hgjvirulente S. mutans-relaterede subtype stemmer til
gengzaeld overens med den specifikke plakhypotese og berettiger
brugen af antimikrobielle midler som klorhexidin.

Endelig stemmer den livsstilsrelaterede cariestype overens
med den gkologiske plakhypotese, idet cariesudvikling forud-

seetter mange belastninger iform af darlig mundhygiejne, hyp-
pig indtagelse af sukker og infektion med S. mutans. Pa den
made kan alle tre plakhypoteser vaere sande. Det afhenger af
cariestypen og vartsorganismens genetiske beredskab.

ORTODONTI SOM MODEL FOR CARIES

Et af problemerne inden for cariesforskningen er, at man mang-
ler eksperimentelle modeller, der tillader hurtig cariesudvik-
ling. Der er ingen dyreeksperimentelle modeller, der kan ef-
terligne menneskets cariessubtyper. Men i forbindelse med
ortodontisk behandling ses en cariesudvikling, der er langt
hurtigere (6-12 maneder) end i populationer med lav caries-
forekomst (3-5 &r) (15,28). Anbringelse af brackets pé caries-
frie flader fremmer opstaen af caries. Sammenlignet med unge
med subtypen P1 (livsstilscaries) har unge med subtypen P4a
(immundefekt-typen) fire gange sé stor risiko for cariesudvik-
ling de forste fem ar efter behandling med fast apparatur (15)
(Tabel 2). Det skal bemeerkes, at unge med subtypen P1 og orto-
dontisk apparatur havde betydeligt mindre cariesudvikling end
P1-gruppen som helhed, idet de responderede positivt pa det
profylakseprogram, de fik tilbudt i behandlingsperioden (Tabel
2). Dette understreger, at kvaliteten af spyttets immunologiske
virkninger i biofilmen har stgrre betydning for cariesudvikling
efter ortodontisk behandling end plakophobning per se.

KONKLUSIONER OG FREMTIDIGE UDFORDRINGER

Den genetiske og epigenetiske ara kan bane vejen for en indi-
vidualiseret oral sundhedspleje. Vi er godt i gang med at defi-
nere specifikke mgnstre af alleler og mutationer, der kan for-
udsige fremtidig cariesudvikling, og dette vil ggre det muligt
atidentificere personer med hgj eller lav cariesrisiko og tilrette
individuelle profylaktiske tiltag i overensstemmelse hermed. »

PRH1,2 DeFS 12y ADeFS 12-17y
genotype n meanxSD p n meanSD p
P4a 75 3.1+3.1 0.008 65 4.7+6.6 0.102
P6 102 2.3+2.5 0.285 93 3.6+5.8 0.477
P1 115 1.9+2.3  Ref. 96 3.0+4.7 Ref.
Orthodontic brackets

P4a 11 4.6+3.9 0.032 11 5.5+5.0 0.021
P6 14 2.4+2.4 0.382 14 2.7+5.4 0.923
P1 20 1.9+2.4 Ref. 18 1.4+2.2 Ref.

e P4a = Db-PIF-PRP1-PRP1 (immunodeficiency caries type)

* P6 = Pa-PIF-PRP1-PRP2

¢ P1 = PIF-PIF-PRP1-PRP1 (lifestyle caries type)

Tabel 2. Hgj (4a), moderat (P6) og lav (P1) caries faenotyper med eller uden behandling med ortodontiske brackets (15).
Table 2. High (P4a), moderate (P6), and low (P1) caries phenotypes with or without treatment with orthodontic multibrackets (15).
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De sundhedsgkonomiske gevinster ved at satse pd egenomsorg
for personer med dokumenteret lav risiko kan ggre det muligt
at tilfgre ggede resurser til personer med dokumenteret hgj
cariesrisiko og genetisk bestemt risiko for orale og systemiske
sygdomme.

Genetisk profilering vil ggre det muligt at inddele caries i
forskellige kausale subtyper. Vi antager, at den immundefekt-
relaterede cariestype vil kreeve intens profylakse, inden laesio-
nerne dannes, eller brug af nyudviklede immunoterapeutika.
Derimod kan den hgjvirulente, S. mutans-afhangige caries-
type have gavn af behandling med antimikrobielle midler (fx
klorhexidin eller antibiotika) eller passivimmunterapi. Livs-
stilsafhaengig caries kan méske holdes i skak med forbedret
egenomsorg. Det kan saledes vare en god idé at revurdere de
traditionelle forebyggende tiltag for hver cariessubtype.

Nearmere udredning af immundefekterne PRHI1, PRH2 og
dmbt1 pa molekylart niveau med fokus pé kausale mutationer
kan skabe grundlag for udvikling af en ny generation af diag-
nostiske og terapeutiske hjelpemidler, der kan holde caries
under kontrol. Fremtiden kan méske byde pé neonatal diagno-
stik, immunsupplerende behandling med de bioaktive pepti-
der PRP og DMBT1 eller passivimmunterapi mod non-mutans
streptokokker (8,29). Genkirurgi ved hjalp af CRISPR er en
kontroversiel metode, men kan blive nyttig i fremtiden, isaer
hvis den immundefekte cariestype viser sig at fgre til generel
modtagelighed for infektioner (30).

Dybere indsigt i virulensmekanismerne hos S. mutans vil
fore til nye antimikrobielle behandlingsmuligheder. Neermere

karakterisering af den orale mikrobiota —iser streptokokkerne
og laktobacillerne — vil ggre det muligt at afdeekke humane og
bakterielle genetiske profiler (31) og familizere mgnstre for ca-
riesudvikling og oral sundhed. Identifikation af en universelt
gavnlig kernegruppe af arter i den orale mikrobiota kan styrke
diagnostikken af sunde forhold og skabe mulighed for at be-
handle med probiotika eller erstatte skadelige organismer med
uskadelige (32). Fx kan man forestille sig en dag at bruge en
narresut til at overfgre en gavnlig flora til speedbarnets mund
og dermed forhindre infektion med S. mutans Cnm patogener,
som er associeret med gget cariesforekomst og systemisk syg-
domsrisiko i barneérene (33).

Genetisk sekventering af familiemedlemmer med og uden
caries kan méaske afslgre de gener og mekanismer, der primaert
er arsager til immundefekter hos enkeltindivider og inden for
familier (7,8). Endvidere vil epigenetiske studier afslgre, hvor-
dan miljgfaktorer pavirker genotypen, faenotypen og responset
pabehandling (9,10). Evnen til at aktivere gener, der koder for
resistens, og slukke for gener, der gger cariesmodtageligheden,
ved hjalp af epigenetiske eller andre miljgmeessige mekanis-
mer kan skabe forebyggelsesstrategier, der raekker over flere
generationer.

Generelt kan genetisk og epigenetisk kortlaegning fgre til
udvikling af personlig oral medicin. Det kraever dog, at yderli-
gere detailundersggelser karakteriserer de gener, epigenetiske
mekanismer og miljgfaktorer, der er involverede i sygdoms-
udviklingen. ¢

ABSTRACT (ENGLISH)

REVISITING DENTAL CARIES AS A PRIMARY INNATE
IMMUNODEFICIENCY

Despite several decades of clinical and molecular biology stud-
ies, the pathogenesis of dental caries remains elusive. New
translational investigations suggest that, in addition to the
effects of lifestyle, recurrent caries may be caused by inborn
errors of innate immunity. Such errors include mutations in
the acidic proline-rich protein genes PRH1 and PRHZ2, which
may impair control of the oral microbiota. PRH1 and PRH2
allelic variation predicts prospective caries development,

and allows characterization of caries into immunodeficiency
and lifestyle subtypes. Additionally, high-virulence subtypes
of Streptococcus mutans, which can inhibit immunity, coin-
cide with caries development and risk for systemic dissemi-
nation and diseases. Emerging studies are also addressing
trans- and inter-generational programming of dental caries
and other chronic diseases through epigenetic effects from
environmental exposures. An enhanced understanding of both
genetics and epigenetics may pave the way for personalized
oral medicine.
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Giv hver patient mulighed for at opna
vovertruffen biofilmkontrol™*

Ukontrolleret biofilm kan
udsaette enhver For risiko?

Orale biofilm er komplekse, velorganiserede bakterie-
samfund, der lever overalt i munden pa teenderne, tun-
gen, kinderne og tandkgdet. Akkumulering af biofilm,
der fgrer til dysbiose, anses for at veere hovedsagen til
almindeligt forekommende orale sygdomme som caries
og tandkgdssygdomme samt problemer med tandsten
og darlig ande. Kontrolleres biofilmen ikke, kan man
vaere i farezonen. S& hvordan kan den kontrolleres?

Effektiv biofilmkontrol er den vigtigste fore-
byggelsesstrategi til at opretholde en sund
mund.

Oral biofilm er udstyret med visse forsvarsmekanismer,
der ggr det sveert at kontrollere dem. En af forsvarsmeka-
nismerne er syntesen af ekstracellulaere polysakkarider
(EPS), som mange bakterier udskiller.

Et naerbillede af EPS:

EPS far bakterierne til at klistre
sammen og beskytter biofilmen
mod antibakterielle angreb.

Colgate Total®, formuleret med Dual-Zinc + arginin, bry-
der disse stoffer op og giver sdledes adgang til @get
penetration og retention af zink i biofilmen, hvilket
disrupter biofilmen, reducerer biomassen og heemmer
bakteriegenveeksten og i sidste ende sikrer uovertruffen
kontrol af biofilmen. Denne tredelte fremgangsmade er
dokumenteret af fglgende laboratorieundesggelser:

o Unik penetration dybt ind i biofilmen

Argininen i Colgate Total® griber ind i de ekstracel-
luleere polysakkarider og destabiliserer biofilmen.
Dette baner vejen for, at zinken kan treenge ind og ak-
kumuleres dybt inde i biofilmen, hvor den kan udgve
sin antibakterielle effekt. Visualisering af zinkpenetra-
tion og -retention er bekraeftet med billeder fra mas-
sespektrometri af in vitro-biofilm i spyt.

Figur 1 viser resultaterne af in vitro-undersggelser'? af,
hvordan Colgate Total® med Dual-Zinc + arginin traen-
ger dybt ind i biofilmmassen i spyt og aflejrer starre
koncentrationer af den antibakterielle zink end ved
ubehandlet kontrol. Ligesom ved termisk kortlaegning
- jo kraftigere farverne er, desto hgjere er zinkkoncen-
trationen.

Colgate

) g

Fig. OPenetration

Ubehandlet

w "
~a Dbiofilmmasse

Biofilmmasse
behandlet med
Dual-Zinc +
arginin

Traenger langt ind i biofilmen og
afsaetter store koncentrationer af zink**

zinkkoncentration

@get

e Disruption af biofilm for

at reducere biofilmmassen

Nar farst de er traeengt ind i biofilmen, begynder Dual-
Zinc + arginin at disrupte biofilmens arkitektur. Dette
er pavist i et in vitro-studie, hvor en biofilm blev be-
handlet med en oplgsning af en traditionel fluorid-
tandpasta eller Colgate Total® med Dual-Zinc + argi-
nin.

Resultaterne kan ses pa Figur 2, der viser, at Dual-Zinc
+ arginin nedbryder biofilmen med en statistisk sig-
nifikant reduktion i den tilbagevaerende biofilmasse
(62 %) efter 12 timer2.

Fig. e Disruption

Ubehandlet
biofilmmasse

Biofilmmasse
behandlet med
Dual-Zinc +
arginin

Disrupter biofilmen og reducerer dermed biomassen
vaesentligt?**




9 Hamning af bakteriegenvaekst . . . .
Giv hver patient mulighed for at opna vovertruf-

over tid fen biofilmkontrol med Colgate Total® og hj=lp
dem med at begrsense de orale udfordringer som

For at vise at Colgate Total® med Dual-Zinc + arginin b N
plak, gingivitis, tandsten og darlig ande.>”

sikrer en konstant lav biofilmmasse, blev der foreta-
getetin vitro-studie. Efter pafgring af forskellige typer
tandpastaopslemninger pd den bakterielle biofilm
kunne der ved konfokal mikroskopi males maengden

af genvaekst af bakterierne efter en 12-timers periode. Uovertrufne resultater med
Colgate Total® vs. en

( )

Resultatet pa Figur 3 viser, at en tandpasta med Dual-

Zinc + arginin giver mindre genvaekst af bakterier ef- a|m|ndel|g ﬂUOFldtandpaSta
ter 12 timer vs. en traditionel fluoridtandpasta.?*

) f Plak Gingivitis
Fig. e Hsemning

Fluorid

Dual-Zinc + arginin 30,1 %5,'\ 26,3 %5,

reduktion reduktion

Tandsten Darlig ande

40,1% " NN30,8 %"

Heemning af bakteriegenvaekst efter 12 timer2*¢ reduktion reduktion

Disse in vitro-studier understgtter, at Colgate
Total® med Dual-Zinc + arginin er med til at
kontrollere biofilmen ved pa unik vis at penetrere,
disrupte og heemme biofilm i 12 timer.

Colgate Total® er en sofistikeret made at sikre en

generel sund mund ved proaktivt at kontrollere og
Ove r|eg ne kliniske resultater** beskytte mod bakterievakst pa 100 % af mundens

overflader: teender, tunge, kinder og tandked.'
Colgate Total® med Dual-Zinc + arginin ggr det muligt at
opna uovertruffen kontrol of biofilmen*"2, Et in vitro-stu- Ved at anbefale Colgate Total® til dine patienter vil
die viser, at Colgate Total® er yderst effektiv til at kontrol- de opnaenuovertruffen grad af biofilmkontrol*2+*
lere bakterier i hele munden. Kliniske fund har vist op til 41 og dermed en generelt sundere mund.
% stgrre reduktion end det, der opnas ved kun at bgrste
med en almindelig fluoridtandpasta.*

Desuden har flere kliniske studier kunnet bekraefte signi-
fikant bedre kontrol af plak, gingivitis, tandsten og darlig
ande vs. en almindelig ikke-antibakteriel natriumfluorid-
tandpasta.>’

Colgate ==yl
ma g L_/ | qmuan

* Colgate Total® giver uforlignelig tilfgrsel, penetration og retention in vitro af zink ved brug af arginin-teknologi til reduktion af biomasse vs. en kontroltandpasta med zink.

t Billeder af spyt taget med massespektroskopi fra 10-dages biofilm behandlet én gang med tandpastaskum og dyrket igen natten over under en konstant flow af kunstigt spyt (10 ml/t).
+ Konfokale billeder af spyt pavist fra 40-timers biofilm dyrket in vitro under flow og derefter behandlet én gang i 2 minutter med vandkontrol (gverst) eller Dual-Zinc + arginin (nederst).
§Billeder af bakterielle biofilm efter én behandling med enten en ikke-antibakteriel fluoridtandpasta eller Dual-Zinc + arginin tandpastaskum efterfulgt af endnu 12-timers dyrkning.
#Vs. en ikke-bakteriel natriumfluoridtandpasta. ~ Statistisk signifikant reduktion vs. en ikke-antibakteriel fluoridtandpasta.

t1 Vs. en ikke-antibakteriel fluoridtandpasta.

Referencer: 1. Manus L, et al. J Clin Dent 2018;29(Spec Iss A)A10-19. 2. Daep C, et al. August 2019, data i arkiv. 3. Sanz et al, J Clin Periodontol. 2017;44(Suppl 18):55-511. 4. Prasad K et al, J
Clin Dent 2018;29 (Spec Iss A). 5. Delgado E, et al. J ClinDent 2018;29(Spec Iss A)A33-40. 6. Seriwatanachai & Mateo, sept 2016, data on file. 7. Hu D, et al. J Clin Dent 2018;29 (Spec Iss A)
A41-45.
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