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ABSTRACT

Spytbaseret diagnostik af
sygdomme i mundhulen

Det er velkendt, at spyttet spiller en afgerende
rolle for opretholdelse af mundhulens home-
ostase, og derfor har spyttet ogsa haft en
central position i forskellige aspekter af odon-
tologisk forskning gennem tiderne. Indenfor
de seneste artier har der veeret seerlig fokus
pa anvendelse af spyttet som biomateriale til
screening for potentielle biomarkerer, der kan
anvendes til diagnostik og sygdomsmonitore-
ring. Spyt er velegnet til dette formal, idet det
i modsaetning til andre biologiske provemate-
rialer som blod og dentale plakprover kan ind-
samles let og non-invasivt. Spyttet udmeerker
sig desuden ved, at det indeholder et veeld af
biologisk materiale i form af afstedte humane
celler, bakterier, DNA, RNA og proteiner, som
potentielt kan sladre om tilstedeveerelse af syg-
domme i mundhulen og i resten af kroppen.
Endvidere har den teknologiske udvikling be-
tydet, at spyttet iseer indenfor det seneste arti
har veeret genstand for omfattende biomarker-
forskning til diagnostik af en reekke orale syg-
domme, herunder caries, marginal parodontitis
og oral cancer, men ogsa systemiske sygdom-
me som Sjogrens syndrom.
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ennem artier har forebyggelse fremfor behandling
haft hgj prioritet inden for odontologisk klinik og
forskning. Interessen for at identificere biomarkgrer
er siledes gget markant de seneste artier indenfor
savel oral som almen sundheds- og sygdomsforskning. I 1970
blev der publiceret 50 internationale artikler omhandlende bio-
markgranalyser, mens dette tal var steget til 19.367 artikler i
2015 (Fig. 1). Det er formé&let med denne fokusartikel at give et
indblik i den seneste udvikling indenfor brug af spyt som frem-
tidigt biologisk materiale til screening og identifikation af orale
sygdomme. Det er udenfor rammerne af denne fokusartikel at
give en udtgmmende fremstilling af dette forskningsfelt, men
den preasenterer centrale eksempler pa den nyeste udvikling in-
denfor spytbaseret screening af orale sygdomme og systemiske
sygdomme med indflydelse pa spytkirtelfunktionen.

Hvorfor bruge spyt til biomarkgranalyser?

Blodprgver har traditionelt veeret benyttet til biomarkgrstudier

af mundslimhindelidelser som fx oral lichen planus, mens plak-

prover (sdvel supragingivale som subgingivale) har veret de

foretrukne prgvematerialer til studier af @tiopatogenetiske for-
hold ved caries og marginal parodontitis. Disse

EMNEORD . .

— provematerialer har det til felles, at de kan

Saliva; biomarker;  ypre teknisk vanskelige at indsamle, og mange
microRNA;
bacteria;

microbiome ved at f taget en blodprgve. Den dbenlyse for-

patienter kan grundet nélefobi have vanskeligt
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Fig. 1. Antal internationale videnskabelige artikler vedro-
rende biomarkerer publiceret i drene 1970, 1980, 1990,
2000, 2010 og 2015 (Kilde: www.pubmed.com).

Fig. 1. Number of international biomarker-associated
scientific papers published in years 1970, 1980, 1990,
2000, 2010 and 2015 (www.pubmed.com).

del ved at anvende spyt fremfor blod eller plakprgver til diagno-
stik er, at helspyt kan indsamles pa en let og non-invasiv made,
hvilket betyder, at de fleste personalegrupper pa klinikken kan
indgd aktivt i indsamling af spytprgver. Spytopsamling er ikke
forbundet med ubehag, hvilket ggr, at de fleste patientkatego-
rier, herunder bgrn, kan acceptere at fa taget en spytprove (1).
Studier har vist, at spyt indeholder en raekke biologiske sub-
stanser, som potentielt kan benyttes som biomarkgrer. Spyt
indeholder mere end 2.200 forskellige proteiner, hvoraf over
1.100 er unikke for spyttet, og der kan saledes ikke screenes for
disse i en blodprgve (2). Derudover er mikrobiomet (bakterier,
geersvampe og virus) i spyt seerdeles mangfoldigt. En milliliter
spyt indeholder mere end 100 millioner bakterier, og der er
som oftest mere end 200 forskellige typer bakterier til stede i en
spytprove (3). Endelig indeholder spyt humant biologisk ma-
teriale i form af DNA og RNA, bl.a. fra afstgdte mundslimhin-
deepitelceller, leukocytter og erytrocytter. Den lette prgveind-
samling og det rige indhold af biologisk materiale gor saledes
spyttet seerdeles velegnet som medium for biomarkgranalyser.

Hvad er den nyeste udvikling indenfor spytbaseret
biomarkgrforskning?

Marginal parodontitis og caries

Der er som udgangspunkt en teet sammenheang mellem de pa-
togenetiske mekanismer ved en given sygdom, og hvilke bio-
logiske komponenter der anses som relevante biomarkgrer for
den selvsamme sygdom. P4 denne baggrund er det sledes ikke
overraskende, at den bakterielle sammensetning i spyt har vee-
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Hyppige orale sygdomstil-
stande som caries og mar-
ginal parodontitis, men ogséa
mere alvorlige sygdomme
som oral cancer og Sjoégrens
syndrom diagnosticeres ofte
péa et relativt sent tidspunkt,
og ofte nar der er opstaet
komplikationer. Dette med-
forer ogsa en darligere pro-
gnose for behandling. Der er
séledes behov for udvikling
af nye diagnostiske metoder
til tidlig identifikation af orale
sygdomme og sygdomme
med pavirkning af mundhu-

len for at kunne iveerksaette
en tidlig og individualiseret
forebyggende  behandling.
Helspyt, dvs. det blandede
sekret, som findes i mundhu-
len, og som udger det sam-
lede bidrag af spyt fra alle
spytkirtler, kan relativt nemt
og billigt indsamles af tand-
leegen, hvorfor det er oplagt,
at tandleegen i fremtiden som
supplement til den kliniske og
radiologiske undersagelse ru-
tinemeessigt vil benytte ana-
lyse af spyt til diagnostik af
orale sygdomme.

ret rigt undersggt hos patienter med marginal parodontitis og
caries, da orale bakterier menes at have en central betydning
for udvikling af disse sygdomme. Et nyere finsk studie har vist,
at den samtidige tilstedeveerelse af Porphyromonas gingivalis
og Tannerella forsythia i spyt var associeret med en odds-ratio
pé 2,61 for marginal parodontitis (4). Et andet nyere kinesisk
studie af 40 bgrn med og uden caries viste, at Streptococcus mu-
tans var signifikant hyppigere til stede i spyt fra bgrn med caries
(5). Ligeledes fandt et nyligt publiceret studie fra 2016 baseret
pé analyse af tyggestimulerede helspytprgver fra KRAM-un-
dersggelsen en forskellig bakteriel sammensetning i spyt hos
voksne personer med og uden caries (6). Den inflammatoriske
reaktion, der kendetegner gingivitis og marginal parodontitis,
har ligeledes vaeret genstand for biomarkgranalyser, og resul-
taterne af to nyligt publicerede studier antyder, at der i spyt
fra personer med marginal parodontitis kan pavises forhgjede
niveauer af interleukin-1 (IL-18) (7) samt forgget aktivitet af
komplementsystemet (8) sammenlignet med raske kontrolper-
soner. P4 baggrund af disse lovende resultater synes det plau-
sibelt, at tandleegen i fremtiden kommer til at bruge screening
af spyt for indholdet af en kombination af specifikke bakterier
og inflammatoriske markgrer i forbindelse med risikovurdering
for udvikling af caries og marginal parodontitis.

Oral cancer

Preemaligne mundslimhindelidelser og maligne tilstande som
det orale planocellulere karcinom har veret genstand for in-
tens biomarkgrrelateret forskningsaktivitet. Spyttets indhold af
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humant DNA, RNA, microRNA (miRNA) og protein har veeret
undersggt som potentielle biomarkgrer for oralt planocelluleert
karcinom. Det er i den forbindelse vaerd at fremheve et nyligt
publiceret studie, som pa baggrund af kortleegning af indholdet
af immunrelaterede spytproteiner kunne identificere oralt pla-
nocellulert karcinom med en sensitivitet pd 90 % (9). Endvi-
dere viste en undersggelse af 180 personer fra Taiwan, at scree-
ning af spyttet for syv forskellige messenger RNA (mRNA) og to
spytproteiner kunne anvendes til at diskriminere patienter med
oralt planocelluleert karcinom fra raske kontrolpersoner med
et AUC (area under curve) pa 0,87 (10). Der er séledes meget,
der tyder pé, at det pd sigt vil veere muligt at anvende analyse
af spyt for udvalgte biomarkgrer ved screening for oral cancer.

Sjogrens syndrom

Sjogrens syndrom er en relativt almindelig forekommende
systemisk autoimmun bindevavssygdom, der angriber de ek-
sokrine kirtler, herunder iser spytkirtlerne (11). Diagnosen
stilles ofte med ars forsinkelse, hvilket primeert skyldes, at syg-
dommen er forbundet med en reekke uspecifikke symptomer og
varierende grad af organinvolvering. Udredningen for Sjogrens
syndrom er ressourcekravende og besvaerlig og indebaerer inva-
sive indgreb som labespytkirtelbiopsi og blodprgver. Eftersom
der ikke er pavist sygdomsspecifikke kliniske eller laboratorie-
maessige markgrer for Sjogrens syndrom, er det veesentligt at
f& identificeret biomarkgrer, der dels muligger differentiering
mellem patienter med Sjogrens syndrom og patienter, der ikke
har Sjogrens syndrom, men Sjogren-lignende symptomer, dels
bidrager til tidligere diagnostik af sygdommen for derved at
kunne forebygge konsekvenserne af bl.a. nedsat tare- og spyt-
sekretion.

Et stigende antal studier tyder p4, at patienter med primeert
Sjogrens syndrom har en reekke kvantitative og kvalitative &n-
dringer i serum, spyttet og spytkirtelveev, men det er endnu
ikke lykkedes at finde markgrer, der er tilstreekkelig sensitive
og sygdomsspecifikke (12). Et nyere studie har vist, at spyttets
indhold af profilin var tre gange forgget og kulsyreanhydrase
I (CA-I) halvanden gang mindsket hos patienter med primaert
Sjogrens syndrom sammenlignet med raske kontrolpersoner
(13). Studiet omfattede dog et begranset antal patienter, og
den diagnostiske sensitivitet og specificitet blev ikke angivet. I
et andet studie med anvendelse af proteom-analysemetoder pa-
vistes signifikant forggede niveauer af interleukin 4 (IL-4), IL-5
og clusterin i spyt fra patienter med primeert Sjégrens syndrom
sammenlignet med patienter med reumatoid artritis og raske
kontrolpersoner (14). Kombinationen af forgget IL-4, IL-5 og
clusterin kunne praediktere 93,8 % af sygdomstilfeeldene. Der
indgik imidlertid en mindre gruppe patienter i studiet, og yder-
ligere testning og validering af disse biomarkgrer er ngdvendig.
I et andet nyligt studie pévistes antistoffer rettet mod en spe-
cifik receptor, den muskarine, kolinerge type 3-receptor, hos
119 yngre patienter med primeert Sjogrens syndrom. Den diag-
nostiske sensitivitet var 88 % (15). Studiet er interessant, idet
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tilstedevaerelsen af intakte muskarine receptorer af typen M3 er
centrale for igangsettelse af spytsekretionen med et hgjt vand-
og proteinindhold. Hemning af denne receptor kan siledes
bidrage til den betydeligt reducerede spytsekretion, der er hos
patienter med Sjogrens syndrom (16). Yderligere validering af
dette fund er ngdvendig, men rummer spaendende perspektiver
ikke blot i relation til tidlig og korrekt diagnostik, men ogsé i
relation til behandlingsmuligheder.

MikroRNA (miRNA)

MiRNA (ikke-kodende DNA) spiller en afggrende rolle for
genekspressionen i celler af haematopoetisk oprindelse, idet
miRNA kan péavirke celledifferentieringen samt cellernes im-
munologiske respons, bl.a. i forbindelse med autoimmunitet og
en raekke cancertyper (17). Analyser af miRNA-ekspressionen i
spyttet er derfor naturligt nok genstand for omfattende forsk-
ning indenfor bl.a. autoimmune sygdomme og cancer. I serum
og spyt er hovedparten af detekterbare miRNA indkapslet og
koncentreret i exosomer (18).

Nogle af disse studier tyder pd, at der finder en dysregule-
ring sted af miRNA-ekspressionen ved Sjogrens syndrom. Dette
er hovedsageligt pavist i perifere blodceller, hvor miRNA-146a
er fundet opreguleret og miRNA-155 nedreguleret hos patien-
ter med primeert Sjogrens syndrom i forhold til raske kontrol-
personer (19) og i spytkirtelvaev, hvor miRNA-profilen ogsé
er fundet endret hos patienter med Sjogrens syndrom (20).
Tilsvarende har et nyt studie vist opregulering af miRNA-203
i mundslimhindebiopsier fra patienter med oral lichen planus,
men dette har ikke vaeret muligt at pavise i helspyt ved brug
af PCR-analyser (21). Der er ingen tvivl om, at udviklingen af
mere sensitive metoder vil ggre det muligt i fremtiden at an-
vende miRNA-profilen i spyt som biomarker for en lang reekke
sygdomme (22).

Hvilke udfordringer er der i forhold til anvendelse af spyt til
screening af sygdomme i fremtiden?

Pa trods af de indlysende fordele ved at kunne anvende spyt
frem for blod som biologisk materiale til pdvisning af biomarkg-
rer og det stigende antal studier, som har pévist relevante bio-
markgrer i spyt til identifikation af orale sygdomme, er der dog
fortsat forhold, som begreenser anvendelsen af spyt til rutine-
meessig screening og diagnostik i den odontologiske klinik. Det
er sdledes ngdvendigt at teste sensitiviteten og specificiteten
af potentielle biomarkgrer i stgrre populationer og i nogle til-
feelde ogsa i relation til blod og veev. Herudover er der fortsat en
reekke teknologiske begransninger, idet mange af de benyttede
analysemetoder er serdeles omstandelige og omkostningstun-
ge. Det vil i praksis betyde, at hvis tandleegen skulle implemen-
tere de nuvarende metoder til daglig brug i praksis, ville det
kreeve omfattende investeringer i stgrre molekylerbiologiske
laboratorier og omfattende videreuddannelse i betjeningen af
disse. P& nuvarende tidspunkt er det sdledes ikke rentabelt at
introducere spytbaseret diagnostik og screening i tandklinik-
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ken. De fremtidige udfordringer ligger i udviklingen af point of
care-teknologi, som let og billigt sikrer relevant diagnostik af en
given biomarker i tandleegestolen. Screening for diabetes er et
godt eksempel pa, hvorledes dette kan fungere i praksis. I stedet
for brug af fasteblodsukker anvendes i dag en priktest, hvor gly-
kosyleret heemoglobin (HbA1c) aflases direkte pé klinikken in-
denfor f4 minutter. Denne udvikling betyder, at det nu i teorien
er muligt for tandlaegen at screene risikopatienter for diabetes,
hvilket for nylig blev afprgvet i et studie pd Tandleegeskolen i
Kgbenhavn (23). Som anfgrt pgér der en intens forskning in-
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denfor identifikation af potentielle biomarkgrer i spyt, og som
folge heraf er der ogsd mange kommercielle interesser pé spil.
Der selges allerede i dag en lang raekke spytbaserede tests bl.a.
pé internettet, hvoraf flere er uden videnskabelig evidens og de-
res praktiske anvendelighed sezrdeles tvivlsom.

Et af de hurtigst voksende omrader inden for spytforskning er
kortleegning af spyttets proteom og mikrobiom, og der er ingen
tvivl om, at disse kortlaegninger vil bidrage til identifikation af en
lang reekke biomarkgrer, som i fremtiden vil kunne give informa-
tion om det enkelte individs orale og almene sundhedstilstand.

What will saliva based diagnostics mean in clinical
odontology in the future

Saliva is critical for maintenance of oral homeostasis, which is
why saliva has been widely focused upon within various aspects
of research. During past decades, much attention has been
paid to screening of saliva for the content of potential biomark-
ers to identify and monitor the presence of various diseases.
As compared to blood and dental plaque sampling, saliva is
highly suitable for biomarker analysis, because saliva can be

easily and non-invasively collected. Moreover, the tremendous
technological development in molecular biological methods
that can be applied to saliva samples containing human cells,
bacteria, DNA, RNA and proteins, may lead to new ways to
reveal presence of oral and medical diseases. This development
has fuelled a comprehensive research activity on biomarkers
for identification of oral diseases such as periodontitis, dental
caries and oral cancer, but also medical diseases including
Sjogren’s syndrome.
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