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ANTICARIOGENE EFFECTEN
VAN SPEEKSEL

P. A. ROUKEMA

Uit de afdeling Biochemie van de Mondholte
van de Vrije Universiteit te Amsterdam.

Inleiding

De tanden en kiezen zijn voortdurend
in contact met speeksel, dat geprodu-
ceerd wordt door drie paar grote
speekselklieren® en talloze kleine, ac-
cessoire kliertjes.

Het speeksel is van groot belang in de
preventie van cariés en het herstel van
carieuse lesies. Dit komt vooral naar
voren in die situaties, waar de speek-
selstroom sterk is verminderd, zoals
na bestraling van de klieren of na hun
verwijdering. Een snelle toename van
cariés wordt dan geconstateerd, ook
lokaal als slechts één klier wordt ver-
wijderd (Dreizen c.s., 1977). Dit effect
neemt men vooral waar als de speek-
selproduktie vrijwel geheel stilstaat.
In het algemeen kan de speekselvloed
echter tussen wijde grenzen variéren
zonder dat een merkbaar effect op de
gebitselementen wordt waargeno-
men. Een correlatie tussen de speek-
selvlioed en de cariésfrequentie is dan
ook alleen aantoonbaar in extreme
omstandigheden. Ook variatie in

* Afkortingen: gl. parotis: Par, gl. submandibu-
laris: SM en gl. sublingualis: SL.

Samenvaiting:

Hoe belangrijk het speeksel dat voortdu-
rend de tanden omspoelt is voor de be-
scherming tegen cariés en voor het her-
stel van lesies blijkt als —door bestraling
of na verwijdering van de klieren — de
speekselvloed drastisch wordt vermin-
derd.

Speeksel draagt door de organische be-

standdelen op verscheidene wijzen bij

aan de bescherming van de tanden:

1. Door de vorming van een dun eiwit-
laagje. de pellikel, op het tandopper-
vlak. Proline-rijke eiwitten en (siaal-
zuur en sulfaat) bevattende mucines
vormen in hoofdzaak de pellikel die
de demineralisatie van glazuur door
zuur remt. Daarnaast bevat speeksel
fosfaat-houdende eiwitten (statheri-
ne en PRPy,) die in geringe concen-
tratie het neerslaan van in speeksel
oververzadigd hydroxyapatiet kun-
nen voorkomen.

2. Het speeksel beschermt de tanden
ook door zijn vermogen met immu-
noglobulines en mucines bacterién te
agglutineren en zo hun aanhechting
aan het tandoppervlak te verhinde-
ren.

3. De speekselenzymen lysozyme, lac-
toperoxydase en lactoferrine grijpen
op de stofwisseling van bacterién in
en belemmeren hun groei.

Het gewicht van de verschillende facto-

ren varieert met de hoeveelheid en de

zuurgraad van het geproduceerde speek-
sel en met de tijd van de dag.

speekselsamenstelling, b.v. van calci-
um en fosfaat, geeft geen direct ver-
band te zien met de mate waarin cariés
optreedt (Mandel, 1974).
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De laatste jaren is duidelijk geworden
dat er vele factorenin speeksel zijn, die
bijdragen tot de integriteit van het ge-
bit. De meeste aandacht is hierbij ge-
richt geweest op de rol van calcium,
fosfaat en fluoride in het speeksel en
het beschermende effect van speeksel
op de inwerking van zuren is door ve-
len nagegaan. Een belangrijk aspect in
het onderzoek was hierbij de remine-
ralisatie van glazuur in contact met
speeksel (Gron, 1973).

Recentelijk is echter steeds meer naar
voren gebracht, dat nietalleende anor-
ganische bestanddelen maar ook de or-
ganische componenten een belangrij-
ke bijdrage leveren aan de bescher-
ming van het gebit. Hierbij wordt met
name gedacht aan de eiwitten, die be-
trokken zijn bij de vorming van de ‘ac-
quired pellicle” en de eiwitten die de
hechting en aggregatie van bacterién
beinvloeden. Daarnaast zijn er de ei-
witten met antibacteriéle activiteit,
zoals lysozym, lactoferrine en lacto-
peroxydase.

Pellikel en plague

De aanwezigheid van plaque is een
noodzakelijke voorwaarde voor het
optreden van cariés en parodontopa-
thieén. Voorafgaande aan de plaque-
vorming heeft echter de afzetting
plaats van een eiwitlaag op het gla-
zuur, de “acquired pellicle’, welke be-
palend is voor de hechting van de bac-
terién. De dikte van de pellikel kan
oplopentot 10 pmende vormingbegint
op schoongemuakt glazuur (b.v. met
puimsteen) vrijw el momentaan. Na de
pellikelvorming wordt de initiéle pla-
que gevormd. Na 1 uur bezetten de
bacterién *+ 1% van het glazuuropper-
vlak, Aggregaten worden gevormd,
die geleidelijk in omvang toenemen.
Na enkele dagen is een continue, dikke
bacterielaag aanwezig waarvan de
groei beperkt wordt door de schurende
werking in de mond. Bij de hechting
zijn enerzijds extracellulaire dextra-
nen betrokken, anderzijds speekselei-
witten. (Gibbons en Spinell. 1970).

Experimenten van Orstavik (1974)
wijzen erop dat speeksel ook eiwitten
bevat die hechting van bacterién re-
gengaan door aggregatie van bacterién
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Tabel 1. Overzicht van kwantitatief en functioneel belangrijke eiwitten in speeksel.

pl Mol. Kool- Par SM  Totaal PO}~ 850,
Gew. hydr.
(x107%) (%) (mg/100 ml)

Amylase 6-7 54-57 =5 40-45 30 40
Prolinerijke eiwitten

~ zure +4.4 6-12 - +50 +50 +50 -

— basische 9.5 35 40 +50 +50 +50
Mucinen 2-2.5 =500 70-90 — 20 +50** +
Immunoglobulinen

= lgA 19.4%%%)

- 1gG 1.4

- IgM 0.2
Lactoferrine 0.5-2.0
Lactoperoxydase =1
Lysozym 10.5 14 — 2.3 1.5 2

* De SL en de accessoire klieren produceren vergelijkbare hoeveelheden.

*# Inclusief SL en de accessoire klieren.
%) Inclusief secretie IgA.
Totale produktie: * 200 mg eiwit/100 ml specksel.

in het speeksel. Deze aggregaten rem-
men juist de hechting aan het glazuur/
pellikelopperviak en beperken daar-
door de groei van de plaque.
Welke eiwitten in speeksel de diverse
effecten veroorzaken is het thema ge-
weest van veel onderzoek in de laatste
Jjaren en we willen dan ook achtereen-
volgens nagaan:
1. welke eiwitten betrokken zijn bij de
vorming van de “acquired pellicle’;
welke speekseleiwitten aggregatie/
agglutinatie van bacterién gevenen
hoe deze de hechting aan het gla-
zuur en de pellikel beinvloeden en
3. welke antibacteriéle activiteit lyso-
zym, lactoferrine en lactoperoxy-
dase bezitten.

2]

Eiwitten, betrokken bijde vorming van
de ‘acquired pellicle’

Bernardi c.s. (1972) onderzochten de
hechting van eiwitten aan synthetisch
hydroxyapatiet en constateerden hier-
bij dat zure groepen essentieel zijn
voorde hechting. Inovereenstemming
hiermee is dat eiwitten, die bij fysiolo-
gische pH negatief geladen zijn, rela-
tief sterk gebonden worden. Tot deze
eiwitten behoren onder meer de proli-
nerijke eiwitten uit de Par en de SM.
(zie tabel I). Ze bezitten een zeer ka-
rakteristieke  aminozuursamenstel-
ling. Proline, glutaminezuuren glycine

maken samen 70-80% van het totaal
uit. Daarnaast bevatten ze vaak fos-
faat, gebondenaan serine. De hoeveel-
heid van deze laatste, de zgn. zure pro-
linerijke eiwitten bedraagt in totaal
speeksel 50 4 26 mg/100 ml.

Samen met de basische prolinerijke ei-
witten vormen ze ongeveer % van alle
eiwitten in speeksel. Het belang van
deze eiwitten blijkt uit de relatief hoge
bijdrage aan de “acquired pellicle’, nl.
ruim 40% ende binding van calcium: in
gestimuleerd speeksel tot 38% (Ben-
nick, 1978). Andere eiwitten, die ook
in hoge concentratie in speeksel aan-
wezig zijn, zoals amylase en lysozym,
komen relatief weinig voor in de pelli-
kel (Orstavik c.s., 1974).

Twee van de prolinerijke eiwitten, de
fosfoproteinen statherine en het zoge-
naamde PRP;,, verdienen speciaal
vermelding, omdat ze de precipitatie
van oververzadigd hydroxyapatiet in
speeksel tegengaan. Dit effect wordt
reeds bereikt bij zeer lage concentra-
ties (= 1.107°M) en berust waarschijn-
lijk op het afschermend effect van ge-
vormde kristallisatiekernen. Ander-
zijds kan door een zelfde effect ook de
snelheid van demineralisatie geremd
worden.

Naast de prolinerijke eiwitten hechten
zich ook de hoogmoleculaire glyco-
proteinen, geproduceerd door de sub-
mandibulaire, sublinguale en acces-
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soire klieren (mucinen, bloedgroep-
substanties) relatief sterk aan glazuur.,
De negatief geladen groepen in deze
eiwitten zijn de carboxylgroepen van
de suiker siaalzuur en sulfaat.

Ook in vitro is aangetoond, dat bij
voorkeur prolinerijke eiwitten (Hay
¢.s., 1973) en hoogmoleculaire glyco-
proteinen (McGaughey c.s., 1971;
Hay c.s., 1971 en Roukemac.s., 1976)
gebonden worden. Voor de laatste is
de hoeveelheid die gebonden wordt,
sterk athankelijk vande pH,vanpH35a
6 tot 7 a 8 neemt hij sterk af. De hoe-
veelheid van de mucinen is in dezelfde
orde van grootte als die van de zure
prolinerijke eiwitten (tabel I). Samen
met de prolinerijke eiwitten vormen ze
het grootste deel van de eiwitten in de
pellikel.

Het belang van de ‘acquired pellicle’
en speekseleiwitten voor de hechting
enaggregatie van de bacterién.

De pellikel beschermt het glazuurop-
pervlak tegen de inwerking van zuren,
gevormd door bacteriecultures (b.v.
van S.mutans) en remt het effect van
zure buffers af (Zahradnik c.s., 1977).
Daarnaast is er een belangrijk effect op
de hechting van bacterién met name in
de initiéle fase. Als voorbeeld zal een
experiment van Orstavik c.s. (1974)
beschreven worden. Ze onderzochten
de interactie van S.sanguis, S.saliva-
rius en S.mutans met glazuur. In de
afwezigheid van een eiwitpellikel
werd na 1 uur weinig adsorptie gevon-
den (afb. 1). Bovendien was de specifi-
citeit gering. Nadat op het glazuur met
speekseleiwitten een laagje was ge-
vormd bleken echter grote verschillen
op te tredeninde hechtingen werd met
name S.sanguis sterk geadsorbeerd.
Indien de bacterién echter werden ge-
preincubeerd met speeksel trad weer
een sterke reductie in de hechting op.

Uit microscopisch onderzoek bleek
dat dit het gevolg was van de aggrega-
tie onder invloed van speekseleiwit-
ten.

De speekseleiwitten, die deze aggre-
gatie veroorzaken, komen zowel in
Par- als in SM/SL-speeksel voor (Gib-
bons en Spinell, 1970; Ericson c.s.,

Bacterién gehecht
per opp. eenheid
350
300 4
|
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©)
200 | 7
V] ©
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100 4
50 -
o/ W g
S-sanguis S-salivarius S-mutans
34 9GS2 6715
Afb. 1. Hechting van verschillende soorten

streptococcen aan glazuur,

a. Aan glazuur, voorzien van een laagje speek-
selwiwit,

b. Aan glazuur zonder zo'n laagje.

¢. Als a., maar na pre-incubatie van de bacte-
rién met speeksel.

1979, Hay c.s., 1971). Het zijn ener-
zijds de immunoglobulinen, zoals 1gA,
die interfereren met de hechting van
bacterién, anderzijds de mucinen.
Zolang de bacterién zich nog niet ge-
hecht hebben aan de glazuurpellikel,
kunnen deze macromoleculen leiden
tot specifieke aggregatie van bacterién
in het speeksel. De aanwezigheid van
Ca**-ionen (+ 107* M) is daarbij ver-
eist.

Voor de aggregatie van een bepaald
type micro-organisme is bovendien
gebleken, dat het benodigde eiwit zeer
specifiek is. Gibbons en Spinell (1970)
toonden dit aan, door eerst S.sanguis
te laten reageren met speeksel. Nadat
de aggregerende componenten voor
deze bacterie waren verdwenen ble-
ven de factoren voor aggregatie van
S.mitis over. Uit nadere onderzoekin-
gen (Ericson c.s., 1979) bleek verder,
dat de aggregatie ook serospecifiek is.
Zo verhinderde reactie van parotis-
speeksel met S.mutans serotype C
verdere reactie met dit serotype, maar
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niet met S.mutanstypea,b,denc. De
betrokkenheid van de immunoglobuli-
nen bij deze aggregatie kon worden
aangetoond (Ericson c.s., 1979) door
antisera te bereiden tegen IgA, IgM en
IgG. Deze remden de aggregatie van
micro-organismen, geinduceerd door
speeksel.

Van praktisch belang is de waarne-
ming, dat de plaquevorming daalt bij
een toename van de hoeveelheid ag-
gregerende factoren in speeksel. Pa-
rallel hieraan werd ook minder cariés
geregistreerd (Ericson c.s., 1979)

De speekseleiwitten beschermen het
gebit tegen cariés dus op de volgende
manieren:

— door de vorming van een “acquired
pellicle’, die een barriere vormt te-
gen de aantasting door zuren;

— door de interactie met bacterién en
dientengevolge aggregatie, wat een
limiterende werking heeft op de
hechting van bacterién en de vor-
ming van plaque, m.n. in de initiéle
fase.

Antibacteriéle activiteit van specksel

Een antibacteriéle activiteit van
speeksel is toe te schrijven aan een
aantal andere eiwitten, dan de tot nu
toe genoemde, nl. lysozym, het lacto-

_ peroxydase en het lactoferrine.

Lysozym is afkomstig van de Par, de
SM, de SL., de creviculaire vloeistofen
de leucocyten. De hoeveelheid lyso-
zym in speeksel bedraagt + 20-40 mg/
dag: de polymorfonucleaire leucocy-
ten dragen + 1 mg/dag bij. De werking
berust op een lysering van de bacterié-
le celwand, waarbij B (1 — 4)-glycosy-
dische bindingen verbroken worden
tussen N-acetylglucosamine en N-
acetylmuraminezuur, Hierdoor wor-
den de voor lysozym gevoelige stam-
men in de mondholte geélimineerd en
wordt kolonisatie voorkomen.

Lactoperoxydase (£ 1 mg/100 ml
speeksel) is een enzym, dat geprodu-
ceerd wordt door de acinaire cellen
van de Par en de SM. In combinatie
met het isothiocyanaat (SCNH) uit
speeksel en waterstofperoxvde ge-
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vormd door bacterién, wordt een ef-
fectieve remming van de stofwisseling
en groei van bacterién verkregen. Dit
werd in het verleden aangetoond voor
lactobacilli en meer recent voor ande-
re bacterién, zoals E.coli, S.aureus en
S.mutans.

Een essentiéle rol in het systeem heeft
het isothiocyanaat (SCNH), dat onder
invloed van het enzym lactoperoxyda-
se door H,0O, geoxydeerd wordt tot
hypothiocyanaat:

SCN- + H,0,— OSCN- + H,0.

lactoperoxydase

Het hypothiocyanaat (OSCN ™) kan de
bacteriecel binnendringen en remt
daar de glycolyse. Dit berust op de
oxydatie van sulfhydryl (-SH)-groe-
pen in de eiwitketen van glycolytische
enzymen (b.v. hexokinase):

2enzym-SH + OSCN~ —
enzym-S-S-enzym + H,0.

Dit is vooral van belang bij een over-
matig aanbod van substraat (suikers).
In dat geval zal de glycolyse op zo'n
hoog niveau gaan verlopen, dat meer
melkzuur wordt gevormd, dan de bac-
teriecel voor zijn eigen stofwisseling
nodig heeft. Buiten de cel zal dit melk-
zuur dan bijdragen tot het optreden
van cariés.

Door het lactoperoxydase-isothiocya-
naat-H,0,-systeem kan de glycolyti-
' sche activiteit van de cel en daarmee
de produktie van melkzuurinbedwang
worden gehouden.

Lactoferrine is een ijzerhoudend ei-
wit. De hoeveelheid in speeksel be-
draagt 0.5-2.0 mg/100 ml. Het komt

Boekbesprekingen

E. Kriigeren P. Worthington: Oral surgery
in dental practice. 392 pag., 200 afb. Quin-
tessenz Verlags-GmbH, Berlin, Chigaco,
Tokyo 1981. Prijs $ 68,—.

Het boek "Oral Surgery in Dental Practice’
is een zeer fraai uitgegeven boek, geschre-
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niet alleen voor in melk, zoals de naam
aangeeft, maar ook in speeksel en an-
dere lichaamsvloeistoffen en in de po-
lynucleaire leucocyten. In de Par en
SM wordt het geproduceerd door de
acinaire cellen. De sterke ijzerbinding
van het lactoferrine voorkomt, dat
bacterién, die ijzer (III) nodig hebben
voor hun groei, dit kunnen opnemen.
Dit is b.v. aangetoond voor Candida
albicans en E. coli.

Summary:

Title: Anticariogenic effects of saliva.

The teeth are continuously bathed in saliva and
as such saliva is of utmost importance in the
protection from caries and the repair of caries
lesions. This is especially ¢lear from situations
where the salivary flow is strongly diminished,
e.g. after irradiation of the glands or their remo-
val.

Saliva contributes to the protection of the teeth
in several ways.

1. By coating the surface with a thin layer of
proteins, the acquired pellicle. This layer is rich
in proline-rich proteins, derived from the paro-
tid and submandibular glands. The acidic,
phosphate containing proline-rich proteins con-
tribute about 40% to the total protein in the
pellicle. The sialic acid and sulfate containing
mucins, produced by the mucus gland cells have
also been detected in relatively high amounts in
the acquired pellicle. The pellicle reduces the
velocity of demineralization of enamel by acids
and by cultures of bacteria, producing those
acids. On the other hand, saliva is supersatura-
ted with respect to hydroxyapatite and nearly
saturated with respect to decalciumphosphate
dihydrate. Two phosphoproteins in parotid and
submandibular saliva, namely statherin and
PRDy;, stabilize this situation at very low
concentrations (£ 10—5M).

I1. Protection from the environment is obtained
by bacterial agglutination and removal of the
bacteria by specific proteins. The immunoglo-
bulins react with bacteria forming antigen —anti-
body complexes, in this way reducing affinity to

ven voor tandartsen met belangstelling
voor dento-alveolaire chirurgie.

Een zeer positief punt van het boek is, dat
het geschreven is door een Duitse én een
Amerikaanse auteur. Hierdoor worden de
verschillende opvattingen, die in de Ame-
rikaanse en Europese literatuur op dit ge-
bied bestaan, geintegreerd. Gesteld kan
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the hydroxyapatite surface. This reaction is spe-
cies- and sero-specific. Mucins, which are pre-
sent in saliva in comparable quantities as the
immunoglobulines lead to similar reactions.
Due to aggregation adherence is inhibited.

I11. Metabolic effects on the bacterial flora and
inhibition of growth provide a second line of
defense against bacterial attack. To this system
the salivary enzymes lactoperoxidase and lyso-
zyme and the iron-binding protein lactoferrin
contribute. The relative effects of the various
factors in the protection of the teeth against
caries are dependent on the salivary flow, the pH
and the time of day.
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worden, dat ‘the best of both worlds” wordt
geboden.

Het boek is hoofdzakelijk gericht op de
algemeen-tandheelkundige praktijk, geeft
echter voldoende achtergrondinformatie
en tevens, na elk hoofdstuk, een kort lijstje
met aanbevolen literatuur.

Een algemene inleiding wordt gevolgd
door hoofdstukken over lokale- en algehe-



