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gbpB
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GtfB
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(angl. American Type Culture Collection)
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Ligy kontrolés ir prevencijos centras

(angl. Centers for Disease Control and Prevention)
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Dejonizuotas vanduo

Dimetilo sulfoksidas

Deoksiribonukleortigstis

Chlorheksidinas

Metilo galatas

Etilo galatas

Propilo galatas

Butilo galatas

Pentilo galatas

Oktilo galatas

Laurilo galatas

Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras
(angl. European Centre for Disease Prevention and
Control)

Ekstralgsteliné polimeriné medziaga

(angl. extracellular polimeric substance, EPS)
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Gliukanus prijungiantis baltymas B
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Gliukoziltransferazé C
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S. mutans
SAG
SpaP

SrtA
THB

Genas, koduojantis gliukoziltransferaze C
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Mikrometras

Minimali slopinamoji koncentracija
(angl. minimum inhibitory concentration, MIC)
Nanometras

Optinis tankis

Statistinio reikSmingumo lygmuo
Procentai

Vandenilio jony koncentracijos rodiklis
Pasaulio sveikatos organizacija

(angl. World Health Organization, WHO)
Ribonukleoriigstis

Streptococcus mutans

Seiliy agliutininas

(angl. salivary agglutinin glycoprotein)
Streptokoky antigenas P

(angl. Streptococcal protein antigen P)
Sortazé A

Todd Hewitt buljonas

(angl. Todd Hewitt broth)

12



1. [VADAS
1.1. Darbo aktualumas

Biologiné plévele (angl. biofilm) vadinama mikroorganizmy sankaupa,
kurioje mikroorganizmy lastelés yra apgaubtos jy paciy pagaminta
ekstralagsteline polimerine medziaga (EPM, angl. Extracellular polimeric
substance), padedancia joms jungtis ne tik tarpusavyje, bet ir prie standaus
pavirsiaus (Vert ir kt. 2012). Zinoma, kad EPM biologinéje pléveléje
tarpstan¢ioms mikroorganizmy lasteléms suteikia apsaugg nuo nepalankiy
aplinkos salygy ir jgalina jas komunikuoti tarpusavyje cheminiais signalais.
Todél biologines pléveles formuojantys mikroorganizmai jgyja atsparuma ir
sukelia létines bei sunkiai gydomas ligas (Dwivedi ir kt. 2015, Sharma ir kt.
2019, Yu ir kt. 2017, Yumoto ir kt. 2019).

Streptococcus mutans yra komensaliné bakterijy riisis aptinkama Zzmogaus
burnoje esanciose biologinése plévelése, kurios nuolatos formuojasi danty,
danteny ir liezuvio pavirSiuje (Bedoya-Correa ir kt. 2019, Hong ir kt. 2016).
Iprastai sveiky asmeny burnoje nustatomas santykinai maZzas S. mutans
bakterijy Kiekis (Gross ir kt. 2012), taCiau jvairlis zmogaus organizmo ir
vietinés aplinkos poky¢iai, Kkurie atsiranda, pavyzdziui, vartojant daug
rafinuoto cukraus ir kity angliavandeniy, gali lemti $ios bakterijos jsivyravima
danty biologingje pléveléje ir tuomet sutrinka jos homeostazé, nes maiste
esantj cukry ir Kitus angliavandenius S. mutans labai greitai fermentuoja iki
organiniy ragsciy, kurios kaupiasi danties pavirsiuje ir sukelia danties kietyjy
audiniy (emalio, dentino, cemento) demineralizacija — vystosi danty éduonis
(Chen ir kt. 2021, Kiid ir kt. 2019). Neretai mutantinis streptokokas
jvardijamas kaip pirminio ir pasikartojancio danty éduonies sukéléjas, todél
kariesogeniniy pléveliy slopinimo problema yra aktuali visa Zmogaus
gyvenimg (FDI, World Dental Federation 2015, Nima ir kt. 2021). Deja,
nepaisant gausios profilaktikos priemoniy pasitilos, danty éduonis vis dar
iSlieka viena labiausiai paplitusiy ligy pasaulyje (Bowen ir kt. 2018, Peres ir
kt. 2019). Taip yra todél, kad S. mutans bakterija i§ visy burnoje randamy
mikroorganizmy yra geriausiai prisitaikiusi i§likti burnoje ir kolonizuoti joje
esancius pavirsius.

Vienas i$ pagrindiniy S. mutans éduonies formavimasi lemianciy veiksniy
yra §ios bakterijos gebéjimas formuoti biologing plévele (Matsumoto-Nakano
2018). Struktiriniu pozidiriu S. mutans biologinés plévelés EPM sudaryta is
gliukano polimery, kuriuos gamina trys fermento gliukoziltransferazes (Gtf)
izoformos — GtfB, GtfC ir GtfD, koduojamos atitinkamai gtfB, gtfC ir gtfD
geny (Jeong ir kt. 2013). GtfB ir GtfC dalyvauja netirpiy gliukany, Kurie
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sudaro didziaja dalj EPM, gamyboje, 0 GtfD — tik tirpiy gliukany (Kidd ir kt.
2019). Manoma, kad gliukanai padidina biologinés plévelés porétuma, todél
cukrus ir kiti angliavandeniai gali patekti j gilesnius jos sluoksnius, taip pat
sulaiko riigStis ir tokiu biidu prisideda prie danties kietyjy audiniy
demineralizacijos proceso (Guo ir kt. 2015). Pradinéje adhezijoje prie danties
pavirSiaus gliukanai nedalyvauja, jie gali prisijungti tik tuo atveju, jei
pelikuléje yra gliukang prijungianéiy baltymy (Gbp, angl. Glucan-binding
protein) (Mieher ir kt. 2018). S. mutans gamina keturis strukttiriSkai skirtingus
Gbp variantus — GbpA, GbpB, GbpC ir GbpD, uz kuriy gamybg atsako
atitinkamai gbpA, gbpB, gbpC, gbpD genai (Lemos ir kt. 2019, Mieher ir kt.
2018, You 2019).

Kitas svarbus virulentiskumo veiksnys yra S. mutans biologinés plévelés
ragséiy gamyba — acidogeniSkumas, Kuris tiesiogiai susijes su danties audinio
demineralizacijos procesu ir karioziniy ertmiy susidarymu (Guo ir kt. 2015).
Kariesogeninés plévelés acidogeniskumag padeda palaikyti FiFo-H/ATPazé,
kuri veikia rtgstinéje aplinkoje — vandenilio protonus (H*) pernesa i
bakterinés lgstelés vidaus j iSor¢ (Lamont ir kt. 2013). FiFo-H/ATPazé
sudaryta i§ membranoje jsiterpusio Fo baltymy komplekso ir periferijoje
i§sidésc¢iusio F1 baltymy komplekso, kuriy svarbiausius subvienetus b ir 8
koduoja atitinkamai atpF ir atpD genai (Gong ir kt. 2009).

Kadangi pastaruoju metu pastebimas didéjantis S. mutans atsparumas
dazniausiai klinikinéje praktikoje naudojamoms cheminéms medZiagoms, 0
daznas jy naudojimas neigiamai veikia burnos mikrobioma ir neretai turi
Salutinj poveikj, todél ieskoma antimikrobiniy medziagy, kurios atrankiai
slopinty kariesogeniniy pléveliy susidarymg (Bescos ir kt. 2020, Chen ir kt.
2021, Lee ir kt. 2019). Siuo metu daug démesio sulaukia fitocheminés
medziagos, t. y. augaluose aptinkami biologiskai aktyviis cheminiai junginiai,
kurie skirtingai nei sintetinés antimikrobinés medziagos, dazniausiai
nesukelia salutinio poveikio ir padeda kurti sveikatai palankias ekosistemas
(Abu-Lafi ir kt. 2019, Chen ir kt. 2020, Masalha ir kt. 2018, Rossiter ir kt.
2017). Augaluose ir jy vaisiuose gausu fitocheminiy medziagy, pavyzdziui
polifenoliy — galo rugsties (GR) ir jos dariniy, kurie turi daug naudingy
savybiy. GR alkilo — esteriai metilo, propilo, oktilo, laurilo galatai daug mety
yra placiai naudojami kaip antioksidantai maisto produktuose, farmacijos ir
kosmetikos gaminiuose (Kim ir kt. 2019). Ivairiy autoriy duomenimis, GR
alkilo esteriai pasiZymi antibakterinémis (Badhani ir kt. 2015, Valle ir kt.
2018), antivirusinémis (Hurtado ir kt. 2008), priesvézinémis (Sales ir kt. 2018)
ir neuroprotekcinémis (Nayeem ir kt. 2016) savybémis. Vis délto literatiiroje
triksta duomeny apie GR alkilo esteriy, turinCiy skirtingg struktiiring
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granding, panaudojimg S.mutans biologinés plévelés susidarymui ir
acidogeniskumui slopinti.

1.2. Darbo tikslas

Istirti galo riigsties esteriy — metilo, etilo, oktilo ir laurilo galaty poveikio
veiksmingumg S. mutans biologinés plévelés susidarymo slopinimui bei jo
priklausomybe nuo struktiirinés alkilo grandinés ilgio.

1.3. Darbo uzdaviniai

1. Jvertinti metilo, etilo, oktilo ir laurilo galaty poveikj S.mutans
gyvybingumui, nustatant jy minimalias slopinamasias koncentracijas.

2. Nustatyti metilo, etilo, oktilo ir laurilo galaty poveikio veiksmingumag
S. mutans biologinés plévelés kiekybiniam formavimuisi ant standziy
pavirSiy (polistireno, stiklo) bei jo priklausomybe nuo struktirinés
alkilo grandinés ilgio.

3. Istirti metilo, etilo, oktilo ir laurilo galaty gebéjima slopinti rugsciy
susidaryma (acidogeniskuma) S. mutans biologinéje pléveléje.

4. Nustatyti etilo, oktilo ir laurilo galaty poveikj S. mutans biologinés
plévelés formavimgsi lemianéiy geny (gbpB, gtfB, gtfC, gtfD)
kiekybinei raiskai.

5. Jvertinti etilo, oktilo ir laurilo galaty poveikj S. mutans biologinés
plévelés acidogeniskumg lemianciy geny kiekybinei raiskai:

5.1. etilo galato — atpD ir atpF geny raiskai;
5.2. oktilo ir laurilo galaty — atpD geno raiskai.

1.4. Mokslinio darbo naujumas

Didéjantis S. mutans atsparumas antimikrobinéms medziagoms vercia
ieskoti naujy danty éduonies prevencijos priemoniy (Chen ir kt. 2021), kurios
padéty atrankiai slopinti kariesogeniniy pléveliy susidarymg ir kartu palankiai
veikty burnos mikrobioma, todél tyrimui buvo pasirinkti nattraliai augaluose
aptinkami biologiskai aktyvis junginiai — GR esteriai (galatai). Nors trumpa
alkilo grandine turintys metilo ir etilo galatai bei ilgg grandine turintys — oktilo
ir laurilo galatai yra placiai tyrinéti ir ilga laika naudojami pramongje
junginiai, taciau literatiiroje néra duomeny apie $iy junginiy poveikj S. mutans
biologinés plévelés susidarymui ir acidogeniskumui.

Siame darbe pristatomas nustatytas GR esteriy — metilo, etilo, oktilo ir
laurilo galaty S. mutans biologinés plévelés susidaryma ant standziy pavirsiy

15



(polistireno, stiklo) in vitro sglygomis slopinamas poveikis, kurio stiprumas
priklauso nuo struktirinés alkilo grandinés ilgio. Pirma karta GR esteriy,
turin€iy skirtingg alkilo grandinés ilgj, veiksmingumas prie§ kariesogeninés
plévelés susidaryma tirtas taikant kolorimetrijos, profilometrijos metodus bei
atliekant geny raiskos analize. Be to, Siame darbe pristatomi dar iki S$iol
netyrinéto GR esteriy poveikio acidogeniskumui rezultatai, kurie rodo, kad
alkilinti galatai mazina S. mutans biologinés plévelés acidogeniskuma.

1.5. Mokslinio darbo teoriné ir taikomoji reik§mé

Darbe pateikti duomenys praplecia zinias apie S. mutans virulentiSkumo
veiksniy raiska geny lygmenyje, $iy bakterijy svarbius komunikacijos
mechanizmus, kai susidaro biologiné plével¢, veikiant GR esteriams.
Pristatomi duomenys gali biti pravartis tolesniems kariesogeniniy biologiniy
pléveliy tyrimams.

Gauti rezultatai yra svarbiis ne tik moksliniu, bet ir praktiniu pozitriu. 1lgos
alkilo grandinés galo riigSties esteriai, turintys mazesnes veikligsias
koncentracijas, gali buti pritaikyti streptokokinéms ir kitoms infekcijoms
gydyti. Be to, nedidelémis dozémis juos galima derinti su antibiotikais
siekiant sukelti sinerginj antimikrobinj poveikj, sumazinant antibiotiky dozes
ir taip sprendziant bakterijy atsparumo antimikrobinéms medziagoms
problemg medicinoje.

Taikomoji darbo reik§mé labai didelé — galo rugsties esteriai galéty buti
naudojami slopinti S. mutans biologiniy pléveliy susidaryma in vivo
salygomis, siekiant sumazinti bakterijy agregacijg ir adhezijg prie standaus
pavirSiaus bei acidogeniskuma. Tyrimo duomenys gali biiti panaudoti kuriant
naujas farmacines priemones danty éduonies prevencijai.

1.6. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Galo riigsties esteriai — metilo, etilo, oktilo ir laurilo galatai — S. mutans
biologinés plévelés susidarymg slopina mazesnémis uz minimalias
koncentracijas, kurios slopina S. mutans bakterijas.

2. Galo rugsties esteriai — metilo, etilo, oktilo ir laurilo galatai veiksmingai
mazina S. mutans biologinés plévelés susidarymg ant standziy pavirsiy
ir 8is poveikis priklauso nuo struktiirinés alkilo grandinés ilgio.

3. Galo rugsties esteriai — metilo, etilo, oktilo ir laurilo galatai maZina
S. mutans biologinés plévelés acidogeniskuma.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Streptococcus mutans ir biologinés plévelés vaidmuo danty éduonies
patogenezéje

2.1.1. Burnos mikrobiomas ir mikrobiota

Zmogaus kiing kolonizuoja daugybé gyvy mikroorganizmy, kurie nuolatos
sgveikaudami tarpusavyje kuria unikalias bendrijas. Tam tikroje aplinkoje
egzistuojan¢iy mikroorganizmy visuma yra vadinama mikrobiomu (Nasidze
ir kt. 2009, Marchesi ir kt. 2015). Zmogaus burna dél joje esanéios nuolatinés
drégmeés, optimalaus pH, temperattiros, maisto likuciy yra labai palanki terpé
mikroorganizmams daugintis, todél jai budinga didelé mikroorganizmy rasiy
jvairové (Baléitniené ir kt. 1992). Remiantis klasikiniais ir naujausiais
molekuliniais tyrimo metodais nustatyta, kad Suaugusio zmogaus burnos
mikrobioma sudaro daugiau nei 700 skirtingy bakterijy rusiy (Krishan ir kt.
2017, Yumoto ir kt. 2019), sveiko asmens burnoje aptinkama nuo 100 iki 200
bakterijy rasiy (Willis ir kt. 2020). I$siaiskinus sveiky ir burnos ligomis
serganiy asmeny burnos mikrobiomo ypatumus ir jvertinus jy skirtumus,
nustatyta, kad mikroorganizmy rii§iné sudétis turi jtakos zmogaus sveikatai
(Gross ir kt. 2012, Krishan ir kt. 2017, Bowen ir kt. 2018). Dauguma burnoje
tarpstan¢iy mikroorganizmy yra komensalai ir salyginiai patogenai, kurie
padeda apsaugoti organizmg nuo patogeniniy mikroorganizmy invazijos
(Nasidze ir kt. 2009).

Siekiant apibiidinti konkre€ius mikroorganizmus tam tikroje aplinkoje yra
vartojamas mikrobiotos terminas (Marchesi ir kt. 2015). Kiekvieno Zmogaus
burnos mikrobiota gali bati skirstoma j autochtoning ir alochtoning. Rasys,
kurios yra pastovios ir nuolatos aptinkamos burnoje vadinamos
autochtoninémis, o tos, kurios j burng patenka atsitiktinai i§ aplinkos,
nosiaryklés, zarnyno — alochtoninémis arba tranzitinémis (Baléitiniené ir Kt.
1992, Beliavicitité 2007, Grigalauskiené ir kt. 2015).

Didziausia (20—40 proc.) burnos mikrobiotos dalj sudaro gramteigiamos
Streptococcus (gr. streptos — grandinélé, kokkos — griidas) genties bakterijos
(1 pav.) (Nasidze ir kt. 2009, Gross ir kt. 2012).

Vienos streptokoky riisys burnoje aptinkamos trumpa laikg po gimimo arba
tam tikru gyvenimo periodu, kitos — visg gyvenimg. Streptokoky klasifikacija
nuolatos keitési ir iki Siol néra vienos bendros klasifikacijos, nes §i gentis yra
labai jvairialypé. Naujausi filogenetinés analizés duomenys atskleidé, kad visi
streptokokai turéty biti skirstomi j devynias grupes: bovis, mutans, salivarius,
sobrinus, pluranimalium, anginosus, mitis, suis ir pyogenes (Pontigo ir kt.
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2015, Pan ir kt. 2018). Normaliomis salygomis Zzmogaus burnoje aptinkami
mitis (S. mitis, S. oralis, S. parasanguinis), anginosus (S. constellatus,
S. gordonii, S. sanguinis), mutans (S. mutans), sobrinus (S. sobrinus) bei
salivarius (S. salivarius, S. vestibularis) grupiy streptokokai, o kity grupiy
atstovai tik atsitiktinai ] ja patenka i$ nosiaryklés ar zarnyno (Andruskiené
2012). Reikia pabrézti, kad atskiry streptokoky riisiy santykis néra vienodas.
Sveiko Zmogaus burnoje vyrauja tokios streptokoky rasys kaip S. mitis,
S. oralis, S. sanguinis, 0 S. mutans, S. sobrinus ar S. salivarius bakterijy kiekis
paprastai yra sglyginai mazas. Esant patologijai, streptokoky riisiy santykis
pasikeicia, pavyzdziui, danty éduonies atveju burnoje jsivyrauja kariesogenai
— S. mutans, S. sobrinus, S. parasanguinis (2 pav.) (Gross ir kt. 2012).

100% - Streptococcus
Veillonella
90% - Mitsuokellla
"’ Gentys Porphyromonas
80% - Peptococcus
' Achromobacter
70% - 1 Peptostreptococcaceae
@ Lachnospiraceae A
60% - . Propionibacterium
9 Eikenella
50% - 5 Gemella
8 Actinomyces
40% B Cardiobacterium
B Lautropia
30% & B Selemonas
B Granulicatella
20% B Rothia
B Campylobacter
10% B Capnocytophaga
B Abiotrophia
0% B Corynebacterium
Sveikas  NepaZeistas Balta démé Karioziné W Kingella
emalis ertmeé ® Neisseria

1 pav. Bakterijy genciy procentinis kiekis (%) esant jvairioms danty éduonies
stadijoms (Gross ir kt. 2012).
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o,
100% Streplococcus mutans

Streptococcus vestibularis, S. salivarius

90% - Veillonella atypica, V. dispar, V. parvula
Streptococcus sobrinus
80% ® 8. parasanguinis
NereikSmingos rasys
70% 1 “  Lachnospiraceae 107
®  Capnocytophaga gingivalis
Cardiobacterium hominis
60% ®  Campylobacter rectus
W Streptococcus cristatus
50% w  Capnocytophaga granulosa
B Granulicatella adiacens
40% B Streptococcus AY020
Corynebacterium matruchotii
®  Kingella 499
30% =
®  Neisseria elongata
®  Kingella denitrificans
20% u  Corynebacterium durum
B Abiotrophia defectiva
10% B Streptococcus sanguinis
0% ®  Neisseria flava, N. mucosa, N. pharyngis
Sveikas  NepaZeistas  Balta Kariozing ™ Streptococcus mitis, S. pneumoniae,
emalis démé ertmé §. infantis

2 pav. Bakterijy rusiy procentinis Kiekis (%) esant jvairioms danty éduonies
stadijoms (Gross ir kt. 2012).

Mokslininky grupés atliktos analizés (Gross ir kt. 2012) duomenimis be
streptokoky, Zzmogaus burnoje daZniausiai yra aptinkamos Veillonella
(10 proc.), Neisseria (10 proc.), Corynebacterium (5 proc.), Kingella (5 proc.)
ir kity genciy bakterijos.

Kiti autoriai pastebi, kad vaiky ir suaugusiy asmeny bakterijy risiné
sudétis labai skiriasi. Vaiky burnoje vyrauja Veillonella, Neisseria, Rothia,
Haemophilus, Gemella, Granulicatella, Leptotrichia, Fusobacterium, o
suaugusiyjy — Haemophilus, Neisseria, Veillonella, Fusobacterium,
Oribacterium, Rothia, Treponema genciy bakterijy rasys (Struzycka 2014).

Taigi, jvairiy autoriy atliktos studijos ir gauti skirtingi duomenys rodo, kad
zmogaus burna tai itin sudétinga ekosistema, o kiekvieno atskiro asmens
burnos mikrobiota yra labai skirtinga ir néra pastovi, nes ja veikia aplinkos
veiksniai (Filoche ir kt. 2008).
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2.1.2. Streptococcus mutans biologinés savybés

Streptococcus mutans (S. mutans) yra gramteigiamos, rutulio formos
bakterijos, kuriy lgstelés tepinéliuose iSsidésto trumpomis grandinélémis
(3 pav.) (Spellerberg ir kt. 2015).

LN 5 o - K %.
. e

" : % g =

p®

3 pav. Gramo budu dazytos Streptococcus mutans bakterijos, kurios buvo
kultivuotos tioglikolato buljone. Vaizdas padidintas 1000x (CDC,
Dr. Richard Facklam, ID: 1043).

J. K. Clarke 1924 metais pirmasis isskyré S. mutans i§ zmogaus éduonies
pazeisty danty. Jis pastebéjo, kad Siai bakterijy rusiai yra buidingas fenotipinis
kintamumas, todél pavadino ja mutantiniu streptokoku. Kultivuojamas
mitybinéje terpéje, kurios pH neutralus arba $arminis, S. mutans yra rutulio
formos, 0,5-0,75 um skersmens kokai, i$sidéste poromis arba trumpomis
grandinélémis, 0 kultivuojamas mitybingje terpéje, kurios pH yra silpnai
rigstinis, S. mutans tampa trumpomis lazdelémis (1,5-3 um dydzio), kurios
tepinéliuose taip pat iSsidésto poromis arba labai trumpomis grandinélémis
(4 pav.) (Clarke 1924, Whiley ir kt. 2015).

S. mutans yra fakultatyvus anaerobas, geriau dauginasi padidéjusio CO;
kiekio aplinkoje (5-10 proc.), augimui optimali temperatiira yra 37 °C.
Kultivuojamas kraujo agare, po 2 pary suformuoja labai smulkias, 0,5-1 mm
dydzio, balk§vos arba pilkSvos spalvos, lygiais arba nelygiais krastais
kolonijas, kurias supa a-hemolizés arba y-hemolizés ir labai retai f-hemolizés
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zona. Terpéje su sacharoze formuoja stambesnes, 1 mm dydzio, nelygiais
krastais, iSkilias, matines kolonijas, kurias supa tirpaus egzopolisacharido
laseliai (Whiley ir kt. 2015). Auginant S. mutans skystoje terpéje i$ pradziy
terpé susidrumscia, véliau joje susiformuoja smulkios, gridétos nuosédos
(Clarke 1924).
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4 pav. Streptoccocus mutans morfologinés savybés po 24 val. kultivavimo: 1
— buljone, 2 — buljone su gliukoze. Vaizdas padidintas 1200x (Clarke 1924).

Mutantinio streptokoko padermés fermentuoja daugelj angliavandeniy iki
rugsciy, jskaitant laktoze, maltoze, manitolj, melibioze, sacharoze, sorbitolj,
rafinozg, inuling, N-acetil-gliukozaming (Whiley ir kt. 2015). Ragstys
susidaro labai greitai, per 24 val. terpés pH rodmenys pakinta nuo 7,00 iki
4,20 (Clarke 1924). S. mutans sintetina a-D-gliukozidazg, p-D-gliukozidazg,
a-D-galaktozidaze, ta¢iau negamina katalazés ir ureazés bei yra atsparus
bacitracinui (Kacergius ir kt. 2008).

Remiantis sienelés pavirSiaus polisacharidais, turinfiais ramnozés ir
gliukozés, S. mutans padermés yra skirstomos j keturis serologinius variantus
(c, e, fir k). I éduonies paZeisty danty dazniausiai (80 proc.) i$skiriamas
serovaras c, apie 20 proc. atvejy — serovaras e ir 10 proc. atvejy — serovarai f
ir k (Bedoya-Correa ir kt. 2019, Lemos ir kt. 2019).

2002 m. buvo atlikta S. mutans UA159 padermés genomo sekoskaita
(GenBank sistemoje prieigos numeris AE0111141333) (Ajdi¢ ir kt. 2002,
Bedoya-Correa ir kt. 2019). Nustatyta, kad genomg sudaro mazdaug 2 Mb
baziy pory, koduojanc¢iy mazdaug 2 000 geny (Lemos ir kt. 2019), i§ kuriy
virs 280 (15 proc.) yra skirti angliavandeniy pernasai ir metabolizmui (Ajdi¢
ir kt. 2002). Reikia pabrézti, kad né viena kita gramteigiama bakterija
nepasizymi tokiu gebéjimu jsisavinti tiek daug skirtingy angliavandeniy
(Whiley ir kt. 2015). Nors Siuo metu jau yra sekvenuoti 188 S. mutans
padermiy genomai, kurie vieSai prieinami Nacionalinio biotechnologijy
informacijos centro (angl. National Center for Biotechnology Information,
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NCBI) duomeny bazéje, taiau moksliniuose tyrimuose daZniausiai
naudojama referentiné UA 159 padermé (Bedoya-Correa ir kt. 2019).

2.1.3. Biologinés plévelés samprata

Dar 18 amziuje buvo pastebéta, kad mikroorganizmai aplinkoje tarpsta ne
tik kaip pavienés lastelés, bet geba telktis j grupes ir sudaryti gleivingus
daugialgsCius darinius (Krzysciak ir kt. 2014). Didzigja laiko dalj
mikrobiologijos moksle bakterijos buvo apibiidinamos butent kaip
planktoniniai mikroorganizmai, pavienés lastelés dispersiskai pasklidusios
aplinkoje bei aprasomos remiantis jy augimo pobidZiu mitybinése terpése
(Donlan 2002). Siandien Zinome, kad dauguma bakterijy natiralioje aplinkoje
netarpsta kaip laisvos, pavienés suspenduotos lgstelés grynoje kultiiroje, o
besidaugindamos aplinkoje, kurioje gausu maistiniy medziagy, neretai
formuoja jvairaus pavidalo polimikrobines sankaupas — kolonijas, nuosédas,
pléveles (Flemming ir kt. 2010).

Terming biologiné plévelé (angl. biofilm) vienas pirmyjy pavartojo
1978 metais aplinkos mikrobiologas Bill’as Costerton’as, iskeldamas nauja
mikrobiologing paradigma — biologinés plévelés teorija. B. Costerton’as teigé,
kad biologinés plévelés, kurias dengia tarplasteliné matrica (glikokaliksas),
padeda bakterijoms tvirtintis prie jvairiy pavirSiy. Jo manymu, séslios,
biologinéje pléveléje tarpstancios, bakterijy populiacijos vyrauja ne tik
gamtoje, bet ir pramonéje bei medicinoje (Costerton ir kt. 1978). Siandien jau
zinome, kad su biologinémis plévelémis susijusios infekcijos yra gana placiai
paplitusios medicinoje, 0 jy svarba yra visuotinai pripaZinta (Heiby 2014).
Daugiau nei keturis deSimtmecius mokslininkai tyrinéja biologines pléveles,
surinkta nemazai duomeny, kurie patvirtina, kad i$ tikryjy séslios bakterijos
labai skiriasi nuo ty, kurios yra laisvai pasklidusios aplinkoje ir gyvuoja kaip
pavieniai atskiri organizmai.

Tarptautiné teorinés ir taikomosios chemijos sgjunga (angl. International
Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) rekomenduoja (Vert ir kt.
2012) biologinémis plévelémis vadinti mikroorganizmy sankaupa, kurioje
mikroorganizmy lastelés yra apgaubtos jy paciy pagaminta ekstralgsteline
polimerine medziaga (EPM) (angl. Extracellular polimeric substance, EPS),
padedandia joms jungtis ne tik tarpusavyje, bet ir prie standaus pavirSiaus
(Vert ir kt. 2012). Skirtingai nei jprastoje pléveléje, biologingje pléveléje
mikroorganizmai yra negrjztamai susieti tarpusavyje, jy nejmanoma pasalinti
skalaujant (Donlan 2002, Bowen ir kt. 2018).

Nurodoma (Vasuvedan 2014), kad bakterinés biologinés plévelés
pagrindinés sudedamosios dalys yra bakterijy lastelés ir EPM. Biologinés
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plévelés sudedamosios dalys isvardytos 1 lenteléje, o ju Kiekis yra isreikstas
procentais. Pati svarbiausia sudedamoji dalis, be kurios nejmanoma
suformuoti biologinés plévelés, yra bitent EPM, kuri sudaro 50-90 proc.
sausosios masés (Donlan 2002, Flemming ir kt. 2010). Jprastai EPM storis yra
nuo 0,2 iki 1 um, biologinés plévelés dydis nevirsija 10-30 nm (Jamal ir kt.
2018).

1 lentelé. Biologinés plévelés sudétis (Vasudevan 2014)

Sudétiné dalis Procentiné matrikso dalis (%)
Vanduo Iki 97 %
Bakterijos 2-5%
Polisacharidai 1-2%
Baltymai <1-2 % jskaitant fermentus
Nukleortigstys <1-2%
Jonai Prisijungg ir laisvi

Skirtingy mikroorganizmy EPM cheminés ir fizinés savybés gali skirtis,
taciau ji sudaryta i§ polisacharidy, baltymy, nukleortgséiy, lipidy (Donlan
2002, Vasudevan 2014, Karygianni ir kt. 2020) bei priklausomai nuo aplinkos,
kurioje formavosi biologiné plévelé, joje papildomai gali bati aptinkama ir
nelastelinés kilmés medziagy (mineraly kristaly, molio ar dumblo daleliy),
kraujo komponenty (Donlan 2002). Labai svarbi biologinés plévelés
sudedamoji dalis yra vanduo, kuris savo ruoztu sudaro galimybe atskiroje
uzdaroje terpéje mikroorganizmams lengvai judéti ir gauti maistiniy medziagy
(Vasudevan 2014). EPM yra budingas didelis jsotinimas vandeniu
(hidratacija) — iki 97 proc., kadangi prie jkrauty molekuliy (jony) per
vandenilinius ry$ius jungiasi vandens molekulés (Donlan 2002). Kai kuriuose
literatiiros Saltiniuose dél savo i$vaizdos ir vandeningos konsistencijos
biologinés plévelés Kkartais vadinamos tiesiog gleivémis (angl. slime)
(Flemming ir kt. 2010). Bakterijos biologines pléveles gali formuoti ant
jvairiy abiotiniy (medicinoje naudojamy sitly, kateteriy, implanty, dirbtiniy
Sirdies voztuvy, pramonéje — vamzdynuose) ir biotiniy (gyvy organizmy
audiniy) pavirSiy (Donlan 2002).

Issiskiriamos keturios bakterinés biologinés plévelés vystymosi stadijos,
kurios vaizduojamos 5 paveiksle (Jamal ir kt. 2018, Vasudevan 2014):

1. Bakterijy patekimas ir prisitvirtinimas prie standaus pavirSiaus.
Bakterijy patekimas ant standaus pavirSiaus yra nulemtas
elektrostatinés ir hidrofobinés sgveikos, van der Waalso jégy ir kity
fizikocheminiy parametry. Bakterijoms prisitvirtinti labai svarbiis yra
pavirsiaus baltymai. Si stadija yra grjztamo pobiuidZio.
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2. Bakterijy akumuliacija, agregacija ir mikrokolonijy susidarymas.
Si stadija yra negriztamo pobiidZio.

3. Biologinés plévelés biomasés tankio didéjimas, trimatés struktiiros
susiformavimas.

4. Biologinéje pléveléje esanéiy bakterijy atsiskyrimas ir dispersija.
Dél jvairiy priezas¢iy (veikian¢iy mechaniniy jégy, maistiniy
medziagy truikumo, pH pokycio) dalis bakterijy atsiskiria nuo
biologinés plévelés, kad galéty patekti j naujas ekologines nisas ir jas

kolonizuoti.
Planktoninés Biologinéje pléveléje
lastelés 5 esancios lastelés
Biologingje pléveléje esanciy
lasteliy atsikabinimas ir naujo
\ - vystymosi ciklo pradzia

1 2 3 4

Prisitvirtinimas - I8tisinio ~— Daugiasluoksnés = Brandi biologiné plévelé
prie pavirSiaus sluoksnio mikokolonijos

susidarymas ir susiformavimas

EPM gamyba

5 pav. Biologinés plévelés vystymosi stadijos. Bakterijos prisitvirtina prie
pavirsiaus (1), pradeda gaminti ektralgsteline polimering medziaga (EPM) (2),
toliau pradeda formuotis daugiasluoksné struktira (mikrokolonija) (3),
kurioje daugéja EMP ir susiformuoja brandi biologiné plévelé (4), galiausiai
dalis biologinéje pléveléje esanciy lasteliy atsikabina ir tampa planktoninémis
(5) (Hollmann ir kt.).

Kiti autoriai (Yu ir kt. 2017, Olmo ir kt. 2020) isskiria penkias biologinés
plévelés vystymosi stadijas: (1) griztamas prisitvirtinimas prie pavirSiaus,
(2) negrjztamas prisitvirtinimas prie pavirSiaus, (3) dauginimasis ir
mikrokolonijy susiformavimas (10-100 um storio), (4) dauginimasis, kurio
metu kaupiasi EPM ir susiformuoja trijy matmeny struktara, ir (5) dalies
bakteriniy lgsteliy atsiskyrimas.
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Biologinés plévelés formavimasis yra sudétingas ir labai koordinuotas
procesas, vykstantis uzdaroje mikroorganizmy grup¢je. Kitaip tariant,
skirtingose biologinés plévelés vystymosi stadijose ja sudarantys
mikroorganizmai komunikuoja tarpusavyje cheminiais signalais (Dwivedi ir
kt. 2015, Leung ir kt. 2015). Bakteriniy Igsteliy tarpusavio rySio procesas,
apimantis ekstralasteliniy signaliniy molekuliy, vadinamy autoinduktoriais,
gamyba, aptikimg ir atsaka j jas, yra apibréziamas kaip kvorumo jutimas
(angl. quorum sensing, QS) (Rutherford ir kt. 2012). Kvorumo jutimo
reiskinys yra pastebétas ir apraSytas 1960-1970 metais. Tuo metu vienos
lastelés kitai signalizavimo reiskinys buvo laikomas anomalija ir priskiriamas
tik kelioms bakterijy rasims. Taciau Siandien Zinome, kad komunikacija tarp
lasteliy néra iSimtis, bet veikiau norma bakterijy pasaulyje (Bassler ir kt.
2006).

Biologinés plévelés atveju Sios struktaros susidarymui reikalinga speciali
signaliné sistema, kuri apima ir tam tikry geny valdymo mechanizmus
(transkripcijos lygmenyje). Jos déka mikroorganizmai jvertina aplinkoje
esanéiy tos pacios riiSies bakterijy skai¢iy ir geba atitinkamai reaguoti |
pasikeitusig aplinkg. Kvorumo jutimo budu biologingje pléveléje esantys
mikroorganizmai gali sinchronizuoti savo veiksmus grupéje, pavyzdziui,
sulaikyti maistines medziagas ir tokiu biidu apsisaugoti nuo zalingo aplinkos
poveikio (Dwivedi ir kt. 2015).

Nustatyta, kad 65-80 proc. visy bakterinés kilmés infekcijy yra siejamos
su bakterijy gebéjimu sudaryti biologing plévele (Fleming ir kt. 2017, Abu
Bakar ir kt. 2018, Jamal ir kt. 2018). Tarp medicinai svarbiy ligy sukéléjy yra
nemazai mikroorganizmy, kurie formuoja biologines pléveles Zmogaus
organizme: tai Streptococcus genties bakterijos, Stapylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, mieliagrybis Candida albicans
(Donlan 2002, Sharma ir kt. 2019). Ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl.
Centers for Disease Control and Prevention, CDC) jsp¢ja, kad zmonijos
sveikata yra grésmingoje padétyje, nes Sie mikroorganizmai sukelia létines ir
sunkiai gydomas infekcines ligas (Yumoto ir kt. 2019, Vestby ir kt. 2020).
Irodyta, kad biologingje pléveléje esantys mikroorganizmai yra 10-1000 karty
atsparesni antimikrobiniy ir kity biologiSkai aktyviy medziagy veikimui nei
tie patys mikroorganizmai, esantys planktoninio btivio, 0 tai neretai ir lemia
létiniy infekeijy persistencija organizme (Sharma ir kt. 2019, Yu ir kt. 2017).
Biologinéje pléveléje yra nuo 0,1 proc. iki 10 proc. bakteriniy lasteliy, kurios
iSvengia antimikrobiniy medziagy poveikio, islieka gyvybingos ir
palankiomis salygomis toliau tgsia infekcinj procesa (Vasuvedan ir kt. 2014).
Taéiau didZiausia nerimg kelia tai, kad biologinése plévelése vyksta
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horizontali geny pernasa (transformacija, konjugacija), dél kurios atsiranda
bakterijos, pasizyminéios dauginiu (angl. Multiple drug resistance, MDR) ir
ypatingu (angl. Extreme drug resistance, XDR) atsparumu antimikrobiniams
vaistams (Slobodnikova ir kt. 2016, Zaman ir kt. 2017, Yumoto ir kt. 2019).

Moksliniais tyrimais jrodyta, kad kvorumo jutimo procesu bakterijos geba
valdyti ne tik biologinés plévelés formavimasi, bet ir virulentiSkumo veiksniy
raiSka bei sporuliacijos procesg (Bassler ir kt. 2006).

Siandien mokslininkai aktyviai tyrinéja biologines pléveles bei juy
koordinavimo mechanizmus, nes issiaiskinus ir supratus $iuos sudétingus
mechanizmus galima kurti naujas terapijos priemones (Rutherford ir kt. 2012,
Mukherjee ir kt. 2019) ir spresti mikroorganizmy atsparumo antimikrobiniams
vaistams problema (Yumoto ir kt. 2019).

2.1.4. Danty biologiné plévelé

Pirmgjj danty apnaSo tyrimg 17 amziuje (1674 metais) atliko olandy
gamtininkas A. Levenhukas, kuris savo paties danty apna$ose pastebéjo
judrius gyvus mikroorganizmus (Seminario ir kt. 2005, Heiby 2014).
Simtmeé¢iu véliau Zmogaus danties emalj tyrinéti émési amerikieciy
odontologas W. D. Miller’is, kuris pirmasis 1890 metais isleistame straipsnyje
nuodugniai apra$é¢ danties pavirSiuje aptinkama lipny, Zelatinos pavidalo
apnasa, sudaryta daugiausiai i§ mikroorganizmy, ir iskélé prielaida, kad Sis
apnaSas gali buti tiesiogiai susijes su Zalingu rug$¢iy poveikiu tam tikriems
danties pavirSiams (Silverstone ir kt. 1981).

ApnaSos ant danty (angl. plaque) pradeda formuotis tik jiems isdygus
(Praskevicius ir kt. 2000), jos susidaro nuolatos ir yra natiiralus visiems
zmonéms nuo gimimo iki mirties vykstantis procesas, kurio nejmanoma
iSvengti (Kiid ir kt. 2019). Burnos gleiviné daznai atsinaujina, todél
mikroorganizmams tenka pakartotinai tvirtintis prie gleivinés epitelio Iasteliy.
Pastovios apnaSos formuojasi tik ant kietyjy danty pavirSiy, kur néra
intensyvios lasteliy kaitos (Beliaviciaté 2007).

Taigi, danty pavirSiuje formuojasi dviejy tipy apnaSas — baltasis danty
apna$as ir bakteriné plévelé. Baltasis danty apnaSas (lot. materia alba) yra
silpnai prisitvirtines prie danties pavir§iaus ir sudarytas i$ maisto likuéiy,
7uvusiy bakterijy, leukocity, burnos gleivinés epitelio lasteliy. Sis danty
apnaSas kaupiasi nevalant danty ir lengvai paSalinamas vandens srove
(Praskevicius ir kt. 2000, Kacergius ir kt. 2008). Kiekvieno zmogaus burnoje
danty pavirSiuje formuojasi apnasas, kuris dar vadinamas danty bakterine
plévele arba tiesiog biologine plévele. Sis apnasas yra sudétingas darinys, kurj
sunku pasalinti nuo danties pavirSiaus. Danty biologiné plévelé apibréZiama
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kaip tanki bakterijy masé, stipriai prisitvirtinusi prie pavirsiaus, ir ja gaubia
Seimininko ir bakterinés kilmés polimery matrica (Kacergius ir kt. 2008).
Danty baktering plévelg padenges baltyjy apnasy sluoksnis Stiprina Zalinga
bakteriniy apna$y poveikj dantims (Praskevicius ir kt. 2000). Paskaiciuota,
kad 1 mm? danty apnaSo sveria mazdaug 1 mg ir jj sudaro daugiau nei
200 mln. bakteriniy Igsteliy (Seminario ir kt. 2005).

Burnoje susidaranti danty bakteriné plévelé mazai kuo skiriasi nuo kity
gamtoje aptinkamy biologiniy pléveliy. Didziaja jos dalj (apie 80 proc.)
sudaro vanduo (Praskevicius ir kt. 2000), o likusig (20 proc.) — organinés arba
mineralinés medziagos. 1§ organiniy medziagy tai seiliy glikoproteinai,
bakterinés kilmés baltymai (40 proc.), lipidai, jvairlis angliavandeniai,
gliukanai (10-20 proc.), fruktanai (1-2 proc.). Pastebima, kad kalcio, fluoro,
magnio, fosforo ir kity mineraliniy medziagy danty biologinéje pléveléje yra
daugiau negu seilése (Bowen ir kt. 2009, Krzysciak ir kt. 2014).

Kaip ir dauguma biologiniy pléveliy, danty bakteriné plévelé praeina
keturias vystymosi stadijas (Bal¢itniené ir kt. 1992, Praskevicius ir kt. 2000,
Seminario ir kt. 2005, Chen ir kt. 2021, Struzycka 2014):

| stadija. I pradziy $vary danties pavir§iy padengia plona mazdaug 1 pm
storio plévelé vadinama emalio pelikule, ji sudaryta is seilése esanciy baltymy,
glikoproteiny, fosfoglikoproteiny, fermenty ir kity organiniy ir neorganiniy
komponenty. Burnoje esancios bakterijos kartu su seilémis patenka ant
susiformavusios pelikulés. Nuvalytg danties pavirSiy kolonizuoti geba
nedaugelis bakterijy, todél Sioje biologinés plévelés vystymosi stadijoje
danties pavirSiuje aptinkamos daugiausiai (95 proc.) streptokoky riisys —
S. oralis, S. mitis, S. sanguinis, S. salivarius, o S. mutans bei pavieniai kokai
ir lazdelés sudaro tik 2 proc. PaSalinus emalio pelikule, vél naujas jos
sluoksnis burnoje susiformuoja per 20—30 min.

Il stadija. Bakterijos, esancios pelikuléje, metabolizuodamos Seimininko
produktus (seiliy baltymus) arba maiste esancias medziagas, auga, dauginasi
ir danty pavirSiuje formuoja mikrokolonijas, prie kuriy palaipsniui prisijungia
ir kitos burnos bakterijos — gramneigiami kokai (Veillonella, Neisseria spp.),
gramteigiamos lazdelés (Actinomyces viscosus). Sioje stadijoje danties
pavirSiuje sgveikauja tarpusavyje skirtingy riasiy mikroorganizmai. Bitent per
pirmasias 5 dienas vyksta didziausi bakteriniy apnasy pokyciai, véliau
nusistovi dinaminé pusiausvyra.

111 stadija. Bakterijos gamina EPM, did¢ja danty apnasy biomasés tankis,
daugéja sluoksniy ir kaupiasi medziagy apykaitos produktai. Storéjant apnasy
sluoksniui, j jo vidy sunkiau patenka deguonis, todél Zuvusias aerobines
bakterijas kei¢ia anaerobinés. Danty apnasas palaipsniui pradeda formuotis ir

27



po dantenomis, bakterijos ir jy metabolizmo produktai patenka j danty
kiSenes.

IV stadija. Prie bakterinés plévelés prisijungia judrios bakterijos —
spirochetos, vibrionai, Fusobacterium spp. Biologin¢ plévelé padengia ir
danteny vageles, i$ ten ir atgal pradeda judéti judrios bakterijos. Mazdaug per
10-20 dieny minkStosios bakterinés apna$os mineralizuojasi ir susiformuoja
danty akmenys, kurie susij¢ su gingivito ir periodontito patogeneze.

Kad ir kaip kruops¢iai stengtumés valyti dantis, negalime visiSkai
panaikinti biologinés plévelés, nes ka tik idealiai nuvalyto danties pavirSiuje
ji vél pradeda vystytis, o po paros pradeda formuotis mikrokolonijos
(Grigalauskiené ir kt. 2014). Ankstyvoje stadijoje reguliarus bakterinio
apnaSo Salinimas padeda sumazinti patologinio proceso burnoje rizikg. Prasta
higiena ir kiti veiksniai gali sutrikdyti burnos homeostaze, tuomet dél
metabolingés ir fiziologinés mikroorganizmy veiklos pakinta aplinkos salygos
biologinéje pléveléje, ir jos lemia létines ligas (Jamal ir kt. 2018, Yumoto ir
kt. 2019). Virsdanteninés apnaSos yra susijusios su éduonies atsiradimu ir jose
vyrauja gramteigiamos bakterijos (S. mutans, S. mitis, S. salivarius,
Lactobacillus spp.), 0 podanteninés susijusios su danteny uzdegimu ir jose
vyrauja gramneigiamos anaerobinés bakterijos  (Actinobacillus spp.,
Campylobacter spp., Fusobacterium nucleatuam, Porphyromonas gingivalis)
(Struzycka 2014). Saknies éduonis i§ esmés skiriasi, nes danty $aknys neturi
emalio sluoksnio. Nors dazniausiai pazeidimuose vyrauja Actinomyces,
Atopobium, Prevotella genéiy bakterijos, taciau S. mutans siejamas ir su
Saknies éduonies atsiradimu (Andruskiené 2012, Krishnan ir kt. 2017).

Literatiroje daugéja duomeny, patvirtinan¢iy, kad danty bakterinés
plévelés yra susijusios ne tik su infekcinémis (Chamat-Hedemand ir kt. 2020),
bet ir sisteminéms (aterosklerozé, diabetas) bei autoimuninémis ligomis.
Iprastai S. mutans siejamas su burnos patologijomis, taciau nustatyta, kad si
bakterija gali kolonizuoti ne tik burnoje esancius pavirsius. In vitro tyrimai
parodé, kad tos S. mutans padermés, kuriy pavirSiuje aptinkama kolagena
prijungian¢iy baltymy (angl. collagen-binding proteins, CBPs) — streptokoky
antigenas P (angl. Streptococcal protein antigen P, SpaP), su sienele susije¢
baltymai WapA, Cnm ir Cbm, kurie padeda prisitvirtinti prie kolageno
turinéiy lasteliy jvairiose Zmogaus organizmo vietose (Avilés-Reyes ir Kt.
2017). Jei burnos gleiviné paZeista, tokios S. mutans padermés gali patekti j
kraujg ir prisitvirtinti prie kraujagysliy endotelio, todél endotelio pavirsiuje
susidaro kraujo lasteliy sankaupos, kurios sukelia cerebrines hemoragijas
(Tonomura ir kt. 2016). Idomius rezultatus 2020 metais gavo S. Naka su
kolegomis, atlike eksperimentg in vivo salygomis. Ziurkés buvo intraveniniu
bidu wuzkréstos S.mutans kultira, po kurio laiko joms pasireiské
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imunoglobulino A (IgA) nefropatija (Bergerio liga). Sie literatiiroje pateikti
duomenys pabrézia biologiniy pléveliy tyrimy svarbg.

2.1.5. Danty éduonies patogenezé

Danty éduonis, arba kariesas (lot. caries dentis — puvésis), apibréZiamas
kaip létinis, infekcinés kilmés progresuojantis danties kietyjy audiniy (emalio,
dentino, cemento) irimas, kurj sukelia danties pavirSiuje esancios ragstys
(Grabauskas ir kt. 1991, Kiid ir kt. 2019). Burnoje ilgalaikis mazas pH
veikiant organinéms riigS§tims ir apnaSos lemia danties kietuosiuose
audiniuose esanciy mineraliniy medziagy (pirmiausiai hidroksiapatito —
Ca10(PO4)s(OH),) tirpimg (Praskevicius ir kt. 2000, Kacergius ir kt. 2008)
(6 pav.).

Bakterijy

pagamintos ragstys
ardo danties emalj

Danty bakteriné
Sveikas plévelé
dantis (biologiné plével¢)

< Emalis \A

Danteny

Pulpa N~ :
3 ~ Dentinas 4~ yuzdegimas

6 pav. Danty éduonies etiopatogenezé. Danties pavirSiuje susiformuoja
biologiné plévelé, bakterijy gaminamos rtigstys i§ pradziy ardo danties emalj,
o véliau ir dentino sluoksnius, tai lemia infekcijos pradzig ir danties éduonies
atsiradima (Hollmann ir kt.).

A. J. Nowak’as (2019) nurodo, kad danty éduonies liga yra bakterijy ir
angliavandeniy kompleksinés sgveikos rezultatas. Laikui bégant danties
jtrikimuose ir lygiuose danties pavirSiuose susikaupusiose danty apnaSose
esancios riigStys gali demineralizuoti emalj ir denting. Skiriamos kelios
klinikinés éduonies stadijos. Pirmasis danty éduonies klinikinis simptomas yra
pakitusi emalio spalva. PaZeistoje vietoje atsiranda démé, kuri gali biti balta,
mating, pilka, rusva, ruda arba juoda. Sioje ligos stadijoje, paprastai pacientai
niekuo nesiskundzia. Danties emalio spalva pakinta dél popavirSinés emalio
demineralizacijos, dél ko keiciasi emalio optinés savybés (Bal¢itiniené ir Kt.
1992). Jei demineralizacija nenutriiksta, palaipsniui démés pavirsiuje susidaro
mazy ertmiy, j kurias patenka mikroorganizmai, ertmés didéja ir emalis
sparciai yra ir susidaro karioziné ertmé (Bal¢itniené ir kt. 1992, Nowak ir kt.
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2019). Taigi, dar 1890 metais W. D. Miller’io iskelta prielaida, kad danty
emalj gadina lipni Zelating primenanti plévelé danty pavirsiuje ir joje esancios
ragstys, pasitvirtino (Clarke 1924).

Dauguma autoriy sutartinai teigia, kad danty éduonis yra daugialypé liga
(Struzycka 2014, Parien¢ 2008, Almonaitis 2008, Andruskiené¢ 2012,
Balcitiniené ir kt. 1992, Maciulskiené 2014, Peres ir kt. 2019), ir i§skiria Siuos
rizikos veiksnius, kurie turi jtakos éduonies atsiradimui, t.y. didelis
kariesogeniniy bakterijy skaicius, daznas cukraus vartojimas, sutrikusi seiliy
funkcija, danties audiniy fiziné ir cheminé struktira (emalio struktira,
mineralizacijos laipsnis), danties morfologinés ypatybés ir padétis danty
lanke, genotipas, individualus imuninis atsakas, nepakankamas fluoro
preparaty vartojimas, prasta burnos higiena, blogos socialinés ir ekonominés
salygos bei elgsenos ypatumai (Andruskiené 2012, Bal¢itniené 1992,
Maciulskiené 2014, Pitts ir kt. 2017, Struzycka 2014, Nowak ir kt. 2019).
Apibendrinus literatiiroje pateiktus duomenis galima teigti, kad danty
éduonies patogeneze lemiantys veiksniai yra bakterijos, esanéios biologinéje
pléveléje ir seilése, ir daznas angliavandeniy vartojimas.

Bakterijos yra vienas pagrindiniy etiologiniy veiksniy, lemianciy éduonies
Ivairios bakterijos, tarpdamos zmogaus burnoje, isskiria metabolizmo
produktus — riigstis (pieno, acto, skruzdziy, sviesto, propiono ir Kkitas),
vandenilio sulfida, amonio junginius, kurie sumazina danty biologinés
plévelés pH nuo 7,00 iki 4,50-4,00 (Praskevicius ir kt. 2000, Moynihan ir kt.
2004, Friuli ir kt. 2020). Daugiausiai riigs¢iy gamina streptokokai
(PraSkevic¢ius ir kt. 2000). Streptokokai yra prisitaike iSgyventi riigstinéje
aplinkoje, todél toliau gamina riigstis bei gliukanus, kurie skatina apnaSy
kaupimasi (Andruskiené 2012). Burnoje rigstims maziau jautris yra ne tik
streptokokai, bet ir laktobakterijos bei bifidobakterijos, kurios dél
sumazéjusio pH tampa labiau konkurencingos (Moynihan ir kt. 2004, Kiid ir
kt. 2019, Gross ir kt. 2012).

Literatiros duomenimis, prie kariesogeny priskiriamos S$ios bakterijy
risys: streptokokai (Streptococcus mutans, S. sobrinus, S. sanguis, S. oralis,
S. mitis, S. gordonii), laktobakterijos (Lactobacillus gasseri, L. jensenii,
L. casei, L.paracasei) bei bifidobakterijos (Bfidobacterium dentium,
B. longum, B. adolescens), veilonelés (Veilonella atypica, V. dispar,
V. parvula), Scardovia wiggsiae,  Actinomyces spp.,  Prevotella spp.,
Selenomounas spp., mieliagrybis Candida albicans. Lactobacillus fermentum
siejama su danty éduonies atsiradimu, o Bifidobacterium dentium geba
metabolizuoti rafinoz¢ didesniais kiekiais nei S.mutans. Nustatyta, kad
gramteigiama anaerobiné bakterija S. wiggsiae gamina daug riigsciy ir atspari
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rugStiniam pH — jos buvimas vaiky biologingje pléveléje susijes su
ankstyvuoju vaiky danty éduonimi. Suaugusiyjy danty éduonies pasireiskimui
turi jtakos Prevotella ir Actinomyces gentims priskiriamy bakterijy
jsivyravimas danty biologinéje pléveléje. Prevotella spp. nebiidinga gaminti
daug ragsc¢iy, ta¢iau budingas padididéjes kolagenaziy aktyvumas, 0 tai lemia
proteolizinj aktyvuma, kuris taip pat prisideda prie danty éduonies atsiradimo.
Tagiau A. viscosus gaureliams biadingas stiprus avidiskumas cemente
esan¢iam kolagenui, dél to jungiasi prie hidroksiapatito. Candida genties
rasys taip pat siejamos su danty éduonimi. Candida albicans ir A. viscosus
gamina polisacharidus, kurie tampa energijos Saltiniu kitoms bakterijy rtsims
(Gross ir kt. 2012, Chen ir kt. 2021). Taip pat yra zinoma, kad C. albicans ant
mink$tyjy audiniy ir protezy pavirSiy sudaro misrias mikroorganizmy
bendrijas, kuriy jsivyravimas gali nulemti gleivinés pazeidima. Nustatyta, kad
terpéje esant sacharozés C. albicans per gliukoziltransferaze (Gtf) jungiasi
prie S. mutans pavirSiaus ir kartu su juo kolonizuoja danty pavir$ius (Bowen
ir kt. 2018).

Taigi, danty éduonies etiologijoje vienas svarbiausiy veiksniy yra
kariesogeninés bakterijos, kurios tarpsta danty biologingje pléveléje. Pirminis
kariesogenas yra S. mutans, nes pasizymi didziausiu virulentiskumu (Chen ir
kt. 2021). Antriniai kariesogenai yra Lactobacillus, Veillonella, Neisseria,
Actinomyces ir Fusobacterium genciy rasys (Gross ir kt. 2012).

Siandien niekam nekyla abejoniy, kad danty éduonies atsiradimui jtakos
turi angliavandeniy vartojimas (Andruskiené 2012). Patys angliavandeniai
néra zalingi dantims (Grigalauskiené ir kt. 2015), taciau daznas
angliavandeniy vartojimas lemia kariesogeniniy bakterijy jsivyravima burnoje
(Chen ir kt. 2021).

Cukrus, arba sacharozé, yra vandenyje tirpus saldaus skonio sacharidas,
kuris yra vienas dazniausiy saldikliy, naudojamy maisto gamyboje norint
pagerinti maisto ir gérimy skonj (Kiid ir kt. 2019). Kiti cukras, kaip maltozé,
gliukoz¢, fruktoz¢, taip pat gali prisidéti prie danty demineralizacijos proceso.
Nustatyta, kad laktozé yra maziau acidogeniska (Seminario ir kt. 2005). |
burna patenke cukriis ir kiti fermentuojami angliavandeniai yra hidrolizuojami
seilése esanéio fermento amilazés (Friuli ir kt. 2020). Taigi, pavartojus
sacharozés, burnoje prasideda glikolizés procesas, kurio metu bakterijos,
esancios danty apnaSe, taip pat pradeda gaminti ir i$skirti j aplinkg rtigstis
(Andruskiené 2012). Cukraus reik§mé danty éduonies etiogenezéje buvo
jrodyta dar 1960 metais atliekant klinikinius tyrimus su eksperimentiniais
gyvinais. Grauzikams, uzkréstiems tam tikra streptokoky paderme ir kasdien
maitinamiems kariesogeniniu maistu, po kurio laiko iSsivysté dauginiai danty
éduonies pazeidimai (Kiid ir kt. 2019). Zinoma, kad praskalavus burng 10
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proc. gliukozés tirpalu, jau po 2-3 min. pH burnoje sumaz¢ja iki 5,00 arba
4,00 reiksmes ir atsistato tik po valandos (Roberto Stefano kreivée). Jei danty
pavirSiuje yra susiformaves mikrobinis apnasas, tuomet pH grizimo j norma
laikotarpis yra ilgesnis (Andruskiené 2012, Bedonya-Correa ir kt. 2019).

Cukraus ir kity angliavandeniy sgsaja su danty éduonimi jrodo ir
duomenys, kurie buvo gauti vykdant archeologinius kasinéjimus. Mezolito ir
ankstyvojo neolito periodu gyvenusiy zmoniy iSkastiniy danty apnasose retais
atvejais aptinkama S. mutans (Achtman ir kt. 2020). Vystantis zemdirbystei,
palaipsniui Zzmogaus racione atsirado vis daugiau maisto produkty, kuriy
sudétyje yra angliavandeniy, todél nenuostabu, kad bronzos ir gelezies
amziaus zmoniy iSkastiniy danty apnaSoseé nustatomos danties éduonj
sukelian¢ios S. mutans bakterijos. Jau IlI-IV tokstantmetyje prie§ Kristy
daugiau nei pusés (60 proc.) Brazilijos populiacijos gyventojy dantys buvo
pazeisti éduonies (Turner ir kt. 1983). Tuo paciu metu Aristotelis (384-322
metai prie§ Kristy) pastebéjo, kad nuo figy ir saldumyny genda dantys (Ruby
ir kt. 2010). Véliau paaiskéjo, kad zmogaus burnos mikrobiomo sudéties
pokytis yra susijes su dietos pasikeitimais. Didéjant suvartojamo cukraus
kiekiui proporcingai didéja ir danty éduonies paplitimas (Bowen ir kt. 2018).
PSO atkreipia démesj, kad dauguma Zmoniy net nejsivaizduoja, Kiek daug
kasdien suvartoja pridétinio cukraus. PaskaiCiuota, kad saldinto gazuoto
gérimo skardinéje gali bati iki 10 arbatiniy Sauksteliy cukraus (40 g), o
pomidory padazo valgomajame SaukSte yra SauksStelis cukraus (4 g)
(Guideline WHO 2015).

Taigi, normaliomis salygomis danties emalyje vyrauja dinaminé
pusiausvyra tarp demineralizacijos ir remineralizacijos procesy (Balcitiniené
ir kt. 1992). Taciau pasikeitus sglygoms seilése esantios mineralinés
medziagos gali nusésti ant danty pavirSiy ir skatinti demineralizacijg arba
danty akmeny formavimasi. Tokios dviejy krypCiy cheminés reakcijos
(mineraliniy medziagy tirpimas ir jy susidarymas ant danties pavirSiaus)
burnoje vyksta daug karty per dieng (Struzycka 2014), kadangi burnoje
tarpstantys mikroorganizmai skaido joje esan¢ias maisto medziagas, kad
palaikyty savo gyvybines funkcijas. Nors danty bakterinei plévelei biidinga
nuolatiné mikroby veikla ir ragstingumo svyravimai, taciau mikrobiniy
apna$y kaupimasis ant danty pavirsiaus dar nereiskia, kad i$sivystys éduonis.
PrieSingu atveju uZtekty kiekvieng apnaSomis padengtg pavirSiy laikyti
éduonies zidiniu. Danty éduonis i8sivysto dél nuolatinés mikrobiotos
pusiausvyros pokyciy, kurie kyla dél pakitusios vietinés aplinkos, ir galiausiai
demineralizacijos proceso jsivyravimo danties emalyje (Moynihan ir kt. 2004,
Kiid ir kt. 2019, Maciulskiené 2014).
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2.1.6. Streptococcus mutans virulentiskumo veiksniai ir jy vaidmuo danty
éduonies patogenezéje

Streptococus mutans turi keleta virulentiSkumo veiksniy, kurie reikalingi
burnoje esanciy pavirSiy kolonizacijai, medziagy apykaitai bei islikimui.
Taigi, pagrindiniais S.mutans virulentiSkumg lemianéiais veiksniais
jvardijamos Sios bakterijos adhezinés savybeés, angliavandeniy jsisavinimas
(Krzysciak ir kt. 2014, Bedoya-Correa ir kt. 2019) bei kvorumo jutimo
salygota riig8¢iy gamyba (acidogeniSkumas), tolerancija rigstims ir gebéjimas
formuoti biologine plévele (Leung ir kt. 2015, Matsumoto-Nakano 2018).
S. mutans virulentiSkumo veiksniai apibendrinami 7 paveiksle ir juos
koduojantys genai pateikiami 2 lenteléje.

Bakterijy gebéjimas kolonizuoti ir islikti ant jvairiy pavirsiy priklauso nuo
ju adheziniy savybiy. Zinoma, kad S. mutans adheziniy savybiy jgyja dviem
budais: nuo sacharozés priklausomu ir nuo sacharozés nepriklausomu
(Matsumoto-Nakano 2018).

Adheziniy savybiy S. mutans prisitvirtinti prie pavirSiaus, kuris priklauso
nuo sacharozés, suteikia egzopolisacharidai — gliukano ir fruktano polimerai,
kurie atlieka labai svarby vaidmenj biologinés plévelés raidoje. I gliukano ir
fruktano polimery kolonizuojamame pavirSiuje suformuojamas pamatinis
karkasas prie kurio jungiasi Kiti burnoje tarpstantys mikroorganizmai (Mieher
ir kt. 2018, Bedonya-Correa ir kt. 2019, Lemos ir kt. 2019).

Gliukano ir fruktano polimery gamyboje dalyvauja | supanéig terpe
S. mutans iSskiriami fermentai — atitinkamai gliukoziltransferazé (Gtf) ir
fruktoziltransferazé (Ftf arba SacB) (Nobbs ir kt. 2009), kurios hidrolizuoja
sacharozg iki gliukozés ir fruktozés, taip pat sujungia gliukozés arba fruktozés
lickanas tarpusavyje per glikoziding jungtj ir tokiu biidu susidaro atitinkamai
gliukano arba fruktano polimeras (Bedonya-Correa ir kt. 2019).

Gtf i§ gliukozés lieckany gamina tirpius ir netirpius gliukanus. Tirpas
gliukanai (daznai vadinami dekstranais) yra linijiniai polimerai, kuriuose
vyrauja lengvai suardomos a-1,6 glikozidinés jungtys. Dekstranai yra svarbiis
ne tik bakterijy adhezijai, bet ir kaip papildomas iSorinis angliavandeniy
Saltinis, kuris gali biiti panaudotas stingant maistiniy medziagy. I$skiriamas
fermentas dekstranazé A (Dex A) ardo a-1,6 glikozidines jungtis ir susidaro
oligosacharidai, pavyzdziui, maltodekstranai, kurie perneSami j lastelés vidy,
kur juos fermentas dekstranazé B (DexB) hidrolizuoja iki gliukozés (Colby ir
kt. 1997). Netirpts gliukanai (dar vadinami mutanais) yra labiau Sakoti
polimerai, kuriuose vyrauja a-1,3 glikozidinés jungtys. Mutany daugiausia yra
biologinéje pléveléje, jie stipriai jungiasi prie danty emalio, suri$a bakterijas
tarpusavyje ir su danty apnaSomis, ir jy negali suardyti bakterijy fermentai
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(Bal¢itiniené ir kt. 1992, Andruskiené 2012, Bedonya-Correa ir kt. 2019,
Lemos ir kt. 2019). Apskritai gliukanai padidina biologinés plévelés
porétuma, todél sacharozé gali patekti j gilesnius jos sluoksnius ir tai nulemia
suintensyvéjusig rugsciy gamyba arti danties pavirsiaus (Seminario ir kt.
2005).

Gliukanas
(2 GtD
= GtfB ) OO%
< %
Streptococcus ngo 2

mutans

Riigstis
8° it
\ I

| Pazeidimas
SAG . -
Danties pavirsius

7 pav. Streptococcus mutans virulentiSkumo veiksniy apibendrinta schema.
Gpb — gliukana prijungiantis baltymas; GtfB — gliukoziltransferazé B; GtfC —

Pelikulé

™

gliukoziltransferazé C; GtfD — gliukoziltransferazé D; SAG — seiliy
agliutininas; SrtA — sortazé A; SpaP — streptokoky antigenas P; WapA —
pavir$inis adhezinis baltymas. Paveikslas nupiestas naudojant MS PowerPoint
2016 remiantis Nobbs ir kt. (2009) bei Bowen ir kt. (2011).
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2 lentelé. Streptococcus mutans virulentiSkumo veiksnius koduojantys genai
ir jy funkcijos (pagal You 2019)
Virulenti§kumo veiksnys Genas Funkcija
Adhezija spaP Koduoja SpaP, kuris jungiasi prie
seiliy agliutinino (SAG).
gtfB, gtfC,  Koduoja gliukoziltransferazes (Gtf) —
gtfD, ftf  GtfB, GtfC, GtfD ir
fruktoziltransferaze (Ftf), kurios i$
gliukozés sintetina atitinkamai
gliukanus ir fruktanus.
gbpA-D  Koduoja gliukang prijungiancius
baltymus (Gbp) — GbpA, GbpB, GbpC
ir GbpD.
Angliavandeniy pernasa ir eno Koduoja enolaze, kuri katalizuoja
metabolizmas fosfoenolpiruvato susidaryma.
Idh Koduoja pieno riigsties
dehidrogenaze.

relA Dalyvauja valdant gliukozés
fosfotransferazés ir gliukozés pernasos
sistemas.
Tolerancija ragstims atpD Koduoja F1Fo—ATPazg, kuri pasalina
H protonus i$ bakterijos vidaus j iSore.

aguD Koduoja agmatino deiminazés sistema
(AgDS), kuri padeda toleruoti ragstis.
brpA Koduoja valdymo baltyma BrpA.
relA Koduoja valdymo baltyma RelA.
Biologinés plévelés relA Koduoja RelA baltyma, kuris
susidarymas reikalingas biologinés plévelés
susidarymui ir kvorumo jutimui.
comDE Genai reikalingi biologinés plévelés
susidarymui ir kvorumo jutimui.
Valdymo signaly VicR Koduoja histidino kinazg bei atsako
perdavimo sistema uz gbpB, gtfB, gtfC, gtfD ir ftf raiska.
brpA Koduoja valdymo baltyma BrpA.
Atsakingas uz biologinés plévelés
susidaryma.
relA Atsakingas uz biologinés plévelés
susidarymag ir gliukozés pernasos

sistema.

S. mutans gamina tris strukttriskai skirtingas Gtf — GtfB, GtfC ir GtfD,
kurias koduoja genai — atitinkamai gtfB, gtfC ir gtfD, o jy raiska reguliuoja
VicR genas (Jeong ir kt. 2013). GtfB dalyvauja netirpiy gliukany, GtfC —

35



misriy (netirpiy ir tirpiy), o GtfD — tik tirpiy gliukany gamyboje (Mieher ir kt.
2018). Zinoma, kad GtfB jungiasi prie S. mutans sienelés, GtfC — prie danty
pavirSiuje esancios pelikulés, o GtfD pasitarnauja kaip GtfB pradmuo (Bowen
ir kt. 2011). Nustatyta, kad Gtf santykis bakterijy kulttroje yra 5:0,25: 1
(Matsumoto-Nakano 2018). GtfB jungiasi ne tik prie S. mutans, bet ir kity
mikroorganizmy sienelés, pavyzdziui, prie C. albicans sieneléje esancio
manano (Lemos ir kt. 2019). Idomu, tai kad C. albicans prie biologinés
plévelés vystymosi prisideda gamindama farnesolj, kuris pagerina S. mutans
augima, todél neretai Sie mikroorganizmai kartu iSskiriami i§ mazameciy
vaiky éduonies pazeisty danty (Kim ir kt. 2017).

Ftf dalyvauja gaminant fruktang, kuris yra i§ dalies tirpus vandenyje, ir
teigiama, kad pirmiausia tarnauja kaip iSorinis angliavandeniy Saltinis.
Fruktanus skaido fermentas fruktanazé A (FruA) ir susidaro fruktozé (Colby
ir kt. 1997). Taip pat yra jrodymy, kad fruktanas sgveikauja su gliukanu, taciau
jo jtaka biologinés plévelés vystymuisi néra iki galo aiski (Nagasawa ir kt.
2017).

Svarbu pazyméti, kad pradinéje adhezijoje prie danties pavirSiaus
gliukanai nedalyvauja, jie gali prisijungti tik tuo atveju, jei pelikuléje yra
gliukang prijungian¢iy baltymy (Nobbs ir kt. 2009). Taigi, dar vienas labai
svarbus adhezinas, skirtas nuo sacharozés priklausomam prisitvirtinimui prie
pavirSiaus, yra gliukang prijungiantis baltymas (angl. Glucan-binding protein,
Gbp), kuriuo S. mutans jungiasi prie gliukano polimero (Mieher ir kt. 2018).
Zinomi keturi Gbp variantai — GbpA, GbpB, GbpC ir GbpD (Krzysciak ir kt.
2014, Lemos ir kt. 2019). Teigiama, kad visi Gbp variantai yra bakterijy
iSskiriami j aplinking terpg, taciau prie bakterijos sienelés paprastai visada
prisijunge yra GbpC, o GbpB - tik kartais (Mattos-Graner ir kt. 2001).
Kiekvienas atskiras Gbp jnesa savo indélj j brandzios biologinés plévelés
susidaryma. GbpA daugiau tarpusavyje sujungia gliukano molekules, o GbpD
— tiek bakterijy, tiek egzopolisacharidy elementus. Labai svarbus vaidmuo
tenka GbpC, kurio pagrindiné funkcija yra prijungti bakterija prie gliukano
polimero. Tyrimais nustatyta, kad GbpA praradimas nesukelia biologinés
plévelés biomasés tankio pokyciy, tac¢iau GbpC praradimas mazina biologinés
plévelés biomasés tankj ir bakterijy agregacija (Lynch ir kt. 2007). GbpB
imunologiSkai skiriasi nuo kity Gbp ir jis i§skiriamas tiek i$ klinikiniy, tiek i$
laboratorijoje kultivuojamy S. mutans padermiy. In vitro tyrimai parodé, kad
GbpB kiekis teigiamai koreliuoja su biologinés plévelés biomasés tankiu
(Mattos-Graner ir kt. 2001). Manoma, kad GbpB yra svarbi peptidoglikano
hidrolazé ir dalyvauja peptidoglikano biosintezéje, taciau baltymo gliukana
suri$anéios savybés néra aiskios (Lynch ir kt. 2007). Genai, kurie atsakingi uz
Siy baltymy gamyba yra gbpA-D (Mieher ir kt. 2018, You 2019).
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S. mutans turi daug didelio afiniteto pavirSiaus adheziniy baltymy, kurie
leidZia kolonizuoti jvairius pavirSius net ir nesant sacharozés. Nuo sacharozés
nepriklausomame kelyje S. mutans pavirSiuje esantys baltymai jungiasi prie
seiliy agliutinino (angl. salivary agglutinin glycoprotein, SAG), dar vadinamo
gp340, EMP bei kity mikroorganizmy.

Nuo sacharozés nepriklausanéiam prisitvirtinimui vienas pagrindiniy
S. mutans adheziniy baltymy yra antigeno I/1l (Ag I/Il) Seimai priskiriamas
streptokoky antigenas P (angl. Streptococcal protein antigen P, SpaP), dar
zinomas kaip Ag /11, P1, PAc, Sr, AgB, SspB, SoaA (Nobbs ir kt. 2009, You
2019). Irodyta, kad S. mutans SpaP yra labai svarbus burnos pavirsiy pirminei
kolonizacijai (Crowley ir kt. 1999, Zhuang ir kt. 2016), kadangi jungiasi prie
seilése esancio SAG bei prolino baltymo gausa pasizymincios danty pelikulés,
dengiancios ne tik emalj, bet ir kitus burnos pavirsius (Krzysciak ir kt. 2014,
Matsumoto-Nakano 2018, You 2019). Zinoma, kad Agl/Il $eimos adhezinai
taip pat sgveikauja su kitomis bakterijomis ir Seimininko baltymais —
fibronektinu ir kolagenu (Lemos ir kt. 2019). SpaP turi du antigeninius
determinantus (antigenas I ir I1) ir tris variantus — A, B, C (Fereires ir kt. 2017).
SpaP gamybg koduoja spaP genas (Jeong ir kt. 2013).

Nustatyta, kad adhezijoje, kuri nepriklauso nuo sacharozés, dalyvauja ir
kiti pavirSiniai baltymai, pavyzdziui, WapA (angl. Wall-associated protein A),
SMU_63c, Cnm ir Cbm, kurie padidina S. mutans virulentiskumg. Jdomu tai,
kad, kultivuojant S. mutans bakterijy kultiirg terpéje su sacharoze, slopinama
geno wapA, kuris koduoja WapA baltymo sinteze, raiska (Zhu ir kt. 2006).
Dar zinoma, kad i§ pavir§iniy baltymy SpaP, WapA ir SMU_63c biologinéje
pléveléje formuojasi amiloidiniy skaiduly sankaupos. 5-13 nm skersmens ir
nuo keliy nm iki keliy pm dydzio amiloidinés skaidulos yra EPM dalis ir
saveikaudamos su ekstralgstelinemis DNR (angl. extracellular DNA, eDNA)
ir RNR (angl. extracellular RNA, eRNA) molekulémis suteikia jai stabilumo
(Besingi ir kt. 2017, Lemos ir kt. 2019).

Kai kuriy S. mutans padermiy sieneléje aptinkami kolageng prijungiantys
baltymai (angl. collagen-binding proteins, CBPs) — Cnm ir Cbm, kurie padeda
S. mutans prisitvirtinti prie kolageno turinCiy lasteliy jvairiose Zmogaus
organizmo vietose (Avilés-Reyes ir kt. 2017). Cnm ir Cbm pasiskirstymas tarp
S. mutans yra atitinkamai 10-20 proc. ir 2 proc. (Kim ir kt. 2020). Jrodyta, kad
Cnm gali prisijunti prie | tipo kolageno, kurio daug yra dentine, taip pat
jungiasi prie vainikiniy arterijy endotelio lasteliy, o tai gali lemti Sirdies ir
kraujagysliy ligas, smegeny hemoragijas. Cbm dazniausiai aptinkamas tarp
serovaro k padermiy ir siejamas su infekciniu endokarditu (Matsumoto-
Nakano 2018). Nustatyta, kad SpaP variantas B ir Chm potipiai siejami su
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didesniu danty éduonies dazniu ir galéty buti naudojami kaip danty éduonies
zymenys (Freires ir kt. 2017).

Kaip ir daugelio gramteigiamy bakterijy pavirSiaus baltymy, taip ir
dauguma S. mutans adheziny priklauso LPxTG $eimai. Sie pavirsiaus baltymy
pirmtakai turi konservatyvia LPXTG seka, kurig atpazjsta ir prie kurios
prisijungia sieneléje esanti sortazé A (SrtA). LPXTG seka pasitarnauja kaip
substratas, kurj SrtA suskaido ir prijungia S. mutans adhezinus prie
peptidoglikano sluoksnio (Lee ir kt. 2002, Nobbs ir kt. 2009). Taigi, SrtA yra
labai svarbi tokiy adheziniy baltymy kaip GbpC, SpaP, WapA ir kity
iSsidéstymui lastelés pavirSiuje (Ajdic ir kt. 2002, Liao ir kt. 2014), ir tai jrodo
tyrimai, atlikti P. L. Zhuang‘o su kolegomis (2016), kurie nustaté, kad
klaidingos mutacijos srtA gene sumazina SrtA fermentinj aktyvumag, 0 SrtA
mutantai neformuoja biologinés plévelés (Lemos ir kt. 2019).

S. mutans adhezijai prie pavirSiaus svarbios ir nukleoriigStys, kurios yra
viena i§ EPM sudedamyjy daliy. Ekstralgstelinés DNR ir RNR padeda
bakterijoms agreguoti tarpusavyje ir formuoti vientisg biologing plévele
(Karygianni ir kt. 2020). S. Liao (Liao ir kt. 2014) teigia, kad ekstralasteliné
DNR saveikauja su egzopolisacharidais, taip pat spéja, kad kartu su
amiloidinémis skaidulomis sudaro nanopluostus, kurie sukelia Iasteliy
agregacija ir kartu prijungia prie substrato.

Be adheziniy savybiy, S. mutans virulentiSkumui labai svarbios ir tokios
savybés kaip angliavandeniy pernasa ir metabolizmas. S. mutans padermés
UA159 genomo analizé rodo, kad $i bakterijy raisis geba metabolizuoti tiek
daug jvairiy angliavandeniy, kaip né viena Kita gramteigiama bakterija. Apie
tai, kokius angliavandenius gali metabolizuoti, paminéta 2.1.2 poskyryje.
Nustatyta, kad S. mutans genome yra uzkoduota Kketuriolika skirtingiems
monosacharidams ir disacharidams specifisky, nuo fosfoenolpiruvato
priklausomy fosfotransferazés sistemy bei dviejy tipy pernasos ATPazés, dar
vadinamos ABC (angl. ATP binding casette) nesikliais, kurios dalyvauja
oligosacharidy pernasoje (Lemos ir kt. 2019). Pagrindinis energijos gavimo
buidas yra angliavandeniy fermentacija, kai vykstant glikolizei gaunamas
piruvatas, kuris véliau redukuojamas iki pieno ir skruzdziy riigsties, etanolio
arba acetato, dél iy medziagy prasideda terpés ragstéjimas (Mitchell 2003).
Genai eno, Idh ir relA yra reikalingi angliavandeniy pernaSai ir metabolizmui.
eno koduoja enolazg, kuri katalizuoja fosfotransferazés sistemos pagrindinio
komponento fosfoenolpiruvato susidarymg, 0 Idh koduoja pieno riigsties
dehidrogenaze, kuri reikalinga pieno rugsciai susidaryti bakterinés lastelés
viduje (You 2019).

Gebéjimas fermentuoti daugelj angliavandeniy susijes su kitu S. mutans
virulentiSkumo veiksniu — riigsiy gamyba, arba Kitaip vadinamuoju
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acidogeniskumu (angl. acidogenicity), kai anaerobinémis sglygomis
angliavandeniai skaidomi iki organiniy rigsciy. Nors S. mutans gali
fermentuoti angliavandenius iki skruzdziy ragsties, acetato ar etanolio, taciau
paprastai galutinis medziagy apykaitos produktas yra pieno ruagstis, kuri
daugiausiai ir lemia terpés ragstingumo padidéjimg (Bedonya-Correa ir kt.
2019).

Svarbu tai, kad S.mutans virulentiSkumui jtakos turi ne tik
acidogeniSkumas, bet ir $iy bakterijy gebéjimas toleruoti ragstis (angl. acid
tolerance arba aciduricity) (Guo ir kt. 2015). Zinoma, kad S. mutans gali
daugintis ir vykdyti glikoliz¢ terpéje, kurios pH reikSmé itin zema, todél $i
savyb¢ suteikia joms pranaSuma prie§ maziau ragstims tolerantiskas bakterijy
rasis. S. mutans ir kitos acidofilinés bakterijos iSgyvena terpéje, kurios pH
reik§mé yra mazesné nei 4,00, o komensalai tarpstantys burnoje akimirksniu
zista pH esant 5,50-6,00 (Bedonya-Correa ir kt. 2019). Teigiama, kad pH
reikSmei sumazéjus nuo 5,00 iki 2,00, S. mutans bakterijos islieka gyvybingos,
auga ir dauginasi, 0 didzioji dalis biopléveléje esanciy bakterijy tokiomis
ekstremaliomis sglygomis neisgyvena ir ztista net mitis grupés streptokokai
(Baker ir kt. 2017). S. mutans, kaip ir kitos acidofilinés bakterijos, turi jvairiy
prisitaikymo buidy, kurie leidzia joms adaptuotis ir daugintis Zemo pH
salygomis (Kacergius ir kt. 2008). Siuo atzvilgiu svarbiausias S. mutans
prisitaikymas yra i§ lgstelés citoplazmos j iSor¢ vandenilio protonus (H*)
perneSanti FiFo-H/ATPazé, kuri labai aktyviai veikia esant zemoms pH
reik§méms ir maziau aktyvi esant optimalioms pH reik§méms (Lamont ir kt.
2013, Bowen ir kt. 2018). F1Fo-H/ATPazé sudaryta i§ membranoje jsiterpusio
Fo komplekso, kuris reikalingas vandenilio protony (H*) pernasai, ir
periferijoje i$sidésciusio F1 baltymy komplekso, kuriam biidingas ATPazés
aktyvumas. F1Fo-H/ATPazé protony pernasos operong sudaro atpEBF genai,
kurie atitinkamai koduoja Fo komplekso subvienetus c, a ir b, bei atpHAGDC
genai, kurie atitinkamai koduoja F1 komplekso subvienetus 8, a, vy, B, ir €.
Tyréjai (Gong ir kt. 2009), nagrinédami riigs¢iy poveikj S. mutans dviejy
komponenty signalo perdavimo sistemos (angl. Two-component signal
transduction system, TCSTS) geny raiskai, naudojo FiFo-H/ATPazés
subvienetus b ir B, kuriuos atitinkamai koduoja atpF ir atpD genai.

Toleruoti riigéting aplinka padeda ir agmatino deiminazés sistema (angl.
agmatine deiminase system, AgDS) bei $army gamyba (You 2019). Zinoma,
kad kai kurie burnoje aptinkami streptokokai metabolizmo metu susidariusiy
amoniako ir CO; junginiy poveikj neutralizuoja gamindami ureaz¢ arba
arginino deiminazés sistemg. S. mutans nebtidinga nei ureazé, nei arginino
deiminazés sistema, tadiau §ios bakterijos turi AgDS, kuri labai panasi j
arginino deiminazés sistemg. Danty apnaSose susidariusj agmating
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(dekarboksilintg arginino darinj) AgDS vercia j amoniaka, CO», putrescing ir
ATP. Manoma, kad AgDS nekeicia terpés pH, taciau teigiama, kad susidargs
amoniakas gali neutralizuoti rags¢iy poveikj lastelés viduje (Liao ir kt. 2014,
Lemos ir kt. 2019). Genai, kurie atsako uz tolerancija rugstims, yra atpD,
aguD, brpA, relA (You 2019). Nuo rigsciy poveikio S.mutans padeda
apsisaugoti citoplazminé membrana, kuri normaliomis sglygomis yra i$ dalies
pralaidi protonams. Taip pat nustatyta, kad rigstingje aplinkoje S. mutans
bakterijos indukuoja turimus transkripcinius ir fiziologinius mechanizmus,
kurie aktyvuoja bufering sistema lastelés citoplazmoje, dél to pakinta jos
riebaly rigséiy sudétis (Lemos ir kt. 2019). Zinoma, kad S.mutans turi
reparacijos mechanizmus, kurie padeda istaisyti rigsciy sukeltas DNR ir
baltymy pazaidas (Baker ir kt. 2017).

Dar viena S.mutans savybé, kuri turi jtakos Sios bakterijy rasies
virulentiSkumui, yra gebéjimas formuoti biologing plévele. [vairiuose
literatiros Saltiniuose nurodoma ir neretai pabréziama, kad i visy burnoje
aptinkamy bakterijy rasiy S. mutans yra geriausiai prisitaikiusi formuoti
biologing plévele (Biswas ir kt. 2012, Kidd ir kt. 2019, Krzys$ciak ir kt. 2014).
Atlikti tyrimai su S. mutans UA159 paderme parodé, kad séslios biologinéje
pléveléje esancios lastelés labai skiriasi nuo planktoniniy. Nustatyta, kad
séslios lastelés, palyginti su planktoninémis, pasizymi didesne tolerancija
rigstims, jos yra atsparesnés chlorheksidino poveikiui, efektyviau panaudoja
sacharoz¢ (kas lemia stipresne adhezijg) bei skiriasi geny raiska (Liu ir Kkt.
2013, Silva ir kt. 2014). Genai, atsakingi uz S. mutans biologinés plévelés
susidaryma, yra smu630, relA ir comDE (You 2019). Biologinei plévelei
susidaryti yra reikalingi valdymo signaly perdavimo sistemos baltymai
VicKR ir CovR, kurie atsako uZ geny, koduojanéiy egzopolisacharidy
gamyba, raiSka (Lemos ir kt. 2019). Histidino proteinkinazé VicK reaguoja |
cheminj signalg ir toliau perduoda ji kitiems valdymo baltymams VicR ir
GcerR. Atlikto tyrimo (Deng ir kt. 2021) duomenimis, Vick mutanty savybé
formuoti biologing plévelg buvo uzslopinta ir EPM gamyba vyko tik Iastelés
pavirSiuje, o daugumos geny, atsakingy uz EPM gamyba, raiska sumazéjo,
i§skyrus gtfB geng. Kalbant apie VicR baltyma, nustatyta, kad jis teigiamai
valdo gbpB, o CovR slopina gtfB, gtfC ir gbpC geny transkripcija (Lemos ir
kt. 2019). Teigiama, kad dauguma duomeny apie S. mutans biologing plévele
yra surinkta atliekant stebéjimus atskirais laiko momentais arba esant
nekintanéioms sglygoms. Taciau burnoje mikroaplinka dinamiskai kinta ir
vyksta nuolatiné bakterinés plévelés restruktiirizacija, todél ateityje
mokslininky démesys turéty buti sutektas j Sios bakterijy riiSies matricos
susidarymo, struktiirinés organizacijos ir persitvarkymo mechanizmus, kurie
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gali suteikti naujy jzvalgy apie biologinés plévelées EPM sudétj ir struktiirg
(Karygianni ir kt. 2020).

Tokie S.mutans virulentiSkumo veiksniai kaip acidogeniSkumas,
tolerancija rugsStims ir gebéjimas formuoti biologine plévele yra valdomi
cheminiais signalais, dar vadinamais kvorumo jutimu (Leung ir kt. 2015,
Matsumoto-Nakano 2018), kuris yra labai svarbus bakterijy prisitaikymui prie
aplinkos, i8likimui ir virulentikumui. Si signaly perdavimo sistema
koordinuotai vykdo specifiniy geny raiskg tam, kad atsakas j aplinkos
pasikeitimus bty suderintas visos populiacijos lygmeniu (Lemos ir kt. 2019).
Kvorumo jutimg indukuoja Iasteliy tankio pokytis (You 2019), riigstinis pH,
maistiniy medziagy tritkumas, oksidacinis stresas ir kiti veiksniai (Leung ir kt.
2015). Kvorumo jutimas taip pat aktyvuoja bakteriociny, vadinamy
mutacinais, gamyba (Matsumoto-Nakano 2018). S. mutans cheminiy signaly
perdavimo veikimo mechanizmo svarbiausios dalys yra signaliné molekulé
vadinama kompetencijg skatinan¢iy peptidu (angl. competence-stimulating
peptide, KSP), ir dviejy komponenty signalo perdavimo sistema (angl. Two-
component signal transduction system, TCSTS), dar jvardijama kaip ComDE
(Lemos ir kt. 2019). Tam tikras aplinkos veiksnio pokytis burnoje sukelia KSP
gamyba. I§ pradziy pagaminamas propeptidas (ComC), kurj transformuoja ir
iSskiria j terpg ABC nesiklis (ComAB), ir susidaro modifikuotas KSP, kuris
dar kartg pakinta dél sgveikos su membranoje esanéia proteaze ir tik tada
sgveikauja su histidino kinaze (ComD), kuri aktyvuoja citoplazmoje esancio
atsako reguliatoriaus (ComE) fosforilinima ir tokiu bidu aktyvuoja biologinei
plévelei susidaryti ar bakteriocinui gaminti reikalingy geny raiska (Bikash et
al. 2018). Taigi, kvorumo jutimui ir biologinés plévelés susidarymui reikalingi
Sie genai: comD genas, koduojantis histidino kinaze ComD, ir comE genas,
koduojantis atsako reguliatoriy ComE. Valdymo signaly perdavimo sistemai
reikalingi vicR, brpA ir relA genai (You 2019). Zinoma, kad valdymo signaly
perdavimo sistemos baltymas BrpA atsako uz biologinés plévelés susidaryma.
Tyrimais nustatyta, kad brpA geno delecija labai mazai veikia S. mutans
augima, taciau stipriai sutrikdo biologinés plévelés susidaryma. Be to, BrpA
mutantai yra maziau jautriis rtig8c¢iy ir oksidacijos poveikiui, taciau daugiau
jautr@is antimikrobiniy medziagy poveikiui (Lemos ir kt. 2019). Baltymas
RelA reikalingas biologinés plévelés susidarymui ir riig§éiy tolerancijai, todél
glaudziai susijes su S. mutans virulentiskumu. J. A. C. Lemos su kolegomis
(2004), atlike eksperimenta su S.mutans RelA mutantais, kurie buvo
kultivuoti optimalaus ir rigstinio pH salygomis, nustaté, kad ragstys
planktoniniy lasteliy augima sulétino tik kultivavimo pradzioje, 0 biologinéje
plévelgje esancios séslios lastelés tapo atsparios rigsciy poveikiui ir glikolizés
biidu sumazino pH rodiklj veiksmingiau, nei laukinio tipo padermé.
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2.1.7. Streptococcus mutans biologinés plévelés susidarymo prevencija

Tradicinés danty éduonies kontrolés ir apsaugos priemonés yra danty
apnasy kontrolé (asmeniné ir profesionali burnos higiena), fluoro preparaty
naudojimas, vandens fluoravimas, mityba, seiliy pH neutralizuojancio
poveikio stimuliavimas, kramtomosios gumos naudojimas, silantai, vietiniy
emalio remineralizacijos reakcijy skatinimas, antibakteriniy ir cheminiy
medziagy arba probiotiky vartojimas (Kang ir kt. 2008, Grigalauskiené ir
kt.2015, Kiid ir kt. 2019, Yon ir kt. 2019, Zhang ir kt. 2020). Deja, nepaisant
esamos didelés tradiciniy danty éduonies prevencijos priemoniy jvairoveés ir
gausos, kasmet daugybé zmoniy miisy planetoje susiduria su $ia liga (FDI,
World Dental Federation 2015).

Sukaupta labai daug duomeny apie danty éduonies etiopatogeneze.
Nustatyti pagrindiniai liga lemiantys veiksniai, tarp kuriy svarbiausias yra
burnoje aptinkamas pirminis kariesogenas Streptococcus mutans dél gebéjimo
formuoti lipnig biologine plévele danties pavir§iuje (Chen ir kt. 2021). Deja,
taip pat paaiSkéjo, kad S.mutans biologinés plévelés susidarymas yra
daugialypis procesas. Ivairiy tyrimy duomenys patvirtina, kad biologiné
plévelé yra sudétinga ir labai organizuota struktiira, o jos formavimasis yra
koordinuotas procesas, dél to S. mutans gali keistis ir prisitaikyti prie kintan¢iy
aplinkos salygy (Sharma ir kt. 2019, Karygianni ir kt. 2020).

Zinios apie S. mutans biologinés plévelés vystymosi stadijas ir veikimo
mechanizmus gali padéti kuriant efektyvias danty éduonies prevencijos
priemones. Teigiama (Koo ir kt. 2017), kad biologinés plévelés slopinimas
gali buti nukreiptas j visas jos vystymosi stadijas (biologinés plévelés
vystymosi stadijos aprasytos 2.1.3 poskyryje).

Bakterijy patekimo ir prisitvirtinimo stadijoje gali biiti blokuojama
adhezija arba adheziny gamyba (Karygianni ir kt. 2020). Galima slopinti
prading adhezija, §iuo atveju slopinamos planktoninés lastelés ir slopinama
tiek nuo sacharozés priklausoma, tiek nepriklausoma adhezija. Pavyzdziui,
nuo sacharozés priklausomos adhezijos atveju slopinama Gtf ir Gbp gamyba
(Ajdic ir kt. 2002). Sioje S. mutans biologinés plévelés vystymosi stadijoje
galima slopinti kvorumo jutimg ir dviejy komponenty sistemg, taip pat
acidogeniSskumg ir tolerancijg rugstims (Scharnow ir kt. 2019).

Bakterijy akumuliacijos, agregacijos ir mikrokolonijy susidarymo stadijoje
slopinama EPM gamyba ir lasteliy dalijimasis (Karygianni ir kt. 2020). EPM
gamyba biity galima mazinti veikiant Gtf raiska. Kalesinkas ir kolegos (2015)
parinko prieSprasminj oligonukleotida, kuris stipriai slopino S. mutans iRNR
gtfB ir gtfC geny raiska, taip pat sumazino bakterijy tarpusavio agregacija.
Kita mokslininky grupé (Askari ir kt. 2020) istyré Silybum marianum vaisiy

42



ekstrakto poveikj relA, gtfC, brpA ir comDE geny raiSkai ir nustaté, kad
ekstraktas statistiSkai reikSmingai sumazino $iy geny raiska in vitro salygomis
bei danty éduonies vystymasi ir in vivo sglygomis.

Biomasés tankio didéjimo, trimatés struktros susiformavimo stadijos
biologiné plévelé gali biti suardyta fiziSkai paSalinant ar pazeidziant EPM
vientisumg fermentais, nataraliais biologiSkai aktyviais junginiais,
nanodalelémis (Sharma ir kt. 2019), antiamiloidiniais vaistais (Karygianni ir
kt. 2020).

Galiausiai paskutinés stadijos biologinéje pléveléje esanéiy bakterijy
atsiskyrimas ir dispersija, anot D. Fleming ir K. P. Rumbaugh (2017), gali
vykti pasyviai arba aktyviai. ISoriniy jégy sukeltas fizinis biologinés plévelés
poslinkis, kuris jvyksta dél mechaninio trikdymo, pavyzdziui, danty valymo
ar intersticinio skys¢io tékmeés, priskirtinas pasyviai dispersijai. Pasyvios
dispersijos metu paprastai atsikabina dalis biologinés plévelés arba ji gali bti
visi§kai paSalinama nuo pavirSiaus. Aktyvy dispersijos procesg inicijuoja
biologinéje pléveléje esanéios bakterijos, reaguodamos j aplinkos poky¢ius,
pavyzdziui, maistiniy medziagy trikuma, toksisky Salutiniy produkty ar
antimikrobiniy medziagy poveikj, bakteriofagus, fagocitus ir Kita. Aktyvi
dispersija yra gyvybiskai svarbi biologinés plévelés vystymosi ciklo dalis,
kuri padeda bakterijoms islikti. Sioje stadijoje naudojant fermentus, jvairius
junginius ir kitas priemones galima sukelti pasyvia ar aktyviag S. mutans
dispersija, ir tokiu badu biologingje pléveléje esancios bakterijos pereina j
planktoning biisena.

Klinikingje praktikoje siekiant sumazinti infekcijos rizikg paprastai
naudojamos burnos higienos ir profilaktinés priemonés, kuriy sudétyje yra
jvairiy cheminiy medziagy. Vienos daZniausiy yra plataus spektro
antimikrobiniu poveikiu pasizymintys natrio fluoridas, chlorheksidinas
(CHX) (Lee ir kt. 2019), triklozanas (Kalesinskas ir kt. 2014). Deja, $ios
placiai naudojamos medziagos turi trilkuma, nes sukelia Salutinj poveikj, ypac¢
jei naudojamos ilga laikg arba netinkamai. Pavyzdziui, CHX yra citotoksiskas
zmogaus periodonto raiscio Igsteléms, slopina Siy lasteliy baltymy sintezg ir
trikdo mitochondrijy veikla (Lee ir kt. 2016). Be to, nustatyta, kad CHX
neigiamai veikia burnos mikrobioma. Savaite panaudojus skalavimo skystj su
CHX, burnoje pradeda vyrauti ragstinis pH, Kuris palankus danty éduonies
i§sivystymui, ir sumazéja nitratus redukuojanciy bakterijy kiekis, kuris turi
jtakos Sirdies ir kraujagysliy biklei (Bescos ir kt. 2020). Jau Kkelis
desimtmecius bene dazniausiai odontologijoje naudojamas kalcio hidroksidas
efektyviai neveikia pries S. mutans (Lee ir kt. 2016). Negana to, pastaruoju
metu pastebima, kad mazéja S. mutans jautrumas natrio fluoridui (Liao ir kt.
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2017), CHX (Kaspar ir kt. 2019), todél kyla poreikis ieskoti alternatyviy danty
éduonies prevencijos priemoniy (Lee ir kt. 2016).

Liaudies medicinoje kelis tukstan¢ius mety naudojami Zoleliy ekstraktai,
nes zmogus nuolatos ieskojo budy, kaip apsisaugoti nuo ligy,
eksperimentuodamas atrasdavo, kurios augalinés ar gyvaninés kilmés
medziagos gali padéti nuo ligy. Nenuostabu, kad Zoleliy ekstraktai nuo seno
buvo pasitelkiami odontologijoje jvairiems negalavimams gydyti: skausmui
malSinti, uzdegimui mazinti, taip pat naudojami kaip antioksidantai,
antimikrobiniai preparatai, kurie veiksmingai kontroliuoja mikroby apnasas
sergant gingivitu ir periodontitu (Kumar ir kt. 2013, Monviltaité ir kt. 2016).
Naturaliis produktai gali biiti rekomenduojami danty éduonies prevencijai, nes
jie gali turéti maziau Salutiniy poveikiy nei su sintetinés antimikrobinés
medziagos (Chen ir kt. 2020).

2.2. Galo rugsties esteriai
2.2.1. Galo rugsties ir jos dariniy vieta fitocheminiy medziagy klasifikacijoje

Fitocheminés medZiagos (gr. phyto — augalas) yra nattiralGs ir biologiSkai
aktyviis cheminiai junginiai, aptinkami augaluose. Sios medziagos augalams
suteikia ne tik spalva, kvapa, skonj, bet ir apsauga nuo zalingo aplinkos
poveikio, pavyzdziui, UV spinduliuotés, dZiovinimo, tarSos, kenkéjy,
patogeniniy mikroorganizmy (Saxena ir kt. 2013). Ypa¢ daug fitocheminiy
medziagy sukaupia augalai, kurie pasizymi gydomosiomis savybémis ir nuo
seno naudojami liaudies medicinoje (Nayeem ir kt. 2016). Zmogaus
organizmui fitocheminés medziagos néra gyvybiskai butinos, taciau jos turi
savybiy, kurios naudingos tam tikry ligy gydymui ir prevencijai (Saxena ir kt.
2013). Zinoma daugiau nei tikstantis fitocheminiy medziagy, kurios
naudojamos Siuolaikinéje medicinoje, dar daug yra nezinomy arba jy poveikis
mazai istirtas.

Augaluose aptinkama labai daug jvairiy skirtingy fitocheminiy medziagy.
Skiriamos keturios pagrindinés fitocheminiy medziagy klasés: alkaloidai,
fenoliai, terpenai (terpenoidai, karotenoidai) ir organinés sieros junginiai, dar
vadinami tioliais (Thomas ir kt. 2015) (8 pav.). Toliau Siame skyriuje placiau
bus apzvelgiamos fitocheminiy medZiagy grupés, kurios tiesiogiai susijusios
su tiriamuoju darbu.

Galo ragstis (GR) ir jos dariniai yra priskiriami fenoliams — didZiausiai
fitocheminiy medziagy klasei, apimanciai daugiau nei 2 000 junginiy
(sudaro 45 proc.), kuriy molekulé sudaryta i§ vieno arba keliy benzeno ziedy,
prisijungusiy maziausiai vieng hidroksigrupe (~OH) (Thakur ir kt. 2018, Rais
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ir kt. 2017, Valstybiné lietuviy enciklopedija). Strukttiriniu pozitriu fenoliams
priskiriami junginiai yra labai skirtingi: vieni jy yra paprastos molekulés, kiti
—sudétingos polimerinés medziagos (Montvilaité ir kt. 2019). Isskiriamos trys
fenoliy klasés: fenolinés ragstys, flavonoidai ir taninai (raugai) (Yang ir Kt.
2020).

Fitocheminés medziagos

Alkaloidai Fenoliai Terpenai Tioliai
Flavonoidai Fenolinés Taninai
ragstys
‘— Kondensuoti
—— Hidrolizuojami
\ |
Hidroksicinamoninés Hidrobenzoinés
rugstys rigstys
tenaze
Galo
rigstis
— dariniai ——
Katechinai Esteriai

L Metilo galatas

——— Etilo galatas
—— Oktilo galatas
\— Laurilo galatas

8 pav. Galo ragsties (GR) ir jos dariniy vieta fitocheminiy medziagy
klasifikacijoje (sudaryta remiantis Nayeem ir kt. 2016, Yang ir kt. 2020).

GR ir jos dariniai priklauso fenolinéms rtugstims, kurios savo strukttiroje
turi vieng karboksilo grupe (—COOH) (Saxena ir kt. 2013), o atsizvelgiant |
struktiros ypatumus skirstomos j du poklasius: hidroksicinamonines ir
hidrobenzoines rugstis (Martins ir kt. 2011, Thomas ir kt. 2015). Tyrimais
jrodyta, kad fenolinés riigStys slopina oksidacinius procesus Zmogus
organizme, gali biiti naudojamos virskinamojo trakto, Sirdies ir kraujagysliy,
neurologiniy, véziniy, infekciniy ligy gydymui, taip pat uzdegiminiams
procesams ir cholesterolio kiekiui kraujyje mazinti (Mandal ir kt. 2010).
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Tiek hidroksicinamonings, tiek hidrobenzoinés rugstys bei jy dariniai —
seniai zinomos ir placiai pasaulyje jvairiose srityse naudojamos medziagos.
Literatiiros duomenimis, susidoméjimas hidrobenzoinés riigsties dariniais —
GR ir GR esteriais ne mazéja, o tik didéja (Daglia ir kt. 2014, Yang ir kt.
2020). Sios medziagos laikomos labai daug Zadanéiais junginiais Kuriant
naujas terapines priemones. Teigiama, kad GR ir jos dariniai yra gamtoje
dazni ir natOraliai aptinkami, paprastos strukttiros ir biologiSkai aktyvis
junginiai, todél biitina nuodugniai istirti jy panaudojimo galimybes (Badhani
ir kt. 2015, Choubey ir kt. 2015, Nayeem ir kt. 2016).

2.2.2. Galo riigsties ir jos dariniy paplitimas gamtoje

Galo rugstis (GR) ir jos dariniai yra augaly antriniai metabolitai, kuriy yra
gausu daugelyje vaisiy, darzoviy, taip pat arbatoje, kavoje, vyne bei
vaistiniuose augaluose. Nustatyta, kad daug GR turi raudonos ir tamsiai
mélynos uogos (braskés, Zemuogés, mélynés, gervuogés, serbentai).
Paskaiciuota, kad Svieziose Vitis vinifera ir V. aestivalis vynuogése GR gali
buti iki 4 g/kg, o raudono ar balto vyno tauréje — nuo keliy iki keliy deSim¢iy
miligramy (Daglia ir kt. 2014). Ivairiy tyrimy duomenimis, GR ir jos dariniai
nustatyti jvairiuose augaluose — Acacia nilotica, Allanblackia floribunda,
Bridelia micrantha, Caesalpinia sappan, Dillenia indica,
Diospyros cinnabarina, Garcinia densivenia, Hamamelis virginiana,
Paratecoma peroba, Psidium guajava, Syzygium cordatum, Rhus typhina,
R. coriaria, Rubus suavissimus, Tamarix nilotica, Toona sinensis,
Terminalia bellirica, Vitis vinifera, Oenothera bienni (Nayeem ir kt. 2016,
Badhani ir kt. 2015, Abu-Reidah ir kt. 2015, Sales ir kt. 2018, Mohan ir kt.
2017). Tai tik nedidelé augaly saraso dalis. Tiesa, augalai néra vienintelis GR
ir jos dariniy Saltinis, $iy junginiy randama ir grybuose (Badhani ir kt. 2015).

Augaluose GR aptinkama laisvy rtigsciy, esteriy, katechino dariniy ir
hidrolizuojamy taniny, dar vadinamy galotaninais pavidalu, o pastarieji
sudaryti i§ esterifikuotos GR ir gliukozés molekulés. Hidrolizuojant
galotaninus, pavyzdziui, veikiant fermentu tanaze, atskeliama GR (8 pav.)
(Pengelly 2004, Nayeem ir kt. 2016).

Pirmasis GR i$skyré 1786 m. $vedy vaistininkas ir chemikas K. V. Selé
(C. W. Scheele) is turkisko gzuolo galy (Freudenberg 1929). Galo riigsties
pavadinimas kilo nuo galy. Galai (lot. galla — raSalinis rieSutélis) — tai
patologinés, dazniausiai rieSutélio formos augalo organy (lapy, figliy, vaisiy)
iSaugos, kurias sukelia kai kurie vabzdZziai, nematodai, erkés, parazitiniai
grybai, bakterijos, virusai. Nustatyta, kad galy audinio cheminé sudétis
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skiriasi nuo sveiko organo (Visuotiné lietuviy enciklopedija). Augalui ginantis
nuo parazity, pazeisto organo iSaugose susikaupia didelis galotaniny kiekis.

Gelezies sulfatu paveikti fermentuoti galotaninai turi tamsy atspalvj, tai
zmonés pastebéjo senoveje ir galus naudojo rasalo gamybai, dazymui (Paaver
ir kt. 2010). D¢l Sios savybés GR ir Siandien naudojama farmacijoje,
fotografijoje, chromatografijoje ir kitur. Be to, GR ir kai kurie jos esteriai, kaip
propilo galatas (E 310), oktilo galatas (E 311) ir laurilo galatas (E 312), yra
patvirtinti Europos Sajungoje (ES) bei Jungtinése Amerikos valstijose (JAV)
ir yra pla¢iai naudojami kosmetikos bei maisto pramonéje siekiant pailginti
produkto vartojimo trukme. Sios medziagos priskiriamos prie antioksidanty ir
konservanty, nes atitinkamai létina gaminiy oksidavimasi ir saugo nuo
zalingos mikroorganizmy veiklos (gedimo) (Hurtado ir kt. 2008, Valle ir kt.
2018, 2008 m. gruodzio 16 d. ES parlamento ir tarybos reglamentas (EB)
Nr. 1333/2008 dél maisto priedy).

Kadangi GR ir jos dariniy poreikis yra didelis, $ios medziagos yra
sintetinamos cheminiu biidu (Yang ir kt. 2020).

2.2.3. Galo raigsties ir jos esteriy struktiira, fizinés ir cheminés savybés
Galo ragsties (GR) molekulé yra sudaryta i§ aromatinio ziedo, prie kurio

prijungta viena karboksilo (—-COOH) ir trys hidroksilo grupés, i$sidés¢iusios
3, 4 ir 5 pozicijose (9 pav.).

(? o}
HO il HO o R
HO HO
OH OH
Galo rugstis Galatai

9 pav. Galo rugsties (GR) ir GR n-alkilo esteriy (galaty) cheminé struktiira. R
— radikalas (Gutierrez ir kt. 2020).

GR chemiskai apibréziama Kaip 3,4,5-trihidroksibenzoiné riigstis, kurios
molekuliné¢ formulé yra C7HeOs (Dauksas ir kt. 2003). ISgryninta GR yra
gelsvai  baltos spalvos kristaly pavidalo, jos molekuliné masé yra
170,12 g/mol, lydymosi temperatira — 250 °C, tirpumas vandenyje siekia
1,1 proc. esant 20 °C temperatiirai (Choubey ir kt. 2015, Yang ir kt. 2020,
Nayeem ir kt. 2016). GR ragstis daznai jungiasi | dimerus, susidaro
galotaninas — elago riigstis (Badhani ir kt. 2015, Nayeem ir kt. 2016). I alkilo
galaty didziausiu hidrofobiskumu pasizymi oktilo galatas (C8-OG) ir laurilo
arba dodecilo galatas (C12-LG) (Ortega ir kt. 2003).
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GR dariniai biina dviejy formy — esterio arba katechino. Esteriai yra tokie
cheminiai junginiai, kuriuose rigsciy bent viena hidroksilo grupé pakeista
alkilo grupe (—O-) (Visuotiné lietuviy enciklopedija). I8 GR esteriy
daZniausiai pasitaikantys alkilo esteriai yra metilo (C1-MG), etilo (C2-EG),
propilo (C3-PG), butilo (C4-BG), pentilo (C5-PG), C8-OG ir C12-LG galatai
(Badhani ir kt. 2015, Yang ir kt. 2020). Siy GR esteriy struktiirinés ir cheminés
formulés pateikiamos 3 lenteléje.

Alkilo galatai yra jau daugiau nei pusé amziaus placiai naudojami
maistiniai priedai, todél nenuostabu, kad siekiant jvertinti $§iy medziagy
poveiki Zmogaus organizmui buvo atlikti iSsamiis farmakologiniai ir
toksikologiniai tyrimai. Dar 1976 metais Jungtinis FAO/PSO maisto priedy
eksperty komitetas (angl. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, JECFA) nustaté, kad saugi bendro suvartojamo C3-PG, C8-OG ir
C12-LG paros norma zmogui yra 0,2 mg kg kiino vienetui (Ortega ir kt.
2003).

3 lentelé. Kai kurie galo riigsties (GR) n-alkilo esteriai, jy cheminés ir
struktiirinés formulés (Gutierrez ir kt. 2020)

Esterio Molekuliné Radikalas Struktiiriné
pavadinimas formulé (R) formulé
Metilo galatas CsH3Os ~CHs, o - oH
cLM) eeg
OH
. (o]
Etilo galatas CoH100s —CHCH3 oo,
(C2-EG) o
OH
Propilo galatas CioH120s ~(CH2)2CHs o R _on
(C3-PG) ﬁ
QOH
Butilo galatas C11H140s ~(CHz)sCHs o1 N,
(C4-BG) o
OH
Pentilo galatas C10H1205 ~(CH2)sCHs 1w,
(CS'PG) HOQ)LO
OH
Oktilo galatas Ci15H20s —(CH2)7CHsz i NN
(OG, C8-0G) Ha
OH
Laurilo galatas CioHzoOs  ~(CHuCHs o T,
(LG, C12-LG) HOD/L 3
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2.2.4. Galo rugsties ir jos esteriy gydomosios savybés

Néra abejoniy, kad galo riigstis (GR) ir jos dariniai yra biologiskai aktyvios
medziagos, kurios pasizymi gydomosiomis savybémis. Daugiausiai
literatiiroje duomeny yra apie GR antioksidacines savybes, t.y. gebé&jima
efektyviai neutralizuoti laisvuosius radikalus (Hubkova ir kt. 2014).
Pazymima, kad i§ visy fenoliy biitent GR pasizymi stipriausiomis
antioksidacinémis savybémis (Badhani ir kt. 2015).

Yra duomeny, kad GR ir jos dariniai gali biti naudojami jvairiy ligy
gydymui — arterosklerozés, hiperlipidemijos, kriitinés anginos, maksties
infekcijos, insulto ir kepeny ligy. GR dariniai gali biiti naudojami nutukimui
gydyti (kaip fruktozés inhibitoriai), burnos prieziirai, siekiant skatinti seiliy
tekéjima ir iSvengti kserostomijos. Taip pat teigiama, kad GR pagreitina
burnos opy gijimga ir gali veiksmingai apsaugoti nuo patogeny, sukelianciy ne
tik opas, bet ir danteny uzdegima bei kitas burnos ligas (Choubey ir kt. 2015).

Zinoma, kad GR alkilo esteriai pasizymi prie§vézinémis (Dai ir kt. 2010,
Badhani ir kt. 2015) ir neuroprotekcinémis savybémis, sukelia véziniy lasteliy
apoptoze, slopina skvaleno epoksidaze (Nayeem ir kt. 2016). C1-MG turi
prie§véziniy ir antimikrobiniy savybiy (Badhani ir kt. 2015). In vitro tyrimais
su pelémis buvo nustatyta, kad laurilo galatas (C12-LG) gali apsaugoti nuo
odos naviky susidarymo ir net sukelti jau susidariusiy naviky regresija (Ortega
ir kt. 2003). Studija su Acacia nilotica lapy ekstraktu (Mohan ir kt. 2017)
atskleide, kad vyraujantis junginys lapuose buvo etilo galatas (C2-EG). Sios
studijos autoriai teigia, kad C2-EG yra daug Zadantis fenolio junginys, nes
néra toksiskas ir nesukelia Salutinio poveikio, todél galéty buti naudojamas
burnos karcinomai gydyti. Kita mokslininky komanda (Sales ir kt. 2018)
iSsiaiSkino, kad Terminalia bellirica medzio vaisiuose aptinkami GR ir oktilo
galatas (C8-OG) galéty buti naudojami kriities véziui gydyti. Jie nustaté, kad
mazesnés C8-OG koncentracijos veiké efektyviau nei tos pacios GR
koncentracijos.

Literatiroje gausu duomeny apie GR antibakterines savybes. GR
baktericidiskai veikia platy spektra patogeny, iskaitant Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia
(Choubey ir kt. 2015), Helicobacter pylori (Nayeem ir kt. 2016),
Acinetobacter spp. (Dharmaratne ir kt. 2018). Dauguma rezultaty gauta
atliekant tyrimg skystos terpés skiedimo metodu. K. Rendekova su kolegomis
(2016) atlikto tyrima su europinio pukenio (Cotinus coggygria) lapy ekstraktu
ir nustaté, kad ekstrakte vyrauja galotaninai, GR ir metilo galatas (C1-MG).
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Gauti ekstraktai baktericidiskai veiké tiek S. aureus planktonines, tiek ir
biologinéje pléveléje esancias lgsteles.

Fenoliy antibakterinis poveikis gali biiti keleriopas: Sios biologiSkai
aktyvios medziagos sgveikauja su bakterijy baltymais ir 1gstelés struktiiromis,
gali paZeisti citoplazming membrang, sumazinti jos pralaiduma, slopinti
sienelés ir nukleoriig§iy sintez¢. Be to, teigiama, kad veikia ne tik bakterijy
planktonines lasteles, bet ir esancias biologinéje pléveléje. Fenoliai veikia
bakterijy biologinés plévelés valdymo mechanizmus (kaip kvorumo jutimas)
bei kitus valdymo mechanizmus, kurie nesusij¢ su bakterijy augimu
(Slobonikova ir kt. 2016). Kiti autoriai mano, kad GR ir jos esteriy
antimikrobinis poveikis susijes su S$iy medziagy poveikiu bakterijy
citoplazminés membranos lipofilinéms savybéms. Veikimo mechanizmai,
kurie galéty paaiskinti GR ir jos dariniy antimikrobinj poveikj, yra tai, kad
Sios medziagos slopina bakterijy egzofermentus, kurie reikalingi jy
dauginimuisi, arba tiesiogiai veikia bakterijy metabolizma, slopindami
oksidacinj fosforilinima (Kang ir kt. 2008).

Tiriant GR ir jos esteriy poveikj krakmolo skaidymui (Gutierrez su ir kt.
2020) nustatyta, kad trumpesnés grandinés alkilo esteriai efektyviau slopina
krakmolo skaidymag ir kad jie galéty bati naudojami reaktyviosios
hiperglikemijos prevencijai.

Labai jdomius rezultatus gavo P. de Valle su kolegomis (2018) tirdami GR,
propilo galato (C3-PG) ir C8-OG poveiki pieno rugsties bakterijoms
(Carnobacterium divergens, Leuconostoc carnosum), kurios aptinkamos
sugedusiuose mésos gaminiuose. Tyréjai nustaté, kad efektyviausiai bakterijy
augimga slopino C8-0G, po to éjo C3-PG ir GR. Be to, paaiskéjo, kad GR ir
jos dariniy antimikrobiniam poveikiui daro jtaka terpés rtigstingumas (pH).
Tiriamieji fenoliniai junginiai efektyviau veiké esant pH 5,0 ir tik C8-OG
pasiZzyméjo baktericidiniu poveikiu esant ir mazesniam ragstingumui
(pH 6,0).

Kalbant apie burnos ligy gydyma, vienas tyrimas parodé, kad daug
fenoliniy junginiy turin¢iy augaliniy produkty — juodosios ir Zaliosios arbatos,
vynuogiy sékly, gervuogiy, granaty zieveés, juodyjy serbenty, dygiosios slyvos
uogy ir gudobelés uogy odelés ekstraktai yra veiksmingi prieS burnos
streptokokus — biitent prie§ jvairias S.mutans padermes. Sio tyrimo
duomenimis, raudonyjy vynuogiy sékly ekstraktas pasizyméjo stipriausiu
poveikiu prie§ S. mutans (Smullen ir kt. 2007).

Tyréjy grupé (Kang ir kt. 2008) teigia, kad GR ir C1-MG yra
antimikrobinés medziagos, veikian¢ios prieS burnos ligas sukeliancius
patogenus. Si tyréjy grupé atliko tyrima su GR ir C1-MG ir nustaté, kad kai
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kurios Lactobacillus spp. buvo maziau jautrios jy poveikiui, o jautriausia
Sioms medziagoms buvo A. viscosus. Taip pat nustaté, kad S. mutans
biologines pléveles efektyviau slopino C1-MG nei GR.

Laukinis augalas sicilinis zagrenis (Rhus coriaria), kuris paplitgs
VidurZemio juros regione (Davis 1972), nuo seny laiky yra naudojamas ne tik
kaip prieskonis maistui ir gérimams pagardinti (dél rigStaus skonio), bet ir
liaudies medicinoje jvairioms ligoms gydyti, kartu danty ir danteny
negalavimams mazinti (Abu-Reidah ir kt. 2015). Vieno tyrimo duomenimis,
kad R. coriaria vaisiy ekstraktas bakteriostatiSkai ir baktericidiS8kai veiké
Probionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli bei
Pseudomonas aeruginosa bakterijy padermes (Ali-Shtayeh 2013). Kaip teigia
Sio tyrimo autoriai, toks efektyvus slopinamas poveikis galéjo pasireiksti dél
R. coriaria vaisiuose gausiai aptinkamy polifenoliniy junginiy.

Taip pat literatiroje yra duomeny, kad GR esteriai gali biiti naudojami
virusinéms ligoms gydyti. Nustatyta, kad C1-MG slopina Herpes simplex
viruso, pentilo galatas (C5-PG) — mogaus imunodeficito viruso (ZIV) (Kratz
ir kt. 2008), o C8-OG — gripo ir poliomielito virusy (Hurtado ir kt. 2008)
dauginimasi.

Be to, teigiama (Luo 2022), kad GR ir jos esteriai dél mazo citotoksiS§kumo,
antioksidaciniy ir uzdegima mazinanciy savybiy galéty buti naudojami kaip
dangos komponentas gaminant jvairias medicinos priemones. Tyrimais
jrodyta, kad GR ir jos esteriai afiniSkai sgveikauja su metalo jonais ir gali bti
naudojami jvairiy medziagy, i§ jy stiklo, metalo bei sintetiniy polimery
dengimui. Nustatyta, kad GR esteriai slopina kraujagysliy aterosklerozg
(Wang ir kt. 2015) ir kaulo rezorbcija (Shavandi ir kt. 2018), todél Sie junginiai
nagrinéjami kaip daug zadanti medziaga kuriant medicinoje naudojamas
priemones (implantus, kateterius).
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3. MEDZIAGOS IR METODAI
3.1. Tyrimo eiga ir vykdymo etapai

Tyrimas atliktas 2015-2017 metais Vilniaus universiteto Medicinos
fakulteto (VU MF) Biomedicinos moksly instituto Fiziologijos, biochemijos,
mikrobiologijos ir laboratorinés medicinos (FBMLM) katedros laboratorijoje
bendradarbiaujant su Al-Qasemi akademijos Moksliniy tyrimy centro (MTC,
Izraelis) mokslininkais.

Al-Qasemi akademijos MTC mokslininkai naudodami  skirtingo
poliskumo tirpiklius i§ sicilinio Zagrenio (Rhus coriaria), karpotojo virsiklio
(Terminalia bellirica) vaisiy bei tikrojo vynmedzio (Vitis vinifera) sékly
paruo$é ekstraktus ir chromatografijos metodu iSgavo atskiras frakcijas,
kuriose nustaté atitinkamai didelj metilo galato (C1-MG), etilo (C2-EG) ir
oktilo (C8-0G) galaty kiekj (Kacergius ir kt. 2017, Gabe ir kt. 2019, 2020).

Zinoma, kad augaluose aptinkami polifenoliai pasizymi antimikrobiniu
poveikiu pries Streptococcus genties bakterijas (Abachi ir kt. 2016), todél
remiantis Siais literatiros duomenimis buvo nuspresta istirti alkilo galaty
poveikj S. mutans biologiniy pléveliy susidarymui ant standziy pavirsiy
(polistireno, stiklo) in vitro salygomis.

Tyrimas buvo vykdytas trimis etapais (10 pav.). Pirmojo ir antrojo etapo
tyrimai atlikti VU MF FBMLM katedroje, o tre¢iojo — Al-Qasemi akademijos
MTC.

Pirmajame etape mikroskiedimo skystoje terpéje metodu buvo istirtas C1-
MG, isskirtas i$ R. coriaria vaisiy, bei sintetiniy C2-EG, C8-OG ir C12-LG
galaty poveikis S. mutans gyvybingumui. Jvertinus galaty antimikrobinj
poveiki S. mutans gyvybingumui, buvo planuojami tolesni eksperimentai.

Antrajame etape buvo tiriamas C1-MG, isskirtas i§ R. coriaria vaisiy, bei
sintetiniy C2-EG, C8-OG ir C12-LG galaty poveikis S. mutans biologinés
plévelés susidarymui ant standaus pavirsiaus. Alkilo galaty poveikis S. mutans
biologinés plévelés susidarymui buvo tirtas kolorimetrijos metodu nustatant
susidariusios biologinés plévelés biomasés tankj ir optinés profilometrijos
metodu — susidariusios biologinés plévelés storj ir pavirSiaus SiurkStuma.
Siame etape taip pat buvo jvertintas GR esteriy poveikis S. mutans biologinés
plévelés acidogeniskumui. I$ viso buvo atliktas 41 eksperimentas.

Treciajame etape atlikti geny, kurie atsakingi uz biologinés plévelés
susidaryma ir jos polimerinés matricos sinteze¢, kiekybinés raiskos tyrimai.

Disertanté savarankiskai atliko pirmojo ir antrojo etapo tyrimus bei gauty
duomeny statisting analizg.
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1 ETAPAS

Antimikrobinio jautrumo nustatymas

Mikropraskiedimo skystoje terpéje
metodas

2 ETAPAS

Biologinés plévelés slopinimo ant skirtingy Biologinés plévelés acidogeniskumo
standziy pavirsiu tyrimas tyrimas

Polistireno pavirsius Stiklo pavirsius
@@=

L
!
Qﬂ
Kolorimetrijos Optinés profilometrijos pH
metodas metodas nustatymas
3 ETAPAS

Biologingje pléveléje esanciy lasteliy geny, koduojanciuy biologinés plévelés susidaryma ir
acidogeniskuma, raiskos pokycio jvertinimas

Kiekybiné tikrojo laiko atvirkstinés transkripcijos
polimerazés grandininé reakcija

10 pav. Bendra tyrimy schema.
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3.2. Tiriamoji medziaga ir jos paruoSimas

Tyrime naudoti keturi skirtingi GR esteriai — metilo galatas (C1-MG), etilo
galatas (C2-EG), oktilo galatas (C8-OG) ir laurilo galatas (C12-LG) (11 pav.).

11 pav. Galo riigsties (GR) esteriai: 1 — metilo (C1-MG), 2 — etilo (C2-EG),
3 — oktilo (C8-OG) ir 4 — laurilo (C12-LG) galatas.

C1-MG buvo iSgautas i§ sicilinio zagrenio (Rhus coriaria) augalinés
zaliavos, kuri buvo jsigyta i Al Alim Ltd. (Medicinal Herb Center, Zippori,
Izraelis). Sicilinio Zzagrenio augalinio ekstrakto paruosimo ir C1-MG
iSskyrimo metodika yra apraSyta 2017 mety straipsnyje (Kacergius ir k.
2017). Sicilinio zagrenio ekstrakty veikliyjy junginiy kokybiné ir kiekybiné
analizé buvo atlikta lzraelyje pasitelkus efektyviosios didelio slégio skys¢iy
chromatografijos (angl. High-performance liquid chromatography, HPLC) ir
ultraefektyviosios didelio slégio skys¢iy chromatografijos (angl. Ultra high-
performance liquid chromatography, UHPLC) metodus. Kiti eksperimentams
naudoti GR esteriai buvo sintetiniai — C2-EG (grynumas >96 proc.), C8-0G
(grynumas >99 proc.) ir C12-LG (grynumas >99 proc.), jsigyti i§ gamintojo
,»Sigma“ (Rehovot, Izraelis).

Tiriamosios medziagos svérimui naudotos precizinés svarstyklés ,,Kern
EG 420-3NM“ (KERN & Sohn GmbH, Vokietija) (0,02-420 g). Kadangi C8-
OG ir C12-LG is alkilo galaty pasizymi didZiausiu hidrofobiskumu (Ortega
2003), todeél jiems tirpinti naudotas dimetilo sulfoksidas (DMSO, Sigma-
Aldrich chemie GmbH, Pranciizija). Tiriamieji GR esteriai buvo istirpinti ir
gauta pradiné 100 mg/ml koncentracija, i$ jos — galutinés tiriamyjy medziagy
koncentracijos. Galutinés koncentracijos darbiniai tirpalai buvo paruosti
naudojant dejonizuota vandenj (ddH20), kuris paruostas naudojant
ultrasvaraus vandens aparatgy EMD Millipore Synergy (Merck, JAV).
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Galutinés GR esteriy koncentracijos, kurios buvo naudotos eksperimentams,
pateikiamos 4 lenteléje.

4 lentelé. Tyrime naudoty galo rugsties (GR) esteriy galutinés koncentracijos

Medziagos pavadinimas Koncentracija, pg/ml
Metilo galatas (C1-MG) 550 700 850 1000
Etilo galatas (C2-EG) 550 580 610 640 670 700

Oktilo galatas (C8-0OG) 275 2717 279 281 283
Laurilo galatas (C12-LG) 295 305 315 325 335

3.3. Bakterijy kultiira ir kultivavimo salygos

Tyrimams  naudota  Streptococcus mutans padermé  UA159
(ATCC 700610, JAV), kuri 1982 metais buvo isskirta i§ vaiko, sergancio
danty éduonimi. Paruosti bakterijy kultiros koncentratai buvo saugomi
liesame 10 proc. piene (Difco, BD BioSciences, JAV) —70 °C temperatiiroje.
Prie$ kiekvieng eksperimentg bakterijos kultivuotos skystoje Bacto™ Todd
Hewitt Broth terpéje (THB, BD BioSciences, JAV) (12.1 pav.) 18 val. 37 °C
temperatiiroje anaerobinémis sglygomis (95 proc. N, 5 proc. CO,). Kulttros
grynumas tikrintas atlickant pasélius j standzias terpes — Mitis Salivarius agara
(MSA, Difco, BD BioSciences, JAV) (12.2 pav.) bei Kolumbijos agarg su
7 proc. aviy kraujo priedu (E&O Laboratories, Jungtiné Karalysté)
(12.3 pav.).

1 2 3

12 pav. S. mutans UA159 grynoji kultara: 1 — Todd Hewitt Broth (THB)
terpéje, 2 — Mitis salivarius agare ir 3 — Kolumbijos agare su 7 proc. aviy
kraujo priedu.
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3.4. Mikroskiedimo skystoje terpéje metodas

Tirty GR esteriy, eritromicino (ERY), chlorheksidino (CHX) ir dimetilo
sulfoksido (DMSO) minimali slopinamoji koncentracija (MSK) nustatyta
taikant dvigubo serijinio mikroskiedimo skystoje terpéje metoda (Wiegand ir
kt. 2008). Tyrimui buvo naudota plokséiadugné 96 sulinéliy plokstelé (Falcon,
Corning Incorporated, JAV). S. mutans bakterijy kultiros suspensija, kurios
optinis tankis atitiko 0,5 McFarland standartg (Liofilchem, Italija), buvo
paruosta skystoje Bacto™ Todd Hewitt Broth terpéje (THB, BD BioSciences,
JAV).

I§ pradziy plokstelés Sulinéliai buvo pripildyti mitybinés terpés. Toliau
Sulinélivose buvo atliekamas tiriamyjy medziagy dvigubas skiedimas.
Tiriamosios medziagos 100 ul buvo perkelta j pirmajj plokstelés Sulinélj ir
sumaiSyta su mitybine terpe. Veiksmai Kkartoti perkeliant 100 ul i§ buvusio
Sulinélio | kitg, kol Sulinéliy eilutéje buvo gautas tiriamosios medZziagos
dvigubas serijinis skiedimas. Kiekvienos tiriamosios medziagos dvigubas
serijinis skiedimas pakartotas tris kartus. Galiausiai Sulinéliai buvo uzséti
S. mutans bakterijy kultira (100 ul) pasiekiant juose 10° KSV/ml
koncentracijag. Uzpildytos plokstelés buvo inkubuotos 18 val. 37 °C
temperatiiroje anaerobinémis sglygomis (95 proc. N2, 5 proc. CO»).

Tyrimo metu buvo naudota neigiama (THB) ir teigiama (THB uZséta
S. mutans kultiira) kontrolé. Papildomai kaip teigiama kontrolé buvo naudotas
serijinis dvigubas eritromicino (ERY, Sigma-Aldrich, VVokietija) ir 0,12 proc.
chlorheksidino tirpalo (CHX) (BENU vaisting, Lietuva) skiedimas. ERY buvo
iStirpintas DMSO gaunant prading tiriamojo tirpalo koncentracija 10 mg/ml.

MSK apibrézta kaip maziausia tiriamosios medziagos koncentracija, kuriai
esant plika akimi matomas bakterijy augimo slopinimas (13 pav.).

13 pav. Plokstelése vaizdas, iliustruojantis galo rugsties (GR) esterio
minimalios slopinamosios koncentracijos (MSK) nustatyma.
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3.5. Eksperimentinés plokstelés, skirtos biologinés plévelés slopinimo
tyrimui ant skirtingy standziy pavirsiy, paruosimo eiga

Norint jvertinti GR esteriy poveiki S.mutans biologinés plévelés
susidarymui ant standziy pavirsiy, eksperimentiskai buvo tirtas biologinés
plévelés susidarymas ant polistireno ir stiklo. Pries kiekvieng eksperimenta,
naudojant mikroploksteliy skaitytuva (Dynex MRX Microplate Reader, JAV),
parinkus 630 nm bangos ilgj, bakterijy kultiros optinis tankis (OT) buvo
koreguotas iki 0,2 reik§meés, siekiant gauti bakterijy kultaros koncentracijg —
1,6 x 108 KSV/ml.

Siekiant jvertinti GR esteriy poveikj biologinés plévelés susidarymui ant
polistireno pavirsiaus, buvo naudojamos lasteliy kultiroms kultivuoti skirtos
polistireno 24 sulinéliy plokstelés (Sarstedt, Vokietija), kurios i§ pradziy buvo
pripildytos THB terpe su 1 proc. sacharozés (Sigma-Aldrich, JAV), o po to —
skirtingos koncentracijos C1-MG, C2-EG, C8-OG ir C12-LG tirpalais
(4 lentelé). Kiekvieno ekperimento metu buvo naudota neigiama (THB) ir
teigiama (THB uzséta S. mutans kulttira) kontrolé.

Toliau kiekvienas Sulinélis buvo uzsétas S.mutans bakterijy kultara
santykiu 1:100. Paruostos ploksteles kultivuotos 24 val. 37 °C,
anaerobinémis salygomis (95 proc. N2, 5 proc. CO,). Po inkubacijos ant
polistireno pavirSiaus susidariusios biologinés plévelés biomasés tankis buvo
jvertintas kolorimetrijos metodu.

Tie patys eksperimento etapai buvo atlikti siekiant jvertinti GR esteriy
poveikj biologinés plévelés susidarymui ant stiklo. Siuose eksperimentuose
naudotos 1,2 x 26 mm dydzio stiklo plokstelés, kurios buvo iSpjautos i$
standartiniy mikroskopijai naudojamy 1 mm storio objektiniy stikleliy
(76 x 26 mm; Thermo Fisher Scientific, JAV) (14.1 pav.). Galiausiai,
pripildzius plokstelés Sulinélius tiriamaja medziaga ir bakterijy kultira, j jy
vidy buvo jstatytos sterilios stiklo plokstelés (vertikalioje pozicijoje)
(15 pav.). Ant stiklo plokstelés pavirSiaus susidariusios biologinés plévelés
(14.2 pav.) kiekis buvo jvertintas optinés profilometrijos metodu.

1 2
14 pav. Stiklo plokstelés vaizdas: 1 — prie§ jstatant j Sulinélj (sterili), 2 — po
ekspozicijos.
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15 pav. Paruostos plokstelés, skirtos susidariusios biologinés plévelés kiekiui
ivertinti optinés profilometrijos metodu, vaizdas pries kultivavima.

3.6. Kolorimetrijos metodas

I§ pradziy, prag¢jus 24 val. inkubacijos laikotarpiui, i§ plokstelés buvo
pasalinta THB terpé. Po to Sulinéliai buvo praplauti distiliuotu vandeniu,
siekiant pasalinti su biologine plévele silpnai susijungusias bakterines Igsteles.
Likusios sulinélio dugne prisitvirtinusios bakterijos buvo fiksuotos 95 proc.
etanoliu (Honeywell, Vokietija). Toliau Sulinélio dugne uZfiksuota ir
kambario temperattroje i§dziovinta S. mutans biologiné plévelé buvo dazyta
0,01 proc. kristalvioleto tirpalu (Merck KGaA, Vokietija) 15 min., paskui i3
Sulinéliy pasalinti dazai ir plokstelé isdziovinta kambario temperatiiroje
(16 pav.).

16 pav. Eksperimentinés plokstelés vaizdas po S. mutans biologinés plévelés
kultivavimo 24 val. Todd Hewitt buljono (THB) terpéje esant skirtingoms galo
rugsties (GR) esteriy koncentracijoms ir dazymo 0,01 proc. kristalvioleto
tirpalu.
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Toliau dazai ekstrahuoti 33 proc. acto raigsties tirpalu (Merck KGaA,
Vokietija) i kiekvieng Sulinélj jpilant po 1 ml ir palaikant 30 min. kambario
temperatiiroje. Tuomet ekstrahuotas dazy tirpalas (200 pl) i§ kiekvieno
Sulinélio buvo perkeltas atitinkamai j 96 ploks¢iadugniy Sulinéliy plokstele
(Falcon, Corning Incorporated, JAV). Galiausiai buvo i$matuotas méginiy OT
naudojant mikroploksteliy skaitytuva, parinkus 595 nm bangos ilgj. Siekiant
atmesti Sulinéliy sieneliy dazymasi, méginiy OT reik§més buvo koreguotos
atimant is jy neigiamos kontrolés OT reikSme.

3.7. Optinés profilometrijos metodas

Pragjus 24 val. inkubacijos laikotarpiui, stiklo plokstelés buvo iStrauktos i$
Sulinéliy ir i8dziovintos kambario temperatiiroje. Stiklo ploksteliy pavirSiuje
(14.2 pav.) susiformavusios biologinés plévelés SiurkStumas ir storis buvo
iSmatuotas naudojant optinj profilometrg Plu 2300 (Sensofar, Terrassa,
Ispanija) su jmontuotu konfokaliniu objektyvu (50% didinimas), kurio regos
laukas apima 253 x 190 pm plota.

I§ pradziy, siekiant iSmatuoti susidariusios biologinés plévelés SiurkStuma,
kiekvienos stiklo plokstelés pavirSius buvo skenuotas nuo apacios iki virSaus.
Norint iSmatuoti biologinés plévelés stori, kiekvienos stiklo plokstelés
viduryje skalpeliu buvo padarytas vertikalus jbrézimas ir véliau skenuotos
penkios stiklo sritys nuo apacios iki virSaus. Visi vaizdai buvo fiksuoti
vertikalaus skenavimo rezimu, o i§ vaizdy surinkti duomenys toliau buvo
analizuoti naudojant Gwyddion 2.40 ir Gwyddion 2.50 programing jranga
(http://gwyddion.net), kad biity galima apskaiciuoti pavirSiaus Siurk§tumo ir
biologinés plévelés storio parametrus. Siekiant paSalinti formos ir
banguotumo klaidas, buvo pasirinktas vidutinis filtras (10 pikseliy arba 3 pm).

Siekiant kiekybiskai jvertinti biologinés plévelés pavirSiaus Siurkstuma,
buvo nustatytas vienas i§ svarbiausiy pavirSiaus parametry — Rq (Siurkstumo
vidutiné kvadratiné paklaida), apibréziantis iSmatuoty aukscio nuokrypiy
vidurkj. RqQ apskai¢iuotas remiantis ISO 4287/1-1997 standartu pagal Sig
formule:

— ’1 N 2.
Rq_ ﬁijlrlr

kur N yra tasky skaiéius atrankos ilgyje, o rj — auks¢io reik§mé taske j. Siekiant
iSmatuoti biologinés plévelés storj, nurodantj biologinés plévelés iSsivystymo
laipsnj, naudojamas dirbtinai pagaminto vertikalaus jbrézimo aukstis ant
kiekvieno stiklelio su prisitvirtinusiomis bakterijomis. Biologinés plévelés
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storis apskai¢iuojamas sukuriant aukscio pasiskirstymo kreive, pagrista visu
nuskaitytos srities, kurioje yra jbrézimas, plotu, o po to pritaikoma Gauso
funkcija, kuri apibrézta:

f(x) = y0 + a exp[- (x -x0)2/b2],

kur yO yra smailés aukstis, @ — amplitudés (auksCio) pasiskirstymas, X0 —
smailés padétis ir b — standartinis nuokrypis. Pavir§iaus SiurkStumo ir
biologinés plévelés storio parametry fonas koreguojamas atémus neigiamos
kontrolés (THB) stiklo plokstelés Rq ir storio reikSmes.

Atliekant eksperimentines procediiras, Sulinéliai be S. mutans bakterijy
buvo naudoti kaip tusc¢ioji kontrolé, o nepaveiktos S. mutans bakterijos — kaip
eksperimentinés kontrolés. Procentinis GR esteriy slopinamasis poveikis
S. mutans biologinés plévelés susidarymui buvo apskai¢iuotas naudojant OT,
pavirSiaus Siurk$tumo (Rq) ir biologinés plévelés storio parametrus pagal
lygti:

. .. . . Parametras . — Parametras i
GR esterio slopinimasis poveikis (%) = ( kontrolé paveiktos

) x 100 %.

Parametrasyontrole

3.8. Biologinés plévelés acidogeniskumo nustatymas

Siekiant jvertinti GR esteriy poveikj S.mutans biologinés plévelés
acidogeniSkumui buvo iSmatuotos mitybinés terpés, kurioje 24 val. buvo
kultivuota bakterijy kultiira, pH (vandenilio jony koncentracijos rodiklis). Tuo
tikslu eksperimentai buvo vykdyti laikantis metodikos, kuri detaliai aprasyta
3.5 skyriuje. Kiekvieno eksperimento metu, po 24 val. kultivavimo i§ sulinéliy
pipete buvo iSsiurbta THB terpé nepazeidziant susiformavusios biologinés
plévelés ir perkelta j 1,5 ml tirio mégintuvélius. Mitybinés terpés pH
iSmatuotas naudojant mikroelektroda InLab® Micro Pro ISM®, kuris buvo
prijungtas prie stacionaraus pH matuoklio SevenCompact™ S210-Bio
(Mettler-Toledo GmbH, Sveicarija) arba Knick 766 Calimatic (Elektronische
Meligerite GmbH & Co., Vokietija). Pries atlickant matavima
mikroelektrodas buvo kalibruojamas naudojant standartinius pH buferinius
tirpalus (pH 4,01 ir 7,00).
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3.9. Biologingje plévelgje esanciy lasteliy paruosimas geny raiskos tyrimui

S. mutans kultiira buvo kultivuota skystoje Luria—Bertani (LB) terpéje. Po
kultivavimo bakterijy kulttra praskiesta sviezia LB terpe su 1 proc. sacharozés
siekiant gauti galuting koncentracijg — 0,5 x10° KSV/ml, ir tolygiai paskirstyta
1 50 ml talpos mégintuvélius (po 30 ml/mégintuvélis). | kiekvieng mégintuvelj
jpiltas tam tikros koncentracijos GR esteris. Toliau bakterijos buvo
kultivuotos $esiy Sulinéliy plokstelése — viename Sulinélyje 5 ml, atlikti trys
pakartojimai (i$ viso 15 ml). S. mutans bakterijy kultira THB terpéje naudota
kaip teigiama kontrolé. Plokstelés su pripildytais Sulinéliais buvo kultivuotos
24 val. 37 °C, anaerobinémis sglygomis (95 proc. N2, 5 proc. CO2). Po
kultivavimo pirmiausiai i§ Sulinéliy pipete i$siurbtos planktoninés lgstelés, o
po to nuo dugno nugramdyta biologiné plévelé. Tki RNR isskyrimo surinkta
tiriamoji medziaga buvo laikoma —4 °C temperaturoje.

3.10. RNR isskyrimas

I8 pradziy S. mutans bakterijy kultara buvo centrifuguota 4800x g 10 min.
kambario temperatiiroje, naudojant centrifugg Eppendorf Centrifuge 5415R
(Vokietija). Po to nuosédos buvo sumaisytos su fosfatiniu buferiniu tirpalu
(500 pl) ir dar kartg centrifuguotos 500x g 4 °C temperatiroje 10 min.
Procediira buvo pakartota du kartus.

Tiriant C2-EG poveiki S. mutans geny, kurie atsakingi uz biologinés
plévelés gamyba, raiSkai gautos nuosédos buvo paveiktos 700 ul RNR
gryninimo tirpalu GENEzol™ TriRNA (Geneaid Biotech Ltd., Taivanas), o
po to tris kartus uzsaldytos —80 °C temperatiiroje ir atsildytos kambario
temperatiiroje, kad jvykty lasteliy lizé. Galutinis tiriamosios medziagos
paruo§imas atliktas remiantis gamintojo pateiktomis rekomendacijomis.

C8-0OG ir C12-LG atveju bendroji RNR buvo isgryninta taikant CTAB
(angl. Cetyl trimethyl ammonium bromide) ir QIAGEN RNeasy Mini Kit
metodus. I$ pradziy nuosédos buvo paveiktos CTAB/PVP/BME tirpalu, po to
tris Kkartus uzSaldytos —80°C temperatiiroje ir atSildytos kambario
temperattroje, kad jvykty lasteliy lizé. Toliau tiriamoji medziaga buvo
paruos$ta remiantis Jordon-Thaden (2015) pateikta metodika. Lizatas buvo
paveiktas DNR nukleaze i§ rinkinio TURBO DNR, tuomet ekstrahuotas
dviem ciklais naudojant chloroformo/IAA tirpalg. Nusodinimui buvo naudota
1/20 tario 5 M NaCl ir du tariai etanolio, toliau gautas tirpalas inkubuotas
20 min. —20 °C temperatiroje. RNR gryninimas buvo atliktas naudojant
Qiagen suriSimo kolonéles, plovimo buferinj tirpala Qiagen ir vandenj be
RNR nukleaziy (50 pl).
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Taikant ultravioletiniy spinduliy spektroskopijos metoda spektrofotometru
DS-11 (DeNovix, Inc., JAV) buvo jvertintas visy méginiy bendras RNR kiekis
ir grynumas.

3.11. Kiekybiné tikrojo laiko atvirkstinés transkripcijos polimerazés
grandininé reakcija

Tiriant etilo galato (C2-EG), oktilo galato (C8-OG) ir laurilo galato (C12-
LG) poveikj S. mutans geny raiskos lygiui nustatyti buvo taikyta kiekybiné
tikrojo laiko atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija (AT-
PGR). 1 ug RNR atvirkstine tvarka buvo nurasytas naudojant DNR sintezés
rinkinj gPCRBIO cDNA Synthesis Kit (PCR Biosystems Ltd, Anglija)
modifikuota atvirkstine transkriptaze (M-MLYV) ir atsitiktinius heksamerinius
pradmenis.

Siekiant jvertinti etilo galato (C2-EG) poveiki S. mutans geny gbpB, gtfB,
gtfC, gtfD, atpD ir atpF raiskos lygiui, kiekybiné tikrojo laiko AT-PGR buvo
atlikta naudojant DNR amplifikatoriy Exicycler™ 96 Quantitative Thermal
Block (Bioneer, Kor¢ja). Susintetintos DNR kiekiui nustatyti naudotas
rinkinys gPCRBIO SyGreen Mix (PCR Biosystems Ltd, Anglija). Tuo tarpu,
oktilo galato (C8-OG) ir laurilo galato (C12-LG) poveikio S. mutans geny
gbpB, gtfB, gtfC, gtfD ir atpD raiskos lygiui istirti kiekybiné tikrojo laiko AT-
PGR atlikta naudojant DNR amplifikatoriy Biorad CT030008 (Biorad Ltd.,
Anglija), susintetintos DNR kiekiui nustatyti naudotas rinkinys Sso SyGreen
Mix (Biorad Ltd., Anglija). Remiantis gamintojo apra§ymu gautas bendras
reakcijos turis buvo 20 pl, KDNR $ablono kiekis — 100 ng, o galutiné bendra
tiesioginés ir atvirkstinés krypties pradmeny koncentracija buvo 400 nM.
Kiekybinés tikrojo laiko AT-PGR sglygos hurodomos 5 ir 6 lentelése.

Siam tyrimui PGR pradmenys buvo parinkti remiantis literatiiros 3altiniy
analize. Naudoty pradmeny sekos ir literatiiros $altiniai nurodomi 7 lenteléje.
Siekiant patikrinti genominés DNR tar$g, buvo panaudota visuminé RNR, kuri
nebuvo nurasyta atvirkstine tvarka, ir neSabloninés kontrolés. Kiekybiniam
PGR duomeny jvertinimui taikytas palyginamasis Livak AACT metodas
(Livak ir kt. 2001) kaip standartiné santykiniy geny raiSkos duomeny analizés
procedira. Cr vertés, kurios gautos i§ eksperimentiniy RNR méginiy,
normalizuotos iki etaloninio geno 16S rRNR, ir apskai¢iuotas ACt ver€iy
(AACT) skirtumas tarp tiriamyjy ir kontroliniy méginiy.
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5 lentelé. Etilo galato (C2-EG) kiekybinés tikrojo laiko atvirkstinés
transkripcijos polimerazés grandininés reakcijos (AT-PGR) salygos

Etapas Temperatura, °C Laikas Cikly skaicius
Pradiné denaturacija 95 5 min. 1
Pradmeny prilydimas 95 15 sek. 40

Grandinés prailginimas 60 1 min. 40
Galutiné¢ sinteze 72 1

6 lentelé. Oktilo galato (C8-OG) ir laurilo galato (C12-LG) kiekybinés tikrojo
laiko atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininés reakcijos (AT-PGR)

salygos

Etapas Temperatiira, °C  Laikas Cikly skaicius
Pradiné denatuiracija 95 30 sek. 1
Pradmeny prilydimas 96 30 sek. 40

Grandinés prailginimas 60 30 sek. 40
Galutiné sintezé 72 1

7 lentelé. Tyrime naudotos S. mutans specifiniy pradmeny nukleotidy sekos
ir literattiros Saltiniai

Genas Pradmens seka (5" -3%) Kryptis Saltinis
ghpB  ATGGCGGTTATGGACACGTT Tiesioginé Cecchi ir kt.
TTTGGCCACCTTGAACACCT Atvirkstiné 2019
gtfB AGCAATGCAGCCAATCTACAAAT Tiesioginé Shemesh ir
ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA Atvirkstiné kt. 2006
gtfC  GGTTTAACGTCAAAATTAGCTGTATTAGC Tiesioginé
CTCAACCAACCGCCACTGTT Atvirkstiné
gtfD  ACAGCAGACAGCAGCCAAGA Tiesioginé
ACTGGGTTTGCTGCGTTTG Atvirkstiné
atpD CCAGGCGGTTCATTCATCTGAC Tiesioginé Gong ir kt.
GGCGGGATTTCGGTATTTACTG Atvirkstiné 2009
atpF  CGGCTAAAAGAACACTAAG Tiesioginé
CGGTCGTCTAAAAGATAAG Atvirkstiné

3.12. Duomeny statistinis jvertinimas

Kolorimetrijos, profilometrijos ir pH matavimy duomeny kaupimui ir
statistinei analizei atlikti buvo naudota Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) 23.0 programa (IBM Cop., Armonk, NY, JAV). Skirtumai
tarp kontrolinés (nepaveiktos) ir paveiktos grupés buvo jvertinti taikant vienos
krypties dispersijos analize (One-way ANOVA) pasirinkus LSD post-hoc
testg. Pateikti duomenys yra iSreiksti kaip vidurkiai + standartiné paklaida.
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Laikyta, kad p<0,05 rodo statistiskai reikSminga skirtuma. Siekiant jvertinti
geny raiSka, kiekvienu atveju buvo atlikti trys nepriklausomi eksperimentai su
dviem pakartojimais (n = 6). Gauty duomeny statistiné analizé buvo atlikta
naudojant vienos Krypties dispersijos analiz¢ pasirinkus Tukio ir Kramerio
(Tukey-Kramer) testg, esant 0,05 reik§mingumo lygmeniui. Pateikti
duomenys yra isreiksti kaip vidurkiai + standartiné paklaida.
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4. TYRIMU REZULTATAI
4.1. Galo rugsties esteriy poveikis S. mutans gyvybingumui

Mikroskiedimo skystoje terpéje metodu buvo istirtas galo ragsties (GR)
esteriy — metilo galato (C1-MG), etilo galato (C2-EG), oktilo galato (C8-OG)
ir laurilo galato (C12-LG) poveikis S. mutans gyvybingumui. Tuo tikslu buvo
nustatyta $iy medziagy minimali slopinamoji koncentracija. Gauti duomenys
pateikiami 8 lenteléje.

8 lentelé. Galo ragsties (GR) esteriy (C1-MG, C2-EG, C8-0OG, C12-LG),
chlorheksidino (CHX, teigiama kontrol¢), eritromicino (ERY, teigiama
kontrolé) ir dimetilo sulfoksido (DMSO, tirpiklis) MSK, nustatyta S. mutans
bakterijoms.

Tiriamoji medziaga MSK, pg/ml
C1-MG 780
C2-EG 1560
C8-0G 97
Ci12-LG 97,6

CHX 2,25
ERY 4,8
DMSO 25 x 10°

Nors pagrindinis tyrimo tikslas buvo rasti GR esteriy koncentracijas,
kurios slopina S. mutans biologinés plévelés susidaryma, taciau zinios apie
GR esteriy antibakterinj poveikj leidZzia pagristi atlikty ekSperimenty
rezultatus. Biologinés plévelés formavimasi slopinanti koncentracija turéty
biiti mazesné uz nustatyta MSK, 0 tai atsispindi gautuose rezultatuose, kurie
detaliai aptariami Sio darbo 4.2 ir 4.3 skyriuose.

Nustatyta, kad tirty GR esteriy antimikrobinis poveikis S. mutans
bakterijoms néra vienodas. Trumpos alkilo grandinés GR esteriai — C1-MG ir
C2-EG pasizyméjo silpnesniu poveikiu, palyginti su ilgos alkilo grandinés
(C8-0OG ir C12-LG) esteriais. C1-MG ir C2-EG MSK atitinkamai buvo
780 pg/ml ir 1560 pg/ml, 0 C8-OG ir C12-LG atveju — atitinkamai 97 pg/ml
ir 97,6 ug/ml. Taigi, paaiskéjo, kad trumpos ir ilgos alkilo grandiniy GR
esteriy antimikrobinis slopinamasis poveikis skiriasi santykiu 1 : 16.

Taip pat tyrimo metu jvertintas dimetilo sulfoksido (DMSO), kurj
naudojome GR esteriams tirpinti, antimikrobinis poveikis S. mutans bakterijy
kultorai. Nustatyta labai didelé $io tirpiklio MSK vertg, t. y. 25 x 10% pg/ml.
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Gauti duomenys patvirtino, kad tyrimuose naudotas DMSO kaip C8-OG ir
C12-LG tirpiklis neturé¢jo jtakos misy atlikty eksperimenty su Siais GR
esteriais rezultatams.

4.2. Galo rugsties esteriy poveikis, slopinantis S. mutans biologinés plévelés
susidaryma ant polistireno pavirSiaus

Kolorimetrijos metodo pagalba buvo istirta kaip skirtingos GR esteriy —
metilo (C1-MG), etilo (C2-EG), oktilo (C8-OG) ir laurilo (C12-LG) galaty
koncentracijos veikia S. mutans biologinés plévelés susidaryma ant polistireno
pavirSiaus.

Tiriant nustatyta, kad slopinamajj poveikj S. mutans biologinés plévelés
biomasés tankiui ant polistireno pavirSiaus turéjo Sios keturios C1-MG
koncentracijos: 550 ug/ml, 700 pg/ml, 850 ug/ml ir 1000 ug/ml. Biologinei
plévelei slopinti naudotos 550 pg/ml ir 700 pg/ml C1-MG koncentracijos
buvo mazesnés uz nustatyta MSK (t. y. 780 pg/ml pg/ml, 8 lentelé).

Kaip matyti i§ 17 paveikslo, visos naudotos C1-MG koncentracijos
statistiskai reikSmingai sumazino S. mutans biologinés plévelés, kuri buvo
kultivuota THB terpéje su 1 proc. sacharozés, biomasés tankj polistireno
pavirSiuje, palyginti su nepaveiktomis bakterijomis (p<0,05). C1-MG
slopinamasis poveikis priklausé nuo dozés, o stipriausiai pasireiské esant
700 pg/ml, 850 pug/ml ir 1000 ug/ml koncentracijoms ir biologinés plévelés
susidarymas buvo uzslopintas atitinkamai 68 proc., 89 proc. ir 93 proc.

Etilo galato (C2-EG) atveju buvo nustatytos $eSios koncentracijos, kurios
slopinamai paveiké S. mutans biologinés plévelés biomasés tankj, t.y.
550 ug/ml, 580 ug/ml, 610 ug/ml, 640 ug/ml, 670 ug/ml ir 700 pg/ml
(18 pav.). Visos biologinei plévelei slopinti naudotos C2-EG koncentracijos
buvo mazesnés uz nustatyta MSK (t. y. 1560 pg/ml pg/ml, 8 lentelé).

18 paveiksle matyti, kad C2-EG koncentracijos 580 pg/ml, 610 ug/ml,
640 pg/ml, 670 pg/ml ir 700 pg/ml labai sumazino S. mutans biologinés
plévelés, kuri buvo kultivuota THB terpéje su 1 proc. sacharozés, biomases
tankj ant polistireno pavirSiaus, lyginant su kontroline nepaveikty bakterijy
grupe. Nustatytas skirtumas yra statistiSkai reik§mingas (p<0,05).

Stulpelinéje diagramoje (18 pav.) pastebimas C2-EG S. mutans biologinés
plévelés susidaryma slopinantis poveikis, kuris priklauso nuo dozés.
Efektyviausiai veiké 700 pg/ml koncentracija, kuri sumazino S. mutans
biologinés plévelés susidaryma 68 proc., palyginti su kontroline grupe. Deja,
pastaroji C2-EG koncentracija nesugebéjo visiskai uzslopinti S. mutans
biologinés plévelés vystymosi ant polistireno pavirsiaus.
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17 pav. S. mutans biologinés plévelés biomasés tankis ant polistireno
pavirSiaus po 24 val. kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir
skirtingoms metilo galato (C1-MG) koncentracijoms. Pateikti duomenys
(n=9) yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida.
Duomenys, pazyméti zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés
nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).

2,5 1
€
c 24 ol
o *
g/ *
(%)
2 15 - s
C
a ®
[72]
e 1 *
I3 *
O
N l
0 T T T T T T
Kontrolé 550 580 610 640 670 700

C2-EG (ug/ml)

18 pav. S. mutans biologinés plévelés biomasés tankis ant polistireno
pavirSiaus po 24 val. kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir
skirtingoms etilo galato (C2-EG) koncentracijoms. Duomenys (n=9) yra trijy
nepriklausomy eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys,
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pazyméti zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty
bakterijy grupés (p<0,05).

Kalbant apie oktilo galatg (C8-OG), tyrimo metu nustatyta, kad $io GR
esterio 27,5 ug/ml, 27,7 ug/ml, 27,9 pg/ml, 28,1 pg/ml ir 28,3 ug/ml
koncentracijos efektyviai veikia prie§ S.mutans biologinés plévelés
susidaryma ant polistireno pavirSiaus (19 pav.).
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19 pav. S. mutans biologinés plévelés biomasés tankis ant polistireno
pavirSiaus po 24 val. kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir
skirtingoms oktilo galato (C8-OG) koncentracijoms. Duomenys (n=9) yra
trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida.
Duomenys, pazyméti zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés
nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).

C8-0G koncentracijos, slopinancios biologing plévelg, buvo mazesnés uz
nustatyta MSK (. y. 97 pg/ml, 8 lentelé) bei patenka j labai siauras ribas
turintj koncentracijy diapazong. Tai rodo, kad Sis C8-OG slopinamasis
aktyvumas nesusijgs su baktericidiniu poveikiu. Kolorimetrijos tyrimas
atskleide, kad visos tirtos C8-OG koncentracijos statistiSkai reikSmingai
sumazino S. mutans biologinés plévelés biomasés tankj ant polistireno
pavirSiaus, jei lygintume su kontroline nepaveikty bakterijy grupe (p<0,05).
Sis biologine plévele slopinantis C8-OG poveikis buvo priklausomas nuo
koncentracijos. Svarbu tai, kad 28,1 pug/ml ir 28,3 ug/ml C8-0OG
koncentracijos 100 proc. uzslopino S. mutans biologinés plévelés vystymasi
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ant polistireno pavirsiaus, palyginti su kontroline nepaveikty bakterijy grupe.
Be to, svarbu pazyméti, jog 0,57 proc. DMSO (tirpiklis) neturéjo statistiskai
reikSmingos jtakos biologinei plévelei susidaryti ant polistireno pavirSiaus,
lyginant su nepaveiktomis bakterijomis (p>0,05). Svarbu pazyméti, kad C8-
OG poveikis, slopinantis S. mutans biologiniy pléveliy susidarymg ant
polistireno pavirsiaus, buvo daug stipresnis nei C2-EG ir C1-MG atveju. Siuo
atzvilgiu, C2-EG ir C1-MG koncentracijos slopinamojo poveikio diapazono
ribos buvo atitinkamai 550-700 pg/ml ir 550-1000 ug/ml.

Biologinés plévelés kiekio jvertinimas kolorimetrijos metodu parodé, kad
laurilo galato (C12-LG) 29,5 ug/ml, 30,5 ug/ml, 31,5 pg/ml, 32,5 pg/ml ir
33,5 pg/ml koncentracijos taip pat slopina S. mutans biologinés plévelés
susidaryma ant polistireno pavirSiaus kultivuojant THB terpéje su 1 proc.
sacharozés (20 pav.).
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20 pav. S. mutans biologinés plévelés biomasés tankis ant polistireno
pavirSiaus po 24 val. kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir
skirtingoms laurilo galato (C12-LG) koncentracijoms. Duomenys (n=9) yra
trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida.
Duomenys, pazyméti zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés
nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).

Svarbu pazyméti, kad Sios biologine plévele slopinancios koncentracijos
buvo maZesnés nei nustatyta MSK (t. y. 97,6 pg/ml, 8 lentelé), o tai rodo, kad
tirty C12-LG koncentracijy poveikis néra baktericidinis. C12-LG poveikis,
slopinantis biologinés plévelés susidarymg ant polistireno pavir§iaus, buvo
priklausomas nuo dozés. IS 20 paveikslo matyti, kad C12-LG koncentracija
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nuo 30,5 pg/ml iki 33,5 pg/ml statistiskai reikSmingai sumazino S. mutans
biologinés plévelés biomase ant polistireno pavirSiaus, jei lygintume Su
kontrolinés nepaveikty bakterijy grupés biomasés tankiu (p<0,05). Reikia
pabrézti, kad 33,5 pg/ml C12-LG koncentracija visiskai (100 proc.) uzslopino
biologinés plévelés biomasés gamybg, palyginti su kontroline nepaveikty
bakterijy grupe. Nustatyta, kad 0,67 proc. DMSO (tirpiklis) neturéjo
statistiskai reik§mingos jtakos S. mutans biologinés plévelés susidarymui ant
polistireno pavirSiaus, lyginant su kontroline nepaveikty bakterijy grupe
(p>0,05). Idomu tai, kad, kaip ir C8-OG atveju, biologing plévelg slopinancios
C12-LG koncentracijos taip pat pateko i gana siaury riby intervalag — nuo
29,5 pg/ml iki 33,5 pg/ml. Taciau biologing plévelg slopino mazesnés C12-
LG koncentracijos nei C8-OG, bet daug didesné nei C2-EG ir C1-MG, kuriy
anksciau nustatyty slopinamyjy koncentracijy ribos buvo atitinkamai 550—
700 pg/ml ir 500-1000 pg/ml.

4.3. Galo rugsties esteriy poveikis, slopinantis S. mutans biologinés plévelés
susidaryma ant stiklo pavirSiaus

S. mutans biologinés plévelés susidarymas ant stiklo pavirSiaus, veikiant
skirtingoms GR esteriy — metilo galato (C1-MG), etilo galato (C2-EG), oktilo
galato (C8-OG) ir laurilo galato (C12-LG) koncentracijoms, buvo tiriamas
optinés profilometrijos metodu, kuriuo buvo apskai¢iuoti S. mutans
biologinés plévelés kiekybiniai parametrai — pavirSiaus SiurkStumas (Rq) ir
storis.

Tyrimo metu nustatyti S. mutans bakterijy kultiiros, kuri buvo kultivuota
24 val. THB terpéje be 1proc. sacharozés ir C1-MG, pavirSiaus
Siurks§tumo (Rq) ir storio parametrai, kurie buvo atitinkamai 0,04 + 0,01 ir
0,02 £0,01 um (21A pav.). Mitybingje terp¢je su 1 proc. sacharozés ir be C1-
MG pastebimas S. mutans biologinés plévelés susidarymas (21B pav.).

I mitybine terpe pridéjus 1 proc. sacharozés ir skirtingos koncentracijos
550 pg/ml, 700 pg/ml, 850 pg/ml ir 1000 pg/ml C1-MG (21C-F pav.), buvo
fiksuotas nuo koncentracijos priklausomas mazéjantis biologinés plévelés
susidarymas ant stiklo pavirSiaus.

Biologinés plévelés kiekybinis jvertinimas schemiskai pavaizduotas
22 paveiksle, kuriame matoma, kad biologinés plévelés pavirSiaus
siurk$tumas (Rq) (22A pav.) ir biologinés plévelés storis (22B pav.) padidéjo
kontrolinéje nepaveikty bakterijy grupéje (22 pav.), 0 C1-MG slopinamasis
poveikis buvo priklausomas nuo koncentracijos (p<0,05; 22 pav.). Siuo
atzvilgiu C1-MG koncentracijos 850 ug/ml ir 1000 pg/ml efektyviai
sumazino biologinés plévelés pavirsiaus Siurk$tuma (Rq) atitinkamai 94 proc.
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ir 99 proc. (22A pav.). Be to, Sios C1-MG koncentracijos sumazino S. mutans
biologinés plévelés storj atitinkamai 97 proc. ir 99 proc. (22B pav.).

21 pav. (A-F). Stiklo ploksteliy su S. mutans biologine plévele pavirSiaus
optiniai profiliai po 24 val. kultivavimo THB terp¢je. Stiklo plokstelés, kuri
buvo inkubuota kartu su bakterijy kultiira terpéje be metilo galato (C1-MG):
A —nesant 1 proc. sacharozes, B — esant 1 proc. sacharozés, bei terpéje esant
1 proc. sacharozés ir skirtingoms C1-MG koncentracijoms: C — 550 pg/ml, D
— 700 pg/ml, E — 850 pg/ml, F — 1000 pg/ml, pavirSiaus profilis. Vaizdas
padidintas 50x.
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22 pav. S. mutans biologinés plévelés Kiekiai ant stiklo pavirsiaus po 24 val.
kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir skirtingoms metilo galato
(C1-MG) koncentracijoms: A — biologinés plévelés pavirSiaus SiurkStumo
parametras (Rq), B — biologinés plévelés storis. Duomenys pateikti kaip
vidurkiai + standartiné paklaida i$ trijy nepriklausomy eksperimenty (n=18,
biologinés plévelés Siurk§tumas; n=15, biologinés plévelés storis). Duomenys,
pazyméti zvaigzdute (*), statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés
grupés (p<0,05).

Kultivuojant S. mutans bakterijy kultiira THB terpéje be sacharozés ir C2-
EG (23A pav.) biologinés plévelés SiurkStumas ir storis buvo atitinkamai
0,07 £0,01 ir 0,1 + 0,01 um. THB terpéje esantis 1 proc. sacharozés taip pat
sukélé S. mutans bakterijy prisitvirtinima prie stiklo plokstelés pavirSiaus ir
lémé biologinés plévelés susidaryma (23B pav.).
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23 pav. (A-F). Stiklo ploksteliy su S. mutans biologine plévele pavirSiaus
optiniai profiliai po 24 val. kultivavimo THB terp¢je. Stiklo plokstelés, kuri
buvo inkubuota kartu su bakterijy kultiira terpéje be etilo galato (C2-EG): A
— nesant 1 proc. sacharozés, B — esant 1 proc. sacharozés, bei terpéje esant
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1 proc. sacharozés ir skirtingoms C2-EG koncentracijoms: C — 550 pg/ml, D
— 580 pg/ml, E — 610 ug/ml, F — 640 pg/ml, G — 670 pg/ml, H — 700 pg/ml.
Vaizdas padidintas 50x%.

Kaip ir C1-MG atveju, THB terpéje su 1 proc. sacharozés ir skirtinga
550 ug/ml, 580 ug/ml, 610 ug/ml, 640 ug/ml, 670 ug/ml ir 700 ug/ml C2-EG
koncentracija (23C-H pav.) taip pat nustatytas nuo koncentracijos
priklausomas S. mutans biologinés plévelés susidaryma ant stiklo pavirSiaus
slopinantis poveikis.

Ant stiklo plokstelés pavirSiaus susidariusios S. mutans biologinés plévelés
kiekybinis jvertinimas atskleidé, kad kontrolinés nepaveikty bakterijy grupés
biologinés plévelés pavirSiaus SiurkStumas (RqQ) (24A pav.) ir storis
(24B pav.) buvo didesni, taciau C2-EG veiké slopinamai ir poveikis taip pat
buvo priklausomas nuo koncentracijos (p <0,05; 24 pav.). Nustatyta, kad C2-
EG koncentracijos 640 pg/ml, 670 pg/ml ir 700 pg/ml veiksmingai sumazino
biologinés plévelés pavirSiaus Siurk$tuma (RQ) atitinkamai 79 proc., 86 proc.
ir 91 proc. (24A pav.). Be to, Sios C2-EG koncentracijos sumazino ir
S. mutans biologinés plévelés storj atitinkamai 94 proc., 95 proc. ir 96 proc.
(24B pav.). C2-EG 700 pg/ml koncentracija beveik visiskai uzslopino
S. mutans biologinés plévelés susidaryma ant stiklo pavirSiaus, prieSingai nei
biologinés plévelés susidaryma ant polistireno pavirSiaus. C2-EG optinés
profilometrijos tyrimo rezultatai panastus j C1-MG. Taciau svarbu pazymeéti,
kad Siame tyrime, norint visiskai nuslopinti S. mutans biologinés plévelés
susidaryma ant stiklo pavirSiaus, reikéjo mazesnés C2-EG koncentracijos
negu C1-MG, t.y. atitinkamai 700 pg/ml ir 1000 pg/ml. Vadinasi, C2-EG
veiksmingiau slopino S. mutans biologinés plévelés susidaryma.

Atlieckant optinés profilometrijos tyrimg su C8-OG, stiklo ploksteliy
pavirsiy analizé parodé, kad 1 proc. sacharozés THB terpé¢je turéjo jtakos
S. mutans biologinés plévelés susidarymui (25B ir 26 pav.), palyginti su
bakterijy kulttra, kuri buvo kultivuota terpéje be C8-OG ir 1 proc. sacharozés
(25A pav.).

Tiriant C8-OG poveikj S.mutans biologinés plévelés susidarymui
nustatyta, kad kultivuojant bakterijy kultirg THB terpéje be sacharozés ir C8-
OG biologinés plévelés Siurk§tumas (RQ) ir storis buvo atitinkamai 0,1 + 0,01
ir 0,16 = 0,01 um. Be to, reikia pazyméti, kad 0,57 proc. DMSO (tirpiklis)
neturéjo didelés jtakos biologinés plévelés susidarymui (25C ir 26 pav.).
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24 pav. S. mutans biologinés plévelés kiekiai ant stiklo pavirSiaus po 24 val.
kultivavimo THB terpéje esant 1 proc. sacharozés ir skirtingoms etilo galato
(C2-EG) koncentracijoms: A — biologinés plévelés pavirSiaus SiurkStumo
parametras (Rq), B — biologinés plévelés storis. Duomenys pateikti kaip
vidurkiai + standartiné paklaida i$ trijy nepriklausomy eksperimenty (n=18,
biologinés plévelés SiurkStumas; n=15, biologinés plévelés storis). Duomenys,
pazyméti zvaigzdute (*), statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés
grupés (p<0,05).
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25 pav. (A-H). Stiklo ploksteliy su S. mutans biologine plévele pavirSiaus
optiniai profiliai po 24 val. kultivavimo THB terpéje. Stiklo plokstelés, kuri
buvo inkubuota kartu su bakterijy kultira terpéje be oktilo galato (C8-0G): A
— nesant 1 proc. sacharozés, B — esant 1 proc. sacharozés, C — esant 1 proc.
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sacharozés ir 0,57 proc. dimetilo sulfoksido (DMSO), bei terpéje esant 1 proc.
sacharozés ir skirtingoms C8-OG koncentracijoms: D — 27,5 ug/ml, E —
27,7 ug/ml, F — 27,9 ug/ml, G — 28,1 ug/ml, H — 28,3 ug/ml, pavirSiaus
profilis. Vaizdas padidintas 50x.
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26 pav. Skirtingy oktilo galato (C8-OG) koncentracijy ir dimetilo sulfoksido
(DMSOQ) poveikis S. mutans biologinés plévelés, kultivuotos 24 val. THB
terpéje su 1 proc. sacharozés, kiekiui ant stiklo pavirSiaus: A — biologinés
plévelés pavirSiaus Siurk§tumo parametras (Rq), B —biologinés plévelés storis.
Duomenys pateikti kaip vidurkiai =+ standartiné paklaida i§ trijy
nepriklausomy eksperimenty (n=18, biologinés plévelés SiurkStumas; n=15,
biologinés plévelés storis). Duomenys, pazymeéti zvaigzdute (*), statistiSkai
reik§mingai skiriasi nuo kontrolinés grupés (p<0,05).
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THB terpéje su 1 proc. sacharozés ir C8-OG S. mutans biologinés plévelés
susidarymas ant stiklo pavirSiaus buvo slopinamas priklausomai nuo
koncentracijos (25D-H ir 26 pav.). C8-OG koncentracijos 27,5 ug/ml,
27,7 pg/ml, 27,9 png/mi, 28,1 ug/ml, 28,3 ng/ml labai sumazino biologinés
plévelés pavirSiaus SiurkStuma (Rq) (26A pav.) ir storj (26B pav.), lyginant
su kontroline nepaveikty bakterijy grupe (p<0,05).

Svarbu pabrézti, kad C8-OG koncentracija 28,3 ug/ml visiskai
(t.y. 100 proc.) uzslopino S. mutans biologinés plévelés vystymasi ant stiklo
pavirSiaus. Lyginant su ankstesniais rezultatais, kurie buvo gauti naudojant
C1-MG ir C2-EG, siekiant uzslopinti S. mutans biologinés plévelés
susidaryma ant stiklo pavirSiaus reikéjo daug mazesnés C8-OG
koncentracijos.

Galiausiai, tiriant C12-LG poveikj S.mutans biologinés plévelés
susidarymui ant stiklo pavirSiaus, taip pat buvo nustatyta, kaip matyti 27B ir
28 paveiksluose, kad bakterijy prisitvirtinimg ir biologinés plévelés
susidaryma ant stiklo pavirSiaus nulémé THB terpéje esantis 1 proc.
sacharozés, o ne bakterijy, kurios buvo kultivuojamos sulinélyje be C12-LG
ir 1 proc. sacharozés, agregacija (27A pav.).

Kultivuojant S. mutans THB terpéje be sacharozés ir C12-LG, biologinés
plévelés pavirSiaus Siurk§tumas (Rq) ir storis buvo atitinkamai 0,1 + 0,01 ir
0,15+0,01 um. Taip pat nustatyta, kad 0,67 proc. DMSO (tirpiklio)
koncentracija $iek tiek sumazino biologinés plévelés susidaryma, palyginti su
kontroline nepaveikty bakterijy grupe (p>0,05) (27C ir 28 pav.). S. mutans
bakterijy kulttra kultivuojant THB terp¢je su 1 proc. sacharozés ir C12-LG
29,5 ug/ml, 30,5 pg/ml, 31,5 pg/ml, 32,5 ug/ml ir 33,5 ug/ml koncentracija,
buvo nustatytas S.mutans biologinés plévelés susidarymo ant stiklo
pavirsiaus slopinimas ir §is poveikis priklausé¢ nuo koncentracijos (27D-H ir
28 pav.).

Visos C12-LG koncentracijos statistiskai reikSmingai sumazino biologinés
plévelés pavirSiaus Siurk$tuma (Rq) (28A pav.) ir storj (28B pav.), palyginti
su kontroline nepaveikty bakterijy grupe (p<0,05). Svarbu tai, kad S. mutans
biologinés plévelés susidarymg ant stiklo pavirSiaus visiSkai (100 proc.)
uzslopino C12-LG 33,5 pg/ml koncentracija.
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27 pav. (A—H). Stiklo ploksteliy su S. mutans biologine plévele pavirSiaus
optiniai profiliai po 24 val. kultivavimo THB terpéje. Stiklo plokstelés, kuri
buvo inkubuota kartu su bakterijy kulttira terpéje be laurilo galato (C12-LG):
A —nesant 1 proc. sacharozés, B — esant 1 proc. sacharozés, C — esant 1 proc.
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sacharozés ir 0,67 proc. dimetilo sulfoksido (DMSO), bei terpéje esant 1 proc.
sacharozés ir skirtingoms C12-LG koncentracijoms: D — 29,5 ug/ml, E —
30,5 ug/ml, F — 31,5 pg/ml, G — 32,5 ug/ml, H — 33,5 pg/ml, pavirSiaus
profilis. Vaizdas padidintas 50x.
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28 pav. Skirtingy laurilo galato (C12-LG) koncentracijy ir dimetilo sulfoksido
(DMSO) poveikis S. mutans biologinés plévelés, kultivuotos 24 val. THB
terpéje su 1 proc. sacharozés, kiekiui ant stiklo pavirSiaus: A — biologinés
plévelés ant stiklo pavirSiaus Siurk$tumo parametras (Rq), B — biologinés
plévelés storis. Duomenys pateikti kaip vidurkiai + standartiné paklaida is trijy
nepriklausomy eksperimenty (n=18, biologinés plévelés SiurkStumas; n=15,
biologinés plévelés storis). Duomenys, pazyméti zvaigzdute (*), statistiskai
reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).
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4.4. Galo rugsties esteriy poveikis, slopinantis S. mutans biologinés plévelés
acidogeniskuma

Tyrimo metu buvo jvertintas GR esteriy — metilo galato (C1-MG), etilo
galato (C2-EG), oktilo galato (C8-OG) ir laurilo galato (C12-LG) poveikis
S. mutans biologinés plévelés acidogeniSkumui. Tyrimas parodé, kad
S. mutans THB terpéje su 1 proc. sacharozés aktyviai vykdé fermentacija,
todeél i$siskyré organinés rugstys, kurios sumazino terpés pH reikSme nuo 4,28
iki 4,12 (9-12 lentelés). Taciau j THB terpe su 1 proc. sacharozés jdéjus C1-
MG, C2-EG ir C12-LG, terpés rugstéjimas buvo slopinamas apytiksliai
1,8 karto, o jdéjus C8-OG — apytiksliai 1,7 karto, palyginti su kontroline
nepaveikty bakterijy grupe.

Gauti duomenys parodé, kad C1-MG slopina S. mutans biologinés plévelés
acidogeniSkumag ir §is poveikis priklauso nuo dozés (9 lentel¢). C1-MG
koncentracija nuo 700 pg/ml iki 1000 pg/ml slopino mitybinés terpés, kurioje
buvo kultivuojama S. mutans bakterijy kultiira, pH rodiklio mazéjimg 96—
97 proc. Taigi, C1-MG beveik visiskai uzslopino S.mutans biologinés
plévelés acidogeniskuma.

9 lentelé. Mitybinés terpés su 1 proc. sacharozés ir skirtingomis metilo galato
(C1-MG) koncentracijomis, pH vertés po S. mutans 24 val. inkubacijos.
Duomenys (n=3, THB; n=9, kontrolé¢ ir C1-MG) yra trijy nepriklausomy
eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti
zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy
grupés (p<0,05).

Tiriamoji grupé pH
THB 7,47 £0,02*
Kontrolé (THB ir S. mutans) 428 +£0,02
C1-MG (550 pg/ml) 6,14 £0,17*
C1-MG (700 pg/ml) 7,17 £0,03*
C1-MG (850 pg/ml) 7,27 £0,01*
C1-MG (1000 pg/ml) 7,28 +£0,02*

Tiriant C2-EG poveikj S. mutans biologinés plévelés acidogeniskumui,
buvo nustatyta, kad §is GR esteris taip pat statistiSkai reikSmingai uzkirto kelig
pH rodiklio mazéjimui, prieSingai nei nepaveiktos bakterijos, kurios buvo
kultivuojamos THB su 1 proc. sacharoze be C2-EG (p<0,05). Sis apsauginis
C2-EG poveikis priklaus¢ nuo koncentracijos (10 lentelé). C2-EG
koncentracija nuo 670 pg/ml iki 700 pg/ml slopino mitybinés terpés pH
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rodiklio maz¢jima 95-96 proc. C2-EG panasiai kaip ir C1-MG beveik visiskai
slopino S. mutans biologinés plévelés acidogeniskuma, taciau Sis poveikis
pasireiské esant mazesnei C2-EG koncentracijai, palyginti su C1-MG.

10 lentelé. Mitybinés terpés su 1 proc. sacharozés ir skirtingomis etilo galato
(C2-EG) koncentracijomis, pH vertés po S.mutans 24 val. inkubacijos.
Duomenys (n=3, THB; n=9, kontrolé ir C2-EG) yra trijy nepriklausomy
eksperimenty vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti
zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy
grupés (p<0,05).

Tiriamoji grupé pH
THB 7,35 +£0,01*
Kontrolé (THB ir S. mutans) 4,12 +0,01

C2-EG (550 pg/ml) 6,10+0,17*
C2-EG (580 pg/ml) 6,54 £0,09*
C2-EG (610 pg/ml) 6,77 £ 0,04*
C2-EG (640 pg/ml) 6,89 +0,02*
C2-EG (670 pg/ml) 6,97 £0,01*
C2-EG (700 pg/ml) 7,02 +£0,01*

Taciau tiriant C8-OG ir C12-LG poveikj S. mutans biologinés plévelés
acidogeniSkumui buvo jvertintas ir tirpiklio dimetilo sulfoksido (DMSO)
poveikis. 18 11 ir 12 lentelése pateikty duomeny matyti, kad 0,57 proc. ir
0,67 proc. DMSO tirpalas neturéjo jtakos S.mutans biologinés plévelés
acidogeniskumui.

Sprendziant i§ 11 lenteléje pateikty duomeny C8-OG statistiSkai
reikSmingai uzslopino S.mutans biologinés plévelés acidogeniskuma ir
uzkirto kelia THB terpés pH rodiklio mazéjimui, palyginti su kontroline
nepaveikty bakterijy grupe (p<0,05). Taip pat i§ pateikty duomeny matyti, kad
C8-OG poveikis priklauso nuo dozés. Svarbu pazyméti, kad C8-OG
koncentracija nuo 27,9 pg/ml iki 28,3 png/ml uzkirto kelig pH sumazéjimui
98-99 proc. Vadinasi, C8-OG wvisiskai uzslopino S.mutans biologinés
plévelés acidogeniskuma. Sis tyrimas parod¢, kad toks pat panasus biologinés
plévelés acidogeniskuma slopinantis poveikis buvo pasiektas naudojant ir
kitus GR esterius, ta¢iau nustatytos C8-OG koncentracijos buvo daug
mazesnes nei C1-MG ar C2-EG atveju.
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11 lentelé. Mitybinés terpés su 1 proc. sacharozés ir dimetilo sulfoksidu
(DMSO) arba skirtingomis oktilo galato (C8-OG) koncentracijomis, pH vertés
po S. mutans 24 val. inkubacijos. Duomenys (n=3, THB; n=9, kontrol¢,
DMSO ir C8-OG) yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai +
standartiné paklaida. Duomenys, pazymeéti Zzvaigzdute (*), reikSmingai
skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).

Tiriamoji grupé pH

THB 7,37 £0,02*

Kontrolé (THB ir S. mutans) 4,23 +£0,01
DMSO (0,57 proc.) 4,22 £0,01
C8-0G (27,5 pg/ml) 6,27 +0,38*
C8-0G (27,7 pg/ml) 6,83 +0,23*
C8-0G (27,9 pg/ml) 7,19 +0,04*
C8-0G (28,1 pug/ml) 7,23 +0,03*
C8-0G (28,3 pg/ml) 7,28 +0,03*

12 lentelé. Mitybinés terpés su 1 proc. sacharozés ir dimetilo sulfoksidu
(DMSO) arba skirtingomis laurilo galato (C12-LG) koncentracijomis, pH
vertés po S. mutans 24 val. inkubacijos. Duomenys (n=3, THB; n=9, kontrolé,
DMSO ir C12-LG) yra trijy nepriklausomy eksperimenty vidurkiai =+
standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti zvaigzdute (*), reikSmingai
skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy grupés (p<0,05).

Tiriamoji grupé pH
THB 7,36 £0,03*
Kontrolé (THB ir S. mutans) 4,16 £0,01
DMSO (0,67 proc.) 4,18 £0,03
C12-LG (29,5 pg/ml) 4,55 +0,04%
C12-LG (30,5 pg/ml) 4,75 +0,11*
C12-LG (31,5 pg/ml) 5,94 +£0,35*
C12-LG (32,5 pg/ml) 6,32 £0,3*
C12-LG (33,5 pg/ml) 7,23 +£0,03*

Kaip matyti i§ 12 lenteléje pateikty duomeny, C12-LG nuo 29,5 pg/ml iki
33,5 pg/ml koncentracijy poveikis slopinant S. mutans biologinés plévelés
acidogeniSskuma taip pat priklausé nuo koncentracijos. Be to, reikia pazyméti,
kad visos C12-LG koncentracijos labai sumazino paveikty S. mutans bakterijy
biologinés plévelés acidogeniSskuma, palyginti su kontroline nepaveikty
bakterijy grupe (p<0,05). Stipriausias C12-LG poveikis pasireiské esant
33,5 ug/ml koncentracijai ir slopino pH reik§més mazéjima 98 proc. Taigi,
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C12-LG visiskai uzslopino organiniy rigsciy gamyba S. mutans biologinéje
pléveléje. Nustatytas poveikis panasus j C1-MG, C2-EG ir C8-0G, taciau
C12-LG slopino S.mutans biologinés plévelés acidogeniskumg esant
mazesnéms koncentracijoms.

4.5. Galo ragsties esteriy poveikio S. mutans genams, atsakingiems uz
biologinés plévelés susidaryma ir acidogeniSkuma, raiskos analizé

Geny, atsakingy uz S. mutans biologinés plévelés susidarymg ir jos
ekstralgstelinés polimerinés matricos (EMP) gamyba bei acidogeniskuma
esant GR esteriy — etilo galato (C2-EG), oktilo galato (C8-OG) ir laurilo galato
(C12-LG) poveikiui, kiekybiné raiska buvo jvertinta taikant kickybinés tikrojo
laiko atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininés reakcijos (AT-PGR)
metoda.

Siekiant istirti C2-EG poveikj S. mutans biologingje pléveléje esanciy
lasteliy SeSiy geny: gbpB, gtfB, gtfC, gtfD, atpD ir atpF, santykinj raiskos
pokytj buvo naudotos dvi koncentracijos —1560 pg/ml ir 390 pug/ml, kurios
lygintos su kontroline nepaveikty bakterijy grupe.

Is 29 paveikslo matyti, kad biologingje pléveléje esancios lastelés,
veikiamos C2-EG 390 ug/ml koncentracijos, kuri lygi 25 proc. minimalios
slopinamosios koncentracijos (MSK) vertés, turéjo statistiSkai reikSmingg
geny raiSkos pokytj tam tikruose genuose: gtfC geno raiSka padidéjo
98,6 karto, gtfB — 47,5 karto ir gbpB — 13,8 karto (p<0,05). Kalbant apie kitus
tirtus genus (gtfD, atpD ir atpF), C2-EG poveikis nesukélé biologinéje
plévelgje esanciy lasteliy geny statistiSkai reikSmingo raiskos pokycio,
palyginti su kontroline nepaveikty bakterijy grupe.

Nustatant C8-OG poveikj S. mutans biologingje pléveléje esanciy lasteliy
penkiy geny gbpB, gtfB, gtfC, gtfD ir atpD santykiniam raiskos poky¢iui, buvo
naudotos trys koncentracijos — 97 pg/ml, 48,5 pg/ml ir 24,25 pg/ml, Kurios
lygintos su kontroline nepaveikty bakterijy grupe. Kadangi méginiuose su C8-
OG koncentracija, kuri lygi 100 proc. ir 50 proc. MSK reik§més, nebuvo
S. mutans augimo arba jis buvo nereik§mingas, geny raiSkos analizei buvo
naudojamas tik méginys su C8-OG koncentracija, kuri lygi 25 proc. MSK
reikSmeés. IS 30 paveikslo matyti, kad biologinéje pléveléje esancios lgstelés,
paveiktos C8-OG 24,25 pg/ml koncentracija, kuri lygi 25 proc. MSK vertés,
turéjo statistiskai reikSmingg keturiy i§ penkiy tirty geny raiskos sumazéjima
(p<0,05). Pavyzdziui, buvo nustatytas didelis raiskos pokytis genuose gbpB
(98,6 karto), gtfC (47,5 karto), gtfD (13,8 karto), taip pat pastebétas atpD geno
raiskos sumazéjimas ir nereikSmingas gtfB geno raiskos sumazéjimas.
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Siekiant jvertinti C12-LG poveikj S.mutans biologinéje pléveléje
esan¢ioms lasteléms, pastarosios buvo veikiamos trimis C12-LG
koncentracijomis — 97,6 ug/ml, 48,8 ug/ml ir 24,4 pug/ml, kurios lygintos su
kontroline nepaveikty bakterijy grupe. Kadangi méginiuose su C12-LG
koncentracija, kuri lygi 100 proc. ir 50 proc. MSK reik§més, nebuvo
S. mutans augimo arba jis buvo nereik§mingas, geny raiSkos analizei buvo
naudojamas tik méginys su C12-LG koncentracija, kuri lygi 25 proc. MSK
reik§més. Tyrimo metu nustatytas geny raiskos pokytis kartais grafiskai
vaizduojamas 31 paveiksle, kuriame matyti, kad biologinéje pléveléje
esancios lastelés paveiktos C12-LG 24,4 pg/ml koncentracija, kuri lygi
25 proc. MSK vertés, sukélé didelj tik vieno gtfD geno raiSkos pokytj, kuris
yra statistiSkai reik§mingas (48 proc.), bei nedidelius nereikSmingus keturiy
geny (gbpB, gtfB, gtfC ir atpD) poky¢ius.

120 *
100

B2

E

E 80

2 *

£ 60

e’

(=]

by 40

w

S *

=]

<

o~

S T I A

v ' P B

20 gbpB 2B gfC gD atpD atpF

Genai

m Kontrolé (nepaveiktos bakterijos)
Esant C2-EG 1560 pg/ml koncentracijai, kuri lygi su MSK reik$mei
Esant C2-EG 390 pg/ml koncentracijai, kuri lygi 25 proc. MSK reik3més

29 pav. S. mutans bakterijy kultiiros biologinéje pléveléje esanciy lasteliy
SeSiy geny, atsakingy uz biologinés plévelés susidarymga ir acidogeniskuma,
raiSkos pokytis esant skirtingoms etilo galato (C2-EG) koncentracijoms.
Duomenys (n=6) yra trijy nepriklausomy eksperimenty, kurie atlikti su dviem
pakartojimais vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti
zvaigzdute (*), reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty bakterijy
grupés (p<0,05).
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B Kontrolé (nepaveiktos bakterijos)
Esant 24,25 pg/ml koncentracijai, kuri lygi 25 proc. MSK reikSmés

30 pav. S. mutans kultiiros biologingje pléveléje esanciy lasteliy penkiy geny,
atsakingy uz biologinés plévelés susidarymg ir acidogeniSkuma, raiskos
pokytis esant oktilo galato (C8-OG) 24,25 ug/ml koncentracijai. Duomenys
(n=6) yra trijy nepriklausomy eksperimenty, kurie atlikti su dviem
pakartojimais, vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti
zvaigzdute (*), statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty
bakterijy grupés (p<0,05).
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B Kontrolé (nepaveiktos bakterijos)
m  Esant 24,4 ng/ml koncentracijai, kuri lygi 25 proc. MSK reik§mes

31 pav. S. mutans bakterijy kultiiros biologinéje plévelgje esanciy penkiy
geny, atsakingy uz biologinés plévelés susidaryma ir acidogeniskuma, raiskos
pokytis esant laurilo galato (C12-LG) 24,4 png/ml koncentracijai. Duomenys
(n=6) yra trijy nepriklausomy eksperimenty, kurie atlikti su dviem
pakartojimais, vidurkiai + standartiné paklaida. Duomenys, pazyméti
zvaigzdute (*), statistiSkai reikSmingai skiriasi nuo kontrolinés nepaveikty
bakterijy grupés (p<0,05).
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5. REZULTATU APTARIMAS

Atliekant eksperimentinj tyrimg su sicilinio zagrenio (Rhus coriaria)
vaisiy ekstraktu buvo nustatyta, kad S$is ekstraktas slopina S. mutans
biologinés plévelés susidarymg. Detalesnis R. coriaria vaisiy ekstrakto
frakcijy tyrimas parodé¢, kad didZiausiu poveikiu pasizyméjo frakcija, kurioje
véliau buvo nustatytas metilo galatas (C1-MG) (Kacergius ir kt. 2017).
Panasius rezultatus gavo mokslininky grupé, kuri efektyviosios didelio slégio
skyséiy chromatografijos (angl. High-performance liquid chromatography,
HPLC) metodu Rhus javanica galy ekstrakte aptiko galotaninus, GR ir C1-
MG (Kimirkt. 2016). Remiantis atlikty tyrimy rezultatais Siame
disertaciniame darbe siekta istirti ne tik C1-MG, bet ir kity GR esteriy — etilo
galato (C2-EG), oktilo galato (C8-OG) bei laurilo galato (C12-LG) poveikj
S. mutans biologinés plévelés susidarymui in vitro saglygomis.

Tyrimo duomenimis, GR esteriy antimikrobinis poveikis S. mutans
gyvybingumui néra vienodas. C1-MG ir C2-EG MSK atitinkamai buvo
780 pg/ml ir 1560 pg/ml, 0 C8-OG ir C12-LG atveju — atitinkamai 97 pg/ml
ir 97,6 ng/ml. Viena tyréjy grupé, nagrinéjusi GR ir C1-MG poveikj burnos
kariesogeninéms ir periodonto ligas sukelian¢ioms bakterijoms, nustaté, kad
S. mutans augimg ir dauginimgsi veikia didesné MSK — nuo 2 mg/ml iki
4mg/ml (Kang ir kt. 2008). Literatiroje triksta duomeny apie
eksperimentiniuose tyrimuose naudoty kity GR alkilo esteriy antibakterinj
poveikj S. mutans gyvybingumui arba tie duomenys yra fragmentiski. Tyrimas
parodé, kad trumpos alkilo grandinés GR esteriai — C1-MG ir C2-EG
pasizymeéjo silpnesniu poveikiu, palyginti su ilgos alkilo grandinés (C8-OG ir
C12-LG) esteriais. Taigi, paaiskéjo, kad trumpos ir ilgos alkilo grandiniy GR
esteriy antimikrobinis slopinamasis poveikis skiriasi santykiu 1 : 16. PanaSius
rezultatus gavo mokslininky grupé, kuri nustaté, kad ilgg alkilo granding
turintis C8-OG stipriau veiké Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ir
Pseudomonas fluorescens padermes, palyginti su trumpesne alkilo granding
turin¢iu propilo galatu (C3-PG) (Gutierrez-Larrainzar ir kt. 2013).

S. mutans turi keleta virulentiSkumo veiksniy, kurie leidzia sékmingai
kolonizuoti zmogaus burnoje esancius pavirSius. Literatiros duomenimis,
virulentiSkuma lemia adheziniy baltymy gamyba ir gebéjimas formuoti
biologing plévelg bei acidogeniSskumas ir tolerancija ragstims (Kidd ir kt.
2019). S.mutans adhezija glaudziai susijusi su biologinés plévelés
susidarymu, nes S. mutans, padedamas gliukoziltransferaziy gamina gliukana,
kuris sukelia bakterijy adhezijg prie pavirSiaus, kartu ir agregacija tarpusavyje,
kas inicijuoja biologinés plévelés vystymasi (Jeong ir kt. 2013).
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Disertaciniame darbe pristatomi eksperimentiniais tyrimais analizuoto GR
esteriy slopinamojo poveikio S. mutans biologinés plévelés biomasés tankiui
ir profiliui ant skirtingos kilmés standziy pavirSiy — polistireno ir stiklo
rezultatai. Nustatytas nuo koncentracijos priklausantis slopinamasis poveikis
tick biomasés tankiui, tieck biologinés plévelés profiliui, t.y. storiui ir
SiurkStumui. Tyrimo duomenimis, metilo galato (C1-MG) slopinamasis
poveikis stipriausiai pasirei$ké esant 700 pug/ml, 850 ug/ml ir 1000 pg/ml
koncentracijoms. PanaSius rezultatus gavo ir kiti tyréjai (Kang ir kt. 2008),
kurie atliko stiklinés vielos testa su C1-MG ir nustaté, kad Sios medziagos
1000 pg/ml koncentracija labai sumazino S. mutans Ingbritt padermés, kuri
buvo kultivuota 24 val. mitybingje terpéje su 5 proc. sacharozes, biologinés
plévelés biomaseés tankj, palyginti su nepaveiktomis bakterijomis. Nustatyta,
kad C2-EG koncentracijos slopinamojo poveikio intervalas pana$us kaip ir
C1-MG —nuo 550 pg/ml iki 700 pg/ml. Literaturoje nepavyko rasti duomeny
apie C2-EG poveikj S. mutans biologinés plévelés susidarymui, i§skyrus
R. O. Bakr ir jo kolegy (2016) atlikta tyrimg su Staphylococcus aureus
biologinémis plévelémis. Si mokslininky grupé i§ paprastosios vandens lelijos
(Nymphaea alba) sakniastiebiy i$skyré C2-EG ir nustaté, kad §is GR esteris
sumazino S. aureus biologinémis plévelés formavimasi in vitro salygomis. Sis
tyrimas atskleidé, kad C8-OG daug maZesnés 28,1 pg/ml ir 28,3 ug/ml
koncentracijos statistiSkai reikSmingai ir visiS§kai (100 proc.) uzslopino
S. mutans biologinés plévelés vystymasi ant polistireno pavirsiy, palyginti su
nepaveiktomis bakterijomis. Sis atradimas gali bati pagrjstai siejamas su
ilgesne alkilo grandine C8-OG cheminéje struktiiroje, kuri lemia Sios
medziagos stipresnj antibakterinj ir bioplévelés raida slopinantj poveikj.
Gautus rezultatus patvirtina ir kity mokslininky atlikti tyrimai, Kkuriais
nustatytas panasus C8-OG slopinamas poveikis Bacillus subtilis augimui ir
dauginimuisi (Kubo ir kt. 2004) bei Staphylococcus aureus biologinés
plévelés susidarymui (Oh ir kt. 2018). Kalbant apie C12-LG, Sis GR esteris
taip pat kaip ir C8-OG pasizyméjo stipresniu poveikiu. C12-LG 33,5 pg/ml
koncentracija statistiSkai reikSmingai visiskai (100 proc.) uzslopino
biologinés plévelés gamyba, palyginti su kontroline nepaveikty bakterijy
grupe. Rezultatai aiSkiai rodo, kad S. mutans biologinés plévelés susidaryma
slopinantis poveikis priklauso nuo alkilo grandinés ilgio GR esteriuose. Sias
iSvadas pagrindzia C12-LG slopinamgjj poveikj aprase S.Zhang‘as su
kolegomis (2015), kurie dirbo su Streptococcus pneumoniae biologinémis
plévelémis. Be to, biologing plévele slopinanéios C8-OG ir C12-LG
koncentracijos, kaip ir trumpesng alkilo grading turin¢iy GR esteriy (C2-MG,
C2-EG) atveju buvo mazesnés uz nustatytga MSK ir pateko j labai siaury riby
intervala. Tai rodo, kad §is C8-OG slopinamasis aktyvumas nesusijes su
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baktericidiniu poveikiu. Tirty GR esteriy S.mutans biologing plévele
slopinantj poveikj patvirtina ir optinés profilometrijos duomenys.

Dar vienas labai svarbus S.mutans virulentiskumo veiksnys yra
acidogeniSkumas (Bedonya-Correa ir kt. 2019), nes butent ilgg laika
trunkantis ragsciy poveikis lemia danty éduonies iSsivystyma (Friuli ir Kkt.
2020). Siame disertaciniame tyrime buvo iskeltas uzdavinys istirti, kokj
poveikj GR esteriai daro mitybinés terpés, kurioje kultivuojamos S. mutans
biologinés plévelés, rigstingumui. Gauti duomenys parodé, kad GR alkilo
esteriy koncentracijos, kurios slopina S. mutans biologinés plévelés
susidaryma, taip pat slopina ir terpés, kurioje kultivuojama bakterijy kulttra,
pH rodiklio mazéjima. Tyrimo duomenimis, C1-MG 700-1000 pg/ml, C2-EG
700 pg/ml, C8-OG 27,9-28,3 pg/ml ir C12-LG 33,5 pg/ml koncentracijos
beveik visiskai uzslopino terpés pH rodiklio mazéjima, palyginti su kontroline
nepaveikty bakterijy grupe, S§is nustatytas skirtumas yra statistiSkai
reikSmingas (p<0,05). Tai netiesiogiai atspindi biologinés plévelés
acidogeniskumo maz¢jima.

Be to, tyrimas parodé, kad GR alkilo esteriy tirpinimui naudotas 0,56 proc.
ir 0,57 proc. dimetilo sulfoksido (DMSO) tirpalas neslopino S. mutans
biologinés plévelés susidarymo ir nesukélé mitybinés terpés, Kurioje
kultivuojama bakterijy kulttra, pH rodiklio poky¢iy.

Siame disertaciniame darbe pristatoma ir geny, kurie koduoja S. mutans
virulentiSkumo veiksnius, raiskos analizé, esant GR esteriy — C2-EG, C8-0G
ir C12-LG poveikiui. Literatiros duomenimis, séslios biologingje pléveléje
esancios S. mutans lgstelés, palyginti su planktoninémis, pasizymi didesne
tolerancija rugstims, efektyviau panaudoja sacharoze (kas lemia stipresne
adhezijg) bei skiriasi geny raiSka (Liu ir kt. 2013, Silva ir kt. 2014). Tyrimo
metu veikiant biologinéje pléveléje esandias lgsteles C2-EG, nustatyta gana
didelé geny gtfC, gtfB ir gbpB raiska, kuri gali buti siejama su $io GR esterio
sukeltu stresu. Sieckdamos sumazinti stresa, bakterijos reaguoja padidindamos
geny koduojanciy fermenty, kurie gamina vandenyje netirpius gliukanus,
raiska. Sie fermentai butini siekiant sukurti ektralgsteling polimering
medziagg (EPM), kuri padidina bakteriniy lasteliy adhezijg prie pavirsiy ir
tarpusavyje. Kartu turéty padideti gtfD, atpD ir atpF geny raiska. Taciau gauti
rezultatai Sio padidéjimo nerodo. Tai gali bati aiskinama biologinés plévelés
gamybai reikalingos pusiausvyros sutrikdymu. Kita galima priezastis ta, kad
buvo sutrikdyta valdymo baltymy, kvorumo jutimo komponenty geny, tokiy
kaip VicK, ir jy produkty, raiska. M. D. Senadheera ir kt. (2005) pastebéjo,
kad valdymo geny VicRKX raiskos padidéjimas turéjo jtakos gbpB, gtfB ir gtfC
geny raiskos padidéjimui. Siy tyréjy gauti rezultatai sutampa ir su vienos
mokslininky grupés (Decker ir kt. 2014) gautais duomenimis, kad gtfC ir gtfB
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geny raiSka padidéjo kultivuojant S. mutans bakterijy kultlirg terpéje su
ksilitoliu. Disertacinio darbo metu buvo nustatytas didesnis raiSkos
koeficientas nei veikiant ksilitoliui. Geny raiskos rezultatai ne visai sutampa
su kolorimetrijos, profilometrijos ir pH matavimy duomenimis. Gauty
rezultaty neatitiktis gali bati paaiskinima tuo, kad C2-EG sukeltas S. mutans
biologinés plévelés susidarymo ant polistireno ir stiklo pavirSiy ir
acidogeniskumo slopinimas galbiit atsiranda baltymy lygmenyje ir neturi
jtakos geny raiSkai. Todél norint issiaiskinti tiesioginj C2-EG poveikj
biologing plévelg gaminanciy S. mutans lasteliy geny raiskai, ateityje butina
atlikti papildomus tyrimus, kad buty galima isanalizuoti daugiau geny, kurie
yra atsakingi uz biologinés plévelés vystymasi.

Eksperimentinis tyrimas taip pat parod¢, kad C8-OG poveikis biologinéje
pléveléje esancioms lasteléms skyrési nuo C2-MG poveikio. Rezultatai
sutampa su kolorimetrijos, profilometrijos ir pH matavimy duomenimis. Toks
rezultatas gali buti paaiskinamas tuo, kad C8-OG slopina biologiniy pléveliy
susidaryma ant polistireno ir stiklo pavirsiy bei acidogeniskuma penkiy geny
raiskos lygmenyje. C8-OG poveikis valdymo genams, kurie reikalingi
biologinés plévelés gamybos koordinacijai, gali paaiskinti §ios medziagos
poveikij gliukano sintezei ir matricos stabilumui, biologinés plévelés gamybai.
Gauti rezultatai taip pat rodo, kad sutrikus visy trijy gliukoziltransferaziy
veiklai, buvo slopinamas nuo sacharozés priklausomas S. mutans biologinés
plévelés susidarymas. Todél galima daryti prielaida, kad C8-OG prasiskverbé
i biologinés plévelés EPM, pasieké biologinés plévelés gamyboje
dalyvaujanéias lasteles ir sukélé stipry poveikj. Siame kontekste toks geny
raiSkos pokytis gali paaiSkinti, kodél C2-EG neslopino gliukano sinteze
koduojanéiy geny. Nors tyrimas su C8-OG parodé, kad $i medziaga sukélé
penkiy geny pokytj, idomu tai, kad C12-LG poveikis geny raiskai apsiribojo
tik gtfD genu. Taip pat svarbu pazyméti, kad gtfD genas koduoja GtfD, kuri
gamina tirpius gliukano polimerus, kuriuos kaip pradmenis panaudoja GtfB.
Tokj patj rezultatg gavo Y. Deng‘as ir kt. (2021). Ateityje bus atlikta daugiau
tyrimy, siekiant iStirti C12-LG  poveiki papildomiems genams,
dalyvaujantiems biologinés plévelés gamyboje, taip pat jy gaminamy baltymy
Kiekiui.

Per pastaruosius keturis deSimtmecius buvo iStirta daugybé augaly
ekstrakty, kurie pasizyméjo S. mutans biologing plévele slopinanciu poveikiu
(Yanagida ir kt. 2000, Nosarati ir kt. 2018, Banavar ir kt. 2017, Yabuta ir kt.
2018, Lee ir kt. 2019). Kai kurie autoriai tiria virulentiSkumo geny raiskos
pokycius, taiau Sie duomenys yra gana fragmentiski. Disertacinio darbo
rezultatai dar kartg patvirtina S. mutans formuojamy biologiniy pléveliy
tyrimy svarbg. S. mutans biologine plévelé yra sudétinga ir koordinuotai
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valdoma struktiira. Biologinés plévelés EPM nuolatos pertvarkoma, jos
mikroaplinkai biidingi dinamiski pokyciai, todél tolesni ateities tyrimai turéty
buti sutelkti j EPM gamybos, struktirinio organizavimo ir persitvarkymo
valdyma geny lygmenyje, nes suteikty naujy ziniy, kurias biity galima
panaudoti kuriant naujas danty éduonies prevencijos priemones.

Apibendrinant galima teigti, kad GR esteriai ne tik slopina S. mutans
biologinés plévelés susidaryma, bet ir uzkerta kelig terpés pH ragstingumo
didéjimui. Taip pat nustatyta, kad ilgg alkilo granding turintys GR esteriai
pasizymi stipresniu poveikiu negu tie, kuriy grandiné yra trumpa. Ilga alkilo
granding turintis C8-OG maisto pramonéje yra naudojamas kaip
antioksidantas (Gutierrez-Larrainzar ir kt. 2013). Atsizvelgiant j tyrimo metu
gautus duomenis ir ES teisés aktus, kur nurodyta C8-OG leidZiama
koncentracija yra 200 mg/kg pagal maisto produkto riebaly ar aliejaus kiekj,
atitinkantj 200 pg/ml, (Hurtado ir kt. 2008, Valle ir kt. 2018, 2008 m. gruodzio
16 d. ES parlamento ir tarybos reglamentas (EB) Nr. 1333/2008 dél maisto
priedy), $is junginys turi potencialg veiksmingai slopinti S. mutans biologine
plévelg, kartu jis nekenkia zmogaus organizmui. Danty éduonis yra labai
pasaulyje paplitusi jvairaus amziaus zmoniy liga (FDI, World Dental
Federation 2015), todél poreikis ieskoti efektyviy ligos prevencijos priemoniy
iSlieka didelis. Be to, medicinoje vis dazniau keliama biologinés terapijos
id¢ja, todél mokslininkai aktyviai iesko ir tiria biologiskai aktyvius junginius,
kurie uzkirsty kelig ligos vystymuisi nedarydami Zalos burnos
mikroorganizmy bendrijai (Jeon ir kt. 2011, Chen ir kt. 2021). Sio disertacinio
darbo rezultatai rodo, kad GR esteriai — C1-MG, C2-EG, C8-0G ir C12-LG,
galéty biti naudingi praktiniu pozitiriu, t. y. naudojami gaminant danty pasta,
burnos skalavimo skyséius ir odontologijos gaminiy priemones $iy gaminiy
antikariesogeninéms savybéms pagerinti.
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6. ISVADOS

. Oktilo ir laurilo galatai, turintys ilgg alkilo granding, efektyviau slopina
S. mutans gyvybingumg dél mazZesniy minimaliy slopinamyjy
koncentracijy, palyginti su metilo ir etilo galatais, kuriy alkilo grandiné
yra trumpa.

. Ilgos alkilo grandinés oktilo ir laurilo galatai veiksmingiau slopina
S. mutans biologinés plévelés susidarymg ant standziy pavirSiy
(polistireno, stiklo) mazesnémis koncentracijomis, palyginti su trumpos
alkilo grandinés metilo ir etilo galatais. Sio poveikio stiprumas
pasireiSkia priklausomu nuo koncentracijos btidu, naudojant mazesnes
uz minimalias slopinamasias galo riigSties esteriy koncentracijas.

. Metilo, etilo, oktilo ir laurilo galatai labai sumazina riig§¢iy susidaryma
(acidogeniskuma) S. mutans biologinéje pléveléje. Sis poveikis stipréja
did¢jant galo riigSties esteriy koncentracijai ir ilgéjant strukttirinei
alkilo grandinei.

. Oktilo galatas slopina visy S. mutans biologinés plévelés formavimasi
lemianciy geny (gbpB, gtfB, gtfC, gtfD) raiska, taciau etilo ir laurilo
galatai tokiu poveikiu nepasizymi.

. Oktilo galatas slopina S. mutans biologinés plévelés acidogeniskuma
lemianc¢io atpD geno raiska, bet etilo ir laurilo galatai tokio efekto
nesukelia, jskaitant etilo galato poveikj atpF geno raiskai.
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SANTRAUKA

SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

., The scientific man does not aim at an immediate result. He does not expect
that his advanced ideas will be readily taken up. His work is like that of the
planter — for the future. His duty is to lay the foundation for those who are to
come, and point the way. *

Nikola Tesla
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ABBREVIATIONS

ATCC American Type Culture Collection

atpD The gene encoding the B subunit of the F1Fo-ATPase F1
protein complex

atpF The gene encoding the b subunit of the F1Fo-ATPase Fo
protein complex

CDC Centers for Disease Control and Prevention

CFU Colony forming units

CHX Chlorhexidine

C1-MG Methyl gallate
C2-EG Ethyl gallate
C8-0G Octyl gallate
Cl2-LG Lauryl gallate
dH0 Distilled water
ddH.0O Deionized water
DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EPS Extracellular polimeric substance

ERY Erythromycin

Ftf Fructosyltransferase

GA Gallic acid

GbpB Glucan-binding protein B

gbpB The gene encoding glucan-binding protein B
Gtf Glucosyltransferase

GtfB Glucosyltransferase B

gtfB The gene encoding glucosyltransferase B
GtfC Glucosyltransferase C

gtfC The gene encoding glucosyltransferase C
GtfD Glucosyltransferase D

gtfD The gene encoding glucosyltransferase D
pum Micrometer

MIC Minimum inhibitory concentration

oD Optical density

p Level of statistical significance

pH Hydrogen ion concentration indicator

gRT-PCR Quantitative real-time reverse transcription polymerase
chain reaction
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RNA Ribonucleic acid
S. mutans  Streptococcus mutans

THB Todd Hewitt broth
USA United States of America
WHO World Health Organization
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1. INTRODUCTION
1.1. Importance of the Work

A Dbiofilm is a collection of microorganisms, in which the cells of
microorganisms are surrounded by their own extracellular polymeric
substance (EPS), which helps them not only to connect with each other, but
also to connect to a rigid surface (Vert et al. 2012). It is known that EPS
provides protection from adverse environmental conditions to the cells of
microorganisms in the biological film and enables them to communicate with
each other with the help of chemical signals. As a result, biofilm-forming
microorganisms acquire resistance and cause chronic and difficult-to-treat
diseases (Dwivedi et al. 2015, Sharma et al. 2019, Yu et al. 2017, Yumoto et
al. 2019).

Streptococcus mutans is a commensal species of bacteria found in human
oral biofilms that continuously form on the surface of the teeth, gums and
tongue (Bedoya-Correa et al. 2019, Hong et al. 2016). Normally, relatively
low levels of S. mutans bacteria are found in the mouths of healthy individuals
(Gross et al. 2012). However, various changes in the human body and the local
environment, which occur, for example, by consuming a lot of refined sugar
and other carbohydrates, can lead to the invasion of this bacterium in the
biofilm of the teeth and then its homeostasis is disturbed, because sugar and
other carbohydrates in food are fermented by S. mutans very quickly to
organic acids that accumulate on the tooth surface and cause demineralization
of the hard tissues (enamel, dentin, cementum), thus tooth decay develops
(Chen et al. 2021, Kiid et al. 2019). Mutant streptococcus is often identified
as the causative agent of primary and recurrent dental caries, so the problem
of inhibition of cariogenic films is relevant throughout a person's life (FDI,
World Dental Federation 2015, Nima et al. 2021). Unfortunately, despite the
abundant supply of preventive measures, dental caries still remains one of the
most common diseases in the world (Bowen et al. 2018, Peres et al. 2019).
This is because, of all the microorganisms found in the mouth, S. mutans is
the best adapted to survive in the mouth and colonize its surfaces.

One of the main determinants of S. mutans cariogenicity is the ability of
this bacterium to form a biofilm (Matsumoto-Nakano 2018). Structurally, the
EPS of S. mutans biofilm is composed of glucan polymers, the production of
which is carried out by three isoforms of the enzyme glucosyltransferase (Gtf)
— GtfB, GtfC and GtfD encoded by the gtfB, gtfC and gtfD genes, respectively
(Jeong et al. 2013). GtfB and GtfC are involved in the production of insoluble
glucans, which make up the majority of the EPS, while GtfD is only involved
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in the production of soluble glucans (Kidd et al. 2019). It is believed that
glucans increase the porosity of the biofilm, allowing sugar and other
carbohydrates to penetrate into its deeper layers, and also trap acids and thus
contribute to the demineralization process of the hard dental tissues (Guo et
al. 2015). Glucans are not involved in the initial adhesion to the tooth surface,
they can connect only if the pellicle contains glucan-binding proteins (Mieher
et al. 2018). S. mutans produces four structurally distinct variants of Gbp,
GbpA, GbpB, GbpC and GbpD, produced by the gbpA, gbpB, gbpC, gbpD
genes, respectively (Lemos et al. 2019, Mieher et al. 2018, You 2019).

Another important virulence factor of S. mutans biofilm is the production
of acids (acidogenicity), which is directly related to the demineralization
process of dental tissue and the formation of carious cavities (Guo et al. 2015).
The acidogenicity of the cariogenic film is supported by F1FO-H/ATPase,
which works in an acidic environment — it transports hydrogen protons (H*)
from the inside of the bacterial cell to the outside (Lamont et al. 2013). F1Fo-
H/ATPase composed of a membrane-embedded Foprotein complex and a
peripheral F; protein complex, the major subunits b and B of which are
encoded by the atpF and atpD genes, respectively (Gong et al. 2009).

As the increasing resistance of S. mutans to the chemical substances
commonly used in clinical practice has recently been observed, and their
frequent use has a negative effect on the oral microbiome and often has side
effects, there is a search for antimicrobial substances that selectively inhibit
the formation of cariogenic films (Chen et al. 2021, Lee et al. 2019). Currently,
phytochemicals are receiving a lot of attention, i.e., biologically active
chemical compounds found in plants that, unlike synthetic antimicrobials,
usually do not cause side effects and help create healthy ecosystems (Abu-
Lafi et al. 2019, Chen et al. 2020, Masalha et al. 2018, Rossiter et al. 2017).
Plants and their fruits are rich in phytochemicals such as polyphenols —
gallic acid (GA) and its derivatives, which have many beneficial properties.
GA alkyl esters such as methyl, propyl, octyl, and lauryl gallates have been
widely used in food, pharmaceutical and cosmetic products as antioxidants for
many years (Kim et al. 2019). According to various authors, alkyl esters of
GA have antibacterial (Badhani et al. 2015, Valle et al. 2018), antiviral
(Hurtado et al. 2008), anticancer (Sales et al. 2018) and neuroprotective
(Nayeem et al. 2016) properties. However, there is a lack of data in the
literature on the use of GA alkyl esters with different structural chains to
inhibit S. mutans biofilm formation and acidogenicity.
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1.2. Aim of the Study

To investigate the effectiveness of gallic acid esters — methyl, ethyl, octyl
and lauryl gallates in inhibiting S. mutans biofilm formation and its
dependence on the length of the structural alkyl chain.

1.3. Objectives of the Study

1. To evaluate the effects of methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates on the
viability of S.mutans by determining their minimum inhibitory
concentrations.

2. To determine the efficacy of the impact of methyl, ethyl, octyl and
lauryl gallates on the quantitative formation of S. mutans biofilm on
rigid surfaces (polystyrene, glass) and the dependence on the length of
the structural alkyl chain.

3. To investigate the ability of methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates to
inhibit acid formation (acidogenicity) in S. mutans biofilm.

4. To determine the effects of ethyl, octyl and lauryl gallates on the
guantitative expression of genes (gbpB, gtfB, gtfC, gtfD) determing the
formation of S. mutans biofilm.

5. To evaluate the effects of ethyl, octyl and lauryl gallates on the
quantitative expression of genes determing the acidogenicity of
S. mutans biofilm:

5.1. ethyl gallate — atpD and atpF gene expressions;
5.2. octyl and lauryl gallates — atpD gene expressions.

1.4. Novelty of the Study

The increasing resistance of S. mutans to antimicrobial agents makes it
necessary to search for new dental caries prevention measures (Chen et al.
2021), which would help to selectively inhibit the formation of cariogenic
biofilms and, at the same time, have a favorable effect on the oral microbiome;
therefore, biologically active compounds found in plants — GA esters
(gallates) — were chosen for the study. Although methyl and ethyl gallates with
a short alkyl chain and octyl and lauryl gallates with a long chain are widely
studied and have been used in industry for a long time, there is no data in the
literature about the effect of these compounds on the formation of S. mutans
biofilm and acidogenicity.

The present work introduces the established inhibitory effect of GA esters
— methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates — on the formation of S. mutans
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biofilm on rigid surfaces (polystyrene, glass) in vitro, the strength of which
depends on the length of the structural alkyl chain. The efficacy of GA esters
with different alkyl chain lengths against cariogenic biofilm formation has
been investigated using colorimetry, profilometry methods and gene
expression analysis for the first time. In addition, this work presents the results
of the hitherto unexplored effects of GA esters on acidogenicity, which show
that alkyl gallates reduce the acidogenicity of S. mutans biofilm.

1.5. Practical Value of the Study

The data presented in the work extends the knowledge of the expression of
S. mutans virulence factors at the gene level, the important communication
mechanisms of these bacteria during the formation of a biofilm under the
influence of GA esters. The data presented can serve in further studies into
cariogenic biofilms.

The results obtained are significant not only from a scientific, but also from
practical point of view. Long alkyl gallic acid esters with lower active
concentrations can be used to treat streptococcal and other infections.
Furthermore, at low doses, they can be combined with antibiotics to produce
a synergistic antimicrobial effect, reducing antibiotic doses and thus
addressing the problem of bacterial resistance to antimicrobial agents in
medicine.

The applied value of the work is really high. Gallic acid esters could be
used to inhibit the formation of S. mutans biofilms in vivo in order to reduce
bacterial aggregation and adhesion to rigid surfaces as well as acidogenicity.
Research data can be used in the development of new pharmaceutical means
for the prevention of dental caries.

1.6. Defensive Statements

1. Gallic acid esters — methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates inhibit the
formation of S.mutans biofilm at concentrations lower than the
minimum that inhibit S. mutans bacteria.

2. Gallic acid esters — methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates are effective
in reducing S. mutans biofilm formation on rigid surfaces and this effect
depends on the length of the structural alkyl chain.

3. Gallic acid esters — methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates reduce the
acidogenicity of S. mutans biofilm.
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2. METHODS
2.1. Investigation Progress and Execution Stages

The research was carried out at the Laboratory of the Department
of Physiology, Biochemistry, Microbiology and Laboratory Medicine
(FBMLM) of the Institute of Biomedical Sciences of the Faculty of Medicine
of Vilnius University (VU MF) in cooperation with the researchers of the
Scientific Research Center of the Al-Qasemi Academy (SRC, Israel) between
2015 and 2017.

Al-Qasemi Academy SRC researchers prepared extracts from Sicilian
sumac (Rhus coriaria L.), baheda (Terminalia bellirica) fruits, and grapevine
(Vitis vinifera) seeds using solvents of different polarity and extracted
individual fractions by chromatography, where they found a high level of
methyl gallate, respectively (C1-MG), ethyl (C2-EG) and octyl (C8-OG)
gallates (Kacergius et al. 2017, Gabe et al. 2019, 2020).

It is known that polyphenols found in plants have antimicrobial effects
against Streptococcus bacteria (Abachi et al. 2016), therefore, based on this
literature data, the research on the effect of alkyl gallates on the formation of
S. mutans biofilms on rigid surfaces (polystyrene, glass) in vitro conditions
was initiated. The study was conducted in three stages (Figure 1). The first
and second stages of research were carried out at the FBMLM department of
VU MF, and the third stage at the SRC of Al-Qasemi Academy.

At the first stage, the method of microdilution in liquid medium was
applied to investigate the effects of C1-MG (isolated from R. coriaria fruits),
synthetic C2-EG, C8-0OG and C12-LG gallates on the viability of S. mutans.
After evaluating the antimicrobial effect of gallates on S. mutans viability,
further experiments were planned.

At the second stage, the effect of C1-MG (isolated from R. coriaria fruits),
synthetic C2-EG, C8-0G and C12-LG gallates on the formation of S. mutans
biofilm on a rigid surface was investigated. The effect of alkyl gallates on
S. mutans biofilm formation was studied by colorimetry, determining the
biomass density of the formed biofilm, and by optical profilometry,
determining the thickness and surface roughness of the formed biofilm. At this
stage, the effect of GA esters on the acidogenicity of the S. mutans biofilm
was also evaluated. A total of 41 experiments were performed.

At the third stage, the quantitative expression studies of the genes
responsible for the formation of a biofilm and the synthesis of its polymer
matrix were carried out.
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The doctoral student independently conducted the first and second stage
research and the statistical analysis of the obtained data.

Stage I

Determination of antimicrobial susceptibility

Microdilution method

Stage 11

Investigation of biofilm inhibition . . L.
on different rigid surfaces Biofilm acidogenicity method

Polystyrene surface

Glass surface

Colorimetric

Optical profilometry PH
method method determination
Stage III

Evaluation of the change in expression of genes encoding
biofilm formation and acidogenicity in biofilm cells

Quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction

Figure 1. General scheme of research.

115



2.2. Research Material and Its Preparation

Four different GA esters were used in the study — methyl gallate (C1-MG),
ethyl gallate (C2-EG), octyl gallate (C8-OG) and lauryl gallate (C12-LG).
(Figure 2).

Figure 2. Gallic acid (GA) esters: 1 — methyl (C1-MG), 2 — ethyl (C2-EG), 3
— octyl (C8-0OG) and 4 — lauryl (C12-LG) gallate.

C1-MG was extracted from Sicilian sumac (Rhus coriaria L.) plant
material, which was purchased from Al Alim Ltd. (Medicinal Herb Center,
Zippori, Israel). The methodology for the preparation of Sicilian sumac plant
extract and the isolation of C1-MG is described in the article of 2017
(Kacergius et al. 2017). The qualitative and gquantitative analysis of the active
compounds of Sicilian sumac extracts was performed in Israel using high-
performance liquid chromatography (HPLC) and ultra-high-performance
liquid chromatography (UHPLC) methods. Other GA esters used in the
experiments were synthetic, C2-EG (purity >96%), C8-OG (purity >99%),
and C12-LG (purity >99%), purchased from the manufacturer Sigma
(Rehovot, Israel).

The precision scale Kern EG 420-3NM (KERN & Sohn GmbH, Germany)
was used to weigh the test substances. Since C8-OG and C12-LG from alkyl
gallates have the highest hydrophobicity (Ortega 2003), dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma-Aldrich chemie GmbH, France) was used for their
dissolution. The tested GA esters were dissolved to obtain an initial
concentration of 100 mg/ml, from which the final concentrations of the test
substances were obtained. Working solutions of final concentration were
prepared using deionized water (ddH20), which was prepared using the

116



ultrapure water machine EMD Millipore Synergy (Merck, USA). Final
concentrations of GA esters that were used in the experiments are presented
in Table 1.

Table 1. Final concentrations of gallic acid (GA) esters used in the study

Name of substance Concentration, pg/ml
Methyl gallate (C1-MG) 550 700 850 1000
Ethyl gallate (C2-EG) 550 580 610 640 670 700

Octyl gallate (C8-OG) 275 277 279 281 283
Lauryl gallate (C12-LG) 295 305 315 325 335

2.3. Bacterial Strain and Culture Conditions

Streptococcus mutans strain UA159 (ATCC 700610, USA), which was
isolated in 1982 from a child with tooth decay, was used in the research. The
prepared bacterial culture concentrates were stored in 10% skim milk (Difco,
BD BioSciences, USA) at —70 °C. Before each experiment, bacteria were
cultured in liquid Bacto™ Todd Hewitt Broth medium (THB, BD
BioSciences, USA) (Figure 3.1) for 18 h at 37 °C, under anaerobic conditions
(95% N, 5% CO,). Evaluation of the culture purity was carried out using
Mitis Salivarius agar (MSA, Difco, BD BioSciences, USA) (Figure 3.2) and
Columbia agar with 7% of sheep blood supplement (E&O Laboratories,
United Kingdom) (Figure 3.3).

1 2 3

Figure 3. S. mutans UA159 pure culture on: 1 — Todd Hewitt Broth (THB)
medium, 2 — Mitis salivarius agar and 3 — Columbia agar with 7% of sheep
blood supplement.
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2.4. Microdilution Method for Determing the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the studied GA esters,
erythromycin (ERY), chlorhexidine (CHX) and dimethyl sulfoxide (DMSQO)
was determined using the method of double serial microdilution in liquid
medium (Wiegand et al. 2008). A flat-bottomed 96-well plate (Falcon,
Corning Incorporated, USA) was used for the study. S. mutans bacterial
culture suspension with an optical density of 0.5 McFarland standard
(Liofilchem, Italy) was prepared in liquid Bacto™ Todd Hewitt Broth medium
(THB, BD BioSciences, USA).

Initially, the wells of the plate were filled with nutrient medium. Next, a
two-fold dilution of the test substances was carried out in the wells. 100 ul of
the test substance was transferred to the first well of the plate and mixed with
the nutrient medium. The steps were repeated by transferring 100 pl from the
former well to the next one until a double serial dilution of the test substance
was obtained in the row of wells. A two-fold serial dilution of each test
substance was repeated three times. Finally, the wells were inoculated with
S. mutans bacterial culture (100 ul) to reach a concentration of 106 CFU/ml.
The filled plates were incubated for 18 h at 37 °C, under anaerobic conditions
(95% Nz, 5% COy).

Negative (THB) and positive (THB inoculated S. mutans culture) controls
were used in the study. Additionally, a serial duplicate dilution of
erythromycin (ERY, Sigma-Aldrich, Germany) and 0.12% of chlorhexidine
solution (CHX) (BENU Pharmacy, Lithuania) was used as positive control.
ERY was dissolved in DMSO to obtain an initial test solution concentration
of 10 mg/ml.

The MIC is defined as the lowest concentration of the test substance at
which inhibition of bacterial growth is visible to the naked eye (Figure 4).

Figure 4. The image in plates illustrating the determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC) of a gallic acid (GA) ester.
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2.5. The Progress of the Preparation of the Experimental Plate for the Study
of Biofilm Inhibition on Different Rigid Surfaces

To assess the effect of GA esters on S. mutans biofilm formation on rigid
surfaces, biofilm formation on polystyrene and glass was investigated in
separate experiments. Before each experiment, the optical density (OD) of the
bacterial culture was adjusted to a value of 0.2 using a microplate reader
(Dynex MRX Microplate Reader, USA) at a wavelength of 630 nm to obtain
the concentration of the bacterial culture — 1.6 x 108 CFU/ml.

To evaluate the effect of GA esters on biofilm formation on the polystyrene
surface, polystyrene 24-well plates (Sarstedt, Germany) intended for cell
cultures were used; they were initially filled with THB medium containing 1%
of sucrose (Sigma-Aldrich, USA), followed by different concentrations of C1-
MG, C2-EG, C8-0OG and C12-LG solutions (Table 1). Negative (THB) and
positive (THB inoculated S. mutans culture) controls were used in the course
of every experiment.

Next, each well was inoculated with the 1:100 bacterial culture of
S. mutans. The prepared plates were cultured for 24 h at 37 °C, under
anaerobic conditions (95% Nj, 5% CO,). After incubation, the biomass
density of the biofilm that formed on the polystyrene surface was evaluated
by means of the colorimetric method.

The same experimental steps were followed to evaluate the effect of GA
esters on biofilm formation on the glass surface. 1.2 x 26 mm glass slides, cut
from standard 1 mm thick microscope objective slides (76 x 26 mm; Thermo
Fisher Scientific, USA) were used (Figure 5.1). Finally, after filling the wells
of the plate with the test substance and the bacterial culture, sterile glass slides
(in a vertical position) were placed inside them (Figure 6). The amount of
biofilm formed on the surface of the glass slide (Figure 5.2) was evaluated by
optical profilometry.

1 2
Figure 5. Image of the glass slide: 1 — before placing in the well (sterile), 2 —
following the exposure.
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Figure 6. Pre-cultivation image of a prepared plate for optical profilometry to
estimate the amount of biofilm formed.

2.6. Colorimetric Method

Initially, after the 24-hour incubation period was over, the THB medium
was removed from the plate. The wells were rinsed with distilled water to
remove bacterial cells loosely bound to the biofilm. The remaining bacteria
attached to the bottom of the well were fixed by 95% ethanol (Honeywell,
Germany). Next, S. mutans biofilm fixed at the bottom of the well was dried
at room temperature and then stained with 0.01% crystal violet solution
(Merck KGaA, Germany) for 15 min, after which the dye was removed from
the wells and the plate was dried at room temperature (Figure 7).

Figure 7. Image of an experimental plate after 24 h of S. mutans biofilm
cultivation in Todd Hewitt broth (THB) medium at different concentrations of
gallic acid (GR) esters and staining 0.01% crystal violet solution.
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Further, the dye was extracted by means of 33% acetic acid solution
(Merck KGaA, Germany), adding 1 ml to each well and storing it for 30 min
at room temperature. Then, the extracted dye solution (200 ul) was transferred
from each well to a 96-flat-bottom well plate (Falcon, Corning Incorporated,
USA), respectively. Finally, the optical density (OD) of the samples was
measured using a microplate reader at a wavelength of 595 nm. To rule out
staining of the well walls, the OD values of the samples were corrected by
subtracting the OD value of the negative control.

2.7. Optical Profilometry Method

Following a 24-hour incubation period, the glass slides were removed from
the wells and dried at room temperature. The amount of biofilm formed on the
surface of the glass slides (Figure 5.2) was measured using the optical
profilometer P/u 2300 (Sensofar, Terrassa, Spain) with a built-in confocal lens
(50x magnification) with a field of view covering an area of 253 x 190 um.

First, to measure the roughness of the biofilm formed, the surface of each
glass slide was scanned from bottom to top. To measure the thickness of the
biofilm, a vertical scratch was made in the middle of each glass slide with a
scalpel, and then five areas of the glass were scanned from bottom to top. All
images were captured in a vertical scan mode and data collected from the
images were further analyzed using Gwyddion 2.40 and Gwyddion 2.50
software (http://gwyddion.net) to calculate the surface roughness and biofilm
thickness parameters. A median filter (10 pixels or 3 um) was chosen to
remove shape and waviness errors.

In order to quantify the surface roughness of the biofilm, one of the most
important surface parameters was determined — Rq (the mean square error of
roughness), which defines the average of the measured height deviations. Rq
was calculated on the basis of the 1ISO 4287/1-1997 standard according to the

following formula:
Ro= |1YN 42,
q= NZ]':N” Js

where N is the number of points in the sampling length and rj is the height
value at point j. The height of an artificially produced vertical scratch on each
slide with attached bacteria was used to measure the biofilm thickness, which
indicated the degree of biofilm development. The biofilm thickness
was calculated by creating a height distribution curve based on the total area
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of the scanned area containing the scratch, and then fitting the Gaussian

function defined by:
f(x) =y0 +aexp[- (x-x0)2/b2],

where y0 is the peak height, a is the amplitude (height) distribution, x0 is the
peak position, and b is the standard deviation. The background of the surface
roughness and biofilm thickness parameters were corrected by subtracting the
Rq and thickness values of the negative control (THB) glass slide.

In carrying out the experimental procedures, wells without S. mutans
bacteria were used as blank controls, and un reated S. mutans bacteria were
used as experimental controls. The percentage inhibitory effect of GA esters
on S.mutans biofilm formation was calculated using OD, the surface
roughness (Rg) and the biofilm thickness parameters according to the
equation:

Parameterynexposed control — Parameteexposure

Inhibitory ef fect of GR ester in% = ( ) X 100 %.

Parameterynexposed control

2.8. Biofilm Acidogenicity Assay

To evaluate the effect of GA esters on the acidogenicity of S. mutans
biofilm, pH (hydrogen ion concentration indicator) of the nutritional media,
in which bacterial culture was grown for 24 h, was measured. For that purpose,
the experiments were carried out in accordance with the methodology
described in detail in Section 2.5. During each experiment, after 24 h
cultivation, the THB medium was aspirated from the culture wells with a
pipette without damaging the formed biofilm and transferred to 1.5 ml test
tubes. The pH of the nutrient medium was measured using the microelectrode
InLab® Micro Pro ISM®, which was connected to the stationary pH meter
SevenCompact™ S210-Bio (Mettler-Toledo GmbH, Switzerland) or Knick
766 Calimatic (Elektronische Mefgerdite GmbH & Co., Germany). Before
performing the measurement, the microelectrode was calibrated using
standard pH buffer solutions (pH 4.01 and 7.00).

2.9. Analysis of Gene Expression

S. mutans culture was grown in the liquid Luria-Bertani (LB) medium.
Following cultivation, the bacterial culture was diluted with the fresh LB
medium containing 1% sucrose to obtain a final concentration of
0.5 x 105CFU/ml and distributed evenly into 50 ml tubes (30 ml/tube).
GA ester of certain concentration was added to each test tube. Further, the
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bacteria were cultured on six-well plates — 5 ml per well, three iterations were
made (15 ml in total). S. mutans bacterial culture in the THB medium was
used as a positive control. The filled plates were cultured for 24 h at 37 °C,
under anaerobic conditions (95% N, 5% CO). After cultivation, the
planktonic cells were sucked out with a pipette, and then the biofilm was
scraped from the bottom. The collected test substance was stored at —4 °C until
RNA isolation.

2.10. RNA lIsolation

Initially, the bacterial culture of S. mutans was centrifuged at 4800x g for
10 min at room temperature using the Eppendorf Centrifuge 5415R
(Germany). The sediment was then mixed with phosphate-buffered saline
(500 pl) and centrifuged again at 500x g at 4 °C for 10 min. The procedure
was repeated twice.

To investigate the effect of C2-EG on the expression of S. mutans genes
responsible for biofilm production, the obtained sediments were treated with
700 pl of RNA purification solution GENEzol™ TriRNA (Geneaid Biotech
Ltd., Taiwan) and then frozen three times at —80 °C and thawed at room
temperature to allow cell lysis. The final preparation of the test substance was
carried out according to recommendations provided by the manufacturer.

In the case of C8-OG and C12-LG, total RNA was purified using CTAB
(Cetyl trimethyl ammonium bromide) and QIAGEN RNeasy Mini Kit
methods. Sediments were first exposed to CTAB/PVP/BME solution, then
frozen three times at —80 °C and thawed at room temperature for cell lysis.
Next, the research material was prepared on the basis of the methodology
presented by Jordon-Thaden (2015). The lysate was treated with DNA
nuclease from the TURBO DNA Kkit, then extracted with two rounds of
chloroform/IAA solution. 1/20 volume of 5 M NaCl and two volumes of
ethanol were used for precipitation, and the resulting solution was then
incubated for 20 min at —20 °C. RNA purification was performed using
Qiagen binding columns, wash buffer Qiagen, and RNA nuclease-free water
(50 pl).

The total RNA content and purity of all samples were evaluated applying
the ultraviolet spectroscopy methods, with the help of the spectrophotometer
DS-11 (DeNovix, Inc., USA).
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2.11. Quantitative Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction

The effects of ethyl gallate (C2-EG), octyl gallate (C8-OG) and lauryl
gallate (C12-LG) on gene expression levels of S. mutans were investigated
using a quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction
(QRT-PCR). 1 nug of RNA was reverse transcribed using the modified reverse
transcriptase (M-MLV) of the gPCRBIO cDNA Synthesis Kit (PCR
Biosystems Ltd, England) and random hexamer primers.

To evaluate the effect of ethyl gallate (C2-EG) on the expression level of
S. mutans genes gbpB, gtfB, gtfC, gtfD, atpD and atpF, qRT-PCR was
performed using the DNA amplifier Exicycler™ 96 Quantitative Thermal
Block (Bioneer, Korea). The kit gqPCRBIO SyGreen Mix (PCR Biosystems
Ltd, England) was used to determine the synthesis kinetics of DNA synthesis
copies. Meanwhile, to investigate the effect of octyl gallate (C8-OG) and
lauryl gallate (C12-LG) on the expression level of S. mutans genes gbpB, gtfB,
gtfC, gtfD and atpD, gRT-PCR was performed using the DNA amplifier
Biorad CT030008 (Biorad Ltd., England), and the kit SSo SyGreen Mix
(Biorad Ltd., England) was used to determine the synthesis Kinetics of DNA
synthesis copies. Following the manufacturer’s description, the total reaction
volume was 20 pl, the amount of complementary DNA template was 100 ng,
and the final total concentration of forward and reverse primers was 400 nM.
gRT-PCR conditions are shown in Tables 2 and 3.

Table 2. Ethyl gallate (C2-EG) quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (QRT-PCR) conditions

Stage Temperature, °C Time Number of cycles
Initial denaturation 95 5 min 1
Soldering primers 95 15s 40
Chain extension 60 1 min 40
Final synthesis 72 1

PCR primers for this study were selected on the basis of the analysis of
literature review. Sequences of primers used and references are indicated in
Table 4.
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Table 3. Quantitative real-time reverse transcription polymerase chain
reaction (qQRT-PCR) conditions for octyl gallate (C8-OG) and lauryl gallate

(C12-LG)
Stage Temperature, °C Time Number of cycles
Initial denaturation 95 30s 1
Soldering primers 96 30s 40
Chain extension 60 30s 40
Final synthesis 72 1

Table 4. Nucleotide sequences of S. mutans specific primers and literature
sources used in the study

Gene Sequence of primer (5 -3") Direction Source

gbpB  ATGGCGGTTATGGACACGTT Forward Cecchi et al.
TTTGGCCACCTTGAACACCT Reverse 2019

gtfB AGCAATGCAGCCAATCTACAAAT Forward  Shemesh et al.
ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA Reverse 2006

gtfC  GGTTTAACGTCAAAATTAGCTGTATTAGC Forward
CTCAACCAACCGCCACTGTT Reverse

gtfD  ACAGCAGACAGCAGCCAAGA Forward
ACTGGGTTTGCTGCGTTTG Reverse

atpD CCAGGCGGTTCATTCATCTGAC Forward Gong et al.
GGCGGGATTTCGGTATTTACTG Reverse 2009

atpF  CGGCTAAAAGAACACTAAG Forward
CGGTCGTCTAAAAGATAAG Reverse

*Forward primers, reverse primers

Seeking to check genomic DNA contamination, total RNA, which was not
reverse transcribed, and non-template control were used. For quantitative
evaluation of PCR data, the comparative Livak AACT method (Livak et al.
2001) was applied as a standard procedure for the analysis of relative gene
expression data. Cr values obtained from experimental RNA samples were
normalized to the reference gene 16S rRNA, and the difference in ACT values
(AACT) between test and control samples was calculated.

2.12. Statistical Data Analysis

The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 23.0
(IBM Cop., Armonk, NY, USA) was used for data collection and a statistical
analysis of colorimetry, profilometry, and pH measurements. Differences
between control (untreated) and treated groups were assessed by one-way
ANOVA with LSD post-hoc test. The data presented are expressed as means
+ standard error. p<0.05 was considered to show a statistically significant
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difference. To assess gene expression, three independent experiments with
two replicates were performed in each case (n=6). The statistical analysis of
the obtained data were performed using a one-way analysis of variance with
the Tukey-Kramer test selected at a significance level of 0.05. The data
presented are expressed as means =+ a standard error.
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3. RESULTS
3.1. Effect of Gallic Acid Esters on the Viability of S. mutans

The effect of gallic acid (GA) esters — methyl gallate (C1-MG), ethyl
gallate (C2-EG), octyl gallate (C8-OG) and lauryl gallate (C12-LG) on the
viability of S. mutans was investigated by the method of microdilution in the
liquid medium. For that purpose, the minimum inhibitory concentration (MIC)
of these substances was determined. The obtained data are presented in
Table 5.

Table 5. MIC of gallic acid (GA) esters (C1-MG, C2-EG, C8-0G, C12-LG),
chlorhexidine (CHX, positive control), erythromycin (ERY, positive control)
and dimethyl sulfoxide (DMSO, solvent) was determined for S. mutans
bacteria.

Research substances MIC, pg/ml
C1-MG 780
C2-EG 1560
C8-0G 97
C12-LG 97.6

CHX 2.25
ERY 4.8
DMSO 25 x 103

Although the main goal of the study was to find the concentrations of GA
esters that inhibited the formation of S. mutans biofilm, the awareness of the
antibacterial effect of GA esters allowed us to justify the results of the
experiments carried out. The concentration inhibiting biofilm formation
should be lower than the established MIC, which is reflected in the obtained
results that are discussed in detail in the following sections of this work (3.2
and 3.3).

It was established that the antimicrobial effect of the studied GA esters on
S. mutans bacteria is not the same. Short alkyl chain GA esters — C1-MG and
C2-EG showed a weaker effect as compared to the long alkyl chain (C8-0OG
and C12-LG) esters. The MIC of C1-MG and C2-EG were 780 pg/ml and
1560 pg/ml, respectively, whereas those of C8-OG and C12-LG were
97 pg/ml and 97.6 pg/ml, respectively. Hence, it turned out that the
antimicrobial inhibitory effect of GA esters of short and long alkyl chains
differed in the ratio of 1 : 16.

127



The study also evaluated the antimicrobial effect of dimethyl sulfoxide
(DMSO), which we used to dissolve GA esters, on the culture of S. mutans
bacteria. A very high MIC value of this solvent was determined, i.e.,
25 x 10% ug/ml. The data obtained confirmed that the DMSO used in the
investigations as a solvent for C8-OG and C12-LG did not affect the results
of our experiments with these GA esters.

3.2. Inhibitory Effect of Gallic Acid Esters on S. mutans Biofilm Formation
on Polystyrene Surface

The way in which different concentrations of GA esters — methyl (C1-
MG), ethyl (C2-EG), octyl (C8-OG) and lauryl (C12-LG) gallates affected the
formation of S. mutans biofilm on the polystyrene surface was investigated
using the colorimetric method.

During the study, it was found that the following four C1-MG
concentrations — 550 pug/ml, 700 pg/ml, 850 pg/ml and 1000 pg/ml — had an
inhibitory effect on the biomass density of S.mutans biofilm on the
polystyrene surface. 550 ug/ml and 700 ug/ml concentrations of C1-EG used
for biofilm inhibition were below the established MIC (i.e., 780 pg/ml, Table
5).

As can be seen in Figure 8, all concentrations of C1-MG we used,
statistically significantly reduced the biofilm of S. mutans that was cultured in
the THB medium containing 1% sucrose, comparing biomass density on the
surface of polystyrene to untreated bacteria (p<0.05). The inhibitory effect of
C1-MG was dose-dependent and was strongest at concentrations of
700 pg/ml, 850 pg/ml and 1000 pg/ml and biofilm formation was inhibited by
68%, 89% and 93%, respectively.

In the case of ethyl gallate (C2-EG), six concentrations were found to have
inhibitory effects on S. mutans biofilm biomass density, i.e., 550 pg/ml,
580 pg/ml, 610 pg/ml, 640 pg/ml, 670 ug/ml and 700 pg/ml (Figure 9). All
concentrations of C2-EG used for biofilm inhibition were below the
established MIC (i.e., 1560 png/ml, Table 5). Figure 9 shows that C2-EG
concentrations of 580 ug/ml, 610 pg/ml, 640 pg/ml, 670 pg/ml and 700 pg/ml
significantly reduced S. mutans biofilm cultured in the THB medium
containing 1% sucrose, comparing biomass density on the polystyrene surface
to that of the control group of untreated bacteria. The difference identified is
statistically significant (p<0.05). The bar graph (Figure 9) shows the dose-
dependent inhibitory effect of C2-EG on S. mutans biofilm formation. The
most effective concentration was 700 pg/ml, which reduced S. mutans biofilm
formation by 68% as compared to that of the control group. Whereas, the latter

128



concentration of C2-EG was not able to completely suppress the development
of S. mutans biofilm on the polystyrene surface.
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Figure 8. Biomass density of S. mutans biofilm on polystyrene surface after
24-hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and different
concentrations of methyl gallate (C1-MG). The data presented (n=9) are
means + standard error of three independent experiments. Data marked with
an asterisk (*) are significantly different from those of the control group of
untreated bacteria (p<0.05).
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Figure 9. Biomass density of S. mutans biofilm on the polystyrene surface
after 24-hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and
different concentrations of ethyl gallate (C2-EG). Data (n=9) are means +
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standard error of three independent experiments. Data marked with an asterisk
(*) are significantly different from those of the control group of untreated
bacteria (p<0.05).

As to octyl gallate (C8-OG), the study found 27.5 pg/ml, 27.7 pg/ml,
27.9 pg/ml, 28.1 pg/ml and 28.3 pg/ml of this GA ester concentrations to be
effective against S. mutans biofilm formation on the polystyrene surface
(Figure 10).
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Figure 10. Biomass density of S. mutans biofilm on the polystyrene surface
after 24-hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and
different concentrations of octyl gallate (C8-OG). Data (n=9) are means +
standard error of three independent experiments. Data marked with an asterisk
(*) are significantly different from those of the control group of untreated
bacteria (p<0.05).

Biofilm-inhibiting concentrations of C8-OG were below the established
MIC (i.e., 97 ng/ml, Table 5) and within a very narrow concentration range.
This shows that this inhibitory activity of C8-OG is not related to the
bactericidal effect. The colorimetry study revealed that all tested C8-OG
concentrations statistically significantly reduced the biomass density of
S. mutans biofilm on the polystyrene surface as compared to that of the control
group of untreated bacteria (p<0.05). This biofilm inhibitory effect of C8-OG
was concentration-dependent. The important thing is that 28.1 ug/ml and
28.3 ug/ml C8-OG concentrations inhibited the development of S. mutans
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biofilm on the polystyrene surface by 100% as compared to those of the
control group of untreated bacteria. In addition, it is important to note that
0.57% DMSO (solvent) had no statistically significant effect on the formation
of abiological film on the polystyrene surface as compared to that of untreated
bacteria (p>0.05). It is noteworthy that the inhibitory effect of C8-OG on the
formation of S. mutans biofilms on the polystyrene surface was significantly
stronger than that of C2-EG and C1-MG. In this regard, the range of the
inhibitory effect of C2-EG and C1-MG concentrations was 550—700 pg/ml
and 550-1000 pg/ml, respectively.

The evaluation of the biofilm content by colorimetric method showed that
29.5 pg/ml, 30.5 pg/ml, 31.5 pg/ml, 32.5 pg/ml and 33.5 pg/ml of lauryl
gallate (C12-LG) concentrations also inhibited the formation of S. mutans
biofilm on the polystyrene surface when cultured in the THB medium
containing 1% sucrose (Figure 11). It is noteworthy that these biofilm-
inhibiting concentrations were lower than the MIC (i.e., 97.6 ug/ml, Table 5),
which shows that the effect of the tested concentrations of C12-LG is not
bactericidal. The inhibitory effect of C12-LG on biofilm formation on the
polystyrene surface was dose-dependent. Figure 11 shows that the
concentration of C12-LG from 30.5 pg/ml to 33.5 pg/ml statistically
significantly reduced the biomass of S. mutans biofilm on the polystyrene
surface as compared to the biomass density of the control group of untreated
bacteria (p<0.05). It should be emphasized that the concentration of
33.5 ug/ml C12-LG completely (100%) suppressed the production of the
biofilm biomass as compared to that of the control group of untreated bacteria.
It is determined that 0.67% DMSO (solvent) had no statistically significant
effect on the formation of S. mutans biofilm on the polystyrene surface as
compared to that of the control group of untreated bacteria (p>0.05).
Interestingly, as in the case of C8-OG, the biofilm inhibitory concentrations
of C12-LG also fell within a fairly narrow range of 29.5 pg/ml to 33.5 pg/ml.
However, the biofilm was inhibited by lower concentrations of C12-LG as
compared to C8-OG, but significantly higher than C2-EG and C1-MG, whose
previously determined inhibitory concentrations were within the range of
550-700 pg/ml and 550-1000 pg/ml, respectively.
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Figure 11. Biomass density of S. mutans biofilm on the polystyrene surface
after 24-hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and
different concentrations of lauryl gallate (C12-LG). Data (n=9) are means +
standard error of three independent experiments. Data marked with an asterisk
(*) are significantly different from those of the control group of untreated
bacteria (p<0.05).

3.3. Inhibitory Effect of Gallic Acid Esters on S. mutans Biofilm Formation
on Glass Surface

The formation of S. mutans biofilm on the glass surface under the influence
of different concentrations of GR esters — methyl gallate (C1-MG), ethyl
gallate (C2-EG), octyl gallate (C8-OG) and lauryl gallate (C12-LG) — was
investigated using the optical profilometry method. Quantitative parameters
of S. mutans biofilm — surface roughness (Rq) and thickness — were calculated
using this method.

During the study, parameters of S. mutans bacterial culture, which was
cultured for 24 h in the THB medium without sucrose and C1-MG surface
roughness (Rq) and thickness parameters, which were 0.04 +£0.01 and
0.02 £ 0.01 um, respectively, were determined (Figure 12A). In the nutrient
medium containing 1% sucrose and without C1-MG S. mutans biofilm
formation was observed (Figure 12B). Having added 1% sucrose and
different concentrations of 550 pg/ml, 700 pg/ml, 850 pg/ml and 1000 pg/ml
C1-MG (Figures 12C—F) to the nutrient medium, a concentration-dependent
decreasing biofilm formation on the glass surface was recorded.
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Figure 12 (A-F). The surface optical profiles of glass slides with S. mutans
biofilm after 24-hour cultivation in the THB medium. The surface profile of
glass slides that were incubated with bacterial culture in the medium without
methyl gallate (C1-MG): A —in the absence of 1% sucrose, B — in the presence
of 1% sucrose, and in the medium containing 1% sucrose and different C1-
MG concentrations: C — 550 ug/ml, D — 700 pg/ml, E — 850 ug/ml, F — 1000
pg/ml. Image magnified 50x.

The biofilm quantification is schematically depicted in Figure 13, which
shows that biofilm surface roughness (Rq) (Figure 13A) and biofilm
thickness (Figure 13B) increased in the control group of untreated bacteria,
whereas C1-MG inhibiting effect was concentration-dependent (p<0.05). In
this regard, C1-MG concentrations of 850 pg/ml and 1000 pg/ml effectively
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reduced roughness (Rq) of the biofilm surface by 94% and 99%, respectively
(Figure 13A). Furthermore, these C1-MG concentrations reduced thickness
of S. mutans biofilm by 97% and 99%, respectively (Figure 13B).

The roughness and thickness of the biofilm were 0.07 £0.01 and
0.1 £0.01 pum, respectively, when culturing S. mutans bacterial culture in the
THB medium without sucrose and C2-EG (Figure 14A).
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Figure 13. Amounts of S. mutans biological film on the glass surface after 24-
hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and different
concentrations of methyl gallate (C1-MG): A — parameter of biofilm surface
roughness (Rq), B — biofilm thickness. Data are presented as means + standard
error of three independent experiments (n=18, biofilm roughness; n=15,
biofilm thickness). Data marked with an asterisk (*) are statistically
significantly different from those of the control group of untreated bacteria
(p<0.05).
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Figure 14 (A-F). The surface optical profiles of glass slides with S. mutans
biofilm following 24 h cultivation in the THB medium. The surface profile of
glass slides that were incubated with bacterial culture in the medium without
methyl gallate (C2-EG): A — in the absence of 1% sucrose, B — in the presence
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of 1% sucrose, and in the medium containing 1% sucrose and different C2-
EG concentrations: C — 550 ug/ml, D — 580 pg/ml, E — 610 pg/ml, F — 640
pg/ml, G — 670 ug/ml, H— 700 pg/ml. Image magnified 50x.

1% sucrose contained in the THB medium also caused attachment of
S. mutans bacteria to the glass slide surface and led to biofilm formation
(Figure 14B). As in the case of C1-MG, in the THB medium containing 1%
sucrose and different concentrations of 550 pg/ml, 580 pg/ml, 610 pg/ml,
640 ug/ml, 670 ug/ml and 700 pg/ml C2-EG (Figures 14C-H) a
concentration-dependent S. mutans biofilm formation inhibitory effect on the
glass surface was also determined. Quantification of the surface of S. mutans
biofilm formed on the glass slide revealed that the surface roughness (Rq)
(Figure 15A) and thickness (Figure 15B) of the biofilm of the control group
of untreated bacteria were higher, however, C2-EG had an inhibitory effect
and the effect was also concentration-dependent (p<0.05; Figure 15). C2-EG
concentrations of 640 pg/ml, 670 pg/ml, and 700 ug/ml were determined
effectively reduce the biofilm surface roughness (Rq) by 79%, 86% and 91%,
respectively (Figure 15A). Also, these C2-EG concentrations reduced
S. mutans biofilm thickness by 94%, 95% and 96%, respectively
(Figure 15B). C2-EG concentration of 700 pg/ml almost completely inhibited
the biofilm formation of S. mutans on the glass surface contrary to the biofilm
formation on the polystyrene surface. The results of optical profilometry of
C2-EG are similar to those of C1-MG. However, it is important to note that in
this study, a lower concentration of C2-EG as compared to that of C1-MG was
required to completely inhibit S. mutans biofilm formation on the glass
surface, i.e., 700 ug/ml as compared to 1000 pg/ml. Hence, C2-EG inhibited
the biofilm formation of S. mutans more effectively.

In carrying out the optical profilometry study with C8-OG, the analysis of
the surfaces of the glass slides showed that 1% sucrose contained in the THB
medium affected the biofilm formation of S. mutans (Figure 16B and 17) as
compared to the bacterial culture that was cultured in the medium without C8-
OG and 1% of sucrose (Figure 16A). When investigating the effect of C8-OG
on S. mutans biofilm formation, it was determined that roughness (Rq) and
thickness of the biofilm in the THB medium without sucrose and C8-OG were
0.1+0.01 and 0.16 + 0.01um, respectively. Moreover, it is hoteworthy that
0.57% DMSO (solvent) had no significant effect on biofilm formation
(Figure 16C and 17).
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Figure 15. Amounts of S. mutans biofilm on the glass surface following 24-
hour cultivation in the THB medium containing 1% sucrose and different
concentrations of ethyl gallate (C2-EG): A — parameter of biofilm surface
roughness (RQ), B — biofilm thickness. Data are presented as means + standard
error of three independent experiments (n=18, biofilm roughness; n=15,
biofilm thickness). Data marked with an asterisk (*) are statistically
significantly different from those of the control group of untreated bacteria
(p<0.05).
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Figure 16 (A-H). The surface optical profiles of glass slides with S. mutans
biofilm following 24-hour cultivation in the THB medium. The surface profile
of glass slides that were incubated together with bacterial culture in the
medium without octyl gallate (C8-OG): A — in the absence of 1% sucrose, B
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— in the presence of 1% sucrose, C — with 1% sucrose and 0.57% dimethyl
sulfoxide (DMSOQ), and in the medium containing 1% sucrose and different
concentrations of C8-OG: D —27.5 ug/ml, E —27.7 ug/ml, F —27.9 pg/ml, G
—28.1 pg/ml, H — 28.3 pg/ml. Image magnified 50x.
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Figure 17. Effect of different concentrations of octyl gallate (C8-OG) and
dimethyl sulfoxide (DMSO) on the amount of S. mutans biofilm on the glass
surface cultured for 24 h in the THB medium containing 1% sucrose. A —
parameter of biofilm surface roughness (Rq), B — biofilm thickness. Data are
presented as means + standard error of three independent experiments (n=18,
biofilm roughness; n=15, biofilm thickness). Data marked with an asterisk (*)
are statistically significantly different from those of the control group of
untreated bacteria (p<0.05).
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S. mutans biofilm formation on the glass surface in the THB medium
containing 1% sucrose and C8-OG was inhibited in a concentration-dependent
manner (Figures 16D-H and 17). C8-OG concentrations of 27.5 ug/ml,
27.7 pg/ml, 27.9 pg/ml, 28.1 pg/ml, 28.3 pg/ml significantly reduced the
surface roughness (Rq) of the biofilm (Figure 17A) and its thickness
(Figure 17B) as compared to those of the control group of untreated bacteria
(p<0.05). It is important to emphasize that C8-OG concentration of 28.3 pg/ml
completely (i.e., 100%) suppressed the development of S. mutans biofilm on
the glass surface. As compared to the previous results obtained using C1-MG
and C2-EG, a significantly lower concentration of C8-OG was required to
inhibit S. mutans biofilm formation on the glass surface.

Finally, when examining the effect of C12-L.G on the biofilm formation of
S. mutans on the glass surface, it was also determined, as seen in Figures 18B
and 19, that bacterial attachment and biofilm formation on the glass surface
were conditioned by aggregation of 1% sucrose in the THB medium rather
than bacteria that were cultured in a well without C12-LG and 1% sucrose
(Figure 18A). When cultivating S. mutans in the THB medium without
sucrose and C12-LG, surface roughness (Rq) and thickness of biofilm was
0.1+0.01 and 0.15+0.01 um, respectively. It was also determined that
0.67% DMSO (solvent) slightly reduced the biofilm formation as compared
to that of the control group of untreated bacteria (p>0.05) (Figures 18C and
19). When cultivating S. mutans bacteria in the THB medium containing 1%
sucrose and with C12-LG concentrations of 29.5 ug/ml, 30.5 pg/ml,
31.5 pg/ml, 32.5 ug/ml and 33.5 pg/ml, inhibition of S.mutans biofilm
formation on the glass surface was determined and this effect depended on
concentration (Figures 18D-H and 19). All concentrations of C12-LG were
determined to statistically significantly reduce roughness (Rq) (Figure 19A)
and thickness (Figure 19B) of the biofilm surface as compared to those of the
control group of untreated bacteria (p<0.05). The important thing is that the
formation of S. mutans biofilm on the glass surface was completely (100%)
inhibited by the concentration of C12-LG 33.5 pg/ml.
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Figure 18 (A—H). The surface optical profiles of glass slides with S. mutans
biofilm following 24-hour cultivation in the THB medium. The surface profile
of glass slides that were incubated together with bacterial culture in the
medium without lauryl gallate (C12-LG): A — in the absence of 1% sucrose,
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B — with 1% sucrose, C — with 1% sucrose and 0.67% dimethyl sulfoxide
(DMSO0), and in the medium containing 1% sucrose and with different C12-
LG concentrations: D —29.5 pg/ml, E —30.5 ug/ml, F—31.5 pg/ml, G — 32.5
pg/ml, H—33.5 pg/ml. Image magnified 50x.
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Figure 19. Effect of different concentrations of lauryl gallate (C12-LG) and
dimethyl sulfoxide (DMSO) on the amount of S. mutans biofilm on the glass
surface cultured for 24 h in the THB medium containing 1% sucrose. A —
parameter of roughness of the biofilm on the glass surface (Rq), B — biofilm
thickness. Data are presented as means =+ standard error of three independent
experiments (n=18, biofilm roughness; n=15, biofilm thickness). Data marked
with an asterisk (*) are statistically significantly different from those of the
control group of untreated bacteria (p<0.05).
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3.4. Effect of Gallic Acid Esters in Inhibiting Acidogenicity of S. mutans
Biofilm

During the study, the effect of GA esters — methyl gallate (C1-MG), ethyl
gallate (C2-EG), octyl gallate (C8-OG) and lauryl gallate (C12-LG) — on the
acidogenicity of S. mutans biofilm was evaluated. The study showed that
S. mutans in the THB medium containing 1% sucrose actively carried out
fermentation, which led to release of organic acids that reduced the pH value
of the medium within the range from 4.28 to 4.12 (Tables 6-9). Meanwhile,
having added C1-MG, C2-EG and C12-LG to the THB medium containing
1% sucrose, the acidification of the medium was inhibited by approximately
1.8 times, and having added C8-OG — by approximately 1.7 times as
compared to that of the control group of untreated bacteria.

Table 6. pH values of the nutrient media containing 1% sucrose and different
concentrations of methyl gallate (C1-MG), following 24-hour incubation of
S. mutans. Data (n=3, THB; n=9, control and C1-MG) are means + standard
error of three independent experiments. Data marked with an asterisk (*) are
significantly different from those of the control group of untreated bacteria
(p<0.05).

Group under study pH
THB 7.47 £0.02%
Control (THB and S. mutans)  4.28 £0.02
C1-MG (550 pg/ml) 6.14 +0.17*
C1-MG (700 pg/ml) 7.17 £0.03*
C1-MG (850 pg/ml) 7.27+£0.01*
C1-MG (1000 pg/ml) 7.28 +0.02*

The data obtained showed that C1-MG inhibited the acidogenicity of
S. mutans biofilm and this effect was dose-dependent (Table 6).
Concentration of C1-MG from 700 pg/ml to 1000 pg/ml inhibited a decrease
in the pH of the nutrient medium in which the culture of S. mutans bacteria
was cultivated, by 96-97%. Thus, C1-MG almost completely suppressed the
acidogenicity of S. mutans biofilm.

When examining the effect of C2-EG on the acidogenicity of S. mutans
biofilm, it was found that this GA ester also prevented a statistically
significant decrease in pH, in contrast to the untreated bacteria that were
cultured in the THB medium containing 1% sucrose without C2-EG (p<0.05).
This protective effect of C2-EG was concentration-dependent (Table 7).
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Concentration of C2-EG ranging from 670 pg/ml to 700 ug/ml inhibited a
decrease in the pH of the nutrient medium by 95-96%. C2-EG, similarly to
C1-MG, almost completely inhibited the acidogenicity of S. mutans biofilm,
however, this effect occurred at a lower concentration of C2-EG as compared
to C1-MG.

Table 7. pH values of the nutrient media containing 1% sucrose and different
concentrations of ethyl gallate (C2-EG), following 24-hour incubation of
S. mutans. Data (n=3, THB; n=9, control and C2-EG) are means + standard
error of three independent experiments. Data marked with an asterisk (*) are
significantly different from those of the control group of untreated bacteria
(p<0.05).

Group under study pH
THB 7.35+0.01*
Control (THB and S. mutans) 4.12+£0.01

C2-EG (550 pg/ml) 6.10 £0.17*
C2-EG (580 pg/ml) 6.54 + 0.09*
C2-EG (610 pg/ml) 6.77 £0.04*
C2-EG (640 pg/ml) 6.89 £ 0.02*
C2-EG (670 pg/ml) 6.97 +0.01*
C2-EG (700 pg/ml) 7.02 £0.01*

Meanwhile, the effects of the solvent dimethyl sulfoxide (DMSQO) were
also evaluated while investigating the effects of C8-OG and C12-LG on the
acidogenicity of S. mutans biofilm. The data presented in Tables 8 and 9,
show that 0.57% and 0.671% DMSO solution had no effect on the
acidogenicity of the S. mutans biofilm.

The data presented in Table8 leads to the conclusion that C8-OG
statistically significantly suppressed the acidogenicity of S. mutans biofilm
and prevented a decrease in the pH indicator of the THB medium as compared
to that of the control group of untreated bacteria (p<0.05). The data presented
also show that the effect of C8-OG is dose-dependent. It is noteworthy that
C8-0OG concentration from 27.9 pg/ml to 28.3 pug/ml prevented a decrease in
pH by 98-99%. Hence, C8-OG completely suppressed the acidogenicity of
S. mutans biofilm. This study showed that similar biofilm acidogenicity
inhibitory effects were achieved with other GA esters; however, the
concentrations of C8-OG were significantly lower than those of C1-MG or
C2-EG.
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Table 8. Nutrient media containing 1% sucrose and dimethyl sulfoxide
(DMSO) or different concentrations of octyl gallate (C8-OG), pH values
following 24-hour incubation of S. mutans. Data (n=3, THB; n=9, control,
DMSO and C8-OG) are means =+ standard error of three independent
experiments. Data marked with an asterisk (*) are significantly different from
those of the control group of untreated bacteria (p<0.05).

Group under study pH
THB 7.37 £0.02%
Control (THB and S. mutans) 4.23+0.01
DMSO (0.57%) 4.22 +£0.01
C8-0G (27.5 pg/ml) 6.27 +£0.38*
C8-0G (27.7 pg/ml) 6.83 £0.23*
C8-0G (27.9 pg/ml) 7.19 + 0.04*
C8-0G (28.1 pg/ml) 7.23 +0.03*
C8-0G (28.3 pg/ml) 7.28 +0.03*

As can be seen from the data presented in Table 9, the acidogenic effect
of C12-LG concentrations ranging from 29.5 pug/ml to 33.5 pg/ml on
S. mutans biofilm was also concentration-dependent.

Table 9. Nutrient media containing 1% sucrose and dimethyl sulfoxide
(DMSO) or different concentrations of lauryl gallate (C12-LG), pH values
following 24-hour incubation of S. mutans. Data (n=3, THB; n=9, control,
DMSO and C12-LG) are means + standard error of three independent
experiments. The data marked with an asterisk (*) are significantly different
from those of the control group of untreated bacteria (p<0.05).

Group under study pH
THB 7.36 £0.03*
Control (THB and S. mutans) 4.16 £0.01
DMSO (0.67%) 4.18 £0.03
C12-LG (29.5 pg/ml) 4.55 +0.04*
C12-LG (30.5 pg/ml) 475+0.11*
C12-LG (31.5 pg/ml) 5.94 +0.35%
C12-LG (32.5 pg/ml) 6.32 £0.3*
C12-LG (33.5 pg/ml) 7.23 £0.03*

Furthermore, it should be noted that all C12-LG concentrations
significantly reduced the acidogenicity of the biofilm of treated S. mutans
bacteria as compared to that of the control group of untreated bacteria
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(p<0.05). The strongest effect of C12-LG occurred at the concentration of
33.5 pg/ml and inhibited a decrease in pH value by 98%. Thus, C12-LG
completely inhibited the production of organic acids in S. mutans biofilm. The
effect determined is similar to that of C1-MG, C2-EG and C8-OG, however,
C12-LG inhibited the acidogenicity of S.mutans biofilm at lower
concentrations.

3.5. Expression Analysis of the Effect of Gallic Acid Esters on S. mutans
Genes Responsible for Biofilm Formation and Acidogenicity

The quantitative expression of genes responsible for S. mutans biofilm
formation and production of its extracellular polymeric substance (EPS) and
acidogenicity under the influence of GA esters — ethyl gallate (C2-EG), octyl
gallate (C8-OG) and lauryl gallate (C12-LG) — was assessed by the
quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-
PCR).

To investigate the effect of C2-EG on a relative change in expression in six
genes: gbpB, gtfB, gtfC, gtfD, atpD and atpF in S. mutans biofilm cells, two
concentrations — 1560 pg/ml and 390 pg/ml were used and as compared with
those of the control group of untreated bacteria. Figure 20 shows that the cells
in the biofilm under the influence of C2-EG at a concentration of 390 pg/ml,
equated to 25% of minimum inhibitory concentration (MIC) values, had a
statistically significant change in gene expression in certain genes — 98.6-fold
increase in gtfC gene expression, 47.5-fold increase in gtfB and 13.8-fold
increase in gbpB (p<0.05). As to the other tested genes (gtfD, atpD and atpF),
exposure to C2-EG did not cause any statistically significant change in the
expression of genes of cells present in the biofilm as compared to that of the
control group of untreated bacteria.

Three concentrations of 97 pg/ml, 48.5 pg/ml and 24.25 pg/ml, which are
compared to those of the control group of untreated bacteria, were used to
determine the effect of C8-OG on a relative change in the expression of five
genes gbpB, gtfB, gtfC, gtfD and atpD in S. mutans biofilm cells.

Since there was either no growth of S. mutans or it was insignificant in the
samples with C8-OG concentration equal to 100% and 50% of MIC values,
only the sample with C8-OG concentration equal to 25% of the MIC value
was used for the gene expression analysis. Figure 21 shows that the cells
present in the biofilm under the influence of C8-OG concentration of
24.25 pg/ml, which is equal to 25% of MIC value, had a statistically
significant decrease in the expression of four out of five tested genes (p<0.05).
For example, a significant change in gene expression was determined — gbpB
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(98.6 times), gtfC (47.5 times), gtfD (13.8 times); moreover, both a decrease
in the expression of the atpD gene, and an insignificant decrease in the
expression of the gtfB gene were observed.
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Figure 20. A change in the expression of six genes present in the cells in the
biofilm of S. mutans bacterial culture involved in biofilm production and
acidogenicity at different concentrations of ethyl gallate (C2-EG). Data (n=6)
are means + standard error of three independent experiments performed in
duplicate. The data marked with an asterisk (*) are significantly different from
those of the control group of untreated bacteria (p<0.05).

To evaluate the effect of C12-LG on the cells in S. mutans biofilm, the
latter were exposed to three concentrations of C12-LG — 97.6 pg/ml,
48.8 pg/ml and 24.4 ug/ml, as compared to those of the control of non-
exposed bacteria group. Since there was either no growth of S. mutans or it
was insignificant in the samples with C12-LG concentration equal to 100%
and 50% of MIC value, only the sample with C12-LG concentration equal to
25% of the MIC value was used for the gene expression analysis. The change
in gene expression found in the course of the study is sometimes graphically
represented in Figure 22, which shows that cells present in the biofilm
exposed to C12-LG concentration of 24.4 ng/ml, equal to 25% of MIC value,
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caused a pronounced change in the expression of only one gtfD gene, which
is statistically significant (48%) and small insignificant changes in four genes
(gbpB, gtfB, gtfC and atpD).

3.5
& 3
g
= 2.5
()
=
= 2
g 1s
@
et 1
o, *
= I -
* * *
0 - - -
gbpB 8B 8 gD atpD
Genes

B Control (untreated bacteria)
At a concentration of 24.25 pg/ml, which is equal to 25% of the MIC value

Figure 21. A change in the expression of five genes present in the cells in the
biofilm of S. mutans bacterial culture involved in biofilm production and
acidogenicity at octyl gallate (C8-EG) concentration of 24.25 pg/ml. Data
(n=6) are means =+ standard error of three independent experiments performed
in duplicate. The data marked with an asterisk (*) are statistically significantly
different from those of the control group of untreated bacteria (p<0.05).
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Figure 22. A change in the expression of five genes present in the cells in the
biofilm of S. mutans bacterial culture involved in biofilm production and
acidogenicity at lauryl gallate (C12-LG) concentration of 24.4 pg/ml. Data
(n=6) are means =+ standard error of three independent experiments performed
in duplicate. Data marked with an asterisk (*) are statistically significantly
different from those of the control group of untreated bacteria (p<0.05).
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4. DISCUSSION OF THE RESULTS

In an experimental study with the fruit extract of Sicilian sumac
(Rhus coriaria), it was found that this extract inhibited the biofilm formation
of S. mutans. A more detailed examination of the fractions of the R. coriaria
fruit extract showed that the fraction with the highest effect was the fraction
in which methyl gallate (C1-MG) was subsequently identified (Kacergius et
al. 2017). Similar results were obtained by a team of researchers who used
high-performance liquid chromatography (HPLC) to detect gallotannins, GR
and C1-MG in Rhus javanica gal extract (Kim et al. 2016). Based on the
results of these studies, this thesis aims to investigate the effect of not only
C1-MG but also other GR esters, such as ethyl gallate (C2-EG), octyl gallate
(C8-0OG) and lauryl gallate (C12-LG), on the formation of S. mutans biofilm
in vitro.

The study shows that the antimicrobial effect of GR esters on the viability
of S. mutans is not uniform. The minimum inhibitory concentrations (MICs)
for C1-MG and C2-EG were 780 pg/ml and 1560 pg/ml, respectively, and for
C8-0G and C12-LG 97 pug/ml and 97.6 pg/ml, respectively. One group of
researchers who investigated the effect of GR and C1-MG on oral cariogenic
and periodontal disease causing bacteria found that the growth and
multiplication of S. mutans was treated by higher MICs, ranging from 2 mg/ml
to 4 mg/ml (Kang et al. 2008). The literature is either lacking or fragmentary
with regard to the antibacterial effect of other GR alkyl esters used in
experimental studies on the viability of S. mutans. The study showed that the
short alkyl chain GR esters C1-MG and C2-EG had a weaker effect compared
to the long alkyl chain esters (C8-OG and C12-LG). Thus, the antimicrobial
inhibitory effect of short and long alkyl chain GR esters appeared to differ by
a ratio of 1 : 16. Similar results were obtained by a team of researchers who
found that C8-OG with a long alkyl chain was more potent against
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Pseudomonas fluorescens strains
as compared to propyl gallate (C3-PG) with a shorter alkyl chain (Gutiérrez-
Larrainzar et al. 2013).

S. mutans have several virulence factors that allow them to successfully
colonize surfaces in the human mouth. According to the literature, virulence
is determined by the production of adhesive proteins and the ability to form
biofilms, as well as acidogenicity and acid tolerance (Kidd et al. 2019).
S. mutans adhesion is closely linked to biofilm formation, as S. mutans, with
the help of glycosyltransferases, produces glucan, which induces bacterial
adhesion to the surface, and thus aggregation with each other, which initiates
biofilm development (Jeong et al. 2013).

150



This dissertation presents the results of an experimental study on the
inhibitory effect of GR esters on the density and profile of S. mutans biofilm
biomass on rigid surfaces of different origins, such as polystyrene and glass.
A concentration-dependent inhibitory effect on both biomass density and
biofilm profile, i.e. thickness and roughness, was found. The inhibitory effect
of methyl gallate (C1-MG) was most pronounced at concentrations of
700 pg/ml, 850 pg/ml and 1000 pg/ml. Similar results were obtained by other
researchers (Kang et al. 2008), who performed a glass wire test with C1-MG
and found that a concentration of 1000 pg/ml significantly reduced the biofilm
biomass density of an S. mutans Ingbritt strain cultured for 24 h in a nutrient
medium containing 5% sucrose compared to untreated bacteria. The inhibitory
effect of C2-EG was found to be similar to that of C1-MG, ranging from
550 pg/ml to 700 pg/ml. No data on the effect of C2-EG on biofilm formation
in S. mutans could be found in the literature, with the exception of R. O. Bakr
and colleagues (2016) study on Staphylococcus aureus biofilms. This group
of researchers isolated C2-EG from the rhizomes of water lily (Nymphaea
alba) and found that this GR ester reduced biofilm formation by S. aureus
under in vitro conditions. Our study showed that C8-OG at much lower
concentrations of 28.1 pg/ml and 28.3 pg/ml completely inhibited the biofilm
development of S. mutans on polystyrene surfaces by a statistically significant
amount (100%), compared to the untreated bacteria. This finding can be
reasonably attributed to the longer alkyl chain in the chemical structure of C8-
OG, which leads to its stronger antibacterial and biofilm inhibitory effect.
These results are supported by other studies that have shown similar inhibitory
effects of C8-OG on the growth and proliferation of Bacillus subtilis (Kubo et
al. 2004) and on biofilm formation of Staphylococcus aureus (Oh et al. 2018).
As for C12-LG, this GR ester also showed a stronger effect than C8-0G. C12-
LG at a concentration of 33.5 ug/ml resulted in a statistically significant
complete inhibition of biofilm production (100 %) compared to the control
group of untreated bacteria. The results clearly show that the biofilm
inhibitory effect of S. mutans depends on the alkyl chain length of the GR
esters. These findings are supported by the inhibitory effect of C12-LG
described by S. Zhang and colleagues (2015), who worked with
Streptococcus pneumoniae biofilms. Furthermore, the biofilm inhibitory
concentrations of C8-OG and C12-LG, as well as those of the shorter alkyl
graded GR esters (C2-MG, C2-EG), were lower than the established MICs
and fell within a very narrow range. This suggests that this inhibitory activity
of C8-OG is not related to bactericidal activity. The biofilm inhibitory effect
on S. mutans of the GR esters tested is also supported by optical profilometry
data.
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Acidogenicity is another very important virulence factor in S. mutans
(Bedonya-Correa et al. 2019), as it is the prolonged exposure to acids that
leads to the development of dental caries (Friuli et al. 2020). In this thesis
study, it was set out to investigate the effect of GR esters on the acidity of the
nutrient medium in which S. mutans biofilms are cultured. The data obtained
showed that the concentrations of GR alkyl esters which inhibit the formation
of S. mutans biofilms also inhibit the decrease in the pH of the medium where
the bacterial culture is grown. The study showed that concentrations of C1-
MG 700-1000 pg/ml, C2-EG 700 pg/ml, C8-OG 27.9-28.3 pg/ml and C12-
LG 33.5 pg/ml almost completely suppressed the decrease in the pH of the
culture medium as compared with the control group of untreated bacteria, a
difference that was found to be statistically significant (p<0,05). This
indirectly reflects a decrease in biofilm acidogenicity.

In addition, the study showed that a solution of 0.56% and 0.57% dimethyl
sulfoxide (DMSO) used to dissolve the alkyl esters of GR did not inhibit the
biofilm formation of S. mutans and did not lead to any change in the pH of the
nutrient medium where the bacterial culture was maintained.

This dissertation also presents an analysis of the expression of genes
encoding virulence factors in S. mutans in the presence of GR esters C2-EG,
C8-OG and C12-LG. Literature shows that S. mutans cells in sedentary
biofilms, compared to planktonic cells, have a higher acid tolerance, a more
efficient use of sucrose (leading to stronger adhesion) and a different gene
expression (Liu et al. 2013, Silva et al. 2014). In a study of cells exposed to
C2-EG in the biofilm, relatively high gene expression of gtfC, gtfB and gbpB
was found, which may be associated with stress induced by this GR ester. In
order to relieve the stress, the bacteria react by increasing the expression of
genes encoding enzymes that produce water-insoluble glucans. These
enzymes are essential for the production of extracellular polymeric substance
(EPS), which increases the adhesion of bacterial cells to surfaces and each
other. This should be accompanied by an increase in the expression of the
gtfD, atpD and atpF genes. However, the results obtained do not show this
increase. This could be explained by an imbalance in the production of the
biofilm. Another possible reason is that the expression of control proteins,
guorum sensing component genes such as VicK, and their products has been
disturbed. M.D. Senadheera et al. (2005) observed that an increase in the
expression of the control gene vicRKX was associated with an increase in the
expression of the gbpB, gtfB and gtfC genes. The results obtained by these
researchers are in agreement with the findings of one group of researchers
(Decker et al. 2014) that the expression of gtfC and gtfB was increased when
S. mutans was cultured in xylitol-containing medium. In the course of the
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thesis work, a higher expression coefficient was found than when exposed to
xylitol. The gene expression results do not fully agree with the colorimetric,
profilometric and pH measurements. The discrepancy in the results may be
explained by the fact that the inhibition of S. mutans biofilm formation on
polystyrene and glass surfaces and acidogenicity induced by C2-EG is
probably at the protein level and does not affect gene expression. Therefore,
to clarify the direct effect of C2-EG on the gene expression of biofilm-
producing S. mutans cells, further studies are needed in the future to analyze
more genes responsible for biofilm development.

The experimental study also showed that C8-OG had a different effect on
biofilm cells than C2-MG. The results are in agreement with colorimetry,
profilometry and pH measurements. This result can be explained by the fact
that C8-OG inhibits biofilm formation on polystyrene and glass surfaces and
acidogenicity at the level of expression of five genes. The effect of C8-OG on
the control genes required for the coordination of biofilm production may
explain the effect of this substance on glucan synthesis and matrix stability
and biofilm production. The results also show that impaired activity of all
three glycosyltransferases inhibited sucrose-dependent biofilm formation in
S. mutans. Therefore, it can be assumed that C8-OG penetrated the EPS of the
biofilm, reached the cells involved in biofilm production and induced strong
effects. In this context, such a change in gene expression may explain why
C2-EG did not repress the genes encoding glucan synthesis. Although the
study with C8-OG showed that it induced changes in five genes, it is
interesting to note that the effect of C12-LG on gene expression was limited
to the gtfD gene. It is also important to note that the gtfD gene encodes GtfD,
which produces soluble glucan polymers that are used as primers by GtfB.
The same result was obtained by Y. Deng et al. (2021). More studies will be
carried out in the future to investigate the effect of C12-LG on additional
genes involved in biofilm production, as well as the amount of protein they
produce.

Over the past four decades, a large number of plant extracts have been
investigated for their biofilm inhibitory effects on S. mutans (Yanagida et al.
2000, Banavar et al. 2017, Yabuta et al. 2018, Lee et al. 2019). Some authors
have investigated changes in virulence gene expression, but the data is rather
fragmentary. The results of this thesis reaffirm the importance of studies on
biofilms formed by S. mutans. The S. mutans biofilm is a complex and
coordinately controlled structure. The EPS of the biofilm is continuously
remodeled and its microenvironment is subject to dynamic changes, and future
research should therefore focus on the control of EPS production, structural
organization and rearrangement at the gene level, as it would provide new
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knowledge that could be used to develop new tools for the prevention of tooth
decay.

In conclusion, GR esters not only inhibit the biofilm formation of
S. mutans, but also suppress acidogenicity. It was also found that GR esters
with a long alkyl chain have a stronger effect than those with a short chain.
The long alkyl chain C8-OG is used as an antioxidant in the food industry
(Gutiérrez-Larrainzar et al. 2013). Considering the data obtained in the study
and the EU legislation, which specifies an allowable concentration of C8-OG
of 200 mg/kg based on the fat or oil content of the foodstuff, corresponding to
200 pg/ml (Hurtado et al. 2008, Valle et al. 2018, Regulation (EC) No
1333/2008 of the European Parliament and of the Council of 16 December
2008 on food additives), this compound has the potential to inhibit the
S. mutans biofilm effectively, while being safe for the human body. Dental
caries is a highly prevalent disease in the world at all ages (FDI, World Dental
Federation 2015), and the need to find effective means of preventing the
disease remains high. In addition, the idea of biological therapies is
increasingly being raised in the medical field, and researchers are actively
searching for and studying biologically active compounds that prevent the
development of the disease without harming the oral microbial community
(Jeon et al. 2011, Chen et al. 2021). The results of this thesis show that the GR
esters C1-MG, C2-EG, C8-OG and C12-LG could be of practical use in the
formulation of toothpastes, mouthwashes and dental products to improve the
anticariogenic properties of these products.
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5. CONCLUSIONS

. Octyl and lauryl gallates with a long alkyl chain are more effective in
inhibiting the viability of S. mutans due to lower minimum inhibitory
concentrations as compared to methyl and ethyl gallates with a short
alkyl chain.

. Long alkyl chain octyl and lauryl gallates more effectively inhibit
S. mutans biofilm formation on rigid surfaces (polystyrene, glass) at
lower concentrations as compared to short alkyl chain methyl and ethyl
gallates. The strength of this effect manifests itself in a concentration-
dependent manner with lower than minimal inhibitory concentrations
of gallic acid esters.

. Methyl, ethyl, octyl and lauryl gallates significantly reduce acid
formation (acidogenicity) in S. mutans biofilm. This effect strengthens
with an increase in concentration of gallic acid esters and lengthening
of the structural alkyl chain.

. Octyl gallate inhibits the expression of all genes (gbpB, gtfB, gtfC, gtfD)
that determine the formation of the biofilm of S. mutans, however, ethyl
and lauryl gallates do not have this effect.

. Octyl gallate suppresses the expression of the atpD gene, which
determines the acidogenicity of S. mutans biofilm; however, ethyl and
lauryl gallates fail to bring about this effect, including the effect of ethyl
gallate on the expression of the atpF gene.
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