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1. Dane osobowe
Imie i Nazwisko: Wirginia Krzys$ciak

Zaklad Diagnostyki Medycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski,
Collegium Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow

Kontakt e-mail: wirginia.krzysciak@uj.edu.pl

Telefon: 12 620 57 60

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

magister analityki medycznej - Uniwersytet Jagielloriski, Collegium Medicum
Wydziat Farmaceutyczny, obrona pracy magisterskiej o tytule: Ocena zakazen
szpitalnych wywotanych przez Pseudomonas aeruginosa metoda PCR-RAPD; opiekun
pracy: prof. dr hab. Alicja Budak, 2005-07-04

doktor nauk farmaceutycznych - Uniwersytet Jagielloriski, Collegium Medicum
Wydzial Farmaceutyczny, obrona pracy doktorskiej z wyrdznieniem - specjalnosé
biochemia kliniczna, tytul pracy: Badania wybranych wskaznikéw ukladu
antyoksydacyjnego w homogenatach wydolnych i niewydolnych fragmentéw zyl oraz
probkach krwi obwodowej i zastoinowej chorych z przewlekia choroba zylna;
promotor: prof. dr hab. n. med. Marek Stepniewski, 2009-06-25

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

asystent - Uniwersytet Jagielloriski, Collegium Medicum, Wydzial Farmaceutyczny
Zaklad Radioligandéw, Katedra Farmakobiologii - 01.10.2005-30.09.2010

adiunkt - Uniwersytet Jagiellofiski, Collegium Medicum, Wydzial Farmaceutyczny,
Zaklad Diagnostyki Medycznej - 01.10-2010 do chwili obecnej

4. Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

Ukonczytam Liceum Ogoélnoksztalcgce im. Karola Miarki w Mikotowie w klasie
o profilu matematyczno-fizycznym. W 2000 roku podjelam studia magisterskie na
kierunku analityka medyczna na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloriskiego, ktore ukoniczytam w 2005 roku.

Moja praca magisterska zwigzana byla z problemem zakazenn szpitalnych
i oceng czestoSci wystepowania Pseudomonas aeruginosa. Temat mojej pracy
magisterskiej: ,,Ocena zakazen szpitalnych wywotanych przez Pseudomonas aeruginosa
metodag PCR-RAPD” byl wynikiem mojego zainteresowania mikrobiologig. Efektem
naukowym pracy, poza uzyskaniem tytulu magistra analityki medycznej byto
doniesienie naukowe na Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow, 5—7 wrzes$nia
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2006 r. Pod kierunkiem prof. dr hab. Alicji Budak, promotora mojej pracy
magisterskiej, = poznalam  zasady pracy w  naukowym  laboratorium
mikrobiologicznym, a zdobyte w ten sposéb do$wiadczenie wykorzystywalam
wielokrotnie w pézZniejszych badaniach.

W 2006 roku podjetam prace na Wydziale Farmaceutycznym w Zakladzie
Radioligandéw, Katedry Farmakobiologii, U] CM. Promotorem mojej pracy
doktorskiej: ,Badania wybranych wskaznikéow ukladu antyoksydacyjnego
w homogenatach wydolnych i niewydolnych fragmentéw zyl oraz prébkach krwi
obwodowej i zastoinowej chorych z przewlekla choroba zylng” zostat prof. dr hab.
med. Marek Stepniewski, ktéremu zawdzieczam wiedze zaréwno teoretyczna, jak
i praktyczna z dziedziny diagnostyki laboratoryjne;j.

Moje zainteresowania naukowe mozna podzieli¢ na kilka dziedzin z zakresu
biochemii klinicznej i mikrobiologii. Powstale prace wpisuja sie¢ w omawiane
dziedziny i zostaly ujete w kazdej z nich. Zagadnienia z zakresu biochemii klinicznej
to: rola stresu oksydacyjnego w patomechanizmie choréb oraz rola wybranych biatek
sliny jako markeréw przebiegu i progresji wybranych choréb. Z kolei zagadnienia
dotyczace mikrobiologii skoncentrowaly sie wokoét determinant patogennosci
szczepow Streptococcus izolowanych z plytki nazebnej i $liny, jako potencjalnych
czynnikéw etiologicznych prochnicy wezesnego dziecifistwa (ECC). Zainteresowania
biochemia i mikrobiologia zaowocowaly prowadzonymi i kierowanymi przeze mnie
badaniami (m.in. grant MNiSW ,Najlepsi z najlepszych!”) nad aktywnoscia
metaboliczng szczepéw bakterii odpowiedzialnych za wywolywanie préchnicy
u ludzi.

Efektem mojego zainteresowania tematem stresu oksydacyjnego w przewleklej
chorobie zylnej (PChZ) byty doniesienia naukowe:

Ostafin W, Stepniewski M, Kézka M, Olszewska L., Biedroi P. The role of oxidants and
antioxidants in varicose veins at tissue level. Mecular and physiological aspects of regulatory
processes of the organism : materials of 16th International Symposium of Polish Network of
Molecular and Cellular Biology, Cracow, June 4, 6, 2007 / ed. by Henryk Lach

Pedagogical University of Cracow. S. 361 Krakéw: Wydawnictwo Naukowe AP, 2007

Krzysciak W, Ké6zka M, Pietrzycka A, Stepniewski M. Zwiazek miedzy poziomem cholesterolu
LDL a aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) u chorych z przewlekla choroba zylna
(PChZ). Przegl. Flebol. 2009 : T. 17, z. 2, 5.90

VI Kongres Polskiego Towarzystwa Flebologicznego, Warszawa, 28

Krzysciak W, Kézka M, Pietrzycka A, Stepniewski M. Stezenie malonylodialdehydu (MDA)
w osoczu krwi chorych z zylakami koniczyn dolnych z r6znym wskaznikiem BMI. Prz. Flebol.
2009: T. 17, z. 2, s. 87-88. VI Kongres Polskiego Towarzystwa Flebologicznego, Warszawa, 28-
30 maja 2009

Krzysciak W, Kézka M, Pietrzycka A, Kowalska J, Kazek G, W. Kwiatek. Rola cynku i miedzi
w rozwoju stresu oksydacyjnego w przewleklej chorobie zylnej (PChZ). Prz. Flebol. 2009: T.
17, z. 2, s. 87 VI Kongres Polskiego Towarzystwa Flebologicznego, Warszawa, 28-30 maja 2009.
VI Kongres Polskiego Towarzystwa Flebologicznego, Warszawa, 28-30 maja 2009.
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Krzysciak W, Kézka M, Krosniak M, Stepniewski M. Reduced glutathione as a beneficial
marker of antioxidant defense system in patients with chronic venous disease. Molecular and
physiological aspects of regulatory processes of the organism: materials of 18th International
Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular Biology / ed. by Henryk Lach; J6zef
Dietl Malopolska Higher Vocational School in Cracow - Krakéw, 2009 s. 171-173.

W rozprawie doktorskiej skupilam sie na okresleniu stezerr i aktywnosci
wybranych wskaznikéw oksydacyjno-antyoksydacyjnych we krwi i tkankach oséb
cierpiacych na przewlekla chorobe zylna (PChZ). Badania aktywnosci enzymatycznej:
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowej (GPx), oraz stezenia
malonylodialdehydu (MDA), glutationu zredukowanego (GSH) i catkowitego
potencjalu antyoksydacyjnego (FRAP) we krwi i tkankach zostaly przedstawione na
zjezdzie 18th International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology w Krakowie oraz na VI Kongresie Polskiego Towarzystwa Flebologicznego
w Warszawie. Zebrane wyniki opisane zostaly w artykutach opublikowanych na
tamach Przegladu Lekarskiego oraz oficjalnego kwartalnika Polskiego Towarzystwa
Angiologicznego, a takze Polskiego Towarzystwa Chirurgii Naczyniowej - Acta
Angiologica.

Koézka M, Krzysciak W, Pietrzycka A, Stepniewski M. Obesity and its' influence on reactive

oxygen species (ROS) in the blood of patients with varicose veins of the lower limbs. Prz. Lek.

2009, T. 66, nr 5, s. 213-217.

Krzysciak W, Kézka M, Kazek G, Stepniewski M. Selected indicators of the antioxidant system

in the blood of patients with lower limb varicose veins. Acta Angiol. 2009, Vol. 15, nr 1, s. 10-
19

Prace doktorska obronilam z wyréznieniem w 2009 roku. Na tym etapie
rozwoju naukowego moj dorobek obejmowal 5 prac oryginalnych o lacznym
wspolczynniku impact factor rownym 2.321 i sumie punktéw MNiSW 40.

Przeprowadzone na uzytek pracy doktorskiej eksperymenty oceny stanu
oksydacyjno-antyoksydacyjnego zachecity mnie do dalszych badan w tej dziedzinie.

Krzysciak W, Kézka M, Pietrzycka A, Kowalska J, Kazek G, Kwiatek W. Rola cynku i miedzi
w rozwoju stresu oksydacyjnego w przewleklej chorobie zylnej (PChZ). Prz. Flebol. 2009, T.
17, z.2, s. 87 VI Kongres Polskiego Towarzystwa Flebologicznego, Warszawa, 28, 30 maja 2009.

Wykazatam réznice w stezeniach badanych pierwiastkéw zaleznie od nasilenia
stresu oksydacyjnego, co pozwolilo mi na wyciggniecie wniosku, ze dzialanie
enzymow antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa czy peroksydaza
glutationowa stymuluje uktad antyoksydacyjny chorych zaleznie od poziomu
wybranych pierwiastkéw sladowych.

Uzyskane wyniki zmotywowaly mnie do kontynuowania badar nad rolg
zelaza tkankowego w kontekscie obserwowanego stresu oksydacyjnego w przewleklej
chorobie zylnej (PChZ).
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Krzysciak W, Kowalska ], Kézka M, Kwiatek WM, Hartwich J. Iron content (PIXE) in
competent and incompetent veins is related to the vein wall morphology and tissue antioxidant
enzymes. XXI International Symposium on Bioelectrochemistry and Bioenergetics of the
Bioelectrochemical Society (BES), Cracow, Poland, 8-12.05.2011.

Zebrane wyniki staly sie przedmiotem = publikacji na tamach
miedzynarodowego czasopisma Bioelectrochemistry poswieconego wykorzystaniu
elektrochemii w naukach przyrodniczych.

Wirginia Krzysciak, Joanna Kowalska, Mariusz Kézka, Monika A. Papiez, Wojciech M.

Kwiatek. Iron content (PIXE) in competent and incompetent veins is related to the vein wall

morphology and tissue antioxidant enzymes. Bioelectrochemistry (Amst.) 2012 : Vol. 87, s. 114
123, il., bibliogr. 90 poz., abstr. 1567 Impact Factor ISI: 3.947; MNiSW: 30.000

Od sierpnia 2007 r. uczestniczylam w realizacji r6znych projektow naukowych.
W 7 projektach petnitam role kierownika (1 projekt MNiSW, 3 dotacje celowe,
2 projekty statutowe, 1 projekt ekspercki), a w 6 bylam wykonawca (1 projekt POiG,
1 projekt MNiSW, 4 projekty statutowe).

Wyniki moich badan zostaly zaprezentowane w postaci wielu wystapier
ustnych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych (m. in. 2nd World Dental
Online Conference 2014; 22nd International Student Congress of (bio) Medical
Sciences, 5 czerwca 2015, Groningen, Holandia; International Conference on
Biochemistry, October 10-12, 2016, Kuala Lumpur, Malezja; International Conference
on Microbial Physiology and Genomics, October 20-22, 2016, Rzym), a takze
opublikowane na tamach miedzynarodowych czasopism (Front Microbiol., BMC
Microbiol., Eur J Clin Microbiol Infect Dis., Anticancer Res., Bioelectrochemistry., Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, Food Chem Toxicol., Drug Des Devel Ther.,
J Physiol Pharmacol. i in.). Jestem autorka i wspoélautorka 45 streszczen
konferencyjnych, w tym 26 ze zjazdow miedzynarodowych.

1 pazdziernika 2010 roku rozpoczelam prace na stanowisku adiunkta
w Zakladzie Diagnostyki Medycznej, kierowanym przez dr hab. Ryszarda Drozdza.

Moje badania skoncentrowaly sie wokét znaczenia wybranych biatek sliny jako
markerow przebiegu i progresji choréb jamy ustnej, szczegdlnie préchnicy wczesnego
dziecifistwa (ECC). Warsztat badawczy i dostepna aparatura umozliwily mi
opracowanie i zoptymalizowanie metod oznaczania wybranych aminokwaséw
aromatycznych, bialek: histatyny-5, oraz $-defensyny-2, ktére kolejno wykorzystatam
do badafi na materiale klinicznym. Efektem prowadzonych prac byly wystgpienia
ustne i posterowe podczas konferencji o zasiegu krajowym i miedzynarodowym oraz
publikacje.

Dorota Koscielniak, Beata Bystrowska, Anna Jurczak, Iwona Gregorczyk Maga, Iwona

Kotodziej, Ryszard Drozdz, Wirginia Krzysciak Capillary Zone Electrophoresis (CZE) method
for saliva aromatic amino acids in children caries. J. Stomatol. 2014 : Vol. 67, supl. 1, s. 160-161.

Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Monika Papiez, Palina Vyhouskaya, Wirginia Krzysciak.
A study on B-defensin-2 and histatin-5 as a diagnostic marker of early childhood caries
progression. Biol. Res. 2015: Vol. 48, nr 1 art. 61, s. 1-9, il,, bibliogr. 56 poz., abstr. Impact Factor
ISI: 1.328 MNiSW: 25.000
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Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Anna Skalniak, Monika Papiez, Paulina Vyhouskaya,
Wirginia Krzysciak. The role of the saliva antioxidant barrier to reactive oxygen species with
regard to caries development. Redox Rep. 2017 : Vol. 22, nr 6, s. 524-533, il., bibliogr. 42 poz.
Autor korespondencyjny: Wirginia Krzysciak. Impact Factor ISI: 2.070 MNiSW: 20.000

Od 2013 r. prowadze badania we wspdlpracy z Pracownia Stomatologii
Dzieciecej Instytutu Stomatologii Collegium Medicum, kierowana przez dr n. med.
Anne Jurczak, w ktoérych jednym z etapéw jest ocena czynnikéw determinujacych
patogennos¢ szczepdw Streptococcus izolowanych z jamy ustnej dzieci z préchnicy.
W ramach tego projektu do warsztatu badawczego zostata wlaczona ocena tworzenia
biofilmu po przez ocene iloéci drobnoustrojow (CFU/ml), ocene biomasy oraz analize
zdje¢ w skaningowej mikroskopii elektronowej. W ramach przygotowania
optymalnych warunkéw metod badania biofilméw poréwnane zostaly r6zne warunki
hodowli, podloza hodowlane, stezenia substratéw oraz dokonano oceny tworzenia
biofilmu mono-, dwu- i wielogatunkowego przez wybrane gatunki bakterii.

Zainteresowania  biochemia  biofilmu zaowocowaly  opracowaniem
i zoptymalizowaniem kilku metod badania wybranych enzymoéw glikolizy, m.in.:
fosfofruktokinazy (PFK) oraz kinazy pirogronianowej (PK), ktére wykorzystano
kolejno do badani ex wvivo. Uzyskane wyniki zostaly zgloszone do konkursow
w ramach miedzynarodowych konferencji, postuzyly do przygotowania wystgpieri na
dwoéch zeszlorocznych konferencjach, organizowanych przez Miedzynarodowe
Towarzystwo Biochemiczne (International Conference on Biochemistry 10-12.10.2016
Kuala Lumpur, Malaysia) oraz Miedzynarodowe Towarzystwo Mikrobiologiczne
(International Conference on Microbial Physiology and Genomics 20-22.10.2016 Rome,
Italy) oraz staly sie przedmiotem publikacji.

Palina Vyhouskaya, Anna Skalniak, Jakub Pigtkowski, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak,
Ryszard Drozdz, Wirginia KrzySciak. Importance of cariogenic biofilm formation in S. mutans
carbohydrate metabolism. J. Microb. Biochem. Technol. 2016: Vol. 8, nr 6 suppl., s. 50. 3rd
World Congress and Expo on Applied Microbiology, Dubaj, ZEA, 7 9.11.2016.

Palina Vyhouskaya, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Anna Skalniak, Jakub Pigtkowski,
Ryszard Drozdz, Wirginia Krzysciak. New insights in the mechanisms and prophylaxis of
early childhood caries. ]. Microb. Biochem. Technol. 2016: Vol. 8, nr 6 suppl., s. 71. 3rd World
Congress and Expo on Applied Microbiology, Dubaj, ZEA, 7 9.11.2016.

Palina Vyhouskaya, Wirginia Krzysciak, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Ryszard Drozdz.
Pyruvate kinase as a new target for anti caries agents. Biochem. Anal. Biochem. 2016: Vol. 5, nr
3 suppl,, s. 28. International Conference on Biochemistry, Kuala Lumpur, Malaysia, October 10
12, 2016.

Palina Vyhouskaya, Wirginia Krzysciak, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Ryszard Drozdz.
Significance of key glycolytic enzymes in cariogenic biofilm formation. Clin. Microbiol. 2016:
Vol. 5, nr 5 suppl,, s. 33. 6th Clinical Microbiology Conference, Rome, Italy, October 20

22, 2016.
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Wirginia Krzysciak, Palina Vyhouskaya, Pawet Krzysciak, Jakub Pigtkowski, Anna Skalniak,
Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Ryszard Drozdz. The role of pyruvate kinase (PK) and
glucokinase (GCK) in Streptococcus mutans mixed biofilm development. Biochem. Anal.
Biochem. 2016: Vol. 5, nr 3 suppl., s. 42. International Conference on Biochemistry, Kuala
Lumpur, Malaysia, October 10 12, 2016.

Wirginia KrzySciak, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Beata Bystrowska, Anna Skalniak. The
usefulness of biotyping in the determination of selected pathogenicity determinants in
Streptococcus mutans. BMC Microbiol. (Online) 2014: Vol. 14, art. no 194, s. 1 15, il,, bibliogr.
45 poz., abstr. Impact Factor ISI: 2.729 MNiSW: 30.000

Wirginia KrzySciak, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Beata Bystrowska, Anna Skalniak. The
virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 2014: Vol. 33, nr 4, s. 499 515, il.,, bibliogr. 103 poz., abstr. Impact Factor ISI: 2.668
MNIiSW: 25.000

Wirginia Krzysciak, Monika Papiez, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak, Palina Vyhouskaya,
Katarzyna Zagérska Swiezy, Anna Skalniak. Relationship between Pyruvate Kinase Activity
and Cariogenic Biofilm Formation in Streptococcus mutans Biotypes in Caries Patients. Front.
Microbiol. 2017: Vol. 8, art. no. 856, s. 1-18, Impact Factor ISI: 4.076 MNiSW: 35.000

Wirginia Krzysciak, K. K. Pluskwa, Anna Jurczak, Dorota Koscielniak. The pathogenicity of
the Streptococcus genus. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2013: Vol. 32, nr 11, s. 1361-1376, il.,
bibliogr. 149 poz., abstr. Impact Factor ISI: 2.544 MNiSW: 30.000

Zainteresowania nowymi metodami leczenia choréb jamy ustnej, zwigzanymi
z formowaniem biofilmu doprowadzily do okreélenia wplywu lizozymu i histatyny 5
- kluczowych bialek slinowych na zdolnos¢ tworzenia biofilmu monogatunkowego
S. mutans oraz biofilmu dwugatunkowego S. mutans i L. rhamnosus. Wyniki tych badan
wskazuja jednoznacznie na wrazliwosé szczepéw kariogennych na wybrane peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (antimicrobial peptides, AMPs).

Krzysciak W, Jurczak A, Pigtkowski ], Koécielniak D, Gregorczyk Maga I, Kolodziej I, Papiez
MA, Olczak Kowalczyk D. Effect of histatin 5 and lysozyme on the ability of Streptococcus
mutans to form biofilms in in vitro conditions. Postepy Hig Med Dosw (Online). 2015 Sep 20;
69:1056-66. Impact Factor ISI: 0.769 MNiSW: 15.000

W zakresie lekowrazliwosci drobnoustrojéow bralam udzial w badaniach
i przygotowaniu artykulu, razem z pracownikami Pracowni Stomatologii Dzieciecej
IS U] CM, dotyczacymi wrazliwosci na leki bakterii z rodzaju Streptococcus
izolowanych z ptytki nazebnej dzieci z préchnica. Prowadzone badania wymagaty
opracowania metodyki umozliwiajacej wzrost badanych szczepéw i ich jednoznaczne
okre$lenie przy uzyciu seryjnych rozciericzeri antybiotyku w podlozu agarowym.
Prowadzone przeze mnie badania wrazliwoéci paciorkowcéw grupy Viridans,
izolowanych z plytki nazebnej dzieci z préchnicg, na leki przeciwbakteryjne wykazaty
wieksza skutecznos¢ in vitro amoksycyliny niz erytromycyny wsréd szczepéw
nalezacych do biotypéw III i IV, w poréwnaniu do szczepéw z biotypow I
i II, ktore byly bardziej wrazliwe na erytromycyne niz amoksycyling, wbrew
zaleceniom, by u pacjentow zagrozonych infekcjami w czasie antybiotykowej
profilaktyki stomatologicznej stosowac preparaty amoksycyliny.
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Wirginia Krzysciak, Dorota Koscielniak, Monika Papiez, Anna Jurczak, Palina Vyhouskaya.
Methods of Biotyping of Streptococcus mutans Species with the Routine Test as a Prognostic
Value in Early Childhood Caries. Evidence Based Complementary and Alternative Medicine
2017 : Vol. 2017, Article ID 6859543, s. 115, Impact Factor ISI: 1.740 MNiSW: 30.000

Jako wykonawca w projekcie finansowanym przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego dr hab. Moniki Papiez Badanie uszkodzenn DNA, apoptozy i
proliferacji komorek w sledzionie oraz szpiku kostnym szczuréw z biataczkq promielocytowq po
podaniu zwiqzkow o dziataniu anty- lub prooksydacyjnym zainteresowalam sie podejéciem
do leczenia raka, polegajgcym na stosowaniu terapii kombinowanej
z udziatem polifenoli i chemioterapii przeciwnowotworowe;.

W 2016 r. na zlecenie Polskiego Towarzystwa Stomatologii Dzieciecej
realizowatam jako kierownik projekt badawczy w ramach komercyjnej dziatalnosci
umownej UJCM (K/KDU/000354). Celem projektu bylo okreslenie dziatania
przeciwpréchnicowego produktow leczniczych, zawierajacych inaktywowane
termicznie szczepy L. salivarius na wybrane gatunki bakterii.

W dziedzinie poszukiwania nowych zwigzkéw przeciwpréchnicowych
w ramach wspotpracy z firmg Polpharma w 2017 roku przeprowadzitam badania nad
preparatem o potencjalnym wykorzystaniu klinicznym. Okreélitam dziatanie nowo
zsyntetyzowanego zwiazku o potencjale przeciwpréchnicowym na wybrane gatunki
drobnoustrojéw w biofilmie mieszanym: bakteryjno-grzybiczym.

Efektem prowadzonych badan byta publikacja.

Krzysciak W, Koscielniak D, Papiez M, Vyhouskaya P, Zagérska-éwieiy K, Kotodziej 1,
Bystrowska B, Jurczak A. Effect of a Lactobacillus Salivarius Probiotic on a Double-Species
Streptococcus Mutans and Candida Albicans Caries Biofilm. Nutrients. 2017 Nov 14;9(11).
pii: E1242. doi: 10.3390/nu9111242, Impact Factor ISI: 3.550 MNiSW: 35.000

Bylam zapraszana przez Polskie Towarzystwo Stomatologii Dzieciecej do
wygloszenia wykladéw na Konferencjach Naukowo-Szkoleniowych poswieconych
tematyce profilaktyki i leczenia préchnicy wczesnego dziecifistwa, a takze przez
Polskie Towarzystwo Stomatologiczne, Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw oraz
Polpharme.

~Nowe perspektywy w zapobieganiu préchnicy” 5.11.2015 podczas II Miedzynarodowej
Konferencjil. = Naukowo-Szkoleniowej  Stomatologii ~ Dzieciecej ,Fear&Pain  2015”
http:/ /fearandpain.ptsd.net.pl/wykladowcy /

,Profilaktyka préchnicy - nanotechnologia XXI wieku. Caries prophylaxis: next generation
nanotechnology” - 9.10.2014 podczas I Miedzynarodowej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej
Stomatologii Dzieciecej ,Pulp & Prevention 2014 Krakéw” http://pulpandprevention.cm-
uj.krakow.pl/pl/wykladowcy-pl.php

,Nanotechnologia XXI wieku w profilaktyce i leczeniu préchnicy wczesnego dzieciristwa”.
12.09.2015.  podczas  Konferencji =~ PTS@CEDE 2015  Stomatologia  Kliniczna
https:/ /www.cede.pl/2015/program/pts/wszystkie/?event=102

,Determinanty patogennosci Streptococcus mutans, a ryzyko rozwoju préchnicy - perspektywy
leczenia” Zebranie ogélne PTS Oddzial Krakéw 15.03 2014; Centrum Konferencyjne Hotelu
Galaxy, ul. Gesia 22, Krakéw, godz.11:00
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~The role of selected glycolysis metabolic pathway proteins in S. mutans single and mixed
biofilm. species”. Wirginia Krzysciak, Joanna Stowik, Palina Vyhouskaya TM’s 2nd World
Dental Online Conference 2014; 19-21 August 2014

“Influence of the probiotic, containing Lactobacillus salivarius on the Streptococcus mutans and
Candida albicans dual-species biofilm model.” Krzysciak Wirginia 30.X1.2017 Krakéw PTM
Oddziat Krakéw

,Rola probiotyku zawierajacego Lactobacillus salivarius w niefluorkowym zapobieganiu
prochnicy zebéw.” Krzysciak Wirginia 4.01.18 Polpharma; Hotel Ossa Congress & Spa Ossa
1, 96-200 Rawa Mazowiecka

Doswiadczenie zdobyte w przygotowaniu monografii wykorzystatam réwniez
przy tworzeniu rozdzialéw do podrecznika zagranicznego i podrecznika z zakresu
stomatologii dzieciecej dla studentéw.

Wirginia Krzysciak, Anna Jurczak, Jakub Pigtkowski. The Role of Human Oral Microbiome in

Dental Biofilm Formation. Microbial Biofilms - Importance and Applications. Rijeka: InTech,

2016. s. 329 382: il.,, bibliogr. 191 poz., abstr. Chapter 16. P ISBN: 97895351 24368 rozdziat
monografii zagranicznej, praca oryginalna.

Urszula Kaczmarek, Wirginia KrzySciak. Mikrobiom jamy ustnej. Wspoélczesna stomatologia
wieku rozwojowego. Otwock : Wydawnictwo Med Tour Press International, 2017. Rozdziat 7.
P ISBN: 978 83 87717 26 1

Obecnie moj dorobek obejmuje 28 prac oryginalnych, 6 prac pogladowych,
jeden rozdzial w monografii zagranicznej oraz jeden rozdzial w monografii polskiej.
Zgodnie z analiza bibliometryczna, faczny wspétczynnik oddziatywania impact factor
calego dorobku wynosi 46.186, a odpowiadajagca mu punktacja MNiSW to 546
punktow.

Prezentowane prace byly cytowane 182 razy, a wspétczynnik Hirscha wynosi 6.

5. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. W Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

A. Tytul osiagniecia naukowego

Przedmiotem osiggniecia naukowego, stanowigcego podstawe do ubiegania sie
o nadanie stopnia doktora habilitowanego jest cykl powigzanych tematycznie
6 publikacji zatytulowany: ,Streptococcus mutans jako czynnik etiopatologiczny
prochnicy wczesnego dziecinstwa (ECC) - diagnostyka, patomechanizm oraz
terapia antybiofilmowa.”
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B. Wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

M-1. Krzysciak W, Jurczak A, Koscielniak D, Bystrowska B, Skalniak A. (2014) The
virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. Eur ] Clin Microbiol
Infect Dis. 2014 Apr;33(4):499-515. doi: 10.1007/510096-013-1993-7. Epub 2013 Oct 24.
IF ISI: 2.668; MNiSW: 25.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, doborze i
analizie danych literaturowych, napisaniu manuskryptu, korekcie jezykowej pracy, wystaniu
pracy do redakcji, korekcie merytorycznej manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy oceniam na 76%.

M-2. Krzysciak W, Pluskwa KK, Pigtkowski J, Krzysciak P, Jurczak A, Koscielniak D,
Skalniak A. (2014) The usefulness of biotyping in the determination of selected

pathogenicity determinants in Streptococcus mutans. BMC Microbiol. 2014 Aug
5;14:194. doi: 10.1186/1471-2180-14-194. IF ISI: 2.729; MNiSW: 30.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy
i zaprojektowaniu badania, opracowaniu protokotu badania klinicznego, napisaniu wniosku do
Komisji Bioetycznej UJ, wykonaniu wigkszosSci eksperymentow, napisaniu manuskryptu,
korekcie jezykowej pracy, wystaniu pracy do redakcji, analizie uwag recenzentow i korekcie
merytorycznej manuskryptu po recenzjach, redakcji naukowej pracy.

Moj udziat procentowy oceniam na 60%.

M-3. Krzysciak W, Koscielniak D, Papiez M, Jurczak A, Vyhouskaya P. (2017) Methods
of Biotyping of Streptococcus mutans Species with the Routine Test as a Prognostic
Value in Early Childhood Caries. Evid Based Complement Alternat Med. 2017;2017:
6859543. doi: 10.1155/2017/6859543. Epub 2017 Jun 15. IF ISI: 1.740; MNiSW: 30.000

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu i wykonaniu wszystkich badan, wspodtudziale w opracowaniu kryteriow
wlgczenia i wykluczenia z badania, opracowaniu protokotu badania klinicznego,
przygotowaniu wniosku do Komisji Bioetycznej UJ, napisaniu manuskryptu, korekcie jezykowej
pracy, wystaniu pracy do redakcji, analizie uwag recenzentow i korekcie merytorycznej
manuskryptu po recenzjach, odpowiedzi na uwagi recenzentow, redakcji naukowej pracy.

Mo6j udziat procentowy oceniam na 77%.

M-4. Krzysciak W, Papiez M, Jurczak A, Koscielniak D, Vyhouskaya P, Zagorska-
Swiezy K, Skalniak A. (2017) Relationship between Pyruvate Kinase Activity and
Cariogenic Biofilm Formation in Streptococcus mutans Biotypes in Caries Patients.
Front. Microbiol., 16 May 2017. IF ISI: 4.076; MNiSW: 35.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy
i zaprojektowaniu badania, przygotowaniu i przeprowadzeniu wigkszosci eksperymentow,
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doborze i analizie danych literaturowych, napisaniu manuskryptu, korekcie jezykowej pracy,
wystaniu pracy do redakcji, korekcie merytorycznej manuskryptu po recenzjach, odpowiedzi na
uwagi recenzentow, redakcji naukowej pracy .

Moj udzial procentowy oceniam na 77%.

M-5. Krzysciak W, Jurczak A, Piatkowski ], Koscielniak D, Gregorczyk-Maga I,
Kotodziej I, Papiez MA, Olczak-Kowalczyk D. (2015) Effect of histatin-5 and lysozyme

on the ability of Streptococcus mutans to form biofilms in vitro conditions. Postepy Hig
Med Dosw (Online). Sep 20; 69: 1056-66. IF ISI: 0.769; MNiSW: 15.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy
i zaprojektowaniu badania, przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow, doborze i analizie
danych literaturowych, napisaniu manuskryptu, korekcie jezykowej pracy, wystaniu pracy do
redakcji, analizie uwag recenzentow i korekcie manuskryptu po recenzjach, redakcji naukowej
pracy.

Moj udzial procentowy oceniam na 71%.

M-6. Krzysciak W, Koscielniak D, Jurczak A, Vyhouskaya P, Zagc’)rska-Swiez'y K,
Kotodziej I, Bystrowska B, Papiez M. (2017) Effect of a Lactobacillus Salivarius
Probiotic on a Double-Species Streptococcus Mutans and Candida Albicans Caries
Biofilm. Nutrients. 2017 Nov 14;9(11). IF ISI: 3.550; MNiSW: 35.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy
i zaprojektowaniu badania, przeprowadzeniu wigkszosci eksperymentow, doborze i analizie
danych literaturowych, napisaniu manuskryptu, korekcie jezykowej pracy, wystaniu pracy do
redakcji, korekcie manuskryptu po recenzjach, redakcji naukowej pracy.

Moj udzial procentowy oceniam na 75%.

Zgodnie z analiza bibliometryczna (nr 952.833.4.2018; Krakéw, 5.01.2018 r.), taczna
punktacja 6 prac sktadajacych sie na osiggniecie naukowe, stanowiacych podstawe do
ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego wynosi:

IF=15.532; MNiSW=170; éredni udziat wlasny 72%.

We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem.

Badania skladajace sie na monotematyczny cykl publikacji zostaly wykonane
w nastepujacych jednostkach naukowo-badawczych:

M-1. Prace pogladowg wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Medycznej na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM.
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M-2. Kwalifikacje pacjentéw do badania i pobieranie materiatu klinicznego wykonano
w Pracowni Stomatologii Dzieciecej Instytutu Stomatologii U] CM w Krakowie.
Badania obrobki materialu klinicznego m.in. izolacje wybranych gatunkéw bakterii
z plytki nazebnej, przygotowanie i wykonanie podtozy do selektywnych hodowli
wybranych gatunkéw bakterii z plytki nazebnej dzieci z préchnicg oraz dzieci bez
objawéw choroby, hodowle i identyfikacje fenotypowa wybranych gatunkéw bakterii,
biotypowanie, oznaczanie aktywnosci dehydogenazy prefenianowej (PDH) w tym
ekstrakcje, oczyszczanie enzymu wséréd badanych szczepéw, izolacje DNA
z wyizolowanych gatunkéw bakterii wykonano w Zakladzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej UJCM oraz w Zakladzie Diagnostyki Medycznej na Wydziale
Farmaceutycznym U] CM. Analize genetyczna, w tym amplifikacje 165 rDNA,
elektroforeze i sekwencjonowanie 165 rDNA badanych gatunkéw bakterii wykonano
w Pracowni Badan Genetycznych Kliniki Endokrynologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie.

M-3, M-4. Kwalifikacje pacjentéw do badania i pobieranie materiatu klinicznego
(ptytki nazebnej) wykonano w Pracowni Stomatologii Dzieciecej Instytutu
Stomatologii U] CM w Krakowie. Identyfikacje fenotypowa badanych gatunkow
bakterii, identyfikacje morfologiczng wyizolowanych gatunkéw  bakterii,
przygotowanie i standaryzacje zawiesin badanych mikroorganizméw, oznaczenie
wrazliwoéci na wybrane antybiotyki (amoksycyling, cefazoline, teikoplanine,
erytromycyne) przez badane szczepy kliniczne metoda rozciericzeri antybiotyku
w podiozu ptynnym, a takze stalym, biotypowanie badanych szczepéw klinicznych,
ocene tworzenia biofilmu przez okreslenie CFU/mL, oraz calkowitej jego biomasy
w warunkach in vitro wykonano w Zakltadzie Diagnostyki Medycznej na Wydziale
Farmaceutycznym U] CM. Wizualizacje wytworzonego biofilmu w skaningowym
mikroskopie elektronowym wykonano w Pracowni Mikroskopii Elektronowej
Katedry i Kliniki Otolaryngologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.

M-5, M-6. Kwalifikacje pacjentow do badania i pobieranie materialu klinicznego
(ptytki nazebnej) wykonano w Pracowni Stomatologii Dzieciecej Instytutu
Stomatologii U] CM w Krakowie. Identyfikacje fenotypowa badanych gatunkow
drobnoustrojow, identyfikacje morfologiczng wyizolowanych gatunkéw bakterii
i grzybéw, przygotowanie i standaryzacje zawiesin badanych mikroorganizmoéw,
ocene tworzenia biofilmu przez okreslenie CFU/mL oraz catkowitej jego biomasy
w warunkach in vitro, a takze badanie wptywu wybranych zwiazkéw na zdolnos¢
tworzenia biofilmu wykonano w Zakladzie Diagnostyki Medycznej na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM oraz Zakladzie Mykologii Lekarskiej Katedry Mikrobiologii
Wydziatu Lekarskiego U] CM. Wizualizacje wytworzonego biofilmu w skaningowym
mikroskopie elektronowym wykonano w Pracowni Mikroskopii Elektronowej
Katedry i Kliniki Otolaryngologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
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C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Wedtug definicji zaproponowanej przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(WHO) proéchnica jest miejscowym, patologicznym procesem prowadzacym do
odwapnienia twardych tkanek zeba, a nastepnie proteolitycznego rozkladu
odstonietych tkanek miekkich wywolanym przez czynniki egzogenne [12].

Préchnica wczesnego dziecinstwa (ang. early childhood caries, ECC) jest jedna
z najbardziej rozpowszechnionych na calym $wiecie choréb zakaznych wéréd dzieci
ponizej 6 roku zycia [3]. W Polsce stwierdzana jest u ponad 85% dzieci w wieku
przedszkolnym, w tym u ok. 54% dzieci 3-letnich [+5]. Polska plasuje si¢ w czotéwce
krajow o najwyzszym wskazniku préchnicy w tych grupach wiekowych [67891011],

Nieleczona ECC moze doprowadzi¢ do szybkiego i rozleglego uszkodzenia
zebéw, a w wyjatkowych sytuacjach nawet do infekcji ogdlnoustrojowych [12].
Pierwsze oznaki ECC, mimo prowadzonych dziatan profilaktycznych czy interwencji
stomatologicznych, stwarzaja wysokie ryzyko przyszlych nawrotéw choroby [1314],
generujac obcigzenia zdrowotne i ekonomiczne.

Z}ozony patomechanizm choroby préchnicowej jest klasycznym przykladem
wzajemnych interakcji zachodzacych pomiedzy s$rodowiskiem zewnetrznym,
drobnoustrojami i podatnym gospodarzem. Jednym z kluczowych czynnikéw
w powstawaniu préchnicy jest zdolno$¢ mikroorganizméw do organizowania
biofilméw na powierzchni zebéw [151617]. Waznym czynnikiem mikrobiologicznym
rozwoju ECC jest Streptococcus mutans, ktéry przy dlugotrwatej ekspozycji na cukry
spozywcze (np. sacharoza), tworzy zewnatrzkomoérkowe glukany uwazane za gléwny
budulec macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular polymeric substance, EPS)
biofilmu. Dodatkowymi wlasciwos$ciami umozliwiajacymi bytowanie tym bakteriom
w zlozonym ekosystemie ptytki nazebnej jest zdolnos¢ do przezycia w kwasnym
srodowisku, generowanym przez inne gatunki oraz wchodzenie z nimi w liczne
interakcje. W tworzenie plytki nazebnej poza S. mutans zaangazowanych jest kilkaset
innych gatunkéw drobnoustrojéw, wlaczajac grzyby, wirusy i bakterie [17]. Tworzenie
biofilmu jest ewolucyjng adaptacja drobnoustrojow do przezycia w niesprzyjajacych
warunkach np. podczas presji antybiotykow [1819].

Bakterie w biofilmie reprezentuja dynamiczny, samoksztattujacy sie ekosystem.
Efektywne terapie skierowane przeciw biofilmom, powinny by¢ ukierunkowane nie
tylko na cate mikrosrodowiska, ale takze na poszczegoélne komorki przylaczajace sie
do istniejgcych ekosysteméw. Generalnie istnieja dwa podejscia kontroli tworzenia
biofilméw: podejécie fizyczne np. poprzez stosowanie cieczy lub gazéw pod
zwiekszonym ci$nieniem w celu oczyszczania miejsc srédoperacyjnych oraz podejscie
chemiczne, zwiazane z powlekaniem powierzchni lub impregnowaniem materiatéw
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antybiotykami lub $§rodkami przeciwdrobnoustrojowymi np. cement ortopedyczny
z antybiotykami, srebrne powloki rurek dotchawiczych, a takze miedziane
powierzchnie szpitalne.

Postep, jaki dokonal sie w odkrywaniu mikrosrodowisk biofilmu poprzez
wykorzystanie zaawansowanych zdobyczy techniki (nanotechnologia czy inzynieria
chemiczna), stwarza mozliwoé¢ opracowania terapii opartej o wiele punktéow
uchwytu, zapobiegania biofilmom, ich dezintegracji i zwiekszenia skutecznosci
stosowanego leczenia.

Cel przeprowadzonych badan

Celem badan bylo opracowanie metod wykrywania Streptococcus mutans
i okreélenie jego udzialu w préchnicy wczesnego dziecinstwa (ECC) oraz ocena
skutecznosci alternatywnych terapii antybiofilmowych (M-1 - M-6). Cel ten zostat
zrealizowany poprzez przeprowadzenie nastepujacych badan:

1. Przeglad literatury w  zakresie okreSlenia cech determinujgcych
chorobotwoérczosé Streptococcus mutans i zdolnosé do tworzenia biofilméw oraz
sposobow ich hamowania w perspektywie leczenia préchnicy

2. Opracowanie metod izolacji S. mutans z plytki nazebnej, identyfikacja
fenotypowa i genotypowa badanych mikroorganizméw. Okreslenie
podobienstw wsréd izolatéw na drodze biotypowania. Ocene przydatnosci
ustalonych biotypéw w ocenie lekowrazliwosci

3. Opracowanie i optymalizacje wybranych metod oznaczania metabolizmu
S. mutans na przykladzie dehydrogenazy prefenianowej i kinazy
pirogronianowej. Analiza zwiazku pomiedzy dehydrogenaza prefenianowa
(PDH), kinaza pirogronianowa (PK) i zdolnoscia formowania biofilmu
S. mutans, a ustalonymi biotypami i stanem klinicznym pacjentéw od ktérych
izolowano szczepy

4. Zbadanie wplywu wybranych peptydéw antybakteryjnych: histatyny-5
i lizozymu na zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez Streptococcus mutans

5. Badanie wplywu probiotyku zawierajacego Lactobacillus salivarius na zdolnos¢
formowania biofilmu dwugatunkowego przez Streptococcus mutans i Candida
albicans w préchnicy wczesnego dziecifistwa.

Omoéwienie wynikéw badan stanowiacych podstawe pracy habilitacyjnej wraz z ich
ewentualnym wykorzystaniem

Wprowadzeniem do prac badawczych bylo przygotowanie pracy
przegladowe;:

Manuskrypt M - 1 - Krzysciak W, Jurczak A, Koscielniak D, Bystrowska B, Skalniak
A. (2014) The virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. Eur ]
Clin Microbiol Infect Dis. 2014 Apr;33(4):499-515. doi: 10.1007/s10096-013-1993-7.
Epub 2013 Oct 24.
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Przeglad ten jest proba ustalenia, ktére cechy zwiazane z tworzeniem sie
biofilmu - determinanty chorobotwoérczosci S. mutans - s odpowiedzialne za rozwoj
préchnicy.

Manuskrypt M - 2 - Krzysciak W, Pluskwa KK, Pigtkowski J, Krzysciak P, Jurczak A,
Koscielniak D, Skalniak A. (2014) The usefulness of biotyping in the determination of

selected pathogenicity determinants in Streptococcus mutans. BMC Microbiol. 2014 Aug
5;14:194.

W wyniku przeprowadzonych badart opracowano i zoptymalizowano metode
izolacji S. mutans z pltytki nazebnej. W tym celu wykorzystano podloze selektywne
umozliwiajace wzrost S. mutans i hamujace wzrost pozostatych drobnoustrojow.
Dokonano oceny wzrostu najczesciej izolowanych gatunkéw bakterii, wykonujac
nastepujace podloza namnazajaco-wybiércze: podloze agarowe z wyciggiem
z drozdzy i cysteing, zawierajace w swoim skladzie sacharoze i bacytracyne (ang.
trypticase, yeast, cystine agar supplemented with sucrose and bacitracin, TYCSB) [20],
podloze do selektywnej hodowli S. mutans (ang. Streptococcus Mutans Medium, SMM),
agar tryptozowo-sojowy z trzustkowym wyciagiem =z kazeiny, sacharoza,
bacytracyng, siarczanem polimyksyny i fioletem krystalicznym (podtoze HL Ritza,
HLR-S) [?!] oraz podloze mitis-salivarius z bacytracyna (ang. mitis-salivarius
bacitracin, MSB) [?2]. Wyniki badant wykazaly, ze najlepszym podlozem selektywnym,
umozliwiajacym wzrost S. mutans z materiatu klinicznego jest podtoze HLR-S, dla
ktérego wyznaczony prég wykrywalnosci S. mutans wynosit 2 x 104 log (CFU/mL)
plytki nazebnej. Uzyskane wyniki zdecydowaly o wykorzystaniu podioza HLR-S
w dalszych badaniach.

W prowadzonym badaniu uzyskano czesto$¢ izolacji S. mutans z plytki
nazebnej dzieci z préchnica na poziomie 77% (zeboéw trzonowych i siekaczy 61 dzieci
z préchnica wczesnego dziecifistwa), co jest zbiezne z wynikami Kanasi i wsp. - 73%
[23], Tanner i wsp. (czestod¢ izolacji S. mutans=68%) [?*] czy Brauncajs i wsp., ktorzy
w Lodzi dwukrotnie otrzymywali podobne wyniki: w 2001 roku - czestos¢ izolacji na
poziomie 60% [*], oraz w 2004 roku - czestosc¢ izolacji 63% [?°]. W przypadku grupy
kontrolnej zanotowano istotnie nizsza czestos¢ izolacji S. mutans (24%), co pokrywa sie
z wynikami Tannera i wsp. (czestos¢ izolacji 32%) [?%]. Uzyskano 3-krotnie czestsze
wystepowanie S. mutans u dzieci ze zdiagnozowana proéchnica wczesng zebow
mlecznych w poréwnaniu do dzieci bez widocznych objaw6éw choroby, co tym samym

potwierdza zwigzek S. mutans jako czynnika etiopatologicznego préchnicy wczesnego
dziecinstwa (ECC).

Identyfikacje wyizolowanych gatunkéw bakterii prowadzono w oparciu
o metody fenotypowe i genotypowe. W metodach fenotypowych korzystano
z komercyjnie dostepnego testu biochemicznego STREPTOtest24. Z kolei w metodach
molekularnych analizowano sekwencje 165 rybosomalnego DNA badanych szczepéw
i poréwnywano z sekwencjami zamieszczonymi w ogoélnie dostepnej bazie danych
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BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Na podstawie zgodnosci sekwencji
identyfikowano  gatunki. Wyniki uzyskane metodami biochemicznymi
i genetycznymi byly zgodne. Dla przyktadu zidentyfikowany S. intermedius za pomoca
STREPTOtest24 ze wspolczynnikiem dyskryminacji > 96,15%, wykazal sie 99%
podobieristwem z sekwencja 16S rDNA dla S. intermedius (np. CP003857, AP014880
GenBank) w metodach genotypowych.

Poréwnanie otrzymanej sekwencji wykazato 99% podobieristwo do sekwencji
S. intermedius dostepnych w bazie BLAST. Na tej podstawie szczep (20K)
zidentyfikowano jako S. intermedius.

Dla przypadkéw, w ktorych wskazniki dyskryminacji w metodzie fenotypowej
byly <95%, przy ostatecznej identyfikacji brano pod uwage wyniki
sekwencjonowania. Na uwage zastuguje fakt, ze dla wskaznikéw dyskryminacji >75%
wyniki genotypowania pokrywaly sie w 75% przypadkéw z metodami
fenotypowymi.

W  celu okredlenia podobienstw miedzygatunkowych wyizolowanych
szczepOw S. mutans przeprowadzono biotypowanie, ktére oméwiono w publikacji
Methods of Biotyping of Streptococcus mutans Species with the Routine Test as a Prognostic
Value in Early Childhood Caries. Ocene podobienstwa izolatéw, pochodzacych od
réznych pacjentow dokonano na podstawie cech zwiazanych z ich metabolizmem,
m.in. z synteza aminokwasoéw aromatycznych.

Kluczowym pétproduktem metabolizmu S. mutans jest pirogronian, ktéry
przekierowany do syntezy aminokwaséw aromatycznych, Dbierze udziat
w utrzymaniu wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw wodorowych. Biosynteza
aminokwasoéw rozgatezionych jest forma adaptacji gatunku do przezycia w kwasnym
Srodowisku [?7]. Tolerancja niskiej wartosci pH i tworzenie biofilmu przez S. mutans
sa zwigzane ze wspllnym mechanizmem [%8], co stalo si¢ przedmiotem moich
zainteresowan.

W badaniach podejmowano préoby hamowania S. mutans poprzez wplyw
wybranych inhibitoréw na okre$lone mechanizmy zwigzane z przezyciem tego
gatunku m.in. celujac w szlaki biosyntezy aminokwaséw aromatycznych [%°].
U wyizolowanych S. mutans zbadano aktywnos¢ jednego z kluczowych enzymoéw
szlaku biosyntezy aminokwaséw aromatycznych - dehydrogenazy prefenianowej,
ktory katalizuje przejscie prefenianu w 4-hydroksyfenylopirogronian (ang. prephenate
dehydrogenase, PDH EC 1.3.1.12). Wykorzystano metode opracowana przez Chapney’a
i Jensena dla Bacillus subitilis [3°] z modyfikacja wg Ku i wsp. dla S. mutans [31].
Przeprowadzone wstepnie procedury ekstrakcji i oczyszczania enzymu pozwolily na
pomiar powstajacego zredukowanego dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NADH), ktérego iloé¢ byta wprost proporcjonalna do aktywnoéci PDH [3032]. Enzym
ten nie wystepuje u ludzi [3!], dlatego moégltby stanowi¢ potencjalny cel dla nowo
syntetyzowanych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci przeciwbakteryjne;j.
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Zmienna aktywno$¢ PDH zalezala od Zrédla pochodzenia szczepdéw, tzn.:
aktywnoé¢ dehydrogenazy prefenianowej byta wyzsza wsréd izolatéw pochodzacych
od dzieci z préchnicg, niz dzieci bez objawéw choroby. By¢ moze dehydrogenaza
prefenianowa jako produkt metabolizmu aminokwaséw aromatycznych moze
stanowi¢ jeden z czynnikéw wirulencji S. mutans, podobnie jak AaliA and AilvH
u S. pneumoniaze w bakteriemii [33]. Aktywnos$¢ dehydrogenazy prefenianowej
poréwnano w kontekécie proponowanych w pracy biotypéw. Istnieja roznice
w aktywnosci szczepéw w obrebie okreslonych biotypéw, przy czym biotyp I
wykazuje najwyzsza aktywnos¢ enzymu.

Uzyskane wyniki zainspirowaly mnie do dalszych badar, w ktérych okreslitam
wrazliwoé¢ na wybrane antybiotyki ww. szczepéw z uwzglednieniem uzyskanych
biotypow.

Manuskrypt M - 3 - Krzysciak W, Koscielniak D, Papiez M, Jurczak A, Vyhouskaya
P. (2017) Methods of Biotyping of Streptococcus mutans Species with the Routine Test
as a Prognostic Value in Early Childhood Caries. Evid Based Complement Alternat
Med. 2017: 6859543. doi: 10.1155/2017 /6859543. Epub 2017 Jun 15.

Prace M - 3 i M - 4 zawieraja opis opracowanych metod biotypowania i oceny
ich przydatnosci do diagnostyki chorobotwoérczych szczepéw S. mutans.
W prezentowanych pracach okreslono kryteria biotypowania szczepéw klinicznych
S. mutans izolowanych z plytki nazebnej dzieci z r6znym stopniem zaawansowania
choroby préchnicowej. Kolejno okreslono wrazliwo$¢ na wybrane antybiotyki wsrod
badanych szczepéw bakterii i sprawdzono zwiazek pomiedzy lekowrazliwoscig
a wybranymi biotypami in vitro.

W wyniku przeprowadzonych badann opracowano dwie metody ustalania
biotypéw wséréd 143 wyizolowanych szczepéw S. mutans. Pierwsza polegata na
wybraniu wyselekcjonowanych reakcji biochemicznych na podstawie analizy ich
aktywnosci w populacji badanych szczepow. Pie¢ reakcji biochemicznych
wystepujacych u wszystkich szczepéw (reakcje dla L-leucyno-aminopeptydazy LAP,
mannitolu MAN, laktozy LAC, trehalozy TRE), test na wzrost w obecnosci 6,5% NaCl,
ktéry byl ujemny u wszystkich szczepéw oraz 7 reakcji, ktére nie zachodzily
u zadnego ze szczepéw (P-mannozydaza bMN, p-glukuronidaza GLR, pullulan PUL,
arginina ARG, rozpuszczalnos¢ w 6,5% NaCl S06, a-methylglukozydaza AMG,
sorboza SOE) nie nadawalo si¢ do réznicowania i zostalo odrzuconych per se. Kolejne
siedem reakcji biochemicznych: f-glukuronidaza wystepujaca u 90.21% szczepow,
p-galaktozydaza wystepujaca u90.91% szczepéw, a-galaktozydaza wystepujaca
u 90.21%, sorbitol wystepujacy u 90.91%, ryboza wystepujaca u 11.89%, maltoza
wystepujaca u 86.01% oraz rafinoza wystepujaca u 86.01% szczepéw; wystepujace
tylko w kilku przypadkach réwniez zostalo odrzuconych, gdyz wykorzystanie tych
enzymow w biotypowaniu powodowaloby, ze rozklad szczepéw w poszczegélnych
biotypach bylby niejednorodny. Oznacza to, ze wystepowalaby zbyt duza liczba
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biotypéw, do ktérych zakwalifikowano by po jednym szczepie. Kiedy zawezono
kryteria biotypowania i przyjeto zakres: 10-90% szczepéw z dodatnig reakcja
biochemiczna, to pozostalo 7 reakcji biochemicznych dajacych 24 profile, a wiec
ostatecznie 12 biotypoéw. Po uwzglednieniu zakresu 12,5-75% zostalo 5 reakcji,
dajacych 18 profili, a wiec ostatecznie 9 biotypéw. Uwzgledniajac zakres 15-85%
zostaly 3 reakcje, dajace 8 profili, a wiec ostatecznie 4 biotypy.

Zdecydowano sie wybraé ostatnia mozliwosé, poniewaz przy 143 izolatach,
uzyskanie 9 biotypéw dawalo niecale 16 szczepé6w na biotyp.

Reakcje biochemiczne, ktére wybrano do biotypowania to reakcja na obecnoéc¢
polisacharydu - inuliny INU, dwucukru - melibiozy MLB i tagatozy TGT. Przyjecie
tych reakcji za kryteria biotypowania pozwolilo na zdefiniowanie 8 profili
biochemicznych, umownie okre$lonych kolejnymi literami alfabetu od A do H.
Najliczniej reprezentowany byl profil C cechujacy sie brakiem aktywno$ci inuliny oraz
tagatozy.

Rozklad otrzymanych wten sposéb profili byl niejednorodny, dlatego
zgrupowano do jednego biotypu szczepy, ktérych profile réznity sie tylko MLB (MLB
byla najblizej wypadniecia z zakresu 15-85%). Otrzymano cztery biotypy okreslone
cyframi rzymskimi od I do IV dla trzech reakgji: inuliny - 40,56 %, melibiozy - 83,22%,
tagatozy - 21,68%.

W drugiej metodzie okre$lania biotypéw zastosowano statystyczng
nienadzorowang (bez dostepnej wiedzy a priori) analize danych. Zastosowany
algorytm (aglomeracyjne grupowanie hierarchiczne; ang. agglomerative hirearchical
clustering, AHC) podzielil dane na grupy (klastry) tak, aby kazda z grup byta mozliwie
jednorodna (szczepy wewnatrz grup byly podobne do siebie), a jednoczeénie klastry
byly miedzy soba odmienne (szczepy zréznych grup mialy jak najmniej cech
wspolnych).

Wyniki podzialéw na klastry przedstawiono w postaci dendrogramow;
w przypadku najbardziej dopasowanego dendrogramu okazalo sie, Ze szczepy mozna
réznicowac na podstawie obecnej melibiozy oraz tagatozy. Uzyskano w ten spos6b
trzy biotypy - glowne galezie na Rysunku 1 zaznaczone kolorami: czerwonym,
zielonym i niebieskim.
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Rysunek 1. Dendrogram z zaznaczonymi 3 biotypami S. mutans badanej populacji sporzadzony
w oparciu o metode klasteryzacji (algorytm agglomerative hirearchical clustering, AHC). Na rycinie
zaznaczono réwniez rozklad profili enzymatycznych uzyskanych metoda arbitralng; czerwony klaster
to biotyp 1II; zielony to biotyp I, a niebieski to biotyp III.

Dodatkowo sprawdzono liczbe mozliwych klastrow wykorzystujac
obiektywna metode profilu (Silhouette method). W wyniku przeprowadzonej analizy
uzyskano 2 Kklastry zaznaczone kolorami: czerwonym i zielonym. Kryterium
decydujacym o odrzuceniu metody Silhouette byl fakt, ze jeden klaster miat tylko 11
obserwacji, a drugi ponad 100.

Korzystajac z wynikéw otrzymanych w metodzie arbitralnej wykonano trzeci
dendrogram obrazujacy 4 klastry (Rysunek 2). Rozklad uzyskanych biotypéw w ww.
metodzie przedstawial sie kolejno: czerwony klaster obejmowat w wiekszosci szczepy
nalezace do biotypu drugiego (ang. agglomerative hirearchical clustering, AHC), ale tez
zdarzaly sie szczepy nalezace do biotypu III i IV; zielony klaster to w wiekszosci
szczepy nalezace do biotypu I, ale tez zdarzaly sie szczepy nalezace do biotypu II i 111,
niebieski klaster to szczepy nalezace do biotypu III, z6tty klaster tworzyly szczepy
nalezace w wiekszosci do biotypu III, ale tez zdarzaly sie szczepy nalezace do
biotypow I, 111 IV.
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Rysunek 2 Dendrogram z zaznaczonymi 4 biotypami S. mutans badanej populacji ustalony metoda
subiektywna na podstawie metody arbitralnej. Kolory pokazuja podzial na 4 biotypy uzyskane za
pomoca dendrogramu, a gwiazdki pod dendrogramem pokazuja biotypy z metody arbitralne;.

Dodatkowo wykorzystano metode osypiska, okreslana potocznie metoda
,okcia” (elbow method) w identyfikacji optymalnej liczby klastréw (Rysunek 3). Wynik
analizy wydaje sie zgodny z ustalonym w metodzie arbitralnej, co pokrywa sie
z ustalonym dla niej dendrogramem (Rysunek 2). Z wykresu wida¢, ze lokie¢ jest dla
4 klastréw (bo do 4 klastréw ESS spada bardziej gwaltownie, a potem juz spokojniej).
Metoda osypiska wskazuje zatem na 4 klastry podobnie jak ustalone na rysunku 2.
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Rysunek 3. Ustalanie optymalnej liczby klastréw metoda , fokcia” (elbow method).
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Zauwazono, ze podzial na cztery klastry, cho¢ poparty metoda obiektywna, nie
mialby sensu. W przypadku dendrogramu z czterema klastrami istnieja dwa klastry,
w ktorych klasyfikowane szczepy stanowig odpowiednio mniejniz 7% i 8% szczepéw.
Ponadto rozmieszczenie szczepéw w ww. klastrach cechuje sie duza réznorodnoscia,
tzn. jeden klaster jest utworzony przez szczepy z co najmniej 3 lub nawet 4 biotypéw.
W przypadku trzech klastréw rozmieszczenie szczepéw byto wzglednie jednorodne
i zgrupowane w konkretnych biotypach, stad ten podziat byl najbardziej uzasadniony.

Wyniki uzyskane przy arbitralnym doborze wybranych reakcji biochemicznych
byly zgodne z wynikami z analizy skupieni na 3 klastry. Czynnikiem zwiekszajacym
przydatnos¢ ustalonych biotypéw byla powtarzalnos¢ uzyskanych wynikéw
w dwoch niezaleznych metodach (arbitralnej i klasteryzacji - bez dostepnej wiedzy
a priori).

Zbadano wrazliwo$¢ klinicznych szczepdw S. mutans na wybrane antybiotyki:
amoksycyline, teikoplaning, cefazoling i erytromycyne. Okazalo sie, ze szczepy
z okreslonych biotypéw wykazuja ré6zne poziomy wrazliwosci (Srednie wartosci MIC)
na wybrane antybiotyki. Zanotowano wiekszg skutecznos¢ in vitro amoksycyliny niz
erytromycyny wséréd szczepéw nalezacych do biotypow III i IV, w poréwnaniu do
szczepow z biotypéw I i II. Te ostatnie szczepy byly bardziej wrazliwe na
erytromycyne niz amoksycyling, co jest wbrew zaleceniom, by u pacjentow
zagrozonych infekcjami w czasie antybiotykowej profilaktyki stomatologicznej
stosowac preparaty amoksycyliny.

Uzyskane rezultaty sa zgodne z wynikami Harrisona i wsp. [34], ktérzy nie
znalezli szczepéw opornych na erytromycyne wéréd izolowanych z ptytki nazebnej
paciorkowcoéw. Trudno jednak poréwnywaé wyniki uzyskane w prowadzonym
badaniu (M - 3) z wcze$niejszymi doniesieniami ze wzgledu na r6znice w metodologii,
zmienno$¢ badanych szczepéw, grupe docelowa i réznice w interpretacji stref
zahamowania wzrostu S. mutans. Opornoé¢ na amoksycyline i erytromycyne
stanowila punkt wyjscia wielu przeprowadzonych badani, a w przypadku
paciorkowcéw jamy ustnej byla cecha zmienna tj. kiedy pojedyncze szczepy byty
oporne na erytromycyne, w innych przypadkach wykazywaly réwniez zmienng
opornos¢ na amoksycyline [3°]. Mozna zalozy¢, ze zmienna wrazliwos¢ na antybiotyki
wéréd paciorkowcéHw jamy ustnej jest uzalezniona od zmieniajgcej sie dojrzatosci
mikrobiomu jamy ustnej, co zostalo opisane przeze mnie w rozdziale monografii The
Role of Human Oral Microbiome in Dental Biofilm Formation. Rijeka: InTech, 2016
Microbial Biofilms - Importance and Applications. s. 329-382.

W przypadku paciorkowcéw grupy Viridans (VGS), ktére najczeSciej wystepuja
W jamie ustnej m.in. S. mutans, mogq pojawiaé sie drobnoustroje oportunistyczne,
ktére moga by¢ odpowiedzialne za takie choroby, jak zakaZne zapalenie wsierdzia
(IE), bakteriemia lub udar niedokrwienny [3¢37]. W tych przypadkach wydaje sie, ze
decydujace znaczenie ma okre$lenie wrazliwosci na antybiotyki gatunkéw bakterii
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VGS ze wzgledu na rejestrowane przypadki i czynnik ryzyka rozwoju wyzej
wymienionych choréb u pacjentéw stomatologicznych.

W  przeprowadzonych badaniach zwrécono uwage na rézny stopien
wrazliwosci szczepéw S. mutans w wybranych biotypach w zaleznosci od nasilenia
prochnicy zebéw. Szczepy zgrupowane w klastrach A i B u dzieci z zaawansowang
prochnica (,cavitated”) wykazywaly wrazliwo$é na amoksycyline i erytromycyne.
Szczepy zgrupowane w obrebie klastrow B i C z grupy ‘non-cavitated” wykazaty
podobna wrazliwoé¢ na amoksycyline i erytromycyne. Co ciekawe, wyniki analizy
wrazliwoséci na wyzej wymienione antybiotyki w tych klastrach charakteryzuja sie
okreslonym fenotypem badanych szczepéw, tzn. szczepy zgrupowane w klastrach B
i C cechuja sie tym samym fenotypem zwigzanym z brakiem rozkladu tagatozy
i zmiennym metabolizowaniem melibiozy. Szczepy tworzace klaster A (gléwnie
biotyp II) charakteryzowaly si¢ maksymalng wrazliwoscia na amoksycyline
i erytromycyne. Ta grupa obejmuje szczepy o innym fenotypie w poréwnaniu do
opisanych powyzej klastrow B i C o aktywnosci tagatozy, ale bez aktywnosci inuliny
i zmiennej aktywnoséci melibiozy. We wszystkich przypadkach mozna zaobserwowac
niejednorodny rozklad szczepoéw rozkladajacych/nierozktadajacych melibioze.
Spadek fermentacji melibiozy jest szeroko dyskutowany w odniesieniu do
réznicowania szczepOw S. mutans [38], na co zwrécitam uwage takze we wczesniejszej
pracy (M - 2). Facklam opisal biotypy dla izolatéw klinicznych S. mutans z ptytki
nazebnej i krwi. W prowadzonym badaniu czestoé¢ wystepowania poszczegélnych
enzymow byla poréwnywalna z czestosciag wystepujaca u Facklama (u ponad 90%
szczepow stwierdzono zdolnoé¢ rozkladu: mannozy, trehalozy, sorbitolu, eskuliny).
W przypadku melibiozy, 83,22% wyizolowanych szczepéw wykazywato reakcje
dodatnia, podczas gdy Facklam obserwowat te ceche u mniej niz polowy szczepéw
izolowanych z ptytki (43%) i 88% szczepéw izolowanych z krwi [39].

Colby i wsp. zauwazyli, ze szczepy S. mutans niefermentujace melibiozy
stanowia grupe genetycznie heterogenng. Brak dystrybucji tego dwucukru moze
wynikaé z ré6znych zmian genetycznych, najczesciej spowodowanych duza delecja
chromosomalng, obejmujaca operon , metabolizmu wielocukrowcéw” (ang. multiple
sugar metabolizm, msm) [4]. W prowadzonym badaniu jest zbyt mato szczepéw
fermentujacych melibioze, stad dyskusja na temat grupy szczepéw zaleznej tylko od
tej cechy jest pozbawiona sensu. Ponadto niejednorodnos$¢ rozkladu melibiozy
w ustalonych biotypach/klastrach uniemozliwita wyciagniecie wnioskéw dla badanej
populagji.

Manuskrypt M - 4 - Krzysciak W, Papiez M, Jurczak A, Koscielniak D, Vyhouskaya
P, Zagorska-Swiezy K, Skalniak A. (2017) Relationship between Pyruvate Kinase
Activity and Cariogenic Biofilm Formation in Streptococcus mutans Biotypes in Caries
Patients. Front. Microbiol., 16 May 2017.

Préchnica zebéw jest dynamicznym procesem patologicznym, zwigzanym
z rozwojem silnie chorobotworczych biofilméw [41]. Czynnikiem decydujacym
o rozwoju choroby poza obecnoscia drobnoustrojow i podatnym gospodarzem jest
obecno$¢ weglowodanéw w diecie, ktére przy niskiej dostepnosci tlenu sa

str. 23



fermentowane przez bakterie z wytworzeniem kwaséw organicznych [42]. Srodowisko
kwasne powoduje demineralizacje szkliwa, co bezposrednio przeklada sie na
powstawanie ognisk prochnicy.

W prezentowanej pracy dokonano oceny zdolnosci badanych szczepéw
S. mutans do tworzenia biofilmu oraz oceny ich aktywnosci glikolitycznej podczas tego
procesu. Jako wskaZnikiem tej aktywnosci postuzono sie ocena aktywnosci kinazy
pirogronianowej (PK), enzymu biorgcego udzial w ostatnim etapie glikolizy. Reakcja
katalizowana przez PK uwazana jest za reakcje warunkujaca szybkos¢ przebiegu
calego procesu glikolizy u S. mutans [#3]. Rola PK polega na przeniesieniu grupy
fosforanowej z czasteczki fosfoenolopirogronianu (PEP) na ADP z wytworzeniem
pirogronianu. Ten ostatni wykorzystywany jest przez komoérki do produkcji kwaséw
organicznych m.in. kwasu mlekowego. Kwas mlekowy, transportowany na zewnatrz
komorki, obniza pH ptytki nazebnej do wartosci <5.0, a tym samym hamuje rozwdj
bakterii wrazliwych na zmiany srodowiskowe, takich jak np. S. sanguinis [#4]. Dlatego
iloé¢ S. sanguinis obecna w plytce nazebnej jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci
komoérek S. mutans. Z drugiej jednak strony, S. sangquinis jest mikroorganizmem
wydzielajacym do $rodowiska nadtlenek wodoru, bedacy czynnikiem inhibicyjnym
dla S. mutans, ktéry nie posiada mechanizméw skutecznej obrony przed wolnymi
rodnikami tlenowymi, na co zwrécitam uwage w prowadzonych wczeéniej badaniach
[#]. W wyniku wzajemnych interakcji pomiedzy drobnoustrojami, ustalany jest sktad
tworzonego na zebach biofilmu bakteryjnego.

Wiekszo$¢ zakazenn wywotanych przez S. mutans zwigzanych jest
z tworzeniem plytki nazebnej, dlatego poddatam analizie zdolnosé¢ tworzenia biofilmu
przez ten gatunek. Zdolnos¢ formowania filmu biologicznego przez 143 szczepy
kliniczne oceniono poprzez okreslenie ilosci zywych komérek S. mutans w biofilmie,
dokonujac posiewo6w ilosciowych na podtozu mitis-salivarius-bacitracin (MSB) - agar
oraz poprzez posrednia ocene jego biomasy wykorzystujac barwienie fioletem
krystalicznym.

W ocenie biomasy biofilmu wykorzystano metode z uzyciem fioletu
krystalicznego (CV) ze wzgledu na jej prostote i zadowalajace w odniesieniu do innych
metod odtwarzalnosc¢ i doktadnosé (M - 4).

Sprawdzono czy, i w jakim stopniu wyizolowane szczepy S. mutans tworza
biofilm oraz oceniono ich aktywno$¢ metaboliczng. Wszystkie z analizowanych
szczepow S. mutans, wyizolowane z plytki nazebnej dzieci z préchnicg, sa3 w stanie
tworzy¢ biofilm w warunkach in vitro. Oceniono zdolnoé¢ tworzenia biofilmu przez
szczepy wzorcowe Streptococcus mutans oraz szczepy izolowane z plytki nazebnej
dzieci bez objaw6éw klinicznych préchnicy w réznych podlozach hodowlanych, przy
dostepnoéci wybranych substratéw odzywczych, przy réznych stezeniach
testowanych zwiazkéw oraz w obecnosci mieszanej flory bakteryjno-grzybiczej.
Okazalo sie, ze szczepy kliniczne S. mutans izolowane od dzieci z préchnica tworza
znacznie wiekszy biofilm w pozywkach sztucznych niz szczepy referencyjne, czy
pochodzace od 0s6b zdrowych.
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Analiza wynikéw uzyskanych dla badanych szczepéw w poréwnaniu do
szczepow referencyjnych, czy pochodzacych od oséb zdrowych, pozwolila na ich
réznicowanie jako stabych, érednich i silnych producentéw biofilmu na podstawie
wytworzonej biomasy okreslanej posrednio w barwieniu fioletem krystalicznym.
Poziomy absorbancji zostaly przyjete subiektywnie w celu sklasyfikowania
analizowanych szczepow.

Wsrod szczepow izolowanych z plytki nazebnej dzieci z postacig
zaawansowana prochnicy zaobserwowano wiekszy biofilm w poréwnaniu ze
szczepami pochodzacymi od dzieci z postacia lagodna, oraz dzieci bez objawéw
choroby. Wyniki prowadzonych badan wykazaly istotne réznice w zdolnosci
tworzenia filmu biologicznego w zaleznosci od miejsca izolacji szczepu, co
doprowadzito do wniosku, ze miejsce bytowania S. mutans stymuluje te bakterie do
silniejszego tworzenia biofilmu.

Szczepy kliniczne S. mutans wykazywaly réwniez wyzsza aktywnos¢ kinazy
pirogronianowej niz szczepy wzorcowe. Zaleznos¢ ta byla wprost proporcjonalna do
ilodci komoérek S. mutans, jak i biomasy biofilmu. W zmiennych warunkach
tizykochemicznych aktywnosé¢ enzymu podlegata wplywom zaréwno srodowiska,
w ktérym rozwijat sie biofilm, jak i wptywom towarzyszacej flory bakteryjnej. Z kolei
po dodaniu surowicy czy $liny zaobserwowano zwiekszenie wytwarzania biofilmu
dwugatunkowego tworzonego przez szczepy S. mutans i Candida albicans.

Uzyskane wyniki zmotywowaly mnie do zastanowienia sig, czy
wspottowarzyszaca flora bakteryjna moze mie¢ wplyw na zdolnos¢ tworzenia
biofilmu i aktywno$¢ metaboliczng drobnoustrojow. W ramach projektu nr:
MNIiSW/2016/DIR/181/NN: Opracowanie i optymalizacja testow biochemicznych in vitro
stuzgcych okresleniu aktywnosci enzymatycznej wybranych biatek biorqcych udziat w regulacji
szlaku glikolitycznego u Streptococcus mutans w biofilmach mieszanych zostal stworzony
warsztat do badania biofilméw nie tylko monogatunkowych, ale takze mieszanych,
odzwierciedlajacych warunki jamy ustne;j.

Przeprowadzono badania nad interakcja S. mutans z L. rhamnosus i C. albicans
(M-5, M-6). Efektem tych badan bylo wykazanie, ze S. mutans jest w stanie wzrastac
w biofilmach z C. albicans mimo panujacego przekonania, ze hamuje on tworzenie
wspolnej struktury z C. albicans (m.in. przez wysylanie czgsteczek sygnatowych t;.
mutanobaktyna A, ktére naturalnie hamuja powstawanie strzepek u C. albicans).
Wskazuje to, ze drozdze moga dostarcza¢ sktadnikéw potrzebnych do wzrostu
niektorych gatunkow Streptococcus.

Na podstawie aktywnosci jednego z enzymoéw glikolizy - kinazy
pirogronianowej oceniono aktywno$¢ metaboliczng bakterii w  biofilmach.
Wykorzystano metode z dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Oznaczano aktywnos¢
enzymu w biofilmie bakterii S. mutans izolowanych z réznych Zrédel, przy uzyciu
réznych podlozy hodowlanych, z r6znymi substratami. Najlepszymi aktywatorami
okazaly sie glukozo-6-fosforan, fruktozo-1,6-bisfosforan, kationy diwalentne: Mg?* i
kationy monowalentne K* a najlepszymi inhibitorami reakcji adenozyno-5'-trifosforan
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oraz dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy. Wybrano najlepsze substraty reakcji
takie jak: fosfoenolopirogronian, oraz adenozyno-5'-difosforan. Na aktywnos¢ kinazy
pirogronianowej wplyw mialy pH i temperatura srodowiska. W przypadku biofilméw
tworzonych z udzialem S. mutans zaobserwowano prawie 3-krotne zwiekszenie
aktywnosci kinazy pirogronianowej w srodowisku obnizonego pH=5.0 w poréwnaniu
z aktywnoscia przy pH=7.1.

Parametrem fizykochemicznym poérednio zwigzanym z przeprowadzeniem
ww. reakgji enzymatycznych bylo stezenie tlenu panujace wewnatrz biofilmu. Niskie
stezenie tlenu (<6%), czyli hipoksja panujagca wewnatrz tworzonej struktury
podwyzszala aktywnosé¢ enzymoéw glikolitycznych. W trakcie prowadzonych badan
wykazano, ze pod wplywem zwiekszonej ekspozycji na tlen, dochodzilo do
wolniejszego rozwoju biofilmu S. mutans i zmian w aktywnosci badanych enzymoéw.
Wykazano, ze aktywnos¢ PK w biofilmie S. mutans hodowanym w warunkach
podwyzszonej dostepnosci tlenu byla nizsza o 70-120%, w poréwnaniu z hodowla
kontrolng, w warunkach optymalnych dla wzrostu S. mutans (02<5%, pCO2=5%).
Wskazywal na to poziom pH, powstaly w wyniku obecnosci produktu przemian
glikolitycznych - kwasu mlekowego, a takze zmniejszona aktywnos$¢ kinazy
pirogronianowej PK.

Zwroécono uwage na ilos¢ komoérek S. mutans log (CFU/ml) tworzacych biofilm,
oraz jego biomase, ktére byly najwieksze po 18 godzinie. W miare starzenia sie
biofilmu aktywnos¢ glikolityczna enzymu ulegala obnizeniu. Prawdopodobna
przyczyna tego stanu byly ograniczone miejsce do wzrostu, brak substratow
odzywczych oraz che¢ unikniecia dalszego zakwaszania srodowiska, gdy biofilm byt
coraz grubszy a stezenie kwasu mlekowego ekstremalnie wysokie. Uzyskane wyniki
sg zgodne z wynikami McNeilla i Hamiltona (2004) [%], ktérzy zwrdcili uwage na
maksymalng aktywnos¢ bialek glikolizy w czasie poczatkowych 24 godzin
formowania biofilmu. Wraz ze zmniejszeniem biomasy filmu biologicznego
i stopniowa degradacja tworzacych go komoérek dochodzi do spadku aktywnosci
enzyméw glikolitycznych, takich jak kinaza pirogronianowa. Spadek ten zwiazany
jest z ograniczona dyfuzja glukozy w strukturach heterogennych biofilmu, ostatecznie
redukujac wchlanianie glukozy. Obnizona szybkos¢ glikolizy wraz ze spadkiem
tempa wzrostu komoérek w filmie biologicznym stanowia sygnat dla komoérek do
odrywania sie od istniejacej struktury i tworzenia bardziej stabilnej i odpornej na
czynniki zewnetrzne spotecznosci, zwigzanej z wieksza zjadliwoscig tworzonych
biofilméw.

Po dokonaniu analizy aktywnosci kinazy pirogronianowej naniesiono
otrzymane wyniki na ustalone wczesniej biotypy i zwrécono uwage, ze aktywnosc¢
enzymu zwigzana byla w spos6b istotny z okreSlonymi biotypami. W grupie
szczepow niefermentujacych inuliny, ale fermentujacych tagatoze czy cechujacych sie
czeSciowa fermentacja melibiozy (klaster A, biotyp II) aktywnos¢ kinazy
pirogronianowej byla istotnie wyzsza niz w pozostatych grupach. Uzyskane biotypy
pozwolily na réznicowanie szczepéw pod wzgledem aktywnosci kinazy
pirogronianowej, ktorej aktywnos¢ Scisle wiazala sie z metabolizmem ww. cukréow
(A>B>C oraz I>II>1II).
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Po dokonaniu analizy wynikéw zdolnosci tworzenia biofilmu okazalo sie, ze
zarowno iloé¢ komorek S. mutans, jak i biomasa tworzonej struktury byly Scisle
zwigzane z fermentacjg cukréw przez szczepy z okreslonych biotypow. Ilos¢ komorek
w biofilmie oraz ich masa w grupie szczepéw niefermentujacych inuliny, ale
fermentujacych tagatoze czy cechujacych sie czesciowq fermentacja melibiozy (klaster
A, biotyp II) byla istotnie wyzsza niz w pozostatych grupach. Zwrécono uwage na
istnienie dodatniej korelacji pomiedzy iloScia komorek S. mutans w biofilmie, jego
biomasa oraz aktywnoscia glikolityczng — im wieksza ilos¢ komorek S. mutans i masa
biofilmu, tym wyzsza aktywnos¢ glikolityczna.

W przeprowadzonym badaniu zwrécono uwage na proporcjonalny wzrost
aktywnosci PK, biomasy biofilmu i liczby mikroorganizméw tworzacych biofilm CFU
/ml ilustrujac gléwny mechanizm kontroli metabolicznej bakterii S. mutans.
Blokowanie aktywnosci metabolicznej wybranych enzymoéw glikolitycznych takich
jak kinaza pirogronianowa moze stanowic¢ punkt uchwytu dla potencjalnych lekéw
zapobiegajacych nawrotom préchnicy.

Manuskrypt M - 5 - Krzysciak W, Jurczak A, Pigtkowski ], Koécielniak D, Gregorczyk-
Maga I, Kotodziej I, Papiez MA, Olczak-Kowalczyk D. (2015) Effect of histatin-5 and
lysozyme on the ability of Streptococcus mutans to form biofilms in vitro conditions.
Postepy Hig Med Dosw (Online). Sep 20; 69: 1056-66.

Oddzialywania zachodzace pomiedzy S. mutans a drobnoustrojami
kolonizujacymi plytke nazebna moga skutkowaé zaréwno przyspieszeniem jak i
inhibicja tworzenia biofilmu. Tym sposobem patogennosé¢ S. mutans zalezy nie tylko
od warunkéw Srodowiska, lecz takze od sktadu wspottowarzyszacej mikroflory.

Analizujac interakcje zachodzace pomiedzy S. mutans a L.rhamnosus jako
czynnikéw etiologicznych préchnicy prowadzono badania z wykorzystaniem
hodowli podwéjnych. W prezentowanym modelu grupa poréwnawcza byly hodowle
pojedyncze wybranych bakterii. Sprawdzono tolerancje pH $rodowiska przez
wybrane szczepy kliniczne S. mutans i L. rhamnosus. Najbardziej sprzyjajacym do
wzrostu badanych drobnoustrojéw okazato sie kwasne podioze o pH=5. Stopniowe
zwiekszanie pH srodowiska warunkowato stabsza tolerancje drobnoustrojow, ktéra
zwigzana byla z ich malejagcym przezyciem w tych warunkach. Z kolei podwyzszenie
pH do wartoéci 7, niemal calkowicie hamowalo wzrost badanych szczepéw,
niezaleznie od zastosowanego podioza hodowlanego. Uzyskane wyniki stanowig
dowéd, ze S. mutans posiada systemy usuwania kwasnych metabolitéw z wnetrza
komorki, bez wptywu na wewnatrzkomérkowe pH. Dzieki zdolnosci do szybkiej i
bardzo efektywnej konwersji sacharozy do kwasu mlekowego (w wyniku
prowadzonej glikolizy) oraz opornosci na niskie pH, S. mutans posiada przewage nad
pozostalymi gatunkami zasiedlajgcymi jame wustng, co bylo widoczne
w prowadzonym badaniu.

Wykazano, ze bakterie S. mutans tworza wiekszy biofilm monogatunowy, niz
w przypadku wspoélnej hodowli z L.rhamnosus. Wskazuje to, ze bakterie Lactobacillus
moga konkurowac o sktadniki potrzebne do wzrostu S. mutans lub moga produkowac
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czynniki m.in. bakteriocyny, ktére moga dziata¢ antagonistycznie w stosunku do
gatunkow pozbawionych mechanizméw kompensacyjnych. Dotychczas sadzono, ze
bakterie Lactobacillus sa silnie zwigzane z rozwojem prochnicy w zebinie, ze wzgledu
na ich silne zdolnosci fermentacyjne cukréw do kwasnych produktéw, ktére obnizajac
pH w jamie ustnej sprzyjaja rozwojowi biofilmu [#/]. Z drugiej jednak strony, niskie
pH oraz produkowane przez drobnoustroje Lactobacillus czynniki antybakteryjne takie
jak: nadtlenek wodoru czy bakteriocyny, dzialaja antagonistycznie w stosunku do
gatunkow nieprzystosowanych do takich warunkéw bytowania, np. Porphyromonas
gingivalis [48], co decyduje m.in. o ich wykorzystaniu jako probiotykéw w profilaktyce
choréb jamy ustnej. Uzyskane wyniki zachecity mnie do prowadzenia dalszych badan
nad wykorzystaniem probiotykéw, zawierajacych w swoim skladzie bakterie
z rodzaju Lactobacillus jako alternatywnych terapii antybiofilmowych. Wyniki te
stanowiq ostatnig cze$¢ omawianego cyklu publikacji (M-6).

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs), naturalnie wystepujace w $linie
poprzez swoje wlasciwosci biobdjcze w stosunku do S. mutans sa ciekawym
rozwigzaniem problemu zwalczania powstawania biofilméw w kwasnym
srodowisku (M-5). Wysoka zawartos¢ histydyny i fenyloalaniny w strukturze ww.
peptydéw w Srodowisku o obnizonym pH zmienia ich naturalng a-helikalng forme
taricucha, na bardziej reaktywna forme nieuporzadkowanego kiebka [4°].

Zainteresowalam sie naturalnymi peptydami przeciwdrobnoustrojowymi takze ze
wzgledu na ich szerokie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. AMPs moga by¢
uzyteczne zaréwno przeciwko biofilmom bakteryjnym, jak i grzybiczym [3051].

Dzialanie syntetycznych AMPs jest odwrotne do ich naturalnych odpowiednikéw,
z jednej strony posiadaja domene, ktéra wykazuje szerokie spektrum bakteriobdjcze
a z drugiej strony specyficznie wigze sie z gatunkami mikrobiomu ustnego promujac
wzrost tzw. flory fizjologicznej [52]. Kolejna zaleta AMPs jest ich aktywnos¢
permeabilizujgca blony komoérkowe drobnoustrojow, dzigki ktérej zwigzki te wnikaja
z tatwoscia w komorki odrywajace sie od istniejacych biofilméw, a takze w populacje
u$pione, co moze zmniejsza¢ szanse na rozwdj opornosci, obecnie szeroko
obserwowanej wsréd drobnoustrojow. Fakty te decyduja o duzym potencjale AMPs
jako terapii ukierunkowanej na biofilmy.

W  wyniku przeprowadzonych badani okreSlono wrazliwos¢ szczepow
klinicznych S. mutans i L. rhamnosus dla wybranych peptydow (histatyny-5 oraz
lizozymu) zgodnie z metoda opracowang przez Kliniczny Instytut ds. Standardow
w Laboratoriach (CLSI, USA 2012). Okre$lono minimalne stezenia hamujace (MIC)
wzrost badanych szczepéw przez wybrane peptydy. Zbadano ich wplyw na wzrost S.
mutans i L. rhamnsus, w réznych podilozach hodowlanych, zmiennym pH
i zmieniajacym sie ci$nieniu parcjalnym tlenu.

Kolejno okreslono wplyw wybranych stezer histatyny-5 i lizozymu na zdolnoé¢
tworzenia filmu biologicznego przez S. mutans i L. rhamnosus. Do tego celu
wykorzystano zamkniety model biofilmu tworzonego na $ciankach oraz dnie 96-
dotkowej ptytki mikrotitracyjnej. Okreslono zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez ocene
iloéci drobnoustrojow tworzacych biofilm CFU/ml oraz ocene jego biomasy.
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Wykazano, ze histatyna-5, lizozym i mieszanina badanych zwiazkow
hamowaly wzrost szczepéw klinicznych S. mutans i L. rhamnosus w stezeniach 27,2
pg/ml, 54,4 pg/ml, 108,3 pg/ml odpowiednio. W przypadku testowanych podtozy
hodowlanych, $rodowiskiem w ktérym drobnoustroje wzrastaly najgorzej byly
podloza wzbogacone histatyng-5 i lizozymem przy pH=5. W przypadku podioza TSB
oraz surowicy, wzbogaconych badanymi peptydami, wiekszo$¢ badanych szczepéw
wykazala staby i bardzo staby wzrost. W przypadku zastosowania $liny ludzkiej nie
obserwowano zmiany intensywnosci wzrostu badanych szczepéw, ktore
w wiekszosci wykazywaly wzrost zakwalifikowany jako bardzo staby. Na tak staby
wzrost wplyw mialy niskie pH (oméwione wyzej) oraz uzyte peptydy. Indukowanie
aktywnoséci AMPs pod wplywem zmieniajacego sie pH wydaje sie obiecujace, co
w przypadku wnetrza biofilmu, w ktérym pH moze spada¢ <4 stanowi cel ataku
AMPs i jest kluczowe, jesli chodzi o penetracje leku do wnetrza biofilmu. Wspétczesne
techniki syntezy lekéw, oparte o powolne uwalnianie substancji aktywnej w danym
miejscu przez bakteryjne i zewnetrzne wyzwalacze (na przyklad obecnosé
metabolitéw, lub pH) zwiekszaja selektywnos¢ i kontrolowane dostarczanie lekéw in
situ.

Mechanizmy adhezji do powierzchni stalych umozliwiaja S. mutans
kolonizowanie jamy ustnej i tworzenie biofilméw, ktére odgrywaja wazng role
w rozwoju préochnicy. Dodatkowe wlasciwosci umozliwiajace przezycie S. mutans
w jamie ustnej wiaza sie z jego zdolnoscig do przetrwania w kwasnych srodowiskach
i specyficznych interakcji z innymi mikroorganizmami zamieszkujacymi ten
ekosystem. Okreslono aktywnos$¢ przeciwbakteryjng histatyny-5 i lizozymu
w stosunku do S. mutans i L. rhamnosus. W badaniu wykorzystano szczepy nalezace
do flory fizjologicznej (L. rhamnosus) i odpowiedzialne za wywolywanie préchnicy
u ludzi (S. mutans), wyizolowane z plytki nazebnej dziecka z préchnica wczesna
zebéw mlecznych (ECC). Obecnos¢ bakterii probiotycznych L. rhamnosus wplyneta
negatywnie na zdolno$¢ wytwarzania biofilmu przez S. mutans. Potwierdzono
dzialanie przeciwbakteryjne histatyny-5, ktéra hamowata wzrost S. mutans
w stezeniach 27,2 pg/ml i 54,4 pg/ml, zaré6wno indywidualnie, jak i w mieszaninie
z lizozymem (w stezeniu 54,4 pg/ml). Wyniki sa obiecujace ze wzgledu na ich
potencjalne dalsze wykorzystanie w zapobieganiu i wczesnej diagnostyce prochnicy.

Konieczne sg dalsze badania w modelach zwierzecych, aby potwierdzi¢ lub
wykluczy¢ faktyczna skutecznosé¢ wybranych peptydéw antydrobnoustrojowych,
poniewaz zwigzki te moga wigza¢ sie z komponentami macierzy EPS i innymi
czasteczkami gospodarza, co moze zmniejszac ich skutecznoéé. Ponadto negatywny
wplyw na ich potencjal terapeutyczny moga miec¢ proteazy drobnoustrojowe.

Manuskrypt - M - 6 - Krzysciak W, Koscielniak D, Jurczak A, Vyhouskaya P,
Zagorska-Swiezy K, Kolodziej I, Bystrowska B, Papiez M. (2017) Effect of a
Lactobacillus Salivarius Probiotic on a Double-Species Streptococcus Mutans and
Candida Albicans Caries Biofilm. Nutrients. 2017 Nov 14;9(11).

Badania nad wzajemnymi oddzialywaniami pomiedzy S. mutans
a wspottowarzyszaca flora z mikrobiomu ustnego staly sie interesujace w kontekscie
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oddzialywann  bakteryjno-grzybiczych  tworzonych  biofilméw  nazebnych.
Oddzialywania zachodzgce pomiedzy S. mutans a C. albicans, kolonizujacymi ptytke
nazebna dzieci z préchnica staly sie przedmiotem niniejszej pracy.

Interakcje pomiedzy mikroorganizmami z tzw. flory fizjologicznej z gatunkami
potencjalnie préchnicotwdérczymi sa przedmiotem wspoétczesnych zainteresowan tzw.
bioterapii jamy ustnej, ktérych celem sa m.in. nieaktywne metabolicznie komorki
w biofilmach (formy planktoniczne) czy innych zajmowanych niszach (dziasta, $lina)
z mikrobiomu ustnego. Uwaza si¢ bowiem, ze w proces formowania
chorobotworczych biofilméw, poza uznanymi czynnikami etiologicznymi takimi jak
S. mutans zaangazowane sa takze formy nieaktywne metabolicznie, ktére moga
wystepowac zaréwno jako formy planktoniczne, jak i drobnoustroje zwiazane
z filmami biologicznymi. Pod wplywem warunkéw srodowiskowych moga one
ulega¢  spontanicznej aktywacji, powodujac niekontrolowane zaburzenia
mikro$rodowiska biofilmu [>3].

W wyniku prowadzonych badann wyizolowano S. mutans oraz C. albicans
z plytki nazebnej dzieci z préchnicg wczesng. Dane te sa dos¢ zaskakujgce, poniewaz
w hodowlach komérkowych prowadzonych in vitro, komoérki drozdzy C. albicans
zwykle nie agreguja dobrze z S. mutans, a takze nie wystepuja samodzielnie na zebach.
Przeciwnie, w warunkach in vivo C. albicans wspoétdziala z paciorkowcami jamy ustnej
w tworzeniu biofilméw na powierzchniach akrylowych czy btonach $luzowych,
bedacych przyczyna infekcji blon sluzowych jamy ustnej. W prowadzonych badaniach
wzajemne oddzialtywania pomiedzy izolatami S. mutans i C. albicans byty zwiekszone
w obecnosci sacharozy. W obecnoéci S. mutans i przy dostepnosci sacharozy, drozdze
tworzyly strzepki, dzieki czemu wykazywaly lepsza przyczepnosé do powierzchni niz
przy braku sacharozy i przy braku obecnosci S. mutans. Ponadto wykazano wigkszy
biofilm C. albicans w hodowli wspdlnej z S. mutans, w poréwnaniu z biofilmami
monagatunkowymi C. albicans, S. mutans, co wskazuje, ze S. mutans stymuluje wzrost
C. albicans. Chociaz mechanizm molekularny dla obserwowanych zjawisk jest blizej
nieokreslony, niektorzy badacze ttumacza wzajemne interakcje pomiedzy S. mutans
i C. albicans nadmierng ekspresje gendéw zwiazanych z transportem weglowodanéw
i prowadzona glikoliza. Te i wiele innych, jeszcze nieznanych, unikatowych efektéw
zwiekszaja wlasciwosci adhezyjne obu mikroorganizméw w kolonizacji powierzchni
zebow.

Kontynuujac badanie wzajemnych interakcji pomiedzy drobnoustrojami z tzw.
flory fizjologicznej, do ktérych mnalezy Lactobacillus a mikroorganizmami
kariogennymi, do ktérych naleza S. mutans i C. albicans okreslono wplyw probiotyku,
zawierajgcego  Lactobacillus  salivarius na zdolnoé¢ formowania biofilmu
monogatunkowego S. mutans, C. albicans i dwugatunkowego S. mutans
i C. albicans.

Zwroécono uwage, ze wyizolowany L. rhamnosus wykazywal dzialanie
antagonistyczne w stosunku do S. mutans. Tym razem do badania postuzyl szczep
L. salivarius, znajdujacy sie w preparacie probiotycznym - HM6 Paradens. Wyniki
pokazaly, ze ww. preparat zahamowal tworzenie si¢ biofilmu monogatunkowego
S. mutans, C. albicans i biofilmu dwugatunkowego S. mutans i C. albicans znacznie

str. 30



bardziej niz L. rhamnosus, ktéry moéglby by¢ kandydatem na probiotyk o aktywnosci
przeciwpréchnicowej. Analiza w skaningowym mikroskopie elektronowym
wykazala, ze hodowla wspélna S. mutans z HM6 dawata znacznie mniejszy biofilm
monogatunkowy i dwugatunkowy w poréwnaniu do hodowli kontrolnej bez
probiotyku. Wyniki analizy iloéci komoérek S. mutans w filmie biologicznym
i pomiary jego biomasy wykazaly, ze L. salivarius ma silniejsza aktywnosé
bakteriob6jcza przeciwko S. mutans niz zastosowany wczeéniej L. rhamnosus.

Wiele badan klinicznych wskazuje, ze dzienne spozycie produktéw mlecznych
zawierajacych bakterie z rodzaju Lactobacillus moze hamowa¢ préchnice, poprawiac
og6lny stan zdrowia i zmniejsza¢ potrzebe stosowania antybiotykéw u dzieci w wieku
przedszkolnym. Jednak nie wszystkie dzieci spozywaja produkty mleczne réwnie
bogate w probiotyki. Dodatkowo wplyw preparatéw probiotycznych na zdrowie jamy
ustnej i hamowanie préchnicy u dzieci nie jest caltkowicie jasny, a efekty podawania
probiotykéw wydaja sie krétkotrwale i czesto sa skierowane wylacznie na redukcje
prochnicy poprzez wytacznie hamowanie S. mutans w élinie, bez wplywu na pozostate
gatunki drobnoustrojow, ktérych obecno$é zostala potwierdzona w rozwoju
prochnicy zebow.

Lactobacillus salivarius (HM6 Paradens) moze dziata¢ jako inhibitor enzymow
proteolitycznych, tj. proteaz aspartylowych (Saps) C. albicans, ktére sa uwazane za
glowny czynnik wzajemnych oddziatywan bakteryjno-grzybiczych. W skaningowym
mikroskopie elektronowym wida¢ wyraznie, Zze hodowle wspdlne byly obfite
w tworzone przez drozdze strzepki czego nie bylo wida¢ po zastosowaniu probiotyku.
Podczas oceny morfologii drozdzy zauwazono, ze L. salivarius hamowat tworzenie sie
form zarodnikowych i pseudogrzybni w hodowli wspélnej S. mutans i C. albicans.
Prezentowane wyniki wydaja si¢ interesujgce tym bardziej, ze do tej pory
przypuszczano, ze to S. mutans w mieszanym biofilmie z C. albicans, wysyla czasteczki
sygnalowe, takie jak mutanobaktyna A, ktére naturalnie hamuja powstawanie
strzepek u C. albicans, zapobiegajac tym samym rozwojowi biofilméw kariogennych.
C. albicans we wzajemnych oddzialywaniach z S. mutans dominuje w rywalizacji
o unikalne nisze ekologiczne takie jak ubytki i powierzchnie ztaman w zebach [%4],
a dzieki swojej naturalnej zdolnosci do tigmotropizmu przenika gleboko w otwarte
kanaliki zebinowe. C. albicans prowadzi do rozwoju agresywnej prochnicy
i przyczynia sie do szybkiego postepu choroby [%55¢]. Wyniki badania wplywu
L. salivarius na biofilm dwugatunkowy S. mutans i C. albicans sa proéba odpowiedzi na
pytanie, dlaczego wspoélczesne terapie prochnicy nie sg tak skuteczne, jak metody
przesiewowe stuzace diagnozowaniu dzieci zagrozonych rozwojem préchnicy
wczesnego dziecinstwa. Przyszle badania powinny sie skupia¢ na ocenie wzajemnych
relacji pomiedzy potencjalnie oddziatujgcymi ze soba mikroorganizmami
(patogennymi i niepatogennymi). Podejécie oparte na obecnym stanie wiedzy na temat
prochnicy, zwieksza szanse na zrozumienie patogenezy tej choroby i moze prowadzic¢
do powstania nowych sposobéw zapobiegania tej chorobie.
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Wiele badan z uzyciem probiotykéw jest kontrowersyjnych, gdyz ukazuje je
jako srodki hamujace wzrost monokultur S. mutans bez wplywu na kariogennosé
biofilméw wielogatunkowych. Bardziej uzasadnione wydaje sie badanie wplywu
probiotykéw na wzajemne relacje miedzy réznymi gatunkami mikroorganizméw
tworzacych film biologiczny i hamujacych préchnicogenne S. mutans. Wyniki badan
(M - 6) zwigzane z hamowaniem tworzenia biofilmu, nie tylko S. mutans, ale takze
biofilmu dwugatunkowego S. mutans/C. albicans wskazuja, ze uzycie Lactobacillus
salivarius (HM6 Paradens) jest uzasadnione. Dodatkowo, zaproponowane przez Koo
i Bowena [%7], rozwigzanie uzycia w $érodkach przeciwpréchnicowych czynnika
o potencjale przeciwgrzybiczym wydaje si¢ uzasadnione w przypadku przysztych
terapii préchnicy wczesnego dziecifistwa ECC.

Chociaz istnieje wiele badan ukazujacych wzajemne interakcje grzybow
z bakteriami, w tym S. mutans, wigkszo$¢ mechanizméw odpowiedzialnych za te
oddzialywania pozostaje niewyjasnionych. Niedawno pojawito sie kilka kluczowych
odkry¢, ktére charakteryzuja czasteczki biorace wudzial we wzajemnych
oddziatywaniach S. mutans z C. albicans. Jednak modele te nie uwzgledniaja
czynnikéw zwigzanych z gospodarzem i patogennoscia szczepéw zaleznych od
srodowiska gospodarza. Wiadomo, ze w pewnych warunkach bakterie lub grzyby
nabywaja cechy, ktére decyduja o ich chorobotwoérczoéci [%8]. Prezentowany model ma
te zalete, ze bierze pod uwage szczepy kliniczne, pochodzace ze zZrédta infekcji (ptytka
nazebna od dzieci z prochnica), ktore rozwinely swoja zjadliwoscé
w odpowiedzi na srodowisko, w ktérym istniejg. Potwierdzaja to wyniki interakcji
miedzy S. mutans i C. albicans, ktére zwigzane sg z czynnikami chorobotwoérczymi,
takimi jak grzybnia i pseudogrzybnia w hodowli wspélnej. W praktyce klinicznej
podobne objawy sa manifestacja czynnej infekcji ze strony C. albicans, ktéra prowadzi
do rozwoju ciezkiej préchnicy. Kontynuujac uzyskane w pracy M - 6 wyniki badan
oceniono czynnik wzrostu strzepek ALS3, ktéry, jak wida¢ w badaniach Ellepolii wsp.
[*¥], moze stanowi¢ potencjalny mechanizm wzrostu grzybni w biofilmie
dwugatunkowym S. mutans/C. albicans. Ponadto zweryfikowano, w jaki sposéb
dostepne skladniki odzywcze, z wyjatkiem sacharozy, modyfikuja wyzej
obserwowane czynniki wirulencji. Powyzsze obserwacje moga wyjasnia¢ wzajemne
interakcje S. mutans i C. albicans w tworzeniu kariogennych biofilméw i stanowic
strategie tworzenia lub wykorzystania czasteczek o potencjale przeciwprochnicowym.
Wyniki badant nad hamowaniem préchnicy zaleznej od biofilméw dwugatunkowych
S. mutans/C. albicans stanowiq kierunek moich dalszych badarn nad preparatem
zawierajacym L. salivarius w badaniach in vivo.

Whnioski

1) Chorobotworczosé szczepéw S. mutans zalezy od warunkéw srodowiskowych,
zwiazanych z podatnoscia gospodarza, wspoéttowarzyszaca mikroflora oraz
warunkami fizyko-chemicznymi
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2) Test STREPTOtest24 moze stuzy¢ do biotypowania szczepéw Streptococcus
mutans

3) Szczepy S. mutans réznia sie pod wzgledem wrazliwosci na leki, zdolnoscia
tworzenia biofilmu oraz aktywnoécia enzyméw glikolizy i enzymow
metabolizmu aminokwaséw aromatycznych

4) S. mutans wchodzi w interakcje z C. albicans i wbrew dotychczasowym
pogladom nie hamuje tworzenia strzepek, a wrecz dziala przeciwnie
wzmagajac proces hyfogenezy

5) Peptydy zawarte w S$élinie wykazuja dzialanie anty-biofilmotworcze,
szczegoOlnie w niskim pH, jakie panuje wewnatrz biofilméw

6) Stosowanie szczepéw probiotycznych L. salivarius daje lepsze rezultaty niz
stosowanie szczepOw L. rhamnosus w zwalczaniu kariogennych S. mutans

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan, bedacych podstawa osiggniecia
naukowego, zidentyfikowano i okreslono udzial procentowy bakterii obecnych
w plytce nazebnej dzieci z préchnica wczesnego dziecinistwa ECC. Dla
wyizolowanych szczepéw klinicznych S. mutans okreslono charakterystyczne biotypy
enzymatyczne, ktére scharakteryzowano pod wzgledem wrazliwosci na wybrane
antybiotyki i oznaczono wybrane determinanty patogennosci powyzszych szczepoéw,
takie jak aktywnos$¢ dehydrogenazy prefenianowej, kinazy pirogronianowej czy
zdolnos¢ formowania biofilmu.

Pod uwage zostaly wziete determinanty patogennosci S. mutans, ktore sa
istotne z punktu widzenia leczenia objawowego oraz modyfikujace przebieg choroby.
Badania skupily sie¢ na enzymach glikolizy jako gléwnego szlaku metabolicznego
umozliwiajacego S. mutans kolonizowanie i przetrwanie w jamie ustnej. Glikoliza jest
glownym Zrédlem energii i tworzenia blokéw budulcowych dla mikroorganizméw
kariogennych, dlatego zahamowanie tego procesu wydaje sie obiecujacym sposobem
walki z préchnica.

Efektem prowadzonych badan bylo okreslenie i zoptymalizowanie testow
biochemicznych pozwalajacych na ocene aktywnosci wybranych enzyméw glikolizy
podczas formowania biofilmu przez S. mutans oraz enzyméw szlaku biosyntezy
aminokwaséw aromatycznych, na przykiadzie dehydrogenazy prefenianowej,
niewystepujacej u ludzi, a obecnej u S. mutans.

Wykazano, ze adekwatng miarg do przewidywania potencjalnej aktywnosci
powyzszych enzymoéw jest zmiana iloéci drobnoustrojéw skumulowanych w postaci
biofilmu i masa tworzonej struktury. Uzupelnieniem badari nad ww. metodami oceny
stanu metabolicznego S. mutans jest okreslenie mechanizmu hamowania biofilmu
S. mutans przez wybrang kombinacje peptydéw antydrobnoustrojowych, a takze
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preparatu probiotycznego, zawierajacego przedstawiciela flory fizjologicznej -
L. salivarius. Potwierdzono, ze tworzenie biofilmu zachodzi wolniej pod wplywem
wybranych zwigzkéw oraz wykazano, ze istotng role w formowaniu biofilmu
bakteryjno-grzybiczego odgrywaja wzajemne oddzialywania potegujace zjadliwos¢
tworzonych struktur.

Badania te potwierdzily réwniez duza role oddzialywan miedzy
paciorkowcami jamy ustnej a drozdzami w transformacji morfologicznej
chorobotworczych grzybow.

Opracowane metody beda stanowily baze dla projektowania inhibitoréw
enzymatycznych oraz inhibitoréw formowania biofilmu. Dzieki zastosowaniu metod
in vitro ukierunkowanych na inhibicje kinazy pirogronianowej i dehydrogenazy
prefenianowej rysuje sie mozliwoé¢ przysztych badan nad terapia kombinowang z
uzyciem  inhibitorow ww. enzyméw w  polaczeniu z  peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi. Szczegdlnie obiecujace wydaje sie polaczenie inzynierii
chemicznej z nanotechnologia, wéréd ktérych obiecujace wydaja sie wielofunkcyjne
inhibitory PK/PDH potaczone z AMPs wycelowane na mikrosrodowisko biofilmu, co
dzieki lokalnemu uwalnianiu tych zwigzkéw moze znacznie ograniczy¢ ukladowa
cytotoksycznos¢ i wzmocnic rozpraszanie filméw biologicznych S. mutans.

Podsumowujac, badania stanowigce podstawe habilitacji, doprowadzily do
opracowania metod oznaczania wybranych determinant patogennosci szczepow
klinicznych S. mutans oraz metod diagnostycznych stuzacych monitorowaniu
wirulencji ww. drobnoustrojéw, co moze mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii
i profilaktyce préchnicy wczesnego dziecinstwa (ECC). Aplikacja tych metod do
modelu klinicznego, uwzgledniajaca wzajemne oddzialywania drobnoustréj-
gospodarz znaczaco podnosi range prowadzonych badan i stanowi przestanke do
przyspieszonych prac badawczych umozliwiajacych otrzymanie nowych aktywnych
zwigzkow, ktére beda rozwijane w modelach in vitro i in vivo, a w przyszlosci moga
by¢ wdrozone jako lek.

6. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Prowadzone badania naukowe zwigzane byly z nastepujacymi zagadnieniami:

1. Patomechanizm, diagnostyka i leczenie przewleklej choroby zylnej (PChZ)

2. Rola stresu oksydacyjnego u pacjentéw z cukrzyca

3. Wplyw zwigzkéw o dziataniu przeciwzapalnym i/lub przeciwutleniajagcym na
leczenie biataczki promielocytowej w modelu in vitro i in vivo

4. Wpltyw pochodnych ksantonu na wybrane parametry oksydacyjno-
antyoksydacyjne in vitro i ex vivo

5. Ocena wtladciwoéci antyoksydacyjnych i antymikrobiotycznych wyciggéw
z derenia jadalnego

6. Rola stresu oksydacyjnego u pacjentéw z liszajem ptaskim jamy ustnej

7. Znaczenie stresu oksydacyjnego u pacjentéw z chorobg Crohna

str. 34



8. Zmiany wybranych wskaZnikéw obrony antyoksydacyjnej we krwi pacjentow
po rutynowym badaniu tomografii komputerowej o wysokiej rozdzielczosci
(high resolution computed tomography, HRCT)

9. Rola Nrf2 w regulacji stresu oksydacyjnego jako narzedzie oceny jakosci
nasienia w nieplodnosci meskiej

10. Poszukiwanie nowych markeréw oceny wystepowania i progresji préchnicy
wczesnego dziecifistwa (ECC)

1. Patomechanizm, diagnostyka i leczenie przewleklej choroby zylnej (PChZ)

Poza okresleniem roli stresu oksydacyjnego w patofizjologii przewleklej choroby
zylnej (PChZ) uczestniczylam w badaniach poéwieconych ocenie wplywu stosowanej
terapii na mikrokrazenie u pacjentéw cierpiacych na PChZ. Badania prowadzone byly
we wspdlpracy z Klinika Chirurgii Naczyniowej Uniwersyteckiego Szpitala
w Krakowie a takze Katedra i Klinikg Chirurgii Naczyn i Angiologii Akademii
Medycznej im. Prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie pod kierunkiem Profesora
Tomasza Zubilewicza. Zdobyte doswiadczenie stalo sie dla mmnie szczegdlnie
interesujace ze wzgledu na trwajace obecnie ustalenia konsensusu, co do stosowanej
terapii u pacjentéw w réznym stopniu nasilenia choroby (od C2-C5 wg klasyfikacji
CEAP).

Biorac pod uwage, ze jednym z czynnikéw patogenetycznych PChZ jest stres
oksydacyjny - ocenilam uszkodzenia oksydacyjne DNA leukocytéw izolowanych
z krwi obwodowej i zastoinowej, pacjentéw stosujacych Detralex. Badania
wykonywalam metoda elektroforezy pojedynczych komoérek w zelu agarozowym.
Pomiar uszkodzern oksydacyjnych wykonywalam w oparciu o wykrywana
8-oksoguanine przy uzyciu Fpg (formamidopirymidyno-DNA glikozydazy), enzymu
posiadajacego aktywnos¢ N-glikozylazy i AP endonukleazy. Zebrane wyniki opisane
zostaly w artykule na tamach Open Cardiovascular Medicie Journal.

Krzysciak W, Cierniak A, Kézka M, Koziel ]. Oxidative DNA Damage in Blood of CVD Patients
Taking Detralex. Open Cardiovasc Med J.
2011;5:179-87. doi: 10.2174/1874192401105010179. Epub 2011 Aug 1.

Poszukujac nowych metod terapii PChZ zajelam sig ocena poréwnawcza wpltywu
zmikronizowanej oczyszczonej frakcji flawonoidéw MPFF oraz dobesylanu wapnia na
poziom Srédbtonkowego czynnika wzrostu VEGF w adhezji mediowanej przez
integryny 2. Nadciénienie zylne nalezy do gléwnych czynnikéw regulujacych
ekspresje VEGF w komorkach srédbtonka naczyn zylnych i prowadzi do aktywagji
leukocytéw oraz komoérek Sréodbtonka. Proangiogenne dziatanie VEGF stymuluje
keratynocyty i komoérki miesni gtadkich do tworzenia nowych naczyn. Nowopowstate
naczynia sg bardziej przepuszczalne niz naczynia powstajace fizjologicznie. Powoduje
to okotonaczyniowe nagromadzenie sie duzych czasteczek, bedace istota teorii
mankietu fibrynowego tlumaczacej wiele standéw zapalnych. Przyspieszona
proliferacja, migracja i adhezja makrofagéw do érédbtonka naczyn zylnych stanowi
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jeden z mechanizméw regulujacych zwiekszenie ilosci miejsc wigzacych dla genu
KDR na receptorze VEGF. Wstepne wyniki prowadzonych badar zaprezentowalam
na konferencji miedzynarodowej poswieconej molekularnym i fizjologicznym
procesom zachodzacym w organizmie.

Wirginia Krzysciak. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) as a marker of leukocytes
adhesion to extracellular matrix (ECM) mediated by (32 integrins. 19th

International Symposium "Molecular and Physiological Aspects of Regulatory Processes of the
Organism", Cracow, June 11-12.2010. s. 171-173 : bibliogr. 26 poz.

Planowane sa dalsze badania z Katedra i Klinikg Chirurgii Naczyn i Angiologii
Akademii Medycznej im. Prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie kierowana przez Prof.
Profesora Tomasza Zubilewicza, zmierzajace do okredlenia wplywu stosowanego
leczenia na proponowany mechanizm u pacjentéw operowanych z powodu PChZ.

2. Rola stresu oksydacyjnego u pacjentow z cukrzyca

Uczestniczylam w badaniach prowadzonych przez mgr Grzegorza Kazka,
dotyczacych roli stresu oksydacyjnego u chorych z cukrzyca LADA. Szereg metod
badania stanu oksydacyjno-antyoksydacyjnego zostalo zwalidowanych i
zoptymalizowanych do warunkéw laboratoryjnych przy wykorzystaniu materiatu
klinicznego jakim byla krew pacjentéw z cukrzyca LADA. Wynikiem prowadzonych
badar byly wystapienia ustne podczas konferencji miedzynarodowych.

Grzegorz Kazek, Wirginia Krzysciak, Marek Stepniewski. Oxidative protein modification in
cell signaling: a short review. Molecular and physiological aspects of regulatory processes of
the organism : materials of 17th International Symposium of Polish Network of Molecular and
Cellular Biology/ed. by Henryk Lach; Pedagogical University of Cracow.

s. 202-206 : il., bibliogr.

Grzegorz Kazek, Wirginia KrzySciak, Beata Kurdas, Krzysztof Iwanicki, Marek Stepniewski.
(2008) Antioxidants and lipid peroxidation in latent autoimmune diabetes in adults (LADA).
Molecular and physiological aspects of regulatory processes of the organism : materials of 17th
International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular Biology/ed. by Henryk
Lach; Pedagogical University of Cracow. s. 198-201

3. Wplyw zwiazkéw o dziataniu przeciwzapalnym i/lub przeciwutleniajagcym na
leczenie biataczki promielocytowej w modelu in vitro i in vivo

Jako wykonawca w grancie finansowanym przez MNiSzW dr hab. Moniki Papiez,
pt.: Badanie uszkodzenn DNA, apoptozy i proliferacji komérek w sledzionie oraz szpiku kostnym
szczurow z biataczkq promielocytowq po podaniu zwiqzkéw o dzialaniu anty- lub
prooksydacyjnym dokonalam oceny wybranych parametréw stanu oksydacyjno-
antyoksydacyjnego w komorkach, krwi i materiale tkankowym szczuréw
z przeszczepialng biataczka promielocytowa. Uzyskane wyniki dowodzg, ze badane
zwigzki rodlinne selektywnie zwiekszaja wrazliwos¢ komorek biataczkowych na
klasyczna terapie przeciwnowotworowa. Badania te opublikowano na tamach
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miedzynarodowych czasopism, a takze zaprezentowano podczas krajowych
i miedzynarodowych konferencji naukowych.

Monika A. Papiez, Wirginia KrzySciak, Krzysztof Szade, Karolina Bukowska-Strakova,
Magdalena Kozakowska, Karolina Hajduk, Beata Bystrowska, Jozef Dulak, Alicja Jozkowicz.
Curcumin enhances the cytogenotoxic effect of etoposide in leukemia cells through induction
of reactive oxygen species. Drug Des Devel Ther. 2016 Feb 4;10:557-70. doi:
10.2147/DDDT.S592687. eCollection 2016. Impact Factor ISI: 2.822; Punktacja MNiSW: 30.000

Papiez MA, Krzysciak W, Wasik M. Inhibition of myeloperoxidase activity have impact on the
formation of DNA double-strand breaks induced by etoposide in HL-60 cell line. Folia Med
Cracov 2015;55 (1): 43-51. 10 pkt. Impact Factor ISI: 0; Punktacja MNiSW: 10.000

Monika A. Papiez, Wirginia Krzysciak. The antioxidant quercetin protects HL-60 cells with
high myeloperoxidase activity against pro-oxidative and apoptotic effects of etoposide. Acta
Biochim Pol. 2014;61(4):795-9. Epub 2014 Dec 11. Impact Factor ISI: 1.153; Punktacja MNiSW:
15.000

Monika A. Papiez, Karolina Bukowska-Strakova, Wirginia Krzysciak, Jarostaw Baran. (-)-
Epicatechin Enhances Etoposide-induced Antileukaemic Effect in Rats with Acute Myeloid
Leukaemia. Anticancer Res. 2012 Jul;32(7):2905-13. Impact Factor ISI: 1.713; Punktacja MNiSW:
20.000

Monika A. Papiez, Malgorzata Dybala, Magdalena Sowa-Kucma, Wirginia Krzysciak,
Hevidar Taha, Alicja Jozkowicz, Gabriel Nowak. Evaluation of oxidative status and
depression-like responses in Brown Norway rats with acute myeloid leukemia. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2009  Jun = 15;33(4):596-604. doi:
10.1016/j.pnpbp.2009.02.015. Epub 2009 Mar 3 wskaznik Impact Factor ISI: 2.823; Punktacja
MNiSW: 24.000

Monika A. Papiez, A. Cierniak, Wirginia Krzysciak, M. Bzowska, H.M. Taha, A. Jozkowicz,
M. Piskula. The changes of antioxidant defense system caused by quercetin administration do
not lead to DNA damage and apoptosis in the spleen and bone marrow cells of rats. Food
Chem Toxicol. 2008 Sep;46(9):3053-8. doi: 10.1016/j.fct.2008.06.006. Epub 2008 Jun 19. wskaznik
Impact Factor ISI: 2.321; Punktacja MNiSW: 24.000

Wirginia Ostafin, A. Cierniak, Monika A. Papiez (2007) Disturbance of oxidant-antioxidant
balance in rats with mieloid leukaemia. Acta Haematol. Pol. XXII Zjazd Polskiego
Towarzystwa Hematologoéw i Transfuzjologéw pod patr. Ministra Zdrowia, Warszawa, 6-8
wrzeénia 2007. 2007 : T. 38 supl. 2, s. 369-370, abstr. 304.

Monika Papiez, A. Cierniak, Wirginia Ostafin, M. Piskula, M. Kapiszewska.(2007) The pro-
oxidant activity of quercetin does not lead to DNA damage in vivo. Molecular and
physiological aspects of regulatory processes of the organism: materials of 16th International
Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular Biology, Cracow, June 4-6, 2007 / ed.
by Henryk Lach ; Pedagogical University of Cracow. Krakéw: Wydawnictwo Naukowe AP,
2007 s. 365-366.

Monika A. Papiez, Tomasz Mikolajczyk, Wirginia Krzysciak. (2008) The influence of (-)-
epicatechin on extent of DNA damage and apoptotic cell death in the bone marrow and spleen
of rats with acute myeloid leukemia. XIII International Congress of Histochemistry and
Cytochemistry ICHC2008 Imaging of Cell Dynamics, Gdansk, Poland, 23rd-27th August 2008.
2008: Vol. 46 supl. 2, s. 568, abstr. P2.28

Wirginia Krzysciak, Grzegorz Kazek, Monika Papiez (2008) Different influence of curcumin
on antioxidant status in healthy and leukemic rats. COST Action 926 Conference: Benefits and
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Risks of Bioactive Plant Compounds, Krakéw, Poland, March 27th-28th, 2008. 2008: Vol. 55
suppl. 1, s. 31, abstr. P2.10

Monika A. Papiez, Wirginia Krzysciak. (2012) Wptyw (-)-epikatechiny i etopozydu na stan
oksydacyjny w watrobie szczuréw z bialaczka szpikowa. XLVI Sympozjum Polskiego
Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw; III Konferencja poswiecona Digitalizacji
Obrazéw Mikroskopowych w Medycynie, Poznar, 24-26 maja 2012. 2012 : T. 39, supl. 27, s. 52.

Monika A. Papiez, Wirginia KrzySciak, Beata Bystrowska. The role of oxidative stress in the
synergistic action of curcumin and etoposide. 48 Sympozjum Polskiego Towarzystwa
Histochemikoéw i Cytochemikéw : Od makro do nano : nowe horyzonty i nowe mozliwosci w
naukach podstawowych i klinicznych, Wisla, 3-6 wrzeénia 2014. s. 67 : abstr. P.I1.29.

4. Wplyw pochodnych ksantonu na wybrane parametry oksydacyjno-
antyoksydacyjne in vitro i ex vivo

W dziedzinie poszukiwania nowych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci
farmakologicznej, od 2008 roku w ramach wspoélpracy z Zakladem Chemii
Bioorganicznej (kierownik Prof. dr hab. Henryk Marona) wykonywatam badania
wplywu pochodnych ksantonu na wybrane parametry oksydacyjno-antyoksydacyjne
we krwi oséb hemodializowanych. Wyniki tych badani wskazaly jednoznacznie na
wrazliwoé¢ erytrocytow ludzkich na badane pochodne ksantonu. Efektem tej
wspotpracy bylo doniesienie zjazdowe.

Wirginia Krzysciak, Agnieszka Zaba, Henryk Marona, Marek Stepniewski. (2009) Influence of
chosen derivatives of xanthone on superoxide dismutase activity in patients undergoing
hemodialysis. Molecular and physiological aspects of regulatory processes of the organism:
materials of 18th International Symposium of Polish Network of Molecular and Cellular
Biology / ed. by Henryk Lach; J6zef Dietl Malopolska Higher Vocational School in Cracow. -
Krakow : [s.n.], 2009 (Krakéw Zesp6? Poligrafii UP) s. 174-175.

5. Ocena wtlasciwosci antyoksydacyjnych i antymikrobiotycznych wyciagow
z derenia jadalnego oraz organicznych kompleksow wanadu w modelach

in vitro iin vivo
W ramach wspotpracy z Zakladem Bromatologii Wydzialu Farmaceutycznego
UJCM wraz z dr hab. Mirostawem Krosniakiem badatam wtasciwosci
antyoksydacyjne i antymikrobiotyczne wyciggbw z derenia jadalnego.
W prowadzonych badaniach wykazano potencjalne dziatanie antyoksydacyjne oraz
antymikrobiotyczne ekstraktéw etanolowych z lisci i nasion derenia przeciwko
ré6znym gatunkom bakterii i grzybéw. Na podstawie wynikéw prowadzonych badan

zostalo przygotowane i przedstawione doniesienie zjazdowe oraz opublikowana
praca na tamach Postepoéw Fitoterapii.

Krzysciak P., Krosniak M., Gastot M., Krzy$ciak W.: Dzialanie antymikrobiotyczne wyciagéw

z derenia i suchodrzewu jadalnego. XIV Meeting Toxicology and Environmental Health
Warszawa 18-19 maja 2009
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Krzysciak, P., Krosniak, M., Gastot, M., Ochotiska, D., Krzysciak, W.: Antimicrobial activity of
Cornelian cherry. Postepy Fitoterapii. 2011, 4: 227-231.

Jako wykonawca w grancie finansowanym przez Unie Europejska (program
Innowacyjna Gospodarka, POiG) dr hab. Ryszarda Grybosia Kompleksy wanadu -
innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy, wraz z dr hab. Mirostawem
Krosniakiem okreslatam wpltyw wyselekcjonowanych zwigzkéw wanadu na wybrane
parametry oksydacyjno-antyoksydacyjne w modelach komérkowych i w zwierzecym
modelu cukrzycy. Wyniki badan zostaty opublikowane na tamach Acta Biol Crac Ser
Zool oraz staly sie czescig rozprawy habilitacyjnej dr hab. Mirostawa Krosniaka.

M. Krosniak, W. Krzysciak, A. Kareta, R. Grybos. Activities of glutathione peroxidase and
catalase in organs from vanadium-treated rats. Acta Biol. Crac., Ser. Zool. 2009: Vol. 51, s. 39-
48.

6. Rola stresu oksydacyjnego u pacjentéw z liszajem ptaskim jamy ustnej

Od 2015 r. w Zaktadzie Diagnostyki Medycznej prowadzone sa badania w ramach
wspotpracy z dr n. med. Dagmara Darczuk z Poradni Choréb Przyzebia i Blony
Sluzowej UKS w Krakowie, Instytutu Stomatologii UJCM, w ktérych jednym z etapow
jest ocena wybranych parametréw oksydacyjno-antyoksydacyjnych w $linie
pacjentéw z liszajem plaskim jamy ustnej. Jako wykonawca w projekcie statutowym
dr Darczuk: Analiza wybranych parametrow oksydacyjno-antyoksydacyjnych w Slinie
pacjentow z liszajem plaskim jamy ustnej w potaczeniu z ocenq leku i depresji do warsztatu
badawczego wlaczylam ocene wybranych wskaznikéw poprzez ich walidacje
i przygotowanie optymalnych warunkéw dla ww. metod w $linie pacjentéw z liszajem
plaskim jamy ustnej. Wyniki przeprowadzonych badan zostaly przedstawione
podczas konferencji miedzynarodowej, poswieconej stresowi oksydacyjnemu,
odbywajacej si¢ w Paryzu w 2015 r. oraz spotkania Amerykariskiego Towarzystwa
Badan w Stomatologii, odbywajacego sie w San Francisco, w Californii, a takze staty
sie przedmiotem publikacji.

Dagmara Darczuk, Wirginia KrzySciak, Barbara Kesek, Dagmara Gatecka-Wanatowicz,
Weronika Lipska, Tomasz Kaczmarzyk, Maria Chomyszyn-Gajewska. (2015) Salivary
oxidative status in patients with oral lichen planus. 15th International Conference on Oxidative
Stress Reduction, Redox Homeostasis and Antioxidants, Paris, France, June 22-24, 2015:
abstract book. Pp. 14.

Dagmara Darczuk, Wirginia Krzysciak, Barbara Kesek, Iwona Olszewska-Czyz, Weronika
Lipska, Dagmara Gatecka-Wanatowicz, Maria Chomyszyn-Gajewska. (2016). Correlation
between salivary Tyrosine and GPx in oral lichenplanus. Oral Dis. 2016 Vol. 22, suppl. S2,
abstr. B072.

Dagmara Darczuk, Wirginia Krzysciak, Paulina Vyhouskaya, Barbara Kesek, Dagmara
Gatecka-Wanatowicz, Weronika Lipska, Tomasz Kaczmarzyk, Monika Gluch-Lutwin, Barbara
Mordyl, Maria Chomyszyn-Gajewska (2016) Salivary oxidative status in patients with oral
lichen planus. J. Physiol. Pharmacol. 2016 : Vol. 67, nr 6, s. 885-894, il., bibliogr. 55 poz. Impact
Factor ISI: 2.883; Punktacja MNiSW: 25.000
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Krzysciak W, Darczuk D, Chomyszyn-Gajewska M (2017) Glutathione Peroxidase and
Superoxide Dismutase Activity in OLP patients’ saliva. IADR/AADR/CADR General Session
& Exhibition! San Francisco, March 22-25, San Fransisco, California, USA

Planowane jest opracowanie, jak rowniez p6Zniejsza optymalizacja funkcjonalnych
testow biochemii, stuzacych okresleniu wybranych parametréw w grupie pacjentéw
z liszajem plaskim jamy ustnej oraz pacjentéw z diagnostyki ré6znicowej choroby.

7. Znaczenie stresu oksydacyjnego u pacjentéw z choroba Crohna.

Opracowany warsztat badawczy umozliwil mi przeprowadzenie kolejnych badan
zwiazanych z Oceng peroksydacji lipidow i stezeniem wybranych antyoksydantow w $linie
i surowicy krwi pacjentow z chorobq Lesniowskiego-Crohna w ramach realizowanego
projektu statutowego, kierowanego przez dr n. med. Katarzyne Szczeklik z Zakladu
Stomatologii Zintegrowanej, Wydzialu Lekarskiego, Instytutu Stomatologii U] CM
w Krakowie. Z uzyskanych wynikoéw, ktére wskazuja, na znaczna redukcje uktadéw
antyoksydacyjnych i nasilong peroksydacje lipidéw w surowicy, osoczu i $linie
pacjentéw z aktywna postacia choroby Crohna w poréwnaniu do nieaktywnej postaci
choroby i grupy kontrolnej, przygotowano 2 publikacje naukowe.

Szczeklik K, Krzysciak W, Domagala-Rodacka R, Mach P, Darczuk D, Cibor D, Pytko-
Polonczyk J, Rodacki T, Owczarek D. (2016) Alterations in glutathione peroxidase and
superoxide dismutase activities in plasma and saliva in relation to disease activity in patients
with Crohn's disease. ] Physiol Pharmacol. 2016 Oct;67(5):709-715. Impact Factor ISI: 2.883;
Punktacja MNiSW: 25.000

8. Zmiany wybranych wskaZnikéw obrony antyoksydacyjnej we krwi pacjentow
po rutynowym badaniu tomografii komputerowej o wysokiej rozdzielczosci
(high resolution computed tomography, HRCT)

Od 2017 r. w Zakladzie Diagnostyki Medycznej prowadzone sg badania w ramach
wspoOlpracy z dr n. med. Amirg Bryll z Zakladu Diagnostyki Obrazowej
Uniwersyteckiego Szpitala w Krakowie, w ktérych jednym z etapéw jest ocena
dziatania promieniowania jonizujacego na wybrane parametry antyoksydacyjne ludzi
poddawanych rutynowemu badaniu HRCT.

9. Rola Nrf2 w regulacji stresu oksydacyjnego jako narzedzie oceny jakosci
nasienia w nieptodnosci meskie;j.

W ramach wspétpracy z dr n. med. Jarostawem Janeczko, kierownikiem Centrum
Leczenia Nieptodnosci PARENS planowane sa badania okreslajace przydatno$¢ m.in.
genu Nrf2 jako biomarkera oceny jakosci nasienia w nieptodnosci meskiej. Uklad
enzymow antyoksydacyjnych i geny z nim zwigzane odgrywaja wazng role
w spermatogenezie czlowieka. Nie jest jasne, czy ekspresja mRNA genéw
antyoksydacyjnych oraz ukladéw antyoksydacyjnych jest nizsza u nieptodnych
mezczyzn w poréwnaniu do par bez cech nieplodnosci oraz w jakim stopniu (przy
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jakich wartosciach odciecia dla wybranych parametréw) manifestuje sie jako problem
kliniczny. Planowane sa badania genu odpowiedzialnego za droge sygnalowga
wrodzonej odpornosci antyoksydacyjnej (Nrf2) z wybranymi parametrami
antyoksydacyjnymi (m.in.. SOD, CAT, GPX, FRAP). Wybrane wskazniki
poréwnywane beda z okreSlonymi parametrami funkcji plemnikéw (m.in.:
koncentracja, zywotnoscig, ruchliwoscia i morfologia). Rola oznaczerr wybranych Nrf2
i innych wskaznikéw antyoksydacyjnych w monitorowaniu stresu oksydacyjnego jest
bezdyskusyjna, a te wydaja sie¢ mie¢ duzy wplyw na jakosé¢ nasienia, wystepowanie
nieptodnosci meskiej oraz powodzenie procedur wspomaganej prokreacji.

10. Poszukiwanie nowych markeréw oceny wystepowania i progresji préchnicy
wczesnego dziecifistwa (ECC)

W ramach prowadzonej wspétpracy z Pracownia Stomatologii Dzieciecej Instytutu
Stomatologii UJCM, kierowana przez dr n. med. Anne Jurczak, miatam okazje
uczestniczy¢ (jako wykonawca w projekcie dr n. med. Anny Jurczak oraz dr n. med.
Doroty Koscielniak) w projektach: Proteomika uktadow dynamicznych: biatko-bakteria jako
przydatne narzedzie diagnostyki prochnicy (kierownik dr n. med. Dorota KoScielniak),
oraz Ocena wybranych parametrow slinowych dzieci z prochnicq w potgczeniu z oceng
mikrobiologiczng jamy ustnej (kierownik dr n. med. Anna Jurczak). Wynikiem tej
wspolpracy bylo okreSlenie wzajemnych relacji pomiedzy poszczegdlnymi
sktadnikami mikroflory jamy ustnej a biatkami $linowymi dzieci z préchnica
wczesnego dziecifistwa (ECC). Okreélenie indywidulanych réznic skiadu $liny i
udzialtu poszczegodlnych szczepéw bakterii prochnicotwérczych moze stanowié punkt
wyjsécia w przewidywaniu postepu choroby u dzieci.

Wyniki powyzszych badan, a takze problemy zwigzane z diagnostyka i istniejacymi
metodami leczenia prochnicy wezesnego dzieciristwa nasunety pomyslty uzycia metod
biologii molekularnej, jakim jest analiza widm w spektroskopii masowej z detektorem
czasu przelotu (MALDI-TOF) oraz taricuchowej reakcji polimerazy (ang. Real Time
Polymerase Chain Reaction - RT-PCR) w czasie rzeczywistym. Techniki te beda
wymagaly opracowania protokoléw i optymalizacji warunkéw reakcji. W celu
realizacji tych badan zlozono projekt, pt.: Ocena poréwnawcza wplywu materiatow
kompozytowych, kompomerowych i glasjonomerowych na mikrobiom jamy ustnej i podatnosc
na tworzenie biofilmow kariogennych u dzieci z prochnicq wczesnego dziecinistwa w ramach
dotacji Narodowego Centrum Nauki na rok 2018 oraz nawigzano wspétprace
z Jagielloriskim Centrum Innowacji w Krakowie, ktére posiada odpowiedni sprzet do
przeprowadzenia tego typu analiz.

7. Plany dotyczace dalszych badan

W najblizszym czasie planowane jest zbadanie ekspresji genéw zwigzanych
z enzymami Kkatalizujagcymi procesy glikolizy, m.n.: pyk, w biofilmach
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monogatunkowych, dwugatunkowych i mieszanych w réznych warunkach
tizykochemicznych (m.in. w $rodowisku obnizonego pH<5) w obecnosci réznych
aktywatoréw i inhibitoréw kinazy pirogronianowej PK. Zbadana zostanie produkcja
kwasu mlekowego w ww. modelach pod wplywem zmiennych substratow
odzywczych, w obecnosci r6znych inhibitoréw glikolizy, dzialajacych m.in. wobec
kinazy pirogronianowej.

Planowane sa badania in vitro i w modelu zwierzecym, wykorzystujace
preparat kombinowany, zawierajagcy inhibitor kinazy  pirogronianowej
i dehydrogenazy prefenianowej PDH, oceniajace jego wptyw na zdolnosé¢ formowania
biofilmu i aktywno$¢é metaboliczng S. mutans.

Prowadzone beda takze badania zmierzajace do okreélenia ekspresji genéw
metabolizmu weglowodanéw oraz genéw transdukcji sygnalu (m.in. comC)
w biofilmach monogatunkowych i podwdjnych, np. S. mutans i C. albicans oraz
okreslenia wplywu testowanych zwiazkéw na ww. ekspresje. Wykonana zostanie
iloéciowa reakcja taficuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym oceniajaca ekspresje
gendw kodujacych glukozylotransferazy: gtfB, gifC i gtfD w biofilmie
monogatunkowym S. mutans i dwugatunkowym S. mutans z C. albicans pod wplywem
L. rhamnosus i L. salivarius z HM-6.

Zaplanowano takze badania oceniajace wplyw stosowanych w stomatologii
materialéw do wypelnieni na zmiany mikrobiomu jamy ustnej (§lina i ptytka nazebna),
zdolnosci do tworzenia biofilmu oraz aktywnosci metabolicznej bakterii S. mutans
w biofilmie. Prowadzone badania beda obejmowac¢ sekwencjonowanie typu NGS,
oraz MALDI-TOF. Badania zdolnosci do tworzenia filmu biologicznego oraz analiza
aktywnosci metabolicznej S. mutans w biofilmie beda wykonywane w modelach in
vitro, po izolacji bakterii oraz w obecnosci naturalnych biofilméw tworzonych
u pacjentéw w jamie ustnej. Zbadana i poréwnana zostanie ekspresja genéw
bakteryjnych w prezentowanych modelach (w warunkach in vitro i in vivo).

8. Kierowanie i udzial w projektach naukowych
Granty finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego:

1) Numer projektu: MNiSW/2016/DIR/181/NN - kierownik, 2016-2017.
Opracowanie i optymalizacja testow biochemicznych in vitro stuzqcych okresleniu
aktywnosci enzymatycznej wybranych biatek biorgcych udzial w regulacji szlaku
glikolitycznego u Streptococcus mutans w biofilmach mieszanych

2) Numer projektu: 2 POSA 162 30 - wykonawca, 2006-2008. Analiza stanu
oksydacyjnego u szczuréw z modelem ostrej przeszczepialnej biataczki promielocytowej
Rozszerzony projekt: 2 PO5A 162 30 Badanie uszkodzenn DNA, apoptozy i proliferacji
komorek w Sledzionie oraz szpiku kostnym szczurow z biataczkq promielocytowg po
podaniu zwigzkow o dziataniu anty- lub prooksydacyjnym

3) Numer projektu: Program Operacyjny OPIE - wykonawca, Dotacja
Innowacyjna Gospodarka w latach 2007-2013, konkurs nr 1/2009 w ramach
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Dziatania 1.3, Poddziatania 1.3.1 Kompleksy wanadu - innowacyjne
metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy

Dotacje statutowe i wiasne dla mtodych naukowcéw w ramach prac badawczych U]J

CM..
1.

10.

Numer projektu: K/ZBW /000256 - kierownik, 2007-2008. Wpltyw wybranych
pochodnych amin (aminoalkanoli) oraz pochodnych ksantonow o zdefiniowanej
aktywnosci farmakologicznej (na OUN i/lub uktad sercowo-naczyniowo) w badaniach
in vitro, na aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz na stezenie
malonylodialdehydu chorych przewlekle hemodializowanych

Numer projektu: K/ZBW /000488 - kierownik, 2009. Badania wybranych
wskaznikow uktadu antyoksydacyjnego w wydolnych i niewydolnych fragmentach zyt,
oraz probkach krwi chorych z przewlektq niewydolnosciq zyt koriczyn dolnych

Numer projektu: K/ZBW /000599 - kierownik, 2009-2010. Badanie uszkodzern
oksydacyjnych DNA we krwi oraz w tkankach chorych z przewlektq chorobg zylng po
podaniu flawonoidow ex vivo oraz in vitro

Numer projektu: K/DSC/001959 - kierownik, 2014-2015. Analiza metabolizmu
Streptococcus mutans we wczesnej prochnicy dziecigcej

Numer projektu: K/ZDS/005484 - wykonawca, 2015-2016. Proteomika uktadow
dynamicznych: biatko-bakteria jako przydatne narzedzie diagnostyki prochnicy.
Numer projektu: K/ZDS/005485 - wykonawca, 2015-2016. Ocena wybranych
parametrow Slinowych dzieci z prochnicq w polgczeniu z oceng mikrobiologiczng jamy
ustnej

Numer projektu: K/KDU/000354 - kierownik, 2016. Badanie wtasciwosci
antybakteryjnych ~ HMe6-Paraden—potencjalne  wykorzystanie  jako  srodek
przeciwprochnicowy

Numer projektu: K/DSC/007071 - kierownik, 2016-2017. Analiza mechanizmu
degradacji biatek glikolizy w metabolizmie bakterii prochnicotworczych

Numer projektu: K/ZDS/007169 - wykonawca, 2016-2017. Ocena peroksydacji
lipidow i stezenie wybranych antyoksydantow w slinie i surowicy krwi pacjentow z
chorobg Lesniowskiego-Crohna

Numer projektu: K/ZDS/005515 - wykonawca, 2015-2017. Analiza wybranych
parametrow oksydacyjno-antyoksydacyjnych w Slinie pacjentow z liszajem plaskim
jamy ustnej w potqaczeniu z ocenq leku i depresji

9. Nagrody i wyrdznienia

2009 -

wyrodznienie rozprawy doktorskiej decyzja Rady Wydziatu Farmaceutycznego

UjCcM

2014 - nagroda Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego U] CM za osiggniecia naukowe

2017 - odznaka krakowskiego oddzialu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw za
cenny wklad w dziatalno$¢ na rzecz srodowiska mikrobiologow

2017 - nagroda za osiagniecia naukowe
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10. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych
2008 - Polskie Towarzystwo Mikrobiologiczne

2010 - Polskie Towarzystwo Biochemiczne

11. Czlonkostwo w radach redakcyjnych czasopism naukowych

American Journal of Clinical Microbiology and Antimicrobials

12. Recenzje prac

International Journal of Paediatric Dentistry (Impact Factor: 1.532)
(2 prace)

Plos One (Impact Factor: 2.806)

(1 praca)

BMC Oral Health (2-year Impact Factor: 1.481)

(4 prace)

Journal of Oral Microbiology (Impact Factor: 3.723)

(1 praca)

Folia Microbiologica (Impact Factor: 1.521)

(1 praca)

Archives of Oral Biology (Impact Factor: 1.748)

(2 prace)

Journal of Dentistry & Oral Health

(1 praca)

International Journal of Oral Science (Impact Factor: 2.531)
(1 praca)

Prace magisterskie (trzykrotnie)

13. Dzialalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna

Od chwili zatrudnienia w Zakladzie Radioligandéw i kolejno w Zakladzie
Diagnostyki Medycznej Wydzialu Farmaceutycznego U] CM prowadze zajecia
dydaktyczne ze studentami Farmacji i Oddzialu Analityki Medycznej Wydziatu
Farmaceutycznego. Obejmuja one zajecia laboratoryjne ze studentami trzeciego,
czwartego i piatego roku z zakresu analityki ogdlnej, podstaw hematologii, serologii
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grup krwi, propedeutyki diagnostyki laboratoryjnej, diagnostyki laboratoryjnej,
organizacji medycznych laboratoriéw diagnostycznych w ramach ktérych studenci
wykonuja praktycznie analizy laboratoryjne wybranych ptynéw ustrojowych, poznaja
zasady pracy w analitycznym laboratorium medycznym, czy ucza sie podstawowych
technik pobierania materialow do badan diagnostycznych. W ramach zaje¢
uczestnicze w opracowaniu i przygotowaniu d¢wiczenn dotyczacych ,Badania
mikroskopowego osadéw moczu”, ,Wykonania i podstawowej oceny mikroskopowej
rozmazu krwi obwodowej ze szczegélnym uwzglednieniem  ukladu
biatlokrwinkowego”, ,Oznaczania grup krwi ukladu ABO i Rh”, ,Opracowania
i optymalizacji wybranych metod diagnostycznych, stuzacych ocenie wybranych
biomarkeréw okreslonych choréb”, ,Badania nasienia w ocenie przyczyn
nieplodnosci meskiej”. Ponadto ze studentami Oddzialu Analityki Medycznej
prowadze zajecia seminaryjne dotyczace opracowania standardowych procedur
operacyjnych dla wybranych biomarkeréw ludzkich plynéw biologicznych wraz
z oceng ich przydatnosci. Zainagurowalam prowadzenie seminariéw rachunkowych
obejmujacych zakres chemii nieorganicznej, fizyki, elementéw logiki czy
statystycznego opracowania wynikéw badan z wykorzystaniem otwarto Zrédtowych
narzedzi do analizy danych, m.in. jezyk i sSrodowisko do obliczen statystycznych R.
Ponadto dla studentéw V Roku Analityki Medycznej opracowalam i prowadze
wyklady i seminaria z zakresu organizacji medycznych laboratoriéw diagnostycznych
na temat walidacji metod badawczych oraz wykorzystania spektrofotometrii,
fluorymetrii czy elektroforezy kapilarnej do analizy wybranych enzymoéw, peptydéw
czy bialek. Prowadze takze wyklad i seminarium ze studentami IV Roku Farmacji
z zakresu Perspektyw biologicznej terapii nowotworéw.

Bytam promotorem 13 prac magisterskich prowadzonych na kierunku Analityka
Medyczna, w ramach ktérych realizowano tematyke z obszaru moich badan.
Recenzowatam prace magisterskie realizowane na Wydziale Farmaceutycznym.

Roéwnolegle do mojej aktywnosci naukowej i dydaktycznej staram sie ciggle podnosié
swoje kwalifikacje i umiejetnoéci. Uczestniczylam w kursach i szkoleniach majacych
na celu unowoczednianie formy i sposobu przekazywania wiedzy (,Zaawansowane
techniki edukacyjne w naukach medycznych. E-learning” Projekt Pro bono Collegi
Medici Unversitatis Jagiellonicae; ,Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach
medycznych. Kurs podstawowy” Projekt Pro bono Collegi Medici Unversitatis
Jagiellonicae. Kursy zaawansowane: ,,Ocenianie studentéw i opracowywanie testow”,
,Opracowywanie egzaminéw ustnych i OSCE”, ,Nauczanie w oparciu o problem”,
~Nauczenie Standaryzowany pacjent” w ramach projektu Pro bono Collegii Medici
Universitatis Jagiellonicae. Kurs , Jezyk angielski specjalistyczny” w ramach projektu
Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae wspotfinansowanego ze srodkow
Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego. Kurs
bioinformatyczny organizowany przez ideas4biology.com 23-24.X1.2013 r. w
Poznaniu dotyczacy zagadnien analizy bialek i baz danych struktur biatek m.in. PDB,
InterPro, przewidywania struktury drugorzedowych i trzeciorzedowych biatek
(PSIPRED), modelowania AB INTITIO, homologicznego, metametod; biologicznych
baz danych; analizy sekwencji; identyfikacji gendw; matych regulatorowych RNA) jak
réwniez doskonalacych zawodowo, poszerzajacych wiedze na temat nowoczesnych
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rozwigzan i technologii w diagnostyce laboratoryjnej i medycynie. Jestem czionkiem
Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych. Aktualnie, od maja 2012 roku, realizuje
program specjalizacji z Laboratoryjnej Diagnostyki Medycznej dla Diagnostéw
Laboratoryjnych.

Zorganizowalam wyklad otwarty Wybrane aspekty prawne w zawodzie analityka
medycznego, ktory wyglosit Prezes Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych dr
Henryk Owczarek 29.X.2015 na Wydziale Farmaceutycznym U] CM w Krakowie.

Bratam czynny udziat w Konferencji naukowej Konsultacja diagnosty laboratoryjnego w
medycznym laboratorium  diagnostycznym, organizowanej m.n. przez Polskie
Towarzystwo Diagnostéw Laboratoryjnych 9 maja 2014, podczas ktérej wyglositam
wyklad pt. Zasadnos¢ wykonywania zleconych badan laboratoryjnych w wybranych
przypadkach diagnostycznych.

Zainicjowalam utworzenie sesji naukowej Diagnostyka Laboratoryjna podczas
Miedzynarodowej Konferencji Studentéw Uczelni Medycznych odbywajacej sie 12-14
kwietnia 2012 roku w Krakowie. Prezentowane wyniki badan zostaly opublikowane
na famach Przegladu Lekarskiego.

Od 2012 r. jestem opiekunem naukowym Kola Naukowego Diagnostéow
Laboratoryjnych  przy = Zakladzie  Diagnostyki ~ Medycznej = Wydziatu
Farmaceutycznego U] CM. W ramach badan w Kole Naukowym przygotowano szereg
wystapien ustnych, z ktérych m.in praca: Analysis of salivary proteins as a diagnostic tool
for assessment of dental caries - Agaty Dziwinskiej, zdobyla nagrode podczas
International Medical Student’s Conference w Krakowie, w kwietniu 2013 roku.

W latach 2013-2014 bratam czynny udziat wraz z Kolem Diagnostéw Laboratoryjnych
(rola opiekuna kofa) na Festiwalu Nauki - promowanie znaczenia badan
laboratoryjnych w diagnostyce medycznej (projekt: ,Od Hipokratesa do proteomiki”).
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