1. STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU POLSKIM

Kandyzoza pochwy i sromu pozostaje drugim co do czgstosci zakazeniem ginekologicznym
1 dotyczy ok. 75% kobiet w wieku rozrodczym na calym $wiecie. Dotychczas diagnostyki
tej infekcji dokonywano na podstawie objawow klinicznych, a leczenie dobierano w sposéb
empiryczny. Postgpowanie takie obarczone jest stosunkowo duzg liczba niepowodzen
terapeutycznych oraz ryzykiem nawrotow. Dodatkowe utrudnienie kliniczne stanowi fakt nadal
nieznanego szczegdtowego patomechanizmu rozwoju objawowej infekcji grzybiczej pochwy
oraz ograniczonego zasobu konwencjonalnych lekow przeciwgrzybiczych skutecznych wobec
C. albicans oraz grzybow z grupy NCAC. W poszukiwaniu kluczowych czynnikow
patogennosci Candida na btonie $luzowej pochwy, duze znaczenie przypisuje si¢ roli
formowania wysoce opornej struktury biofilmu na powierzchni epitelium. Z tego powodu
testowanie nowych opcji terapeutycznych opiera si¢ m. in. na analizowaniu nowych zwigzkow
pod katem aktywnosci nie tylko przeciwgrzybiczej, ale i przeciwbiofilmowej. Obiecujacymi
substancjami spehliajagcymi te kryteria sg ultrakrotkie kationowe lipopeptydy. Za te,
posiadajace najwigkszy potencjal wobec grzybow izolowanych z kandydozy pochwy uznano
ostatnio dwie pary analogow o strukturze liniowej i cyklicznej] w postaci: Cis-KKKK-NH>
1 C16-CKKKKC-NH; oraz C16-KRKK-NH> i C16-CKRKKC-NHa,.

Celem pracy doktorskiej byto okreslenie wpltywu wymienionych zwiazkéw
oraz flukonazolu wobec 64 szczepoéw klinicznych i referencyjnych ré6znych gatunkow Candida
izolowanych z kandydozy pochwy oraz biofilmu tworzonego przez te grzyby. Dodatkowo
zbadano mozliwos¢ terapii skojarzonej lipopeptydow z flukonazolem. Weryfikacje rezultatow
uzyskanych  klasycznymi metodami laboratoryjnymi in  vitro  przeprowadzono
z wykorzystaniem dwoch modeli badania biofilméw: nowo opracowanego modelu ex vivo
z zastosowaniem tkanek zwierzecych oraz modelu mikroprzeptywowego uzyskanego dzieki
technologii BioFlux.

Wszystkie cztery badane lipopeptydy okazaty si¢ skuteczne wobec analizowanej puli
szczepoOw zarowno w formie planktonowej, jak i wobec biofilmu. Poza jednym wyjatkiem
w postaci jednego szczepu C. lusitaniae, flukonazol rowniez okazat si¢ aktywny wobec
Candida, jednak nie byt zdolny do eradykowania struktury biofilmu. Badania nad wzajemnymi
interakcjami azolu z lipopeptydami wykazaty mozliwo$¢ dziatania addytywnego obu rodzajow
substancji — najprawdopodobniej dzigki wzajemnemu uzupelnianiu si¢ ich réznych
mechanizmow dziatania. Dzigki terapii skojarzonej mozliwe byloby uzycie tych substancji

w stezeniach znacznie nizszych 1 mniej toksycznych, niz przy ich stosowaniu osobno.



Zastosowanie modelu ex vivo wykorzystujacego fragmenty tkanki pochwy mysiej
oraz modelu badania biofilmu Candida w warunkach mikroprzeplywowych w BioFlux
wykazato istnienie zasadniczych roznic w rezultatach uzyskanych poszczegdlnymi metodami.
W modelach tych nie udalo si¢ uzyska¢ potwierdzenia wynikéw uzyskanych za pomocg
standardowych metod laboratoryjnych in vitro. Dojrzaty biofilm grzybiczy utworzony
na powierzchni epitelium pochwy (zwierzecej) oraz w mikrokanatach BioFlux nie byl
skutecznie eradykowany przez badane lipopeptydy w st¢zeniach rownych MBEC ani przez ich
potaczenia z flukonazolem w st¢zeniach odpowiadajacych FIC. Przyczyny obserwowanych
roznic w zachowaniu si¢ 1 lekowrazliwosci biofilmu Candida na ptytkach polistyrenowych
vs na btonie §luzowej pochwy i na powierzchni mikrokanatow pozostaja nieznane.

Wyniki uzyskane w toku pracy badawczej wskazuja na istnienie pewnych kluczowych,
nieznanych mechanizmow zaleznych od grzybéw z rodzaju Candida, ale takze zaleznych
od komorek gospodarza, istotnych w patomechanizmie kandydozy pochwy. Mechanizmy te sg
najprawdopodobniej odpowiedzialne za istnienie niezgodno$ci rezultatéw badania
lekowrazliwo$ci grzybow drozdzopodobnych roéznymi metodami. Moga by¢ one takze
odpowiedzialne za obserwowane niepowodzenia terapeutyczne oraz rozwdj nawrotowej
postaci kandydozy pochwy. Sugeruje to potrzebe weryfikacji skutecznos$ci obecnie
stosowanych metod badawczych, ich ujednolicenie oraz ewentualng modyfikacje tak,
aby jak najlepiej odzwierciedlalty one procesy realnie zachodzace podczas objawowego

zakazenia grzybiczego w pochwie.

2. STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM

Affecting approximately 75% of women of reproductive age worldwide, vulvovaginal
candidiasis remains the second most common gynecological infection. Until now, this infection
has been diagnosed on the basis of clinical symptoms, and treatment has been selected
empirically. Such approach can lead to a relatively large number of therapeutic failures
and carries a risk of recurrence. The still unknown detailed pathomechanism of symptomatic
mycotic vulvovaginitis and the limited supply of conventional antifungal drugs effective against
C. albicans and NCAC fungi constitute an additional clinical difficulty. The formation
of a highly resistant biofilm structure on the surface of the epithelium is of great importance for
research on the key factors of Candida pathogenicity on the vaginal mucosa. Therefore, testing

of new therapeutic options is based, among others, on analyzing new compounds in terms



of not only antifungal, but also antibiofilm activity. Ultrashort cationic lipopeptides are
promising substances that meet the above two criteria. Two pairs of analogs with a linear
and cyclic structure in the form of Cj6-KKKK-NH> and C;c-CKKKKC-NH, and
Ci16-KRKK-NH; and Ci6-CKRKKC-NH> have recently been recognized as having the greatest
potential against fungi isolated from vulvovaginal candidiasis.

The aim of the doctoral dissertation was to determine the effect of the above compounds
and of fluconazole on 64 clinical and reference strains of various Candida species isolated from
vulvovaginal candidiasis and on the biofilm created by these fungi. In addition, the possibility
of combination therapy including lipopeptides with fluconazole was investigated. The results
obtained by classical in vitro laboratory methods were verified using two biofilm research
models: a newly developed ex vivo model using animal tissues and the BioFlux microfluidic
open model.

All four tested lipopeptides turned out to be effective against the analyzed pool of strains,
both in planktonic and biofilm form. With a single exception (one strain of C. lusitaniae),
fluconazole was also found to be active against Candida spp. but it was not able to eradicate
the biofilm structure. Studies on the interactions of azoles with lipopeptides have shown
the possibility of an additive effect of both substances — most likely owing to the mutual
complementarity of their various mechanisms of action. In combination therapy,
these substances could be used in concentrations much lower and less toxic than if administered
separately.

The two models of investigating Candida biofilm, i.e. the ex vivo model using fragments
of mouse vaginal tissue and the BioFlux microfluidic open model, showed significant
differences in the results obtained by individual methods. These models failed to confirm
the results obtained by standard in vitro laboratory methods. The mature fungal biofilm formed
on the epithelial surface of the (animal) vagina and in BioFlux microchannels was not
effectively eradicated by the tested lipopeptides at concentrations equal to MBEC or by their
combination with fluconazole at FIC concentrations. The reasons for the observed differences
in the behavior and drug susceptibility of Candida biofilm on polystyrene plates vs. on the
vaginal mucosa and on the surface of microchannels remain unknown.

The results obtained in the course of our research indicate the existence of some key,
unknown mechanisms dependent both on Candida and on the host cells which play an important
role in the pathomechanism of vaginal candidiasis. These mechanisms are most likely
responsible for the discrepancies in the results of yeast-like fungi drug susceptibility testing

obtained using different methods. They may also be responsible for the observed therapeutic



failures and for the development of recurrent vulvovaginal candidiasis. This suggests the need
for verification of the effectiveness of currently used research methods, their unification
and possible modification so that they would best reflect the real processes occurring during

symptomatic fungal infection in the vagina.



