
1 

 

mgr Aleksander Roszczyk 

 

Wpływ wzbogaconego selenem polisacharydu (Se-Le-30) 

izolowanego z grzybni Lentinula edodes na limfocyty T 

 

Rozprawa na stopień doktora nauk farmaceutycznych 

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne  

 

Promotor: dr hab. n. med. Beata Kaleta  

Promotor pomocniczy: dr n. wet. Katarzyna Zielniok 

 

Zakład Immunologii Klinicznej 

Wydział Lekarski 

Warszawski Uniwersytet Medyczny 

 

 

 

Obrona rozprawy doktorskiej przed Radą Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 

Warszawa  2023 



2 

 

Słowa kluczowe: cytokiny, punkty kontrolne układu odpornościowego, 

immunomodulacja, Lentinula edodes, limfocyty T, polisacharydy, proliferacja, selen.  

 

Keywords: cytokines, immune checkpoints, immunomodulation, Lentinula edodes, T 

lymphocytes, polysaccharides, proliferation, selenium.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

Wykaz publikacji stanowiących rozprawę doktorską 

(analiza bibliometryczna z biblioteki WUM nr 1) 

  



4 

 

Wykaz publikacji z całkowitego dorobku 

(analiza bibliometryczna z biblioteki WUM nr 2) 

 

 



5 

 

  



6 

 

ŻYCIORYS NAUKOWY 

Curriculum Vitae 

 

Imię i nazwisko   Aleksander Roszczyk 

Data i miejsce urodzenia  31.05.1992 Warszawa 

Adres domowy   ul. Św. Stanisława 8/15 01-162 Warszawa 

E-mail     aleksander.roszczyk@wum.edu.pl 

Numer telefonu   504 720 197 

 

Wykształcenie 

1.10.2017 - obecnie Studia III stopnia (doktoranckie) 

Wydział Farmaceutyczny z Oddziałem Medycyny Laboratoryjnej 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Praca realizowana w Zakładzie Immunologii Klinicznej 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Tytuł: „Wpływ wzbogaconego selenem polisacharydu (Se-Le-30) 

izolowanego z grzybni Lentinula edodes na limfocyty T” 

Promotor: dr hab. n. med. Beata Kaleta 

Promotor pomocniczy: dr n. wet. Katarzyna Zielniok 

1.10.2012 – 30.05.2017 Dyplom magistra analityki medycznej 

Wydział Farmaceutyczny z Oddziałem Medycyny Laboratoryjnej 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Tytuł pracy magisterskiej: „Wpływ cytrynianu sildenafilu na 

ekspresję KIR2DL1, NKG2A, LILRB-1,-2 na idNK, oraz na 

indukcję pbNK do idNK. Porównanie ekspresji CD9, CD49a, 

CD158a, CD159a, CD85d, CD85j na idNK między grupą kontrolną 

a grupą kobiet z poronieniami nawykowymi”.  

Promotor: dr n. med. Monika Kniotek   

 

 



7 

 

Zatrudnienie 

1.03.2023 – obecnie Clinical Data Management Specialist, KCR Placement 

12.2019 – 02.2023 Asystent, Zakład Immunologii Klinicznej, Warszawski 

Uniwersytet Medyczny 

04.2021 – 11.2022 Diagnosta Laboratoryjny, Centralny Szpital Kliniczny 

Ministerstwa Spraw Wewnętrznych i Administracji w 

Warszawie 

04.2020 – 01.2021 Diagnosta Laboratoryjny, Zakład Bakteriologii, Narodowy 

Instytut Zdrowia Publicznego – Państwowy Zakład Higieny  

03.2017 – 06.2020 Diagnosta Laboratoryjny, Pracownia Immunologii, Klinika 

Immunologii, Transplantologii i Chorób Wewnętrznych, 

Warszawski Uniwersytet Medyczny, Szpital Kliniczny Im. 

Dzieciątka Jezus 

03.2017 – 12.2019 Pracownik inżynieryjno – techniczny, Zakład Immunologii 

Klinicznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny 

 

Znajomość języków obcych 

Język angielski- zaawansowany (C1) 

Język ukraiński- początkujący (A2) 

 

Konferencje i Kursy Szkoleniowe 

Międzynarodowe 

• Konferencja “Biologia-Medycyna-Terapia”, Polskie Towarzystwo Biologii 

Medycznej, Szczawnica 22-25.05.2019 – Prezentacja plakatu 

• Prague School of Flow Cytometry, Praga, ESCCA, 05/2018 

• XVI Kongres Polskiego Towarzystwa Immunologii Doświadczalnej i Klinicznej 8-

10.06.2017 – Prezentacja ustna wyników badań 

Krajowe 

• Monitorowanie Badań Klinicznych- część podstawowa, Soft Communication, 

Warszawa 01/2021 

• Nauka programowania w Pythonie, ALX, Warszawa 06-07/2019 



8 

 

Działalność dydaktyczna na rzecz Uczelni 

W latach 2019 – 2023 prowadziłem zajęcia dydaktyczne (seminaria i ćwiczenia) z 

przedmiotu immunologia kliniczna dla studentów IV roku kierunku lekarskiego: 

• „Immunomodulacyjne działanie probiotyków” 

• „Zastosowanie cytometrii przepływowej w immunologii klinicznej” 

• „Nowoczesne metody diagnostyczne w pracowni zgodności tkankowej” 

W latach 2019 – 2023 prowadziłem zajęcia dydaktyczne (seminaria i ćwiczenia) z 

przedmiotu immunology dla studentów II roku English Division oraz clinical immunology 

dla studentów IV roku English Division: 

• Seminarium: „Effector mechanisms of humoral immunity” 

• Ćwiczenia z zastosowania cytometrii przepływowej w immunologii klinicznej 

W latach 2018 – 2023 prowadziłem zajęcia dydaktyczne (seminaria i ćwiczenia) dla 

studentów II roku analityki medycznej z przedmiotu immunopatologia z 

immunodiagnostyką:  

• „Limfocyty, ich różnicowanie i znaczenie w odporności” 

• „Zastosowanie cytometrii przepływowej w immunologii klinicznej” 

W latach 2017 – 2019 prowadziłem ćwiczenia z biochemii dla studentów II roku kierunku 

lekarskiego. 

  



9 

 

Dorobek naukowy 

 CAŁKOWITY 
PRACE DO 

DOKTORATU 

IF 46,326                     18,336 

PUNKTY MNiSW / MEiN 1030 340 

 

 

Publikacje wchodzące w skład cyklu 

1)  Roszczyk Aleksander, Turło Jadwiga Zofia, Zagożdżon Radosław, Kaleta Beata. 

Immunomodulatory Properties of Polysaccharides from Lentinula edodes. International 

Journal of Molecular Sciences. 2022; 23(16): 1-13 

IF 6,208  MEiN 140 

 

2) Roszczyk Aleksander, Zych Michał, Zielniok Katarzyna, Krata Natalia, Turło Jadwiga 

Zofia, Klimaszewska Marzenna Joanna, Zagożdżon Radosław, Kaleta Beata. The 

Effect of Novel Selenopolysaccharide Isolated from Lentinula edodes Mycelium on 

Human T Lymphocytes Activation, Proliferation, and Cytokines Synthesis. 

Biomolecules. 2022; 12(12): 1-14. 

IF 6,064  MEiN 100 

 

3) Kaleta Beata*, Roszczyk Aleksander*, Zych Michał, Kniotek Monika Joanna, 

Zagożdżon Radosław, Klimaszewska Marzenna Joanna, Malinowska Eliza, Pac 

Michał, Turło Jadwiga Zofia. Selective Biological Effects of Selenium-Enriched 

Polysaccharide (Se-Le-30) Isolated from Lentinula edodes Mycelium on Human 

Immune Cells. Biomolecules. 2021; 11(12): 1-12. 

*autorzy równorzędni 

IF 6,064 MEiN 100 

 



10 

 

Pozostałe publikacje 

4) Kniotek Monika Joanna, Zych Michał, Roszczyk Aleksander, Szafarowska Monika, 

Jerzak Małgorzata. Decreased Production of TNF-α and IL-6 Inflammatory Cytokines 

in Non-Pregnant Idiopathic RPL Women Immunomodulatory Effect of Sildenafil 

Citrate on the Cellular Response of Idiopathic RPL Women. Journal of Clinical 

Medicine. 2021; 10(14): 1-16. 

IF 4,964 MEiN 140 

 

5) Zych Michał, Roszczyk Aleksander, Kniotek Monika Joanna, Dąbrowski Filip, 

Zagożdżon Radosław. Differences in Immune Checkpoints Expression (TIM-3 and PD-

1) on T Cells in Women with Recurrent Miscarriages—Preliminary Studies. Journal of 

Clinical Medicine. 2021; 10(18): 1-10. 

IF 4,964 MEiN 140 

 

6) Kniotek Monika Joanna, Roszczyk Aleksander, Zych Michał, Szafarowska Monika, 

Jerzak Małgorzata. Differences in the Expression of KIR, ILT Inhibitory Receptors, and 

VEGF Production in the Induced Decidual NK Cell Cultures of Fertile and RPL Women. 

BioMed Research International. 2021; 2021:1-10. 

IF 3,246 MEiN 70 

 

7) Dymowska Marta, Aksamit Aleksandra, Zielniok Katarzyna, Kniotek Monika Joanna, 

Kaleta Beata, Roszczyk Aleksander, Zych Michał, Dąbrowski Filip, Pączek Leszek, 

Burdzińska Anna Maria. Interaction between Macrophages and Human Mesenchymal 

Stromal Cells Derived from Bone Marrow and Wharton's Jelly-A Comparative Study. 

Pharmaceutics. 2021; 13(11): 1-24. 

IF 6,525 MEiN 100 

 

8) Kniotek Monika Joanna, Roszczyk Aleksander, Zych Michał, Wrzosek Małgorzata, 

Szafarowska Monika, Zagożdżon Radosław, Jerzak Małgorzata. Sildenafil Citrate 

Downregulates PDE5A mRNA Expression in Women with Recurrent Pregnancy Loss 

without Altering Angiogenic Factors-A Preliminary Study. Journal of Clinical 

Medicine. 2021; 10(21): 1-12. 

IF 4,964 MEiN 140 



11 

 

9) Zych Michał, Roszczyk Aleksander, Kniotek Monika Joanna, Kaleta Beata, 

Zagożdżon Radosław. Sildenafil Citrate Influences Production of TNF-α in Healthy 

Men Lymphocytes. Journal of Immunology Research. 2019; 2019:1-6. 

IF 3,327 MEiN 100 

 

Prezentacje prac na konferencjach zagranicznych lub międzynarodowych (czynny 

udział - prezentacja pracy) 

1) Konferencja “Biologia-Medycyna-Terapia”, Polskie Towarzystwo Biologii Medycznej, 

Szczawnica 22-25.05.2019 – Prezentacja w sesji plakatowej. 

2)  XVI Kongres Polskiego Towarzystwa Immunologii Doświadczalnej i Klinicznej 8-

10.06.2017 – Prezentacja ustna.  

 

Prezentacje prac na konferencjach zagranicznych lub międzynarodowych - 

współautorstwo pracy 

1) Konferencja ACCORD „Interdisciplinary Conference on Drug Sciences” 26-28.05.2022 

–  Sesja plakatowa, “Optimization of Se and Zn - enriched mycelium of Lentinula edodes 

(Berk.) Pegler as a immunostimulatory preparation” 

 

Nagrody i wyróżnienia 

2022 r. - nagroda naukowa zespołowa III stopnia za publikację pt. „Selective 

Biological Effects of Selenium-Enriched Polysaccharide (Se-Le-30) Isolated from 

Lentinula edodes Mycelium on Human Immune Cells”. (nagroda Rektora Warszawskiego 

Uniwersytetu Medycznego). 

2022 r. - nagroda naukowa zespołowa II stopnia za publikację pt. „Interaction 

between Macrophages and Human Mesenchymal Stromal Cells Derived from Bone 

Marrow and Wharton's Jelly-A Comparative Study.” (nagroda Rektora Warszawskiego 

Uniwersytetu Medycznego). 

 

 



12 

 

Temat studiów doktoranckich (2017 – 2021) 

„Wpływ cytrynianu sildenafilu na aktywność indukowanych endometrialnych NK u 

pacjentek z nawykowymi poronieniami.” 

Temat studiów doktoranckich (2021 –2023) 

„Wpływ wzbogaconego selenem polisacharydu (Se-Le-30) izolowanego z grzybni 

Lentinula edodes na limfocyty T” 

Temat przewodu doktorskiego: 

„Wpływ wzbogaconego selenem polisacharydu (Se-Le-30) izolowanego z grzybni 

Lentinula edodes na limfocyty T” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

Pragnę złożyć serdeczne podziękowania wszystkim osobom, dzięki którym powstanie 

niniejszej pracy było możliwe. 

Szczególne podziękowania składam mojej Promotor dr. hab. n. med. Beacie Kaleta, za 

merytoryczne wskazówki i opiekę, za przekazaną cenną wiedzę i przede wszystkim za 

anielską cierpliwość, wsparcie i motywację przez cały czas prowadzenia badań. 

Serdeczne podziękowania kieruję do Promotor pomocniczej dr. n. wet. Katarzynie 

Zielniok, za nieocenione wsparcie, pomoc w rozwiązywaniu problemów i wyrozumiałość. 

Dziękuję również wszystkim pracownikom Zakładu Immunologii Klinicznej. Szczególne 

podziękowania składam Kierownikowi Zakładu dr. hab. n. med. Radosławowi 

Zagożdżonowi, za niezwykle cenne krytyczne uwagi, wsparcie w dążeniu do celów 

naukowych i ogromną wiedzę merytoryczną, którą się ze mną dzielił. Dziękuję również dr 

n. med. Monice Kniotek, za wieloletnią współpracę badawczą, wiedzę i dyskusje 

naukowe. Dziękuję mojemu przyjacielowi Michałowi Zychowi za wszystko.  

Pragnę złożyć szczególne podziękowania mojej Rodzinie i Bliskim - Rodzicom i 

Przyjaciołom, którzy wspierali mnie, motywowali i wierzyli w mój sukces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

Spis treści 

Spis rycin .......................................................................................................................16 

Wykaz stosowanych skrótów .........................................................................................17 

Streszczenie w języku polskim .......................................................................................18 

Streszczenie w języku angielskim ..................................................................................20 

Wstęp .............................................................................................................................22 

Polisacharydy pochodzące z Lentinula edodes ............................................................22 

Subpopulacje limfocytów T ........................................................................................23 

Cząstki kontrolujące układ odpornościowy .................................................................24 

Aktywacja receptora limfocytów T (TCR, ang. T cell receptor) ..................................25 

Uzasadnienie połączenia prac w cykl publikacji..........................................................25 

Założenia i cele pracy .....................................................................................................28 

Założenia ....................................................................................................................28 

Cele pracy: .................................................................................................................28 

Kopie opublikowanych prac ...........................................................................................29 

Publikacja nr 1:...........................................................................................................31 

Immunomodulatory Properties of Polysaccharides from Lentinula edodes..................31 

Publikacja nr 2:...........................................................................................................45 

Selective Biological Effects of Selenium-Enriched Polysaccharide (Se-Le-30) Isolated 

from Lentinula edodes Mycelium on Human Immune Cells. ........................................45 

Publikacja nr 3:...........................................................................................................58 

The Effect of Novel Selenopolysaccharide Isolated from Lentinula edodes Mycelium on 

Human T Lymphocytes Activation, Proliferation, and Cytokines Synthesis. .................58 

Uzupełniające wyniki badań ...........................................................................................73 

Materiały i metody .....................................................................................................73 

Materiał biologiczny oraz izolacja komórek ............................................................73 

Ocena wpływu Se-Le-30 na aktywację limfocytów T i ekspresję ICPs ......................73 

Ocena wpływu Se-Le-30 na produkcję cytokin .........................................................75 

Ocena wpływu Se-Le-30 na aktywację szlaku sygnałowego TCR/CD3 .....................75 

Analiza statystyczna ................................................................................................77 

Wyniki .......................................................................................................................77 

Wpływ Se-Le-30 na produkcję cytokin .....................................................................88 

Wpływ Se-Le-30 na fosforylację białek szlaku sygnałowego TCR/CD3 ..................91 



15 

 

Podsumowanie i wnioski ............................................................................................... 94 

Wnioski ..................................................................................................................... 97 

Literatura ....................................................................................................................... 98 

Opinie komisji bioetycznej .......................................................................................... 102 

Oświadczenia współautorów publikacji ....................................................................... 105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

Spis rycin 

Rycina 1. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera aktywacji CD25. ...............................79 

Rycina 2. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD366 (TIM-3) ................................81 

Rycina 3. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD279 (PD-1). .................................83 

Rycina 4. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach niestymulowanych ....................................................85 

Rycina 5. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach stymulowanych p-ciałem anty- CD3 .........................86 

Rycina 6. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach stymulowanych p-ciałem anty- CD3/CD28 ...............87 

Rycina 7. Wpływ Se-Le-30 na stężenie interferonu gamma (IFN-γ)...............................89 

Rycina 8. Wpływ Se-Le-30 na stężenie interleukiny 6 (IL-6) .........................................90 

Rycina 9. Wpływ Se-Le-30 na stężenie czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-α) ....91 

Rycina 10 Wpływ Se-Le-30 na fosforylację białek ZAP, SPLP76, LAT i LCK..............93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

Wykaz stosowanych skrótów 

 

CCR7 – C-C chemokine receptor type 7/ C-C receptor dla chemokin typu 7 

CR3 – complement receptor 3/ receptor dla dopełniacza 3 

HMGB1 – high mobility group protein B1 

ICP – immune checkpoints/cząstki kontrolujące układ odpornościowy 

IFN – γ - interferon γ 

IL-1/-2/-4/-6/-8/-10 – interleukin/ interleukina -1/-2/-4/-6/-8/-10 

LAT – linker for activation of T cell/ łącznik aktywacji komórek T 

Lck – lymphocyte-specific protein tyrosine kinase/ specyficzne dla limfocytów białko 

kinazy tyrozynowej 

NK – natural killer (lymphocytes/cells) / naturalne komórki cytotoksyczne 

NO – nitric oxide/ tlenek azotu 

PBMC – peripheral blood mononuclear cells/ komórki mononuklearne krwi obwodowej 

PD-1 (CD279) – programmed cell death protein 1/ białko programowanej śmierci 

komórkowej 1 

PD-L1 – programmed cell death protein ligand 1/ ligand białka programowanej śmierci 

komórkowej 1 

PHA –  phytohemagglutinin/fitohemaglutynina 

SAC – staphylococcus aureus Cowan antigen/ antygen szczepu staphylococcus aureus 

Cowan 

SLP76 – SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa / białko leukocytów 

zawierające domenę SH2 o masie 76 kDa 

TCR – T-cell receptor/ receptor limfocytów T 

TLR – toll-like receptors/ receptory toll-podobne 

TIM-3 (CD366) – T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3/ 

Immunoglobulina komórek T i białko 3 zawierające domenę mucyny 

TNF- α – tumor necrosis factor α/czynnik martwicy nowotworu α 

ZAP-70 – zeta-chain-associated protein kinase 70/ kinaza białka powiązanego z 

łańcuchem zeta 70 
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Streszczenie w języku polskim 

Wstęp: Badania ostatnich dwudziestu lat wykazały, że grzyby są cennym źródłem 

wielu substancji bioaktywnych. Polisacharydy pochodzenia grzybowego są najlepiej 

znanymi składnikami o udokumentowanych właściwościach immunomodulujących i 

przeciwnowotworowych. Jednym z najdokładniej przebadanych związków pochodzenia 

grzybowego jest lentinan, β-1,6: β-1,3-glukan ekstrahowany z owocników Lentinula 

edodes, który posiada właściwości immunostymulujące. Badany w niniejszej pracy Se-Le-

30 jest wzbogaconą w selen mieszaniną liniowych 1,4-α-glukanów, liniowych 1,3-β- i 1,6-

β-glukanów, izolowaną z  grzybni L. edodes. Celem pracy była ocena właściwości 

immunomodulacyjnych Se-Le-30 w stosunku do ludzkich limfocytów T. 

Materiały i metody: Z krwi obwodowej lub kożuszków leukocytarnych 

pozyskanych od zdrowych krwiodawców wyizolowano komórki jednojądrzaste krwi 

obwodowej (PBMCs) oraz limfocyty T. Następnie oceniono wpływ Se-Le-30 w hodowli 

in vitro na: ekspresję markerów aktywacji (CD25 i CD69), PD-1 i TIM-3, wpływ na 

proliferację limfocytów stymulowanych mitogenami: SAC (Staphylococcus aureus 

Cowan), PHA (fitohemaglutyniny), alloantygenami, przeciwciałami anty-CD3 (OKT3) i 

anty-CD3/CD28, wpływ na produkcję cytokin (IL-2, -4, -6 -10, TNF-α, IFN-γ) oraz na  

fosforylację białek szlaku sygnałowego związanego z CD3/TCR: ZAP70, Lck, LAT i 

SLP76. 

Wyniki: Wykazano, że Se-Le-30 wpływa hamująco na proliferację limfocytów T 

stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 i alloantygenami natomiast przy stymulacji 

przeciwciałami anty-CD3/CD28 zwiększa ilość podzielonych limfocytów T. Ponadto Se-

Le-30 zmniejsza ekspresję markerów aktywacji CD69 i CD25 oraz cząstek kontrolujących 

układ odpornościowy PD-1 i TIM-3 na limfocytach T stymulowanych przeciwciałem anty-

CD3. Po zastosowaniu stymulacji przeciwciałami anty-CD3/CD28 obserwowano wzrost 

ekspresji w/w markerów. Wykazano, że niezależnie od zastosowanego modelu aktywacji 

limfocytów T Se-Le-30 zwiększa produkcję cytokin: IL-6, IL-10 i TNF-α, natomiast 

zmniejsza produkcję IL-2 i IL-4 przez limfocyty T stymulowane tylko przeciwciałem anty-

CD3. Wpływ Se-Le-30 na produkcję cytokin i ekspresję CD25, TIM-3 i PD-1 był mniej 

wyraźny w hodowli izolowanych limfocytów T w porównaniu do hodowli PBMCs. 

Obserwowano również, że Se-Le-30 powodował zmniejszenie fosforylacji białek ZAP70, 

SLP76 i LAT, oraz zwiększenie fosforylacji Lck zarówno w hodowli stymulowanej 

przeciwciałem anty- CD3 jak i stymulowanej przeciwciałem anty-CD3/CD28. 
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Wnioski: Se-Le-30 posiada cechy immunomodulatora limfocytów T, a różnica w 

działaniu w zależności od zastosowanego modelu stymulacji jest unikatowa w odniesieniu 

do aktualnych danych literaturowych. Selektywny wpływ na proliferację limfocytów T, na 

produkcję cytokin, ekspresję markerów powierzchniowych w hodowlach izolowanych 

limfocytów T wskazują, że Se-Le-30 może oddziaływać bezpośrednio na limfocyty T, 

jednakże efekt ten jest wzmocniony w hodowli PBMCs. Może to wskazywać na wpływ 

tego polisacharydu również na inne komórki immunokompetentne obecne w PBMCs, tj. 

monocyty. Dalsze badania in vitro i in vivo wydają się konieczne aby w pełni wyjaśnić 

mechanizm działania Se-Le-30 oraz aby w przyszłości związek ten mógł być stosowany w 

terapii. 
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Streszczenie w języku angielskim 

Introduction: Research over the last twenty years has shown that mushrooms are a 

valuable source of many bioactive substances. Fungal-derived polysaccharides are the best-

known constituents with documented immunomodulatory and anticancer properties. One 

of the most thoroughly studied compounds is lentinan, β-1,6: β-1,3-glucan extracted from 

the fruiting bodies of Lentinula edodes, which has immunostimulatory properties. Se-Le-

30 tested in this study is a selenium-enriched mixture of linear 1,4-α-glucans, linear 1,3-β- 

and 1,6-β-glucans, isolated from L. edodes mycelium. The aim of the study was to evaluate 

the immunomodulatory properties of Se-Le-30 in relation to human T lymphocytes. 

Materials and methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and T 

lymphocytes were isolated from peripheral blood or buffy coats obtained from healthy 

blood donors. Next, the effect of Se-Le-30 in in vitro culture was analyzed: the expression 

of activation markers (CD25 and CD69), the effect on the proliferation of lymphocytes 

stimulated with mitogens: SAC (Staphylococcus aureus Cowan), PHA 

(phytohemagglutinins), alloantigens, anti-CD3 (OKT3) and anti-CD3/CD28 antibodies, 

influence on the production of cytokines (IL-2, -4, -6 -10, TNF-α, IFN-γ) and on the 

phosphorylation of pathway proteins CD3/TCR-related signaling: ZAP70, Lck, LAT and 

SLP76. 

Results: It was shown that Se-Le-30 has an inhibitory effect on the proliferation of 

human T cells stimulated with anti-CD3 antibody and alloantigens and promoted T cell 

division when cells were stimulated with anti-CD3/CD28 antibodies. Moreover, Se-Le-30 

decreased the expression of activation markers CD69 and CD25, as well as immune 

checkpoints TIM-3 and PD-1 on T cells stimulated with anti-CD3 antibody. After 

stimulation with anti-CD3/CD28 antibodies, an increase in the expression of the above-

mentioned markers was observed. Regardless of the type of T cells stimulation Se-Le-30 

upregulated production of IL- 6, IL- 10, and TNF- α, while it reduces the production of IL-

2 and IL-4 by T cells stimulated only with anti-CD3 antibody. The effect of Se-Le-30 on 

the production of cytokines and the expression of CD25, TIM-3 and PD-1 was less 

significant in the culture of isolated T lymphocytes compared to the culture of PBMCs. It 

was also observed that Se-Le-30 caused decreased phosphorylation of ZAP70, SLP76 and 

LAT, and increased phosphorylation of Lck in both anti-CD3 and anti-CD3/CD28 

antibody-stimulated cultures. 

Conclusions: Se-Le-30 has the features of a T-cell immunomodulator, and the 

direction of its action depending on the stimulation model used is unique in relation to 
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current literature data. The selective effect on T lymphocytes proliferation, cytokines 

production and expression of surface markers in cultures of isolated T lymphocytes indicate 

that Se-Le-30 may act directly on T lymphocytes, however, this effect is enhanced in 

PBMCs culture. This may suggest the influence of this polysaccharide also on other 

immunocompetent cells present in PBMCs, i.e. monocytes. Further in vitro and in vivo 

studies seem to be necessary to fully explain the mechanism of action of Se-Le-30 and to 

use this compound in therapy in the future. 
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Wstęp 

Polisacharydy pochodzące z Lentinula edodes 

Twardnik japoński (Lentinula edodes), szerzej znany jako grzyb Shiitake, poza 

walorami smakowymi i odżywczymi [1], jest źródłem licznych bioaktywnych substancji o 

właściwościach immunomodulujących, przeciwnowotworowych, antyoksydacyjnych czy 

przeciwbakteryjnych [2,3]. Najważniejszymi bioaktywnymi komponentami L. edodes są 

polisacharydy: α- i β-glukany. Liczne badania przeprowadzone na modelach zwierzęcych 

wskazują, że polisacharydy pochodzące z L. edodes posiadają właściwości 

immunomodulacyjne. Wykazano m. in. zwiększenie zdolności chemotaktycznej 

makrofagów [4,5] i produkcji tlenku azotu NO [6,7] oraz nasilenie aktywności komórek NK 

(ang. natural killer) [4,8]. Związki te ponadto zwiększały proliferację splenocytów [6,8,9], 

proliferację i aktywację limfocytów [10-12], zwiększały ilość limfocytów CD4+ w stosunku 

do CD8+[10], wpływały na wzrost produkcji cytokin, m. in. interleukiny (IL)-1β, IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IL-12, interferonu (IFN)-γ, czynnika martwicy nowotworów (TNF)-α [5,7,9-

11,13]. Badania wskazują również na działanie przeciwnowotworowe tych związków 

pośrednio przez ich wpływ na komórki immunokompetentne [4,6,7,14]. Warto zwrócić 

uwagę, że wyniki niektórych analiz dały przeciwne rezultaty. McCormack i wsp. 

zaobserwowali wpływ polisacharydów na zmniejszenie produkcji IL-4, IL-10 i IL-6 oraz 

zmniejszenie stosunku ilości limfocytów CD4+ do CD8+, [15]. W innych badaniach 

wskazywano na brak wpływu tych związków na produkcję IL-2 [7], obniżenie produkcji 

IL-10 [16], TNF-α, IL-6, i IL-1β [17-19].  

Badania przeprowadzone na ludzkich komórkach układu odpornościowego dotyczą 

głównie lentinanu - najlepiej opisanego polisacharydu izolowanego z owocników L. 

edodes. Jest to β-1,6: β-1,3-glukan, który posiada właściwości immunostymulujące. 

Wykazano, że związek ten zwiększa proliferację komórek jednojądrzastych krwi 

obwodowej (PBMCs, ang. peripheral blood mononuclear cells) [20], zwiększa liczbę 

limfocytów T i B [21,22], nasila aktywność komórek NK [20,23], zwiększa aktywację 

limfocytów T [20] oraz produkcję cytokin, m.in. TNF-α, IL-1α i IL-1β, IL-10, IL-12, TGF-

β, IFN-γ [22,24] przyczyniając się do nasilenia infiltracji limfocytów o fenotypie CD4+ do 

mikrośrodowiska nowotworowego [25]. Liczne badania w warunkach klinicznych 

wskazują na jego skuteczność (wydłużenie przeżycia pacjentów i ochronny wpływ na 

leukocyty w trakcie stosowania chemioterapii), dlatego preparat ten jest zatwierdzony w 
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niektórych krajach azjatyckich (m.in. w Chinach, Japonii i Rosji) jako lek w terapii 

nowotworów [3,26]. 

Dokładny immunomodulacyjny mechanizm działania polisacharydów izolowanych 

z L. edodes nie jest poznany, ale wykazano, iż związki te mają powinowactwo do licznych 

receptorów występujących na ludzkich komórkach immunokompetentnych, w tym 

receptorów CR3, dektyna-1, LaCer, Scavenger, TLR czy CD28 [27-32]. 

Selen, będąc jednym z niezbędnych dla ludzi mikroelementów, bierze udział w 

regulacji licznych procesów immunologicznych [33], a wzbogacanie tym pierwiastkiem 

związków biologicznie czynnych istotnie wzmacnia ich funkcję immunomodulacyjną 

[34,35]. Ostatnie badania z wykorzystaniem selenowanych polisacharydów wskazują 

między innymi na ich nasilone działanie antyoksydacyjne [36,37], immunostymulujące i 

przeciwnowotworowe [38]. 

Celem pracy było zbadanie immunomodulacyjnych właściwości selenowanych 

polisacharydów izolowanych z grzybni L. edodes (nazwanych Se-Le-30). Uzyskane 

wyniki, które są opisane w publikacjach składających się na cykl niniejszej rozprawy 

doktorskiej były nowatorskie oraz zaskakujące i skłoniły do przeprowadzenia dalszych 

analiz mających na celu określenie czy Se-Le-30 wpływa bezpośrednio na limfocyty T, w 

jaki sposób i czy obserwowany efekt jest determinowany wpływem innych komórek układu 

odpornościowego. Wyniki tych dodatkowych badań zostały przedstawione poniżej wraz z 

krótkim wstępem teoretycznym wprowadzającym w to zagadnienie.  

Subpopulacje limfocytów T 

Naiwne (dziewicze) limfocyty T są pierwszą populacją limfocytów T opuszczającą 

grasicę po selekcji negatywnej i pozytywnej. Komórki te charakteryzują się obecnością 

receptora CC chemokin typu 7 - CCR7 i ligandu dla CD62 zwanym L-selektyną lub 

CD62L, które wykazują powinowactwo do receptorów obecnych na komórkach 

występujących w węzłach chłonnych. Limfocyty naiwne posiadają na swojej  powierzchni 

również  receptor CD45RA,  przy braku ekspresji CD45RO. Dlatego użycie w badaniach 

kombinacji CD45RA lub CD45RO z jednym z receptorów CD62L lub CCR7 pozwala z 

dużą dokładnością ocenić populację naiwnych limfocytów T. Limfocyty naiwne w 

odpowiedzi na antygeny napotkane na obwodzie mają zdolność do proliferacji i 

różnicowania się w różne typy komórek m. in. w centralne limfocyty T pamięci oraz 

efektorowe limfocyty T pamięci. „Młodsze” naiwne limfocyty T mają m. in. większą 
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zdolność produkcji IL-8 oraz mniejszą zdolność do proliferacji, trend ten odwraca się w 

miarę dojrzewania tych komórek [39,40]. Naiwne limfocyty T są hiporesponsywne oraz 

maja niski potencjał proliferacyjny. Ich aktywacja i różnicowanie wymagają stymulacji 

wieloma sygnałami: z receptora limfocytu T (TCR, ang. T-cell receptor) włączając 

odpowiednio CD4 i CD8 w zależności od tego czy antygen przedstawiany jest przez 

cząsteczki MHC klasy II czy klasy I oraz sygnałów z receptorów kostymulujących oraz 

receptorów dla cytokin [41]. 

Centralne limfocyty T pamięci (Tcm) wykazują powierzchniową ekspresję 

CD45RO przy braku CD45RA oraz zachowują ekspresję CD62L i CCR7, natomiast 

efektorowe limfocyty T pamięci (Tem) różnią się od nich brakiem ekspresji CD62L i CCR7 

[41,42]. Limfocyty Tcm rezydują głównie w narządach limfatycznych, produkują duże 

ilości cytokin i posiadają słabą zdolność lityczną podczas gdy limfocyty Tem posiadają 

niskie powinowactwo do narządów limfatycznych, wysoką zdolność lityczną oraz wysoką 

zdolność proliferacyjną [41]. Cytotoksyczne limfocyty T CD8+ zaczynają się różnicować 

do efektorowych lub centralnych pamięci już po 2-24 godzinach stymulacji oraz nabywają 

zdolność do produkcji IL-2, TNFα i IFN-γ. Pomocnicze limfocyty T CD4+ wymagają 

dłuższej stymulacji do zróżnicowania do komórek efektorowych [43]. 

Cząstki kontrolujące układ odpornościowy 

Białko programowanej śmierci komórkowej 1 (PD-1, ang. programmed cell death 

protein 1) jest jednym z najlepiej zbadanych białek z grupy cząstek kontrolujących układ 

odpornościowy. Jego podstawową rolą jest wyhamowywanie nadmiernej odpowiedzi ze 

strony komórek układu odpornościowego poprzez wywołanie anergii, zmniejszenie 

proliferacji, indukowanie tolerancji i przejście komórek na typ regulatorowy. Ligandami 

dla PD-1 są białka PD-L1 i PD-L2 [44,45]. Interakcje PD-1/PD-L1 są w ostatnich latach 

intensywnie badanie w kontekście immunoterapii przeciwnowotworowych, 

wykorzystujących mechanizm hamowania aktywności limfocytów [46-48]. 

Immunoglobulina komórek T i białko 3 zawierające domenę mucyny (TIM-3, ang. 

T cell immunoglobulin and mucin-domain containing protein 3) jest receptorem obecnym 

na limfocytach T, a jego rola jest związana z działaniem hamującym układ odpornościowy. 

W ostatnich latach TIM-3 jest badany w kontekście immunoterapii nowotworów i chorób 

autoimmunologicznych jako inhibitor punktów kontrolnych. Jego ligandami są galektyna 

typu 9 (Gal-9), glikoproteina CEACAM1 i HMGB1 (high mobility group protein B1 [49]. 
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Aktywacja receptora limfocytów T (TCR, ang. T cell receptor) 

Związanie się antygenu z receptorem TCR prowadzi do aktywacji limfocytów T, 

powodując złożoną serię zmian molekularnych w błonie komórkowej, cytoplazmie i jądrze, 

prowadząc do klonalnej ekspansji i różnicowanie w celu pełnienia swoich funkcji 

efektorowych. Włączenie mechanizmu związanego z transdukcją sygnału aktywacji 

wielobiałkowego kompleksu receptora TCR/CD3 opiera się na kaskadach 

sygnalizacyjnych kinaz tyrozynowych, które poprzez fosforylację kolejnych białek szlaku 

przekazują sygnał aktywacji do wewnątrz, prowadząc do aktywacji związanych z nim 

funkcji, np. produkcji cytokin, proliferacji, różnicowania. Wczesnym etapem aktywacji 

szlaku jest fosforylacja od strony cytoplazmatycznej motywów ITAMs (ang 

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) kompleksu receptora TCR/CD3 przez 

białkową kinazę tyrozynową limfocytów (Lck). Kinaza ZAP-70 jest rekrutowana do 

kompleksu TCR/CD3, gdzie ulega aktywacji. Fosforylacja kinaz ZAP-70 na Tyr493 i Syk 

na Tyr526, będąca jedną z pierwszych występujących po aktywacji TCR/CD3, prowadzi 

do całkowitej aktywacji obu tych kinaz [50] i w następstwie, dalszych fosforylacji, 

przyłączania kolejnych białek do kompleksów receptorowych i fosforylacji 

transbłonowego białka adaptorowego LAT. Fosforylacja białka LAT na Tyr171 i 220 

odsłania miejsca wiązania i rekrutację kolejnych białek, m. in. Grb2, Gads/SLP-76, PLCγ1 

i kinazy PI3K[51]. Natomiast fosforylacja kinazy LCK na Tyr505 obniża aktywność 

katalityczną LCK[52], a kinazy SLP-76 przy Ser376 prowadzi do zmniejszenia aktywacji 

szlaku sygnałowego z TCR w mechanizmie ujemnej pętli zwrotnej [53]. Regulacja 

sprzężenia zwrotnego w kilku punktach tych szlaków pozwala na uzyskanie różnych 

efektów związanych z aktywacją szlaku, w zależności od typu komórki i sygnałów 

środowiska. Badanie fosforylacji białek szlaku TCR/CD3 pozwala pośrednio wskazać, czy 

dany antygen/substancja indukuje szlak sygnałowy związany z tym kompleksem 

receptorowym. 

 

 

Uzasadnienie połączenia prac w cykl publikacji  

Badania ostatnich lat wskazują, że różne polisacharydy izolowane z L. edodes 

posiadają właściwości immunomodulacyjne. Większość analiz wykonano jednak na 
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modelach zwierzęcych. Ponadto nie są znane dokładne mechanizmy opowiadające za 

obserwowane wyniki.  

Niniejszy cykl prac podejmuje kompleksową próbę wyjaśnienia wpływu Se-Le-30 

na ludzki układ odpornościowy ze szczególnym uwzględnieniem limfocytów T. 

Dodatkowe analizy opisane w rozprawie mają natomiast na celu poznanie mechanizmów 

związanych z działaniem immunomodulacyjnym tego związku. Wszystkie trzy prace 

stanowią spójną całość, gdyż są zwartym tematycznie cyklem i posiadają ten sam cel 

badawczy.  

Cykl artykułów został opublikowany w recenzowanych czasopismach naukowych, 

znajdujących się w  wykazie czasopism określonym przez Ministra Nauki i Edukacji. 

Przedstawiana rozprawa doktorska składa się z cyklu trzech publikacji: 

wprowadzającej pracy poglądowej oraz dwóch prac oryginalnych w których podjęto próbę 

zbadania wpływu selenowanego polisacharydu (Se-Le-30) na ludzki układ odpornościowy 

ze szczególnym uwzględnieniem limfocytów T.  

• Publikacja nr 1 wchodząca w skład cyklu rozprawy doktorskiej: 

„Immunomodulatory Properties of Polysaccharides from Lentinula edodes.” 

Cykl prac otwiera opracowanie, które przeprowadza analizę dostępnej literatury 

dotyczącej immunomodulacyjnego działania polisacharydów pochodzących z Lentinula 

edodes z podziałem na badania wykonane w modelach zwierzęcych oraz na komórkach 

ludzkich. Praca prezentuje aktualny stan wiedzy w powyższym temacie, ze szczególnym 

uwzględnieniem Lentinanu i innych α- i β-glukanów i wskazuje na niewątpliwy wpływ 

immunomodulacyjny tych związków. Wyniki omówionych prac sugerują również, że 

aktywność biologiczna polisacharydów izolowanych z L. edodes zależy od sposobu ich 

ekstrakcji, gdyż ten wpływa na skład monosacharydów, masę cząsteczkową, stopień 

rozgałęzienia i konformację helikalną. Praca ta stanowi ważny wkład w usystematyzowanie 

wiedzy i debatę nad w/w zagadnieniami.  

• Publikacja nr 2 wchodząca w skład cyklu rozprawy doktorskiej: „Selective 

Biological Effects of Selenium-Enriched Polysaccharide (Se-Le-30) 

Isolated from Lentinula edodes Mycelium on Human Immune Cells.” 

Celem pracy było otrzymanie czystej i homogennej frakcji Se-Le-30 oraz zbadanie 

jej aktywności biologicznej w stosunku do ludzkich limfocytów T, granulocytów oraz 

komórek NK. Wykazano w niej specyficzne w stosunku do limfocytów T i komórek NK 
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działanie Se-Le-30. Obserwowano, że polisacharyd ten hamował proliferację limfocytów 

T stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 oraz alloantygenami w teście mieszanej 

hodowli limfocytów, obniżał wewnątrzkomórkową produkcję TNF-α przez limfocyty T, 

nieznacznie obniżał aktywność komórek NK, przy braku wpływu  na limfocyty B i 

granulocyty. Wyniki tej pracy wskazują, że Se-Le-30, analog lentinanu wyizolowany z 

grzybni L. edodes jest selektywnym immunosupresantem limfocytów T oraz 

prawdopodobnie komórek NK, co nie jest typowe dla β-glukanów pochodzących z 

grzybów. Wyniki te są innowacyjne i uzasadniają konieczność dalszych kompleksowych 

badań nad Se-Le-30 w kierunku jego potencjalnych zastosowań jako związku 

immunosupresyjnego. 

• Publikacja nr 3 wchodząca w skład cyklu rozprawy doktorskiej: „The Effect 

of Novel Selenopolysaccharide Isolated from Lentinula edodes Mycelium 

on Human T Lymphocytes Activation, Proliferation, and Cytokines 

Synthesis.” 

W pracy nr 3 skupiono się na analizie wpływu Se-Le-30 na różne populacje 

limfocytów T (ich proliferację, aktywację oraz profil wydzielanych cytokin) w hodowli 

ludzkich PBMCs. Dzięki wykorzystaniu cytometrii przepływowej możliwa była ocena 

działania Se-Le-30 na dwie populacje limfocytów T: CD4+ i CD8+. Dodatkowo porównano 

efekt działania Se-Le-30 na limfocyty T przy zastosowaniu dwóch różnych typów 

aktywacji (przeciwciałem anty-CD3 oraz przeciwciałem anty-CD3/CD28). Wykazano, że 

kierunek działania Se-Le-30 zależy od rodzaju stymulacji. Przy stymulacji anty-CD3 

polisacharyd obniżał ekspresję markerów aktywacji, proliferację oraz produkcję IL-2 i IL-

4. Przy stymulacji dwoma sygnałami Se-Le-30 zwiększał ekspresję markerów aktywacji, 

odsetek podzielonych komórek T oraz produkcję  IFN-γ. Ciekawą obserwacją jest to, że 

niezależnie od zastosowanej stymulacji Se-Le-30 zwiększał produkcję IL-6 i IL-10. Nie 

wykazano wpływu badanego związku na obniżenie żywotności komórek w hodowli. 

Uzyskane wyniki wskazują na działanie immunomodulacyjne Se-Le-30 wobec limfocytów 

T, ale również  na produkcję IL-6 i IL-10, co może sugerować jego wpływ na monocyty 

krwi obwodowej, które są populacją komórek obecną w PBMC (około 20%). W/w wyniki 

zasugerowały konieczność dalszych analiz, dlatego aby wykluczyć udział innych komórek 

immunologicznych, badania powtórzono na izolowanych z PBMCs limfocytach T 

(komórek o fenotypie CD3+). Dodatkowo oceniono wpływ Se-Le-30 na cząstki 

kontrolujące układ odpornościowy: PD-1 i TIM-3 oraz na wewnątrzkomórkowe szlaki 
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sygnałowe limfocytów T zależne od receptora CD3. Wyniki tych eksperymentów zostały 

przedstawione poniżej w niniejszym opracowaniu.  

 

Założenia i cele pracy 

Założenia 

Jak wspomniano wyżej, celem pracy było zbadanie immunomodulacyjnych 

właściwości wzbogaconych w selen polisacharydów izolowanych z grzybni L. edodes (Se-

Le-30). Pierwsze analizy wykazały, że Se-Le-30 posiada selektywne właściwości 

immunosupresyjne w stosunku do ludzkich limfocytów T: hamuje ich proliferację w 

odpowiedzi na alloantygeny, oraz stymulację przeciwciałem anty-CD3 (OKT3) oraz 

fitohemaglutyniną (PHA), nie mając jednocześnie istotnego wpływu na proliferację 

limfocytów B i zdolność granulocytów do produkcji anionorodnika ponadtlenkowego 

[54,55]. Zaobserwowano ponadto, że dodatek selenu wykazywał pozytywny wpływ na 

przeżywalność komórek w hodowli w porównaniu do analogicznej frakcji bez dodatku tego 

mikroelementu [54,56] i wzmacniał właściwości antyoksydacyjne [57] co było wynikiem 

zmian strukturalnych badanej frakcji  [56,58]. Hamowanie proliferacji limfocytów T 

wspomniane w pracach Kaleta i wsp. [54] i Klimaszewska i wsp. [55] było obserwacją 

unikalną dla badanych dotąd polisacharydów pochodzenia grzybowego, która to 

obserwacja została również potwierdzona w pracach niniejszego cyklu [59,60]. W ramach 

tych badań dowiedziono m.in., że w zależności od zastosowanego modelu aktywacji 

limfocytów T in vitro, wpływ polisacharydu na te komórki był przeciwstawny: przy 

zastosowaniu jednego sygnału aktywacji (przeciwciałem anty-CD3, OKT3) Se-Le-30 

obniżał proliferację i aktywację limfocytów T, natomiast przy aktywacji dwoma sygnałami 

(przeciwciałem anty-CD3 i anty-CD28) polisacharyd ten zwiększał proliferację i aktywację 

limfocytów T w hodowli PBMCs [60]. Jak wspomniano wyżej, wyniki te zostały 

uzupełnione analizami mającymi na celu ocenę potencjalnych mechanizmów 

odpowiadających za obserwowany efekt.  

Cele pracy: 

1. Dokonanie przeglądu literatury światowej opisującej immunomodulacyjne 

właściwości polisacharydów izolowanych z L. edodes.  
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2. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na proliferację limfocytów stymulowanych 

mitogenami: przeciwciałem anty-CD3 (OKT3), fitohemaglutyniną (PHA), 

zawiesiną Staphylococcus aureus Cowan (SAC), alloantygenami oraz  kulkami 

opłaszczonymi przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28.  

3. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na aktywność komórek NK. 

4. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na redukcję cytochromu C przez granulocyty. 

5. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na ekspresję wybranych cząstek powierzchniowych 

charakterystycznych dla aktywowanych limfocytów oraz cząstek 

kontrolujących układ odpornościowy (ICPs, ang. immune checkpoints). 

6. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na produkcję cytokin w hodowlach komórkowych 

niestymulowanych, stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 oraz kulkami 

opłaszczonymi przeciwciałami anty-CD3 i anty-CD28. 

7. Zbadanie czy Se-Le-30 wpływa na różnicowanie się limfocytów T CD8+ w 

kierunku komórek efektorowych lub centralnych pamięci. 

8. Zbadanie wpływu Se-Le-30 na fosforylację wybranych białek 

wewnątrzkomórkowego szlaku sygnałowego związanego z aktywacją CD3. 
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Uzupełniające wyniki badań 

Materiały i metody 

Opisy metod zawarte w tym rozdziale dotyczą doświadczeń uzupełniających cykl prac i 

nie zostały opublikowane w momencie przygotowywania rozprawy. Pozostałe opisy metod 

zawarte są w obu publikacjach oryginalnych (strony 44-46 i 57-59).  

Materiał biologiczny oraz izolacja komórek  

W celu izolacji jednojądrzastych komórek krwi obwodowej (PBMCs) z 

Regionalnej Stacji Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie pozyskano kożuszki 

leukocytarno-płytkowe od 22 zdrowych krwiodawców w wieku w wieku 18-64 lata. Na 

badania uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego: 

(nr KB/174/2017, aktualizacja nr AKBE/186/2021, w załączeniu).  

Z kożuszków leukocytarno-płytkowych metodą wirowania w gradiencie stężeń 

(Histopaque-1077, Sigma-Aldrich) wyizolowano PBMCs zgodnie z protokołem 

producenta. Komórki zawieszono w 1 ml medium RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific) z 10% dodatkiem inaktywowanej surowicy ludzkiej (Sigma) oraz 1% dodatkiem 

roztworu streptomycyny i penicyliny (Thermo Fisher Scientific). Po ustaleniu liczby 

wyizolowanych PBMCs, pobrano 10 mln komórek dla każdej z próbek w celu izolacji 

limfocytów T. Izolację przeprowadzono metodą selekcji negatywnej z wykorzystaniem 

zestawu MojoSort™ Human CD3 T Cell Isolation Kit (Biolegend). Następnie limfocyty T 

zawieszono w 1 ml medium RPMI 1640 i oceniono ich liczbę.  

Tak wyizolowane komórki posłużyły do oceny wpływu Se-Le-30 na profil wydzielanych 

cytokin, fosforylację wybranych białek szklaków aktywacyjnych związanych z CD3, 

aktywację limfocytów T, subpopulacje limfocytów T CD8+, oraz ekspresję cząstek 

kontrolujących układ odpornościowy (ang. immune checkpoints, ICPs).  

Ocena wpływu Se-Le-30 na aktywację limfocytów T i ekspresję ICPs  

Hodowle PBMCs oraz izolowanych limfocytów T prowadzone były równocześnie 

na oddzielnych 96-dołkowych płaskodennych płytkach (Greiner Bio-One). 2 × 105 

komórek/dołek hodowano przez 24 godziny w 37oC, w wilgotnym środowisku z 5% CO2 

w następujących wariantach: 1) komórki bez stymulacji w obecności Se-Le-30 (100 μg/ml) 

i 2) w obecności równoważnej do Se-Le-30 objętości wody do iniekcji (10%) jako kontroli; 

3) komórki stymulowane przeciwciałem anty-CD3 uprzednio opłaszczonym na płytce w 
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stężeniu 0.75 μg/ml (Becton Dickinson Pharmingen) w obecności Se-Le-30 (100 μg/ml) i 

4) w obecności 10% wody do iniekcji; 5) komórki stymulowane przeciwciałami anty-CD3 

i anty-CD28 opłaszczonymi na kulkach (w stosunku 2 kulki na 5 komórek, Gibco) w 

obecności Se-Le-30 (100 μg/ml) i 6) w obecności 10% wody do iniekcji. Każdą hodowlę 

prowadzono w trzech powtórzeniach.  

Przed wykonaniem analiz z wykorzystaniem cytometrii przepływowej 

zoptymalizowano stężenie przeciwciał w celu uzyskania jak najwyższego współczynnika 

sygnału do tła, ograniczając w ten sposób m. in. niespecyficzne wiązanie przeciwciał. 

Następnie wykonano kompensację na ustalonych uprzednio ilościach przeciwciał, 

przeprowadzono doświadczenie fluorescence-minus-one (FMO, fluorescencja minus 

jeden) aby uzyskać punkty odcięcia populacji negatywnej dla każdego z markerów z 

uwzględnieniem tła. 

Po 24 godzinach hodowle komórkowe zostały zebrane i przeniesione do 

polipropylenowych probówek typu Falcon. Kulki opłaszczone przeciwciałami anty-

CD3/CD28 zostały usunięte w polu magnetycznym, a następnie zawiesina z komórkami i 

medium została odwirowana. Supernatanty zamrożono w -80oC w celu wykorzystania do 

późniejszej oceny profilu cytokin metodą Luminex, natomiast komórki zawieszono w 100 

μL Stain Buffer Stain Buffer (BSA, BD Biosciences) i wyznakowano następującymi 

przeciwciałami: anty-CD3 PerCP (klon SK7, BD Biosciences), anty-CD25 FITC (klon 

2A3, BD Biosciences), anty-CD8 APC (klon SK1, BD Biosciences), anty-CD4 APC-Cy7 

(klon SK3, BD Biosciences), anty-CD279 BV480 (klon EH12.1, Becton Dickinson), anty-

CD366 PE (klon 7D3, Becton Dickinson), anty-CD45RO BV711 (klon UCHL-1, Becton 

Dickinson), anty-CD62L (klon DREG-56, Becton Dickinson). Próbki inkubowano 15 

minut w temperaturze pokojowej bez dostępu światła i zawieszono w 100 μl Stain Buffer. 

Detekcję ekspresji badanych markerów prowadzono z wykorzystaniem cytometru 

CytoFlex (Beckman Coulter), natomiast analizę wykonano za pomocą oprogramowania 

CytExpert (Beckman Coulter). Po dyskryminacji dubletów do analizy wybrano limfocyty 

o fenotypie CD3+CD4+ oraz CD3+CD8+. Następnie w obu populacjach oceniono ekspresję 

markerów CD25, CD279 (PD-1) i CD366 (Tim-3). Oceniono również występowanie 

subpopulacji limfocytów centralnych pamięci o fenotypie CD45RO+CD62L-, 

efektorowych pamięci o fenotypie CD45RO+CD62L+ oraz naiwnych o fenotypie CD45RO-

CD62L+, a następnie zanalizowano wpływ Se-Le-30 na zmiany w ilości w/w populacji. 



75 

 

Ocena wpływu Se-Le-30 na produkcję cytokin 

W celu oceny wpływu Se-Le-30 na produkcję cytokin oceniono ich ilość z 

wykorzystaniem metody Luminex® Multiplex Assay. Bezpośrednio przed wykonaniem 

oznaczeń przeprowadzono kalibrację i weryfikację urządzenia z wykorzystaniem 

zestawów MAGPIX Calibration Kit oraz MAGPIX Performance Verification Kit (Merck 

Millipore). Stężenie TNFα, IL-6 oraz IFN-γ zbadano z wykorzystaniem zestawu 

MILLIPLEX® Human Cyto Panel A (Merck Millipore) zgodnie z instrukcją producenta. 

Uzyskane wyniki analizowano z wykorzystaniem programu xPONENT software (Luminex 

Corp.).  

Ocena wpływu Se-Le-30 na aktywację szlaku sygnałowego TCR/CD3 

W celu oceny wpływu Se-Le-30 na aktywację wewnątrzkomórkowego szlaku 

sygnałowego limfocytów T związanego z CD3, wyizolowane limfocyty T były hodowane 

przez 24 godziny na płytkach 24-dołkowych płaskodennych bez stosowania stymulacji, w 

medium RPMI 1640 zawierającym 10% inaktywowanej surowicy ludzkiej i 1% roztworu 

penicyliny i streptomycyny, w gęstości 1 milion komórek na 0.8 ml, w 37oC, 5% CO2. Po 

tym czasie przeprowadzono eksperymenty polegające na dodaniu do hodowli: 1) 200 μl 

medium hodowlanego (kontrola); 2) 100 μl medium hodowlanego i 100 μl wody 

destylowanej (kontrola z równoważną do Se-Le-30 ilością wody, w której rozpuszczony 

był Se-Le-30); 3) 100 μl medium hodowlanego i 100 μl roztworu Se-Le-30; 4) 100 μl 

medium hodowlanego zawierającego 1 ng przeciwciał anty-CD3 i 100 μl wody 

destylowanej; 5) 100 μl medium hodowlanego zawierającego 1 ng przeciwciał anty-CD3 i 

100 μl roztworu Se-Le-30; 6) 100 μl medium hodowlanego zawierającego 2 x 105 kulek 

opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3/CD28 i 100 μl wody destylowanej; 7) 100 μlL 

medium hodowlanego zawierającego 2 x 105 kulek opłaszczonych przeciwciałami anty-

CD3/CD28 i 100 μl roztworu Se-Le-30. Na podstawie przeprowadzonych badań wstępych 

polegających na ustaleniu optymalnego czasu ekspozycji na czynnik aktywujący białka 

szlaku CD3/TCR (fosforylację ZAP-70, SLP-76, LCK i LAT w odpowiedzi na działanie 

przeciwciał anty-CD3/CD28 i kulek opłaszczonych przeciwciałami anty-CD3/CD28), 

ustalono czas 60s jako najlepszy dla zobrazowania aktywacji białek szlaku TCR metodą 

Western blot. W każdym wariancie doświadczalnym po 60 sekundach ekspozycji na 

dodane czynniki zawiesinia komórek została przeniesiona do eppendorfa 2 mL, zwirowana 

w 3500 rpm przez 2 minuty, a następnie supernatant został usunięty. W przypadku 

eksperymentów z kulkami anty CD3/CD28 po 60 sekundach usunięto kulki przy pomocy 
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pola magnetycznego przed zwirowaniem zawiesiny. Uzyskany pelet komórkowy został 

poddany procedurze izolacji białek (przy użyciu SDS) zgodnie z metodą rekomendowaną 

przez producenta użytego zestawu przeciwciał (T Cell Signaling Antibody Sampler Kit 

#14541, Cell Signaling Technology), tj. zawieszony w 200μl wrzącego buforu 2X SDS 

sample buffer (0.125 M Tris-HCl pH = 6.8, 0.14 M (4%) SDS, 20% glicerol, 10% β-

merkaptoetanol, 0,1% inhibitorów proteaz (P8340, Sigma Aldrich) i fosfataz (P5726, 

Sigma Aldrich) i następnie inkubowany w 100oC przez 6 minut. Po ostygnięciu próbki 

zostały rozcieńczone 200μl wody z dodatkiem inhibitorów proteaz i fosfataz do uzyskania 

1X SDS sample buffer. Próbki zostały rozporcjowane i zamrożone w -80 oC do dalszych 

analiz. Elektroferetyczny rozdział białek został przeprowadzony w 10% żelu 

poliakrylamidowymz użyciem 20 μl próbki na dołek, w warunkach denaturujących, w 

buforze SDS-PAGE (25 mM Tris-HCl / 192 mM glicyna / 0.1% SDS) przy stałym napięciu 

100V . Mokry transfer został przeprowadzony przez 70 min w buforze do transferu (25 

mM Tris-HCl / 192 mM glicyna / 10% metanol), przy stałym napięciu 100V na membranę 

PVDF (Immobilon®-FL, Millipore). Po transferze memebrany były blokowane przy 

użyciu 5% roztworu BSA (ang. bovine serum albumin) przez 1h w temperaturze 

pokojowej. Po zablokowaniu, membrany były inkubowane z jednym z przeciwciał  

pierwszorzędowych: anty-ZAP70 #3165, SLP76 #70896, LCK #2984, LAT #45533, 

phosphoZAP70 (Tyr493) /Syk (Tyr526) #2704, phosphoSLP76(Ser376) #14745, 

phosphoLCK(Tyr505) #2751, phosphoLAT(Tyr220) #3584 (wszystkie Cell Signaling 

Technology, w stężeniu 1:500) oraz β-actin #sc-47778 (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000) 

na kołowrotku przez 24 godziny w 4oC. Po inkubacji membrany zostały 4-krotnie płukane 

przez 10 min w TBST #9997 (Cell Signaling Technology), następnie inkubowane z 

przeciciałami  drugorzędowymi Anti-rabbit IgG, HRP-linked #7074 lub Anti-mouse IgG, 

HRP-linked #7076 przez 60 min w temperaturze pokojowej. Po serii kolejnych płukań  (4 

× 10 min w TBST) przystępowano do detekcji chemiluminescencyjnej badanych białek, 

przeprowadzonej przy użyciu zestawu Clarity ECL Western Blotting Substrates #1705060 

(BioRad) przy użyciu aparatu Chemidoc MP Imaging System (BioRad). Analizę 

densytometryczną wykonano przy użyciu programu Image Lab w wersji 6.1.0, dzieląc 

średnią gęstość optyczną (IOD) badanego prążka białka w formie ufosforylowanej 

(znormalizowaną o białko referencyjne na danej membranie)przez średnią gęstość 

optyczną białka w formie całkowitej (znormalizowaną o białko referencyjne na danej 

membranie). Białka ufosforylowane i całkowite wykrywane były u każdego z dawców na 

oddzielnych membranach. Wyniki przedstawiono w formie wykresów słupkowych ilorazu 
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średniej gęstości optycznej (±SEM) znormalizowanych białek ufosforylowanych do białek 

całkowitych od co najmniej 4 dawców. 

Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną oraz graficzną prezentację wyników wykonano z 

wykorzystaniem programu GraphPad Prism 9.4.0 (GraphPad Software). Poziom istotności 

α ustalono na 0.05. Testy Shapiro-Wilka oraz Kolmogorova-Smirnova wykorzystano do 

oceny normalności rozkładu danych. Przyjęto, że rozkład jest zgodny z normalnym, jeśli 

dla obu testów współczynnik predykcji p jest większy niż 0.05. Analiza danych odstających 

została przeprowadzona przy użyciu testu ROUT, przy współczynniku Q znaczącym 

maksymalny udział fałszywie dodatnich wyników równym 1%. Jeżeli rozkład różnic 

pomiędzy porównywanymi wynikami był normalny przeprowadzano test t- Studenta, 

natomiast jeżeli rozkład różnic nie wykazywał cech takiego rozkładu przeprowadzano test 

Wilcoxona. Wartość p < 0.05 (*) uznano za istotną statystycznie, a p < 0,01 (**) lub p < 

0,001 (***) za wysoce istotną. 
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Wpływ Se-Le-30 na aktywację limfocytów T i ekspresję ICPs 

Wpływ Se-Le-30 na odsetek limfocytów T posiadających na powierzchni ekspresję 

markera CD25 jest przedstawiony na Rycinie 1.  

Wykazano, że związek ten zwiększał odsetek limfocytów T o fenotypie 

CD4+CD25+ (p = 0.0035) i CD8+CD25+ (p = 0.0032) w hodowlach założonych z 

izolowanych niestymulowanych limfocytów. W przypadku niestymulowanej hodowli 

PBMCs nie wykazano wpływu na populację CD4+CD25+, natomiast obserwowano 

obniżenie odsetka limfocytów CD8+CD25+ (p = 0.0464).  

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych  przeciwciałem anty-CD3 

nie wykazano wpływu Se-Le-30 na zmiany ekspresji markera CD25. Polisacharyd  

natomiast zmniejszał odsetek komórek o fenotypie CD4+CD25+ w hodowlach PBMCs 

stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 (p = 0.0017), bez widocznego wpływu na 

limfocyty CD8+.  

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych podwójnym sygnałem 

(anty-CD3/CD28) obserwowano zwiększenie odsetka komórek CD4+ oraz CD8+ 

wykazujących ekspresję CD25 (odpowiednio p = 0.0041 i p = 0.0066). Podobne wyniki 

uzyskano w hodowlach PBMCs, ale tu wpływ Se-Le-30 był silniejszy dla obu populacji (p 

< 0.0001 dla CD4+CD25+ i p < 0.0001 dla CD8+CD25+). 
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Rycina 1. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera aktywacji CD25. 

Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera aktywacji CD25 na limfocytach T CD4+ (wiersz 1 i 

2) i CD8+ (wiersz 3 i 4) w hodowlach z izolowanymi limfocytami T (wiersz 1 i 3) i w 

hodowlach z PBMCs (wiersz 2 i 4) w zależności od zastosowanego modelu stymulacji 

limfocytów T (kolumna 1: hodowla niestymulowana, kolumna 2: hodowla stymulowana 

przeciwciałem anty-CD3, kolumna 3: hodowla stymulowana przeciwciałem anty-

CD3/CD28). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0.001 (***). 
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Wpływ Se-Le-30 na odsetek limfocytów T posiadających na powierzchni ekspresję 

markera CD366 (TIM-3) jest przedstawiony na Rycinie 2.  

Wykazano, że Se-Le-30 zwiększał odsetek limfocytów T o fenotypie CD4+CD366+ 

(p = 0.0008) i CD8+CD366+ (p < 0.0001) w hodowlach założonych z izolowanych 

niestymulowanych limfocytów T. W przypadku niestymulowanej hodowli PBMCs nie 

wykazano wpływu na zmiany ekspresji CD366 na limfocytach CD4+ i CD8+.  

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych  przeciwciałem anty-CD3 

nie wykazano wpływu Se-Le-30 na zmiany ekspresji CD366 na limfocytach CD4+ i CD8+, 

ale w hodowlach PBMCs przy tej samej stymulacji Se-Le-30  zmniejszał ekspresję CD366 

na limfocytach T CD4+ (p = 0.0060) i CD8+(p = 0.0001).  

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych podwójnym sygnałem 

(anty-CD3/CD28) nie stwierdzono istotnego wpływu Se-Le-30 na ekspresję CD366, ale w 

hodowlach PBMCs stwierdzono wzrost ekspresji CD366 na limfocytach T CD4+ (p = 

0.0001) bez wpływu na limfocyty CD8+. 
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Rycina 2. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD366 (TIM-3) 

Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD366 (TIM-3) na limfocytach T CD4+ (wiersz 1 i 

2) i CD8+ (wiersz 3 i 4) w hodowlach z izolowanymi limfocytami T (wiersz 1 i 3) i w 

hodowlach z PBMCs (wiersz 2 i 4) w zależności od zastosowanego modelu stymulacji 

limfocytów T (kolumna 1: hodowla niestymulowana, kolumna 2: hodowla stymulowana 

przeciwciałem anty-CD3, kolumna 3: hodowla stymulowana przeciwciałem anty-

CD3/CD28). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 
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Wpływ Se-Le-30 na odsetek limfocytów T posiadających na powierzchni ekspresję 

markera CD279 (PD-1) jest przedstawiony na Rycinie 3.  

Wykazano, że Se-Le-30 zwiększał odsetek limfocytów CD4+ i CD8+ posiadających 

ekspresję CD279 (odpowiednio p = 0.0060 i p = 0.0295) w hodowlach izolowanych 

limfocytów T niepoddanych stymulacji. Podobne wyniki uzyskano w niestymulowanej 

hodowli PBMCs (p = 0.0366 dla limfocytów CD4+ i p = 0.0001 dla CD8+). 

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 

nie wykazano wpływu Se-Le-30 na ekspresję CD279 na obu populacjach limfocytów, 

natomiast w hodowli PBMCs związek ten obniżał ekspresję CD279 zarówno na 

limfocytach o fenotypie CD4+ (p = 0.0012) jak i CD8+ (p = 0.0460). 

W hodowli izolowanych limfocytów T stymulowanych podwójnym sygnałem 

(anty-CD3/CD28) wykazano wzrost odsetka limfocytów o fenotypie CD4+CD279+ (p = 

0.0211) oraz limfocytów o fenotypie CD8+CD279+ (p = 0.0017) pod wpływem Se-Le-30. 

Podobne rezultaty uzyskano w hodowlach PBMCs stymulowanych anty-CD3/CD28 (p = 

0.0001 dla limfocytów CD4+ i p = 0.0001 dla CD8+). 
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Rycina 3. Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD279 (PD-1). 

Wpływ Se-Le-30 na ekspresję markera CD279 (PD-1) na limfocytach T CD4+ (wiersz 1 i 

2) i CD8+ (wiersz 3 i 4) w hodowlach z izolowanymi limfocytami T (wiersz 1 i 3) i w 

hodowlach z PBMCs (wiersz 2 i 4) w zależności od zastosowanego modelu stymulacji 

limfocytów T (kolumna 1: hodowla niestymulowana, kolumna 2: hodowla stymulowana 

przeciwciałem anty-CD3, kolumna 3: hodowla stymulowana przeciwciałem anty-

CD3/CD28). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 
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Wpływ Se-Le-30 na limfocytów T naiwne, efektorowe pamięci i centralne pamięci 

jest przedstawiony na Rycinach 4, 5 i 6.   

Wykazano, że w niestymulowanej hodowli PBMCs Se-Le-30 istotnie zwiększał 

odsetek limfocytów T CD8+ centralnych pamięci (p = 0.0203), nie wykazano natomiast 

jego wpływu na inne subpopulacje limfocytów T.  Badany polisacharyd nie zmieniał 

odsetka subpopulacji limfocytów CD8+ przy stymulacji przeciwciałem anty-CD3 w 

hodowli z izolowanymi limfocytami T. Wykazano natomiast, że Se-Le-30 istotnie 

zwiększał odsetek limfocytów T naiwnych i centralnych pamięci (odpowiednio p = 0.0006 

i p = 0.0085) w hodowlach PBMCs stymulowanych przeciwciałem anty-CD3. 

W hodowlach izolowanych limfocytów T stymulowanych podwójnym sygnałem 

Se-Le-30 obniżał odsetek limfocytów T CD8+ centralnych pamięci (p = 0.0031) i naiwnych 

(p = 0.0011), natomiast w hodowli z PBMCs obniżał odsetek limfocytów T CD8+ 

efektorowych pamięci (p = 0.0295). 
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Rycina 4. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach niestymulowanych 

Wpływ Se-Le-30 na: odsetek limfocytów T naiwnych (CD3+CD8+CD45RO-CD62L+, kolor 

zielony) wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w niestymulowanej hodowli izolowanych 

limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs (rząd 2), odsetek limfocytów T efektorowych 

pamięci (CD3+CD8+CD45RO+CD62L+, kolor fioletowy) wśród wszystkich limfocytów T 

CD8+ w niestymulowanej hodowli izolowanych limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs 

(rząd 2), odsetek limfocytów T centralnych pamięci (CD3+CD8+CD45RO+CD62L-, kolor 

niebieski) wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w niestymulowanej hodowli izolowanych 

limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMC (rząd 2). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 

0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 



86 

 

 

Rycina 5. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach stymulowanych p-ciałem anty- CD3 

Wpływ Se-Le-30 na: odsetek limfocytów T naiwnych (CD3+CD8+CD45RO-CD62L+, kolor 

zielony) wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w stymulowanej przeciwciałem anty-CD3 

hodowli izolowanych limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMC (rząd 2), odsetek limfocytów 

T efektorowych pamięci (CD3+CD8+CD45RO+CD62L+, kolor fioletowy) wśród wszystkich 

limfocytów T CD8+ w stymulowanej przeciwciałem anty-CD3 hodowli izolowanych 

limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs (rząd 2), odsetek limfocytów T centralnych pamięci 

(CD3+CD8+CD45RO+CD62L-, kolor niebieski) wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w 

stymulowanej przeciwciałem anty-CD3 hodowli izolowanych limfocytów T (rząd 1) i 

hodowli PBMCs (rząd 2). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0,001 

(***). 
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Rycina 6. Wpływ Se-Le-30 na populacje limfocytów T CD8+ naiwnych, efektorowych i 

centralnych pamięci w hodowlach stymulowanych p-ciałem anty- CD3/CD28 

Wpływ Se-Le-30 na: odsetek limfocytów T naiwnych (CD3+CD8+CD45RO-CD62L+, kolor 

zielony) wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w stymulowanej przeciwciałem anty-

CD3/CD28 hodowli izolowanych limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs (rząd 2), odsetek 

limfocytów T efektorowych pamięci (CD3+CD8+CD45RO+CD62L+, kolor fioletowy) 

wśród wszystkich limfocytów T CD8+ w stymulowanej przeciwciałem anty-CD3/CD28 

hodowli izolowanych limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs (rząd 2), odsetek limfocytów 

T centralnych pamięci (CD3+CD8+CD45RO+CD62L-, kolor niebieski) wśród wszystkich 

limfocytów T CD8+ w stymulowanej przeciwciałem anty-CD3/CD28 hodowli izolowanych 

limfocytów T (rząd 1) i hodowli PBMCs (rząd 2). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 

0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 
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Wpływ Se-Le-30 na produkcję cytokin 

Wpływ Se-Le-30 na produkcję IFN-γ, IL-6 oraz TNF-α jest przedstawiony na 

Rycinach 7, 8 i 9.  

Wykazano, że badany polisacharyd zwiększał produkcję IFN-γ zarówno w 

niestymulowanych hodowlach izolowanych limfocytów T (19.57 ± 21.05 pg/ml vs 56.32 

± 60.27 pg/ml, p = 0.0068) oraz hodowlach PBMCs (41.96 ± 15.14 pg/ml vs 64.99 pg/ml 

± 31.32 pg/ml, p = 0.0046). Se-Le-30 istotnie wpływał również na zwiększenie produkcji 

IL-6 przez izolowane limfocyty T (26.05 ± 21.21 pg/ml vs 371.5 ± 370.0 pg/ml, p = 0.0039) 

oraz PBMCs (1072.0 ± 1338 pg/ml vs 9821 ± 1441 pg/ml, p < 0.0001). Ponadto 

obserwowano również jego wpływ na wzrost produkcji TNF-α (dla hodowli limfocytów T: 

65.35 ± 79.56 pg/ml vs 855.0 ± 1087 pg/ml, p = 0.0384; dla hodowli z PBMC: 729.8 ± 

1073 pg/ml vs 3394 ± 1812 pg/ml, p = 0.0011).  

W hodowlach izolowanych limfocytów T, które były stymulowane przeciwciałem 

anty-CD3 nie obserwowano wpływu Se-Le-30 na produkcję IFN- γ, ale wykazano  

nasilenie produkcji IL-6 (303.3 ± 543.9 pg/ml vs 1623.0 ± 3102 pg/ml, p = 0.0078) oraz 

TNFα (2094.0 ± 1362 pg/ml vs 2830.0 ± 1494 pg/ml, p = 0.0294). Natomiast w hodowlach 

PBMCs stymulowanych w ten sam sposób zaobserwowano jedynie wpływ polisacharydu 

na zwiększenie stężenia IL-6 (3544 ± 3161 pg/ml vs 10643 ± 743.7 pg/ml, p < 0.0001). 

Warto zaznaczyć, że w przypadku PBMCs zmiana była znacznie bardziej istotna w 

porównaniu do izolowanych limfocytów T.  

W hodowlach izolowanych limfocytów T stymulowanych przeciwciałami anty- 

CD3/CD28 Se-Le-30 zwiększał produkcję IL-6 (367.3 ± 527.0 pg/ml vs 1223.0 ± 1570 

pg/ml, p = 0.0078). W hodowlach PBMCs polisacharyd zwiększał stężenie IFN-γ (1287.0 

± 1816 pg/ml vs 3152.0 ± 2625 pg/ml, p = 0.0005), IL-6 (3703.0 ± 3559 pg/ml vs 9926 ± 

1580 pg/ml, p < 0.0001) oraz TNF-α (2246 ± 1558 pg/ml vs 4865.0 ± 3080 pg/ml, p = 

0.0155). 
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Rycina 7. Wpływ Se-Le-30 na stężenie interferonu gamma (IFN-γ)  

Wpływ Se-Le-30 na stężenie IFN-γ w hodowlach izolowanych limfocytów T (wiersz 1) i 

PBMCs (rząd 2) niestymulowanych (kolumna 1), stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 

(kolumna 2) i anty-CD3/CD28 (kolumna 3). Współczynnik predykcji p < 0.05 (*), p < 0.01 

(**) i  p < 0,001 (***). 
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Rycina 8. Wpływ Se-Le-30 na stężenie interleukiny 6 (IL-6) 

Wpływ Se-Le-30 na stężenie IL-6 w hodowlach izolowanych limfocytów T (wiersz 1) i 

PBMCs (rząd 2) niestymulowanych (kolumna 1), stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 

(kolumna 2) i przeciwciałem anty- CD3/CD28 (kolumna 3). Współczynnik predykcji p < 

0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 
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Rycina 9. Wpływ Se-Le-30 na stężenie czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-α)  

Wpływ Se-Le-30 na stężenie TNF-α w hodowlach izolowanych limfocytów T (wiersz 1) i 

PBMCs (rząd 2) niestymulowanych (kolumna 1), stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 

(kolumna 2) i przeciwciałem anty-CD3/CD28 (kolumna 3). Współczynnik predykcji p < 

0.05 (*), p < 0.01 (**) i  p < 0,001 (***). 

 

Wpływ Se-Le-30 na fosforylację białek szlaku sygnałowego TCR/CD3 

Analiza western-blot aktywacji głównych białek szlaku sygnałowego TCR/CD3 w 

wyizolowanych limfocytach T pozwala przypuszczać, że Se-Le-30 wpływa na regulację 

tego szlaku. Zaobserwowano, że Se-Le-30 wywiera odmienny efekt na regulację tego 

szlaku w limfocytach T niestymulowanych w porównaniu do stymulowanych zarówno 

przeciwciałem anty-CD3 jak i anty-CD3/CD28. W limfocytach niestymulowanych, 

dodanie Se-Le-30 powodowało nieznaczny wzrost fosforylacji kinazy ZAP-70 oraz 

znaczny wzrost fosforylacji białka LAT, które mogą wskazywać na aktywację szlaku TCR, 

przy jednoczesnym wzroście fosforylacji kinazy SLP-76 na Tyr376, która hamuje zwrotnie 

aktywację szlaku TCR. Wyraźniejszy, odmienny efekt działania Se-Le-30 zaobserwowano 
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dla limfocytów T stymulowanych zarówno anty-CD3 jak i anty-CD3/CD28, w których Se-

Le-30 powodował zmniejszenie fosforylacji kinazy ZAP-70 (przy braku wpływu na 

fosforylację białka LAT), zmniejszenie fosforylacji SLP-76 oraz wzrost fosforylacji kinazy 

LCK na Tyr505 związanej z obniżeniem jej aktywności katalitycznej. Wyniki te mogą 

wskazywać, że Se-Le-30 w stymulowanych limfocytach T działa wyciszająco na aktywację 

szlaku TCR/CD3.  

Opracowanie statystyczne wyników densytometrii nie wykazało istotnych 

statystycznie różnic między traktowaniami, jednak trendy dla hodowli z Se-Le-30 wydają 

się być koherentne dla wszystkich badanych białek. Niemniej, należy zachować ostrożność 
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przed wyciąganiem jednoznacznych wniosków z przedstawionych wyników analizy 

Western blot, dopóki wyniki te nie zostaną powtórzone metodami ilościowymi.  

 

Rycina 10 Wpływ Se-Le-30 na fosforylację białek ZAP-70, SLP-76, LAT i LCK.  

Rycina przedstawia reprezentatywne membrany z anazliy Western blot poziomu 

fosforylacji białek ZAP-70, SLP-76, LAT i LCK w limfocytach T, znormalizowane o poziom 

β-aktyny jako białka referencyjnego. Prążki na membranie reprezentują kolejno 
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traktowania: hodowlę izolowanych limfocytów T niestymulowaną (Kontrola), hodowlę 

izolowanych limfocytów T niestymulowaną z 10% wody destylowanej (Kontrola H2O), 

hodowlę izolowanych limfocytów T z Se-Le-30 (Sele30), hodowlę izolowanych limfocytów 

T stymulowaną przeciwciałem anty-CD3 przez 60 sekund (OKT 1 min), hodowlę 

izolowanych limfocytów T stymulowaną przeciwciałem anty-CD3 przez 60 sekund w 

obecności Se-Le-30 (OKT3 + Sele30 1min), hodowlę izolowanych limfocytów T 

stymulowaną przeciwciałem anty-CD3/CD28 przez 60 sekund (DB 1 min) oraz hodowlę 

izolowanych limfocytów T stymulowaną przeciwciałem anty-CD3/CD28 przez 60 sekund w 

obecności Se-Le-30 (DB + Sele30 1min). Wykresy przedstawiają wyniki analizy gęstości 

optycznej prążków (IOD) białek w formie ufosforylowanej podzielonej przez IOD prążków 

białek w formie całkowitej, wykonanej przy pomocy programu ImageLab (BioRad). 

 

Podsumowanie i wnioski 

Grzyby lecznicze, w tym L. edodes są szeroko wykorzystywane, szczególnie w 

krajach azjatyckich, do biosyntezy związków o działaniu immunomodulacyjnym, 

przeciwzapalnym i przeciwnowotworowym. Wieloletnie badania składu chemicznego tych 

grzybów umożliwiły identyfikację wielu związków odpowiedzialnych za poszczególne 

kierunki działania farmakologicznego. Najważniejszymi bioaktywnymi substancjami 

izolowanymi z L. edodes są polisacharydy, głównie α- i β-glukany o udowodnionych 

właściwościach immunomodulacyjnych. Warto podkreślić, że kierunek aktywności 

biologicznej oraz jej siła jest uzależniona od struktury tych złożonych związków, w 

szczególności od składu monosacharydowego, rozpuszczalności, masy molowej i struktury 

przestrzennej.  

Przedstawiony w rozprawie doktorskiej cykl publikacji zawiera analizę wpływu 

selenowanego polisacharydu (Se-Le-30) izolowanego z grzybni L. edodes na ludzkie 

limfocyty T w modelu in vitro. 

W pracy poglądowej Immunomodulatory Properties of Polysaccharides from 

Lentinula edodes, która jest wstępem teoretycznym do badań, scharakteryzowano 

bioaktywne substancje występujące w L. edodes, w szczególności polisacharydy izolowane 

z jego owocnika lub grzybni. Opisano ponadto liczne receptory powierzchniowe 

występujące w błonie komórek układu odpornościowego oraz potencjalne mechanizmy 

odpowiadające za działanie immunomodulacyjne polisacharydów. W pracy szczegółowo 

podsumowano dotychczasowy stan wiedzy w zakresie badań nad tymi związkami, z 

podziałem na analizy przeprowadzone na modelach zwierzęcych i na komórkach ludzkich. 

Przegląd dostępnej literatury potwierdził, że polisacharydy L. edodes mogą modulować 
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odpowiedź immunologiczną poprzez różne szlaki biochemiczne, należy jednak podkreślić, 

że część badań dała niejednoznaczne lub sprzeczne rezultaty, co może wynikać z 

odmiennych warunków hodowli grzyba, różnych metod izolacji tych związków, a więc ich 

odmiennej budowy, a także różnych dawek/stężeń preparatów stosowanych w badaniach.  

W pracy Selective Biological Effects of Selenium-Enriched Polysaccharide (Se-Le-

30) Isolated from Lentinula edodes Mycelium on Human Immune Cells opisano metodę 

otrzymywania homogennej frakcji Se-Le-30 oraz oceniono jej aktywności biologiczną w 

stosunku do ludzkich limfocytów T, granulocytów oraz komórek NK. W badaniu 

wykazano, że Se-Le-30 hamuje proliferację limfocytów T oraz zmniejsza 

wewnątrzkomórkową produkcję TNF-α przez te komórki. Obserwowano również 

nieznaczne obniżenie aktywność komórek NK. Jednocześnie nie wykazano wpływu 

badanej frakcji na limfocyty B i granulocyty. Wyniki tych badań sugerują, że Se-Le-30, 

jest selektywnym immunosupresantem limfocytów T oraz komórek NK, co warto 

podkreślić nie jest typowe dla β-glukanów.  

Uzyskane rezultaty skłoniły do zaplanowania kolejnych analiz, które zostały 

opisane w pracy The Effect of Novel Selenopolysaccharide Isolated from Lentinula edodes 

Mycelium on Human T Lymphocytes Activation, Proliferation, and Cytokines Synthesis. W 

badaniach skupiono się na ocenie wpływu Se-Le-30 na aktywację, proliferację oraz 

produkcję cytokin przez dwie populacje ludzkich limfocytów T: o fenotypie CD4+ i CD8+. 

Dodatkowo porównano efekt działania Se-Le-30 na limfocyty T przy zastosowaniu dwóch 

różnych typów aktywacji. Wykazano, że kierunek działania Se-Le-30 zależy od rodzaju 

stymulacji. Przy stymulacji anty-CD3 polisacharyd hamował aktywację, proliferację oraz 

produkcję IL-2 i IL-4. Przy stymulacji dwoma sygnałami Se-Le-30 zwiększał aktywację 

komórek, ilość podzielonych limfocytów T oraz stężenie IFN-γ. Zaskakującą obserwacją 

było to, że niezależnie od zastosowanej stymulacji polisacharyd zwiększał produkcję IL-6 

i IL-10, co sugeruje jego wpływ również na monocyty krwi obwodowej, które mogły być 

obecne w hodowlach w niewielkiej ilości. Aby wykluczyć udział innych niż limfocyty T 

komórek immunologicznych, badania powtórzono na izolowanych z PBMCs limfocytach 

T i dodatkowo oceniono wpływ Se-Le-30 na cząstki kontrolujące układ odpornościowy: 

PD-1 i TIM-3 oraz na wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe limfocytów T zależne od 

receptora CD3.  Niezależnie od tego, czy analizowano wpływ Se-Le-30 na izolowane 

limfocyty T czy PBMCs wykazano podobny kierunek działania jeśli chodzi o produkcję 

IFN-γ, TNF-α i  IL-6 oraz ekspresję cząstek powierzchniowych CD25, CD366 i CD279. 
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Warto jednak podkreślić, że efekt ten był wyraźniejszy w przypadku hodowli PBMCs, co 

może sugerować potencjalny wpływ polisacharydu na populację inną niż limfocyty T, 

prawdopodobnie monocyty czy makrofagi. Kolejne analizy wykazały, że w hodowli 

PBMCs stymulowanej  przeciwciałem anty-CD3 Se-Le-30 zwiększa odsetek limfocytów 

T naiwnych i centralnych pamięci, natomiast przy stymulacji przeciwciałami anty-

CD3/CD28 wzrastała liczba limfocytów T efektorowych pamięci. Pozwala to 

przypuszczać, że przy aktywacji dwoma sygnałami polisacharyd promuje różnicowanie się 

limfocytów T CD8+ w kierunku efektorowych pamięci, które mają wysoki potencjał 

proliferacyjny, co może częściowo tłumaczyć zwiększenie proliferacji w tym modelu. 

Należy również podkreślić brak wpływu Se-Le-30 na zmianę wspomnianych wyżej 

subpopulacji w hodowli izolowanych limfocytów T w zestawieniu z obserwowanym 

wpływem w hodowli PBMCs.  

Wyniki badania fosforylacji białek szlaku sygnałowego związanego z TCR 

wskazują na wpływ polisacharydu na aktywację tego szlaku w niestymulowanych 

limfocytach T oraz jego hamowanie w stymulowanych (niezależnie od rodzaju 

zastosowanej stymulacji). Może to wskazywać, że Se-Le-30 posiada zdolność wiązania się 

z kompleksem receptora TCR i kompetycyjnie współzawodniczy o miejsca wiązania dla 

jego ligandów. Jednak obserwacje te wymagają weryfikacji i dalszego potwierdzenia 

bardziej precyzyjnymi ilościowymi metodami. 

Podsumowując, uzyskane dane wskazują zarówno na bezpośredni wpływ Se-Le-30 

na limfocyty T oraz możliwy wpływ na aktywację białek sygnałowych zależnych od CD3. 

Z drugiej strony zmiany stężenia IL-6 i IL-10 oraz różnice obserwowane między 

hodowlami izolowanych limfocytów T a PBMCs wskazują na potencjalny pośredni wpływ 

polisacharydu poprzez populacje monocytów/makrofagów, która następnie może 

oddziaływać na limfocyty T poprzez m.in. wydzielane przez nie cytokiny.  
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Wnioski 

1. Przegląd literatury światowej szeroko opisuje immunomodulacyjne właściwości 

polisacharydów izolowanych z L. edodes. Kierunek ich aktywności biologicznej 

zależy od sposobu izolacji i budowy w/w związków, jednak większość danych  

wskazuje na ich działanie immunostymulujące. 

2. Se-Le-30 nie wpływa na proliferację limfocytów stymulowanych zawiesiną 

Staphylococcus aureus Cowan (SAC), hamuje proliferację limfocytów T 

stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 i alloantygenami oraz zwiększa ilość 

podzielonych limfocytów T przy stymulacji przeciwciałem anty-CD3/CD28. 

3. Se-Le-30 zmniejsza aktywność cytotoksyczną komórek NK wobec linii docelowej 

K562.  

4. Se-Le-30 nie wpływa na zdolność redukcji cytochromu przez granulocyty krwi 

obwodowej.   

5. Se-Le-30 zmniejsza ekspresję TIM-3 i PD-1 oraz wczesną aktywację limfocytów T 

stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 i zwiększa aktywację oraz ekspresję 

TIM-3 i PD-1 przy stymulacji podwójnym sygnałem anty-CD3/CD28.  

6. Se-Le-30 wpływa na zwiększenie produkcji IL-6, IL-10 oraz TNF-α, co sugeruje 

wpływ na monocyty lub makrofagi. Ponadto przy stymulacji przeciwciałem anty-

CD3 Se-Le-30 zmniejsza stężenie IL-2 i IL-4. Kierunek zmian był jednakowy dla 

hodowli PBMC i izolowanych limfocytów T, natomiast efekt był silniejszy w 

hodowlach z PBMCs. 

7. W modelu stymulacji przeciwciałem anty-CD3 Se-Le-30 zwiększa odsetek 

limfocytów T CD8+ naiwnych i centralnych pamięci, natomiast w modelu 

stymulacji przeciwciałem anty-CD3/CD28 nasila różnicowanie się komórek 

efektorowych pamięci, które mają większą zdolność proliferacyjną, co 

koresponduje z obserwowanym wpływem na proliferację limfocytów T. 

8. Obserwacje związane z fosforylacją białek szlaku sygnałowego TCR/CD3 

wskazują, że Se-Le-30 prawdopodobnie wykazuje zdolność wiązania się z tym 

kompleksem receptorowym, regulując w ten sposób aktywację limfocytów T.  
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