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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandra Roszczyka pt. ,, Wplyw wzbogaconego
selenem polisacharydu (Se-Le-30) izolowanego z grzybni Lentinula edodes na
limfocyty T.” wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Beaty Kalety jako
promotorki i dr n. wet. Katarzyny Zielniok jako promotorki pomocniczej.

Pan mgr Aleksander Roszczyk jest autorem 9 prac opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej o IF sumarycznym IF 46,326 i 1030 punktach
ministerialnych. Z opublikowanych prac pan mgr wybrat 3 prace ktdre weszty w
sktad cyklu zaprezentowanego w rozprawie doktorskiej. Kazda z tych 3 prac ma IF
powyzej 6. Pan mgr Roszczyk jest pierwszym autorem dwoch prac i pierwszym
rownorzednym autorem pozostatej pracy.

Ocena pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska pana mgr Aleksandra Roszczyka
zawiera streszczenie, zalozenia i cel pracy, kopie trzech prac wchodzacych w sktad
rozprawy i materialy uzupelniajace gdzie znajduje si¢ opis materiatow i metod oraz
wynikéw doswiadczen nie zamieszczonych w publikacjach. Rozprawe konczy
podsumowanie i wnioski oraz spis literatury.

Celem pracy byto okreslenie czy wzbogacony w selen polisacharyd (Se-Le-30)
izolowany z grzybni Lentinula edodes posiada wtasciwosci immunomodulacyjne w
stosunku do ludzkich limfocytéw T i poznanie mechanizmow takich zmian.

Cel pracy jest sformutowany niefortunnie. Celem pracy nie moze by¢ dokonanie
przegladu literatury a przeglad literatury jest narzedziem do uzyskania jakiegos celu.
Podobnie samo zbadanie czegos nie jest celem ale badania dokonuje si¢ aby osiagnac¢
cel.



W rozdziale cel pracy Doktorant wymienit jakie do$wiadczenia zamierza
zrobic i w jaki sposéb aby okresli¢ jaki jest wptyw polisacharydu Se-Le-30 na
wybrane elementy uktadu immunologicznego.

Krotki wstep przedstawia najwazniejsze aspekty pracy. Doktorant przytacza
prace ktore prezentuja obecno$¢ najrézniejszych zwiazkéw w grzybni L. edodes, ktore
wplywajg na uklad immunologiczny, maja wtasciwosci przeciwnowotworowe,
antyoksydacyjne i przeciwbakteryjne.

Wyniki
Publikacja nr 1 jest publikacjg przegladowq

Pierwsze prace dotyczace aktywnosci biologicznej polisacharyddw L. edodes
pochodza sprzed 50 lat. Stwierdzano podnoszenie efektywnosci uktadu
immunologicznego u pacjentéw z chorobami nowotworowymi. Lentinan podawano
dozylnie z klasyczna chemioterapia. Prowadzono tez badania podajac Lentinan
doustnie i stwierdzono zmiany w mikrobiomie jelitowym ale nie byto zmian
immunomodulacyjnych. Stwierdzono, natomiast, ze regularne spozywanie L. edodes
wplywa na poprawe odpornosci, jednak nie analizowano, ktory sktadnik grzyba
wywierat dziatanie immunomodulujace.
Doktorant zwraca uwage na niezwykte bogactwo roznych zwiazkéw aktywnych
biologicznie u L. edodes w tym polisacharydéw. Dalej wskazuje na istnienie wielu
receptordw powierzchniowych na takich komdérkach jak monocyty, makrofagi,
neutrofile, komérki NK, komérki dendryczne oraz limfocyty T i B. Receptory te
rozpoznajg glukany. Glukany sg obecne w $cianach komorkowych
mikroorganizméw i z tego powodu s rozpoznawane przez nasz system
immunologiczny.
Ze wzgledu na fakt, ze polisacharydy grzybowe z réznych zrédet maja rozny skiad,
masg czasteczkowa i konformacje, moga wiazac sie z wieloma typami receptordéw z
roznym powinowactwem i aktywowac rézne szlaki sygnatowe. Wazne jest czy
polisacharydy pochodza z grzybni czy owocnika, jaka metoda byty izolowane, jaki
maja sktad chemiczny, czy faricuchy polisacharydowe sg rozgalezione i jak bardzo.
Lentinan jest 1,3-B-glukanem z rozgatezieniami 1,6, otrzymanym z owocnikéw L.
edodes i ma wladciwosci immunostymulatora. Inne polisacharydy z tego grzyba
wykazywaty dziatanie immunosupresyjne.
Wiele grup badawczych izolowato rézne frakcje polisacharydowe z L. edodesi
pokazywato ich dziatanie na uktad immunologiczny czy mikrobiom jelit. W
zaleznosci od wyizolowanej frakeji stosowanych dodatkéw czy tez sposobu
podawania stwierdzano rézne efekty immunomodulacyjne. Obserwowano
pobudzanie ukladu immunologicznego, zmniejszanie guzow nowotworowych albo
zmiany w mikrobiomie jelitowych i hamowanie reakgji zapalnych.
Publikacja jest doskonatym wstepem do rozprawy podsumowujac stan wiedzy na
temat immunomodulacyjnych wtasciwosci réznych polisacharyddéw z L. edodes.



Publikacja nr 2

Dotyczy wplywu polisacharydu zwiazanego z selenem, wyizolowanego z L.
edodes na komorki uktadu immunologicznego. Doktorant opart sie na doniesieniach z
ktorych wynika, ze frakcje polisacharydowe wplywaja na uktad immunologiczny ale
rézne frakcje moga dawac skrajnie rézne efekty. Dlatego tez trzeba zdefiniowad te
frakje i przypisa¢ im konkretne dziatanie gdyz efekty immunostymulagji lub
immunosupresji a takze efekty przeciwnowotworowe obserwowane po ich podaniu
to jedne z najbardziej poszukiwanych w dobie licznych zachorowar na choroby
nowotworowe i immunologiczne.

Zespot prof. Turto opublikowal wczegniejsze badania pokazujace, ze L. edodes
akumuluje selen z pozywki, nastepnie, ze selen jest wiaczany do frakgji
polisacharydowych (Malinowska i inni 2018). Dziatanie immunosupresyjne tych
frakgji a takze doniesienia o wplywie spozywania grzyba L. edodes na poprawe
odpornosci, skionito badaczy do doktadnej analizy struktury glukandw i ich
wigzania z selenem. Celem publikadji 2 bylo okreslenie jaki wplyw na ludzkie
komorki uktadu odporno$ciowego in vitro ma konkretna frakcja Se-Le-30. Wczesniej
opracowano metodg izolacji i okreslono strukture tej frakcji (Klimaszewska i inni,
2021). Mgr Roszczyk przypomniat pokrétce co zawierata badana frakcja. Dominowat
a-1,4- glukan o strukturze helikalnej a nastepnie -1,3- i B-1,6 glukan o strukturze
nierozgatezionej oraz -1,6 glukan rozgateziony. Zawartosé selenu wynosita 48ug/g.
W badaniach Doktorant uzyt uznanej metody oceny wplywu réznych czynnikéw na
proliferacje stymulowanych mitogenem jednojadrzastych komérek krwi obwodowej
(PBMCs). PBMCs byty stymulowane przeciwciatami anty-CD3, fitohemaglutyning
(PHA) oraz zawiesing Staphylococcus aureus. Efekt dziatania Se-Le-30 okazat si¢ rozny
i zalezny od stymulatora.

Dlaczego Doktorant wybrat te konkretne mitogeny?

Nastepnie Doktorant ocenit wplyw Se-Le-30 na PBMCs stymulowane alloantygenem
stosujac test reakgji mieszanych limfocytéw. Test pokazuje aktywadje i proliferacje
limfocytow T i jest stosowany w testowaniu zgodnosci tkankowej podczas
przeszczepow. Frakcja Se-Le-30 hamowata proliferacje PBMCs stymulowanych
alloantygenem.

Badano takze wplyw Se-Le-30 na cytotoksycznosé¢ komérek NK. Jako komérki
docelowe dla NK wykorzystano linie komérkowa ludzkiej przewlekiej biataczki.
Stwierdzono obnizenie cytotoksycznosci komérek NK.

Kolejny etap to badanie wptywu Se-Le-30 na limfocyty T CD3+ produkujace
cytokiny. Doktorant stwierdzit, ze wybidrczo spada liczba limfocytow T CD3+
produkujacych TNF-a (czynnik martwicy nowotworu). Liczba limfocytow T CD3+
produkujacych interleukine IL-10, interferon IFN Y1 transformujacy czynnik
wzrostu TGF-f nie ulegta zmianie.

SE-LE-30 nie miat takze wplywu na produkcje nadtlenkéw przez granulocyty.

W Dyskusji Doktorant poréwnuje dziatanie frakeji Se-Le-30 i lentinanu. Z Dyskusiji
wynika, ze frakcja Se-Le-30 ma zdecydowanie bardziej wybidrcze, wezsze dziatanie




w poréwnaniu z lentinanem. Réznice w dziataniu Doktorant przypisuje sktadowi i
strukturze obu frakgji.

Ciekawe wydaje sig, ze frakcja Se-Le-30, bardziej ztozona niz frakcja zwana
lentinanem mimo to jest bardziej selektywna.

Publikacja nr 3

Doktorant kontynuowat charakteryzowanie wptywu Se-Le-30 na uklad
immunologiczny. Tym razem badat bezpodrednio limfocyty T i synteze cytokin.
Limfocyty T aktywowat przeciwciatami jednym lub dwoma.
Se-Le-30 hamowat proliferacje komérek CD4* T i CD8*T stymulowanych
przeciwciatem anty-CD3 a wzmacniat proliferacje CD4"* T i nie zmieniat proliferacji
CD8" T przy podwdjnej stymulacji przeciwciatami anty-CD3/CD28. Wptyw Se-Le-30
na pojawianie si¢ markeréw powierzchniowych CD69 i CD25 aktywacji komorek
CD4* Ti CD8" T réwniez zalezat od aktywadji pojedynczym lub dwoma
przeciwciatami. Polisacharyd obnizat procent komérek CD4*CD69* (wczesny
marker) po stymulacji jednym przeciwciatem i podwyzszat procent komdrek
CD4"CD69* stymulowanych przeciwciatami anty-CD3/CD28. Podobnie byto z
markerem CD25 pojawiajacym sie pozniej gdzie réwniez stymulacja dwoma
przeciwciatami dawata wyrazne réznice wplywu Se-Le-30.
Se-Le-30 miat znaczacy wplyw na produkgje cytokin. Stymulacja przeciwciatami
CD3/CD28 znaczaco podniosta iloéé interferonu INFy i interleukiny IL-6 i IL-10 po
dodaniu polisacharydu. W zasadzie ilog¢ IL-5 i IL-10 wydzielonych przez PBMCs byt
podobny niezaleznie od stymulagj przeciwciatami czy bez stymulagj. Polisacharyd
nie zmienit ilodci IL-2 i IL-4. Poziom IL-2 i IL-4 zostat obnizony po dodaniu
polisacharydu przy stymulacji anty-CD3.
Doktorant podejrzewa, ze receptor CR3 moze by¢ blokowany przez Se-Le-30 co
hamuje proliferacje limfocytéw T stymulowanych tylko przeciwciatem anty-CD3.

Dlaczego Doktorant uzyt mieszaniny przeciwciat CD3/CD28 do stymulacji
limfocytéw? Czy wiadomo jak dziata samo przeciwciato CD28? Czy nie zachodzi
prawdopodobieristwo, ze jedno przeciwcialo hamuie a drugie stymuluje proliferacje
co ogranicza pozadany efekt stymulacyiny?

W Dyskusji Doktorant poréwnuje uzyskane efekty frakcji Se-Le-30 na elementy
uktadu immunologicznego z badaniami wykonanymi dla innych frakeji takich jak
lentinan czy frakcja AHCC®, Niektdre efekty si¢ pokrywaja jak np. zwiekszanie
sekrecji interferonu IFNy przez komérki CD4+ i CD8*. Doktorant zwraca tez uwage
na praktyczne zastosowanie glukanu AHCC® jako wzmacniacza proliferacji komdrek
CD8' w szczepionce na grype.

Inne badania pokazaty np. ze glukany z L. edodes nie wplywaty na sekregje cytokin.
Trudno jednak do korica poréwnaé te badania ze wzgledu na rézne drogi podawania
glukanéw ochotnikom. Badania wykonane in vitro réwniez wymagaja dalszych
uzupetniel w badaniach in vivo.
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Z badan wyplywa wniosek, ze sklad frakcji, budowa glukanéw oraz sposéb podania
ma znaczenie i wymaga dalszych badari. Jedno jest pewne, komérki uktadu
immunologicznego posiadaja wiele receptoréw rozpoznajacych polisacharydy i z
tego powodu polisacharydy powoduja rézng odpowiedz ze strony tego uktadu. Ta
odpowiedz moze przechodzié przez rézne éciezki sygnatowe dlatego tez wyniki
otrzymane przez Doktoranta generuja nastepne pytania szczegolnie o konkretne
mechanizmy dziatania Se-Le-30.

Wyniki uzupelniajace

Doktorant zadat sobie pytanie czy Se-Le-30 dziata tylko na limfocyty T czy tez
na inne komorki uktadu immunologicznego.
Rycina 2 i 3 przedstawiaja odpowiednio wplyw Se-Le-30 na ekspresje markera
CD366 i CD279. Niezaleznie od tego czy badano wyizolowane limfocyty T czy cata
frakcje PBMCs uzyskano podobny profil dziatania Se-Le-30 na pojawianie sie
markeréw powierzchniowych (CD25, CD366 i CD279) i produkcje interferonu IFN-y,
czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a) i interleukiny IL6. Efekt byt jednak
wyrazniejszy dla PBMCs co pozwolito Doktorantowi zasugerowac, ze nie tylko
limfocyty T ulegaja wplywowi polisacharydu.
Doktorant pokazat takze wplyw polisacharydu na aktywacje szlaku sygnatowego
TCR badajac poziom fosforylacji biatek tego szlaku i stwierdzit hamowanie
fosforylacji w stymulowanych limfocytach T pod wptywem polisacharydu.

Whnioski
Doktorant w punktach podsumowuje wszystkie wyniki. Podsumowanie jest jasne i
zawiera najwazniejsze wnioski z badar.

Pytania do Doktoranta sa podkreslone w tekscie. Ponizej umiescitam pytania o
plany dalszych badan.

W jakim kierunku powinny zdazaé kolejne prace? Czy izolacja innych frakgiji czy
inne grzyby? Wydaje sie, ze mozna stworzyé wysoko selektywne frakcje.

Czy stwierdzone dziatanie Se-Le-30 na elementy ukladu immunologicznego pozwala
wnioskowac, ze ta frakgja polisacharydéw moze mieé korzystne dziatanie na ludzki
organizm i w jakich przypadkach?

Ocena koncowa

Stwierdzam, ze praca zawiera ogrom wynikow dotyczacych wplywu frakcji
polisacharydowej wzbogaconej selenem Se-Le-30 na rézne elementy uktadu
immunologicznego. Praca przegladowa stanowi dobre wprowadzenie do badan
przedstawionych w dalszej czesci rozprawy. Wybrane do rozprawy publikacje
stanowig spojna catosé.
Po przedstawieniu wynikéw i wynikéw dodatkowych Doktorant prawidlowo
podsumowuje i wycigga wnioski. Ostroznie proponuje ogdlny mechanizm dziatania
Se-Le-30. Pewne réznice wptywu Se-Le-30 obserwowane w hodowli izolowanych
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limfocytow T i w PBMCs sugeruja, ze polisacharyd moze dzialaé bezposrednio na
limfocyty T ale takze posrednio poprzez wplyw na populacje monocytéw i/lub
makrofagéw mogacych dalej oddziatywaé na limfocyty T. Badania dodatkowo maja
aspekt wdrozeniowy co w mojej ocenie stanowi dodatkowy atut tej pracy.
Promotorka rozprawy pani dr hab. nauk med. Beata Kaleta jest wspottworca
zgtoszenie patentowego P.438570 dotyczacego kompozycji farmaceutycznej
zawierajacej polisacharyd wzbogacony selenem a badania tego polisacharydu
wykonane przez Doktoranta sa wyraznie prowadzone pod katem medycznym.
Dodatkowo jestem pod wrazeniem duzego dorobku publikacyjnego Doktoranta.
Poza trzema publikacjami wigczonymi do rozprawy Doktorant jest wspétautorem
jeszcze szedciu innych publikacji. W sumie IF wszystkich publikacji to 46,326 i 1030
punktéw MEiN.

Whniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia warunki okreslone w
ustawie z dn. 20 lipca 2018 roku o stopniach i tytule naukowym (Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742). Cel pracy
zostat osiggniety, wyniki sa oryginalne a praca ma niepodwazalny walor poznawczy.
Dlatego wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie pana mgr. Aleksandra Roszczyka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na pokazny catkowity dorobek naukowy Doktoranta i wysoki IF
prac przedstawionych w rozprawie (IF trzech prac z rozprawy to 18,336), szerokie
ujecie tematu, zwigzle, jasne przedstawienie wynikéw, nie budzace watpliwosci
podsumowanie i wnioski stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o wyréznienie pracy
doktorskiej pana mgr Aleksandra Roszczyka.

Z powazaniem

Noowes Trotadle

Joanna Kruszewska



