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Wykaz skrótów  

• APC – ang. antigen-presenting cells, komórki prezentujące antygen 

• BSA – ang. bovine serum albumin, surowicza albumina wołowa 

• CD – ang. cluster of differentiation, kompleks różnicowania 

• CFU – ang. colony forming unit, jednostka tworząca kolonię 

• cRPMI – ang. complete Roswell Park Memorial Institute-1640 medium, podłoże 

RPMI-1640 zawierające 10% inaktywowanej termicznie surowicy bydlęcej oraz 1% 

antybiotyków 

• CTLA-4 – ang. cytotoxic T cell antigen 4, antygen-4 limfocytów cytotoksycznych T 

• DAPI – ang. 4′,6-diamidino-2-phenylindole, 4',6-diamidyno-2-fenyloindol 

• DC – ang. dendritic cells, komórki dendrytyczne (KD)  

• DC-SIGN – ang. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non-integrin, swoista dla komórek dendrytycznych nieintegryna wiążąca 

ICAM-3 

• DPANN – nadtyp w taksonomii archeonów, nazwa pochodzi od nazw typów 

składających się na ten nadtyp (Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, 

Nanohaloarchaeota, Nanoarchaeota) 

• DSB – ang. double-stranded breaks, dwuniciowe pęknięcia DNA  

• EDTA – ang. ethylenediaminetetraacetic acid, wodny roztwór kwasu 

etylenodiaminotetraoctowego 

• ELISA – ang. enzyme-linked immunosorbent assay, immunoenzymatyczny test fazy 

stałej  

• FBS – ang. fetal bovine serum, płodowa surowica bydlęca 

• FITC – ang. fluorescein isothiocyanate, izotiocyjanian fluoresceiny 

• FSC – ang. forward-scattered light, światło rozproszone równolegle do wiązki lasera 

• GM-CSF – ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, czynnik 

stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

• GVNP – ang. gas vesicle nanoparticles, pęcherzyki gazowe  

• HBM – ang. Halobacteria medium, podłoże do hodowli drobnoustrojów halofilnych, 

por. III.1.4. 
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• HRM – ang. horseradish peroxidase, peroksydaza chrzanowa 

• ICAM – ang. intercellular adhesion molecule, cząsteczka adhezji 

międzykomórkowej  

• IFN – ang. interferon, interferon 

• IL – ang. interleukin, interleukina  

• LFA – ang. leukocyte function-associated antigen, antygen powiązany z funkcjami 

leukocytów 

• LPS – ang. lipopolysaccharide, lipopolisacharyd  

• MHC – ang. major histocompatibility complex, główny układ zgodności tkankowej 

• Mo-DC – ang. monocyte-derived dendritic cells¸ komórki dendrytyczne pochodzenia 

monocytarnego  

• PAMP – ang. pathogen-associated molecular patterns, wzorce molekularne 

związane z patogenami 

• PBMC – ang. peripheral blood mononuclear cell, jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej 

• PBS – ang. phosphate buffered saline, buforowana fosforanem sól fizjologiczna 

• PD-1 – ang. programmed death receptor 1, receptor programowanej śmierci 1 

• PE – ang. phycoerythrin, fikoerytryna  

• PI – ang. propidium iodide, jodek propidyny 

• PRR ang. pattern recognition receptors, receptory rozpoznające wzorce 

• rGM-CSF – ang. recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor, rekombinowany ludzki czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów 

i makrofagów 

• rIL-4 – ang. recombinant human interleukine-4, rekombinowana ludzka  

interleukina-4 

• SEB – ang. Staphylococcal enterotoxin B, enterotoksyna gronkowcowa typu B, 

superantygen SEB 

• SSB – ang. single-stranded breaks, jednoniciowe pęknięcia DNA 

• SSC – ang. side-scattered light, światło rozproszone prostopadle do wiązki lasera  
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• TACK – nadtyp w taksonomii archeonów, nazwa pochodzi od nazw typów 

składających się na ten nadtyp (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, 

Korarchaeota) 

• TCR – ang. T-cell receptor, receptor limfocytu T 

• TLR – ang. toll-like receptors, receptory toll-podobne 

• TMB – ang. 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine, 3,3’,5,5’- tetrametylobenzydyna 

• TNF – ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworów 
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I. Wprowadzenie 

I.1. Odkrycie archeonów oraz ich podział taksonomiczny  

Archaea to domena jednokomórkowych, pozbawionych jądra komórkowego organizmów 

żywych, posiadających unikalne cechy odróżniające je od bakterii oraz eukariontów [1, 2]. 

Pierwotnie, archeony wraz z bakteriami opisywane były jako jedna grupa – Monera [3], 

jednak wyniki badań prowadzonych przez Woese i Fox w 1977 r. stały się podstawą do 

rozdzielenia tych organizmów na poziomie taksonomicznym [4]. Na podstawie badań 

filogenetycznych 16S rRNA (u prokariontów) i 18S rRNA (u eukariontów) zaproponowano 

drzewo filogenetyczne obejmujące trzy grupy: 1. „typowe bakterie”, 2. eukarionty,  

oraz 3. „bakterie” metanogenne [4]. W 1990 Woese i wsp. zaproponowali ostateczny podział 

organizmów żywych na trzy domeny: Eukarya, Bacteria oraz Archaea [5, 6]. Rozwój technik 

biologii molekularnej (m.in. sekwencjonowanie całych genomów czy badanie 

niehodowalnych drobnoustrojów) [1] pozwolił na nowe podejście do klasycznego drzewa 

filogenetycznego. Obecny podział wskazuje na dwie dominujące linie ewolucyjne [1]. 

Pierwsza obejmuje bakterie oraz organizmy wchodzące w skład nowo proponowanej grupy 

Candidate Phyla Radiation (obecnie brak polskiej nazwy). Drugą linię stanowią archeony 

oraz eukarionty, które według tej systematyki, stanowią odgałęzienie od głównej grupy 

Archaea [1]. Podział ten, zaprezentowany na Rycynie 1 [Ryc. 1.], odzwierciedla stopień 

podobieństwa genetycznego organizmów żywych [1]. 

Obecnie archeony są podzielone na trzy nadtypy (superphylum) – Asgard, DPANN (od 

nazwy typów składających się na nadtyp: Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, 

Nanohaloarchaeota, Nanoarchaeota) i TACK (od nazwy typów składających się na nadtyp: 

Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota) oraz jeden typ (phylum) – 

Euryarchaeota [6, 7].  
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Ryc. 1. Drzewo życia. Jedna z metod oceny filogenetycznego podobieństwa organizmów żywych, opierająca się na 
podobieństwie genetycznym. Domeny Archaea oraz Bacteria są od siebie oddzielone, natomiast domena Eukarya 
jest opisana jako „gałąź” domeny Archaea. Wprowadzono pojęcie nowej domeny – Candidate Phyla Radiation [1]. 
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Archeony stanowią interesującą dla naukowców domenę z kilku powodów. Są one istotnym 

obiektem badań związanych z pochodzeniem życia na Ziemi oraz wzajemnych powiązań 

między trzema domenami organizmów żywych. Ponadto, archeony są określane mianem 

„ekstremofili”, czyli organizmów zdolnych do życia w ekstremalnych warunkach 

środowiska. Mimo, że nie wszystkie ekstremofile to archeony (oraz nie wszystkie 

drobnoustroje z domeny Archaea to ekstremofile), to stanowią one dominujące organizmy 

żyjące w skrajnie niekorzystnych ekosystemach. Archeony stanowią również interesujący 

obiekt badań biotechnologów, m.in. ze względu na wytwarzanie enzymów zdolnych do 

działania w wysokiej temperaturze, czy astrobiologów poszukujących cech drobnoustrojów 

mogących stanowić dowód życia poza Ziemią [2].  

I.2. Budowa i podział archeonów 

Archeony (Archaea) są jednokomórkowymi drobnoustrojami, morfologicznie zbliżonymi do 

bakterii [8] – komórki mogą występować pojedynczo lub w większych grupach, a ich kształt 

może przybierać formy kuliste, cylindryczne, spiralne lub nieregularne. Średnica oraz 

długość komórek archeonów są również zbliżone do bakteryjnych i wynoszą, odpowiednio 

0,1-15 µm i 0,1-20 µm [8]. Archeony łączą w sobie cechy bakterii oraz eukariontów. Analiza 

genów związanych z replikacją, transkrypcją oraz translacją u Archaea wykazała 

podobieństwo do tych występujących u Eukarya, natomiast geny związane z procesami 

metabolicznymi są bardziej zbliżone do Bacteria [9]. Najważniejsze różnice między 

domenami Archaea oraz Bacteria i Eukarya zostały zebrane w Tabeli 1 [Tabela 1.]. 

Drobnoustroje z domeny Archaea charakteryzuje się również zestawem unikalnych cech, 

których nie posiadają inne organizmy, m.in.: odrębnym rodzajem flageliny – archaellum 

[10], zdolnością do metanogenezy [11] czy brakiem gatunków patogennych [7, 12].  

Pośród drobnoustrojów z domeny Archaea, można wyróżnić 4 grupy, podzielone według ich 

unikalnych cech biochemicznych oraz wymagań środowiskowych [13]:  

• Archeony metanogenne (metanogeny) – drobnoustroje zamieszkujące głównie 

środowiska beztlenowe, które posiadają zdolność produkcji metanu ze związków 

zawierających węgiel (przede wszystkim CO2) 

• Archeony halofilne (halofile) – drobnoustroje żyjące w warunkach bardzo wysokiego 

zasolenia m.in. w salinach, czy naturalnych słonych jeziorach 
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• Thermococcales – archeony obligatoryjnie beztlenowe oraz hipertermofilne 

(optymalna temperatura wzrostu może przekraczać 80°C), bytujące głównie  

w źródłach termalnych oraz kominach hydrotermalnych  

• Sulfolobales – organizmy tlenowe, termofilne i acidofilne (optymalna temperatura 

wzrostu wynosi między 70 a 85°C, natomiast optymalne pH to 2,0-3,0) izolowane 

m.in. z gorących źródeł w Parku Narodowym Yellowstone  

 

Tabela 1. Różnice między domenami Bacteria, Archaea oraz Eukarya. Opracowano na podstawie [7]. 

Cecha Bacteria Archaea Eukarya 

Jądro komórkowe Brak Brak Obecne 

Organelle komórkowe Brak Brak Obecne 

Introny spliceosomowe Brak Brak Obecne 

Kształt chromosomu Kolisty i liniowy Kolisty Liniowy 

Operony Obecne Obecne Rzadkie 

Polimeraza RNA Bakteryjna 
Zbliżona do 

eukariotycznej 
Eukariotyczna 

Polimeraza DNA Bakteryjna 
Zbliżona do 

eukariotycznej 
Eukariotyczna 

Typ rybosomów 70S 70S 80S 

Początek translacji 

(aminokwas) 
Formylometionina Metionina Metionina 

Histony Brak Obecne Obecne 

Peptydoglikan Tak 

Brak,  

pseudo-peptydoglikan u 

niektórych 

Brak 

Ruchliwość Flagelina bakteryjna Archaellum Flagelina eukariotyczna 

Lipopolisacharyd Obecny Brak Brak 

Lipidy błonowe Wiązania estrowe Wiązania eterowe Wiązania estrowe 

Metanogeneza Brak Obecna Brak 

Fotosynteza tlenowa Obecna Brak Obecna 

Formy przetrwalne Obecne Brak Obecne 

Patogenność dla człowieka Istnieje Brak Istnieje 

I.2.1. Struktury zewnątrzkomórkowe u Archaea 

 U wielu przedstawicieli domeny Archaea występują unikalne struktury 

zewnątrzkomórkowe, które pełnią istotną rolę m.in.: w adhezji, tworzeniu biofilmu czy 

poruszaniu się drobnoustrojów [8, 14].  
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Wiele gatunków archeonów wykazuje zdolność do chemo- oraz fototaksji. W celu 

odpowiedzi na zmieniające się warunki środowiska, archeony wykształciły specyficzne 

organelle umożliwiające ruch zwane archaellami [15]. Archaellum jest szeroko 

rozpowszechnione wśród drobnoustrojów z domeny Archaea – obserwowano je zarówno 

wśród organizmów metanogennych, halofili, termofili czy termoacydofili [15]. Jest to 

białkowa struktura w kształcie prawoskrętnej helisy, zbudowana z rdzenia oraz filamentu  

[8, 14]. Mimo morfologicznego podobieństwa do bakteryjnych rzęsek, archaellum jest 

całkowicie odrębną strukturą – w genomie archeonów nie zidentyfikowano żadnego genu 

powiązanego z bakteryjnymi rzęskami [16]. Zaobserwowano również, że główne białka 

filamentu archaellum syntetyzowane są w formie prebiałek, z krótkimi fragmentami 

sygnałowymi, które są usuwane przed przyłączeniem białek do struktury filamentu. 

Podobnego mechanizmu nie zaobserwowano w przypadku rzęsek bakteryjnych [16]. 

Wykazano natomiast wysoki poziom homologii między białkami budującymi bakteryjne pile 

typu IV, a białkami występującymi w archaellum zwanymi archaelinami [8]. Oprócz ruchu, 

archaellum może brać również udział w adhezji archeonów do innych komórek,  

a w konsekwencji do powstawania biofilmów [8].  

Kolejną strukturą zewnątrzkomórkową archeonów są pile, powodujące agregację komórek 

oraz tworzenie struktur biofilmu [8]. Jest to struktura zbliżona do pili bakteryjnych typu IV, 

ale posiadająca własną, unikalną strukturę [15] – dwie podjednostki tworzące pile są 

upakowane w formie helis i/lub pierścieni [8].  

Ciekawą i unikalną strukturą zewnątrzkomórkową archeonów są organelle przypominające 

haczyki opisane w nomenklaturze jako hamus (łac. hak, haczyk na ryby; l.m. hami) [17].  

Ich obecność opisano u archeonów (ziarniaki o średnicy 0,6 µm) wyizolowanych z wody  

z zimnych (około 10°C), siarkowych bagien [17]. „Haczyki” opisano jako struktury mające 

około 1 – 3 µm długości, 7 – 8 nm szerokości, przypominające wyglądem drut kolczasty, 

które są stabilne w szerokim zakresie temperatur (0 – 70°C) oraz pH (0,5 – 11,5 pH) [17]. 

Na ich końcach zaobserwowano „przyczepione” bakterie towarzyszące archeonom [17].  

Są to struktury zaangażowane prawdopodobnie w powstawanie mieszanych biofilmów 

międzygatunkowych [8].  
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I.2.2. Ściana komórkowa, warstwa S oraz błona komórkowa u Archaea 

Archeony w większości posiadają ścianę komórkową pozbawioną LPS  

(ang. lipopolysaccharide, lipopolisacharyd), a w miejsce bakteryjnego peptydoglikanu  

u niektórych gatunków Archaea występuje pseudomureina [8, 14]. W przeciwieństwie do 

bakteryjnego peptydoglikanu zbudowanego z kwasu N-acetylomuraminowego połączonego 

wiązaniami β-1,4 z D-N-acetyloglukozaminą, pseudomureina jest zbudowana z kwasu  

L-N-acetyltalosaminuronowego połączonego wiązaniami β-1,3 z D-N-acetyloglukozaminą 

[18].  

Niemal u wszystkich drobnoustrojów reprezentujących domenę Archaea występuje 

zewnętrzna warstwa (warstwa S) o grubości 5-25 nm, zbudowana z białek i/lub glikoprotein 

charakteryzujących się dużą zawartością aminokwasów kwaśnych i hydrofobowych. 

Struktura ta pozwala zachować kształt komórek oraz stanowi ochronę przed środowiskiem 

zewnętrznym [8, 9, 14]. Niektóre archeony nie posiadają ściany komórkowej, a jedynie 

warstwę S, która stanowi ich jedyną warstwę ochronną [8]. 

Błona komórkowa archeonów, choć zbudowana z glicerofosfolipidów, podobnie jak  

u Bacteria oraz Eukarya, charakteryzuje się jednak niespotykaną budową. Archeony nie 

posiadają w swojej błonie komórkowej D-glicerolu jak inne organizmy, lecz L-glicerol [8]. 

Unikalną cechą Archaea jest obecność wiązań eterowych między glicerolem a izoprenoidami 

błony komórkowej, w przeciwieństwie do wiązań estrowych występujących u bakterii oraz 

eukariontów. Wiązania eterowe są bardziej stabilne niż wiązania estrowe, co może 

przekładać się na zdolność archeonów do zasiedlania ekstremalnych środowisk [7, 8, 14]. 

Niektóre archeony halofilne posiadają w swojej błonie komórkowej związki o barwie 

fioletowej, czerwonej lub purpurowej. Jednym z nich jest bakterioruberyna, czerwony 

barwnik z grupy karotenoidów, występujący m.in. u Halobacterium halobium, 

Halobacterium salinarum czy Halorubrum sodomense. W błonie komórkowej 

Halobacterium halobium występuje również bakteriorodepsyna – barwnik purpurowy [8]. 

W komórkach archeonów może występować również przestrzeń periplazmatyczna między 

błoną cytoplazmatyczną a warstwą S [8]. 
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I.2.3. Budowa wewnętrzna oraz metabolizm Archaea  

Wnętrze komórek archeonów nie jest podzielone systemem błon. Archeony nie posiadają 

mitochondriów, retikulum endoplazmatycznego, lizosomów, czy też aparatu Golgiego  

[8, 14]. Budowa rybosomów archeonów również jest podobna do budowy rybosomów 

bakteryjnych – rybosomy występują w formie 70S zbudowane z dwóch podjednostek: dużej 

50S oraz małej 30S [7, 8, 9]. Archeony nie posiadają jądra komórkowego, ani błony jądrowej. 

Genom archeonów ma formę kolistą i jest ściśle upakowany w formie nukleoidu [8, 9], 

jednak w odróżnieniu od bakterii, archeony posiadają również białka histonowe, co łączy 

domeny Archaea oraz Eukarya [7, 8, 9]. Ponadto, w komórkach archeonów występuje 

pozachromosomowy DNA w formie plazmidów [8].  

Większość z dotychczas poznanych archeonów to drobnoustroje pozyskujące energię  

w warunkach beztlenowych [8]. Dobrze poznane są procesy występujące u archeonów 

metanogennych polegające na uzyskaniu energii poprzez syntezę metanu m.in. z dwutlenku 

węgla czy cząsteczkowego wodoru [8], a także proces odwrotny polegający na utlenieniu 

metanu czyli odwróconej metanogenezy [8]. Archeony wykorzystują również inne związki 

jako źródła energii, m.in. alkohole, octany, jabłczany, aminokwasy czy mono- oraz 

polisacharydy [8]. Początkowy aminokwas w białkach archeonów oraz eukariontów to 

metionina, w odróżnieniu od bakteryjnej N-formylometioniny [7]. Metabolizm archeonów 

ma znaczenie w badaniach nad tą grupą drobnoustrojów – duża część z nich to organizmy 

niehodowalne w warunkach laboratoryjnych [14]. 

I.3. Archeony jako składnik ludzkiego mikrobiomu 

Organizmy eukariotyczne, oraz żyjące z nimi w ścisłej symbiozie prokarionty, oddziałują na 

siebie wzajemnie oraz mogą podlegać wspólnej ewolucji. Drobnoustroje kolonizujące 

makroorganizm stanowią mikrobiotę, natomiast genom mikrobioty nazywany jest 

mikrobiomem [19]. Wiele czynników, takich jak: wiek, dieta, stosowanie antybiotyków, 

geograficzny obszar występowania, a nawet sposób porodu, wpływa na skład mikrobiomu 

[20]. Każda tkanka organizmu mająca bezpośredni kontakt ze środowiskiem zewnętrznym 

charakteryzuje się obecnością specyficznego mikrobiomu. Z dotychczasowych badań 

wynika, że największa różnorodność mikroorganizmów występuje w jelitach. Wiele prac 
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podkreśla wyjątkową rolę tej mikrobioty w stymulacji układu odpornościowego, syntezie 

witamin (m.in. biotyna, tiamina, ryboflawina), produkcji krótkołańcuchowych kwasów 

tłuszczowych, jak również w oddziaływaniu między mózgiem a jelitami [19, 20].  

W organizmie gospodarza wyróżnia się różne drobnoustroje, stanowiące część naturalnej 

mikrobioty, charakterystyczne dla określonych miejsc, jak np.: w jamie ustnej – 

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Fusobacterium spp., Actinomyces spp.; na 

powierzchni oka – Acinetobacter spp. i Aeribacillus spp.; na powierzchni skóry – 

Staphylococcus spp., Bacteroidetes, Proteobacteria; oraz w jelitach: Bacteroides spp., 

Prevotella spp., Ruminococcus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp., 

Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Lactobacillus spp [19].  

Archaea są to organizmy w większości ekstremofilne czyli zdolne do przeżycia w skrajnych 

warunkach środowiska – wysokiej/niskiej temperaturze, środowisku kwasowym/zasadowym 

lub o wysokim stężeniu soli [21, 22]. W ostatnich latach nastąpił szereg odkryć wskazujących 

na obecność i znaczenie archeonów w ludzkiej mikrobiocie.  

W literaturze anglojęzycznej wprowadzono pojęcie „archaeome” oznaczające udział 

archeonów jako ważnego składnika ludzkiego mikrobiomu [7, 23]. U człowieka archeony 

znajdują się głównie na skórze (przedstawiciele typu Thaumarchaeota [24]) oraz w jelitach 

(Methanobrevibacter smithii oraz Methanosphaera stadtmanae) [7]. Archeony z różnych 

grup, takich jak: Methanobacteriales, Methanomassiliicoccales, Methanomicrobiales, 

Methanosarcinales, Halobacteriales, czy przedstawiciele nadtypu DPANN stanowią 

składową mikrobioty człowieka [7]. Najwcześniej wyizolowane oraz wyhodowane  

w warunkach laboratoryjnych zostały archeony metanogenne pochodzące z mikrobioty jelita 

grubego: Methanobrevibacter smithii, Methanosphaera stadtmana i Methanomassiliicoccus 

luminyensis [23]. Wiedza na temat funkcji archeonów metanogennych w ludzkiej 

mikrobiocie jest nadal niewystarczająca. Zauważono m.in. zwiększoną obecność archeonów 

metanogennych u osób otyłych przy jednoczesnym spadku ilości metanogenów po 

operacyjnym zmniejszeniu wagi [25]. Badania na myszach wykazały, że obecność M. smithii 

jest skorelowana ze zwiększonym poziomem krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych, 

co przekłada się na większe wchłanianie energii w jelitach [25]. Obserwowano również 

związek między obecnością metanogenów, a występowaniem nieswoistego zapalenia jelit – 

u 30% pacjentów z chorobą Crohna wykryto archeony metanogenne w porównaniu do 48% 
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u zdrowych osób. Ponadto, u pacjentów z paradontozą częściej obserwowano archeony 

metanogenne w jamie ustnej niż u osób zdrowych [25]. Poza drobnoustrojami 

metanogennymi, w prókach kału rozpoznano i wyizolowano przedstawicieli rzędu 

Halobacteriales (np. Haloferax massiliensis) w materiale zarówno od osób zdrowych, jak  

i od pacjentów z nieswoistym zapaleniem jelit [7, 26, 27]. Jednakże w literaturze brak jest 

obecnie informacji na temat powiązań między halofilami a ludzkim mikrobiomem – nie ma 

pewności czy te drobnoustroje stanowią składnik mikrobioty czy ich obecność jest 

przejściowa i związana ze spożywaniem słonych pokarmów [7, 27]. Oxley i wsp. [28] 

wskazali, że część archeonów halofilnych zidentyfikowanych w próbkach kału od pacjentów 

z nieswoistym zapaleniem jelit to drobnoustroje środowiskowe izolowane m.in. ze słonych 

jezior lub z solonych krewetek [28]. Mimo odkrywania coraz większej liczby gatunków 

archeonów powiązanych z makroorganizmami lub żyjącymi wolno w środowisku, nadal nie 

opisano żadnego gatunku chorobotwórczego z domeny Archaea [7].  

I.4. Charakterystyka archeonów halofilnych  

Pojęciem archeonów halofilnych (halofili) określa się drobnoustroje należące do klasy 

Halobacteria w typie Euryarcharota domeny Archaea [29]. Halofile, w zależności od 

klasyfikacji, tolerują lub wymagają do wzrostu wysokich stężeń soli NaCl lub KCl [21]  

i zasiedlają słone jeziora, saliny, solanki, kopalnie soli kamiennej oraz samą sól, a przez to 

również występują w słonych potrawach [21, 29-31]. W literaturze spotyka się podział 

halofili na organizmy halotolerancyjne (około 0,3 M NaCl), halofilne (około 0,2-2,0 M NaCl) 

oraz skrajnie halofilne (około 3,0-5,0 M NaCl) [31]. Halofile morfologicznie przypominają 

inne archeony – ziarniaki, pałeczki, lub tworzą formy pleomorficzne [21] np. komórki 

Haloquadratum walsby o strukturze zbliżonej do kształtu sześcianu [32]. Biochemia halofili 

stanowi dowód na ich przystosowanie do panującego środowiska – większość enzymów 

wymaga do prawidłowego działania wysokiego stężenia NaCl lub KCl (3 – 4 M), budowa 

białek jest odporna na wysokie zasolenie (duży udział aminokwasów kwasowych, przy 

znikomym udziale aminokwasów zasadowych), a obecność bakterioruberyny i innych 

karotenoidów w błonie komórkowej chroni te drobnoustroje przed wpływem światła 

słonecznego [21].  
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Interesującym zagadnieniem jest wyjątkowa „długowieczność” archeonów halofilnych. 

Zaobserwowano m.in. obecność halofili w próbkach halitów z Doliny Śmierci w USA 

liczących 22 000 – 34 000 lat [33]. Mikroorganizmy w takich środowiskach były narażone 

przez długi czas na działanie wysokiej temperatury, okresowe wysychanie, niską dostępność 

substancji odżywczych (źródeł węgla, fosforu i azotu) oraz wysoki poziom promieniowania 

UV [34]. Halofile wykształciły unikalne mechanizmy, pozwalające przeżyć w tak 

niekorzystnych warunkach. Haloquadratum walsbyi wytwarza białko zbudowane z 9159 

aminokwasów zwane halomucyną, które jest wydzielane na zewnątrz komórek i tworzy 

„chmurę” magazynującą wodę oraz stanowi ochronę drobnoustroju przed fagami [34].  

Z kolei Haloferax volcanii wykorzystuje zewnątrzkomórkowe DNA obecne w środowisku 

jako źródło węgla, fosforu i azotu [34].  

Większość badań nad przystosowaniem halofili do warunków wysokiego zasolenia 

przeprowadzono z wykorzystaniem dwóch organizmów modelowych - Halobacterium 

salinarum (Halobacteriaceae) oraz Haloarcula marismortui (Haloarculaceae) [35]. 

Drobnoustroje z klasy Halobacteria ulegają lizie po umieszczeniu w środowisku o niskiej 

zawartości soli – glikoproteiny w ich ścianie komórkowej potrzebują wysokiego stężenia soli 

by utrzymać swoją strukturę [35]. Badania wewnątrzkomórkowego stężenia jonów 

wykazały, że halofile utrzymują równowagę osmotyczną dzięki wysokiemu stężeniu 

kationów potasowych (K+), natomiast aniony chlorkowe (Cl-) utrzymują w równowadze 

wewnątrzkomórkowe kationy. Jony sodowe (Na+) są obecne w komórce w dużo niższym 

stężeniu niż kationy potasowe (K+) [35]. Badania Engel i Catchpole [36] wykazały, iż 

Halobacterium salinarum hodowane na agarze peptonowym zawierającym 4,28 M NaCl, 

0,036 M K oraz inne sole, zawierały w swoich komórkach stężenie jonów potasowych 110 

razy większe niż w podłożu, natomiast stężenie kationów sodowych wewnątrz komórek 

archeonów wynosiło 0,3 zawartości podłoża [36]. Możliwość utrzymania takich stężeń 

jonów wymaga od archeonów halofilnych posiadania wielu rodzajów kanałów jonowych, 

przez które określone jony mogą przechodzić pasywnie, a do transportu kolejnych konieczne 

są pompy jonowe wymagające udziału energii w formie ATP [35].  

Archeony halofilne posiadają również szereg przystosowań na poziomie enzymatycznym.  

W wyniku zsekwencjonowania genomu Halobacterium sp. NRC-1 wykazano, iż 
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drobnoustrój ten posiada nadmiar aminokwasów kwasowych (kwas glutaminowy oraz kwas 

asparaginowy) przy jednoczesnym niedoborze aminokwasów zasadowych (lizyna i arginina) 

[37]. Dalsze badania potwierdziły kwasową naturę białek występujących u wszystkich 

badanych drobnoustrojów z klasy Haloarchaea [37].  

Każdego roku opisywane są nowe gatunki archeonów halofilnych. Obecnie, baza PubMed 

po wpisaniu hasła „halophilic archaea” wyświetla ponad 2200 publikacji naukowych (dane 

na grudzień 2022). Jedną z ciekawszych baz danych powstałych w ostatnich latach jest 

projekt HaloDom, dokumentujący informacje o wszystkich organizmach halofilnych.  

W momencie utworzenia (2018 r.) w bazie tej było zebranych ponad 1000 gatunków z 

różnych domen organizmów żywych. Obecnie opisanych jest łącznie 1267 gatunków 

bakterii, archeonów oraz eukariontów halofilnych [38]. 

I.4.1. Charakterystyka badanych szczepów – Halorhabdus rudnickae oraz 

Natrinema salaciae  

Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae to dwa gatunki archeonów halofilnych, 

opisanych przez zespół naukowców z Uniwersytetu w Coimbrze w Portugalii, kierowany do 

2020 roku przez prof. Miltona S da Costę [39, 40]. Schematyczne drzewo taksonomiczne 

obu drobnoustrojów zamieszczono na Rycinie 2 [Ryc. 2.]. Gatunek Halorhabdus rudnickae 

(Hrd. rudnickae) po raz pierwszy został opisany w 2016 roku przez Albuquerque i wsp. [39]. 

Hrd. rudnickae to Gram-ujemne nieruchliwe ziarniaki (około 0,8-1,0 µm średnicy), 

wytwarzające czerwone kolonie na podłożu Halobacteria. Zostały wyizolowane z próbki 

wody pobranej z poeksploatacyjnego otworu wiertniczego E 632, znajdującego się na terenie 

obszaru górniczego Barycz, należącego do Kopalni Soli "Wieliczka". Optymalna 

temperatura wzrostu tych drobnoustrojów to około 40°C (brak wzrostu przy 15°C oraz 

60°C), optymalne pH to 6,5-7,5 (brak wzrostu przy pH 5,0 i 9,5), zakres zasolenia to  

5,0% – 30% NaCl, optymalnie 20% NaCl. Zawartość par G+C w DNA szczepu Hrd. 

rudnickae wynosi 61,2 ± 0,4 mol%. Pełna nazwa szczepu to Halorhabdus rudnickae WSM-

64T. Opisano również szczep Halorhabdus rudnickae WSM-66 – podobieństwo 

filogenetyczne 16s rRNA między szczepami WSM-66 oraz WSM-64T jest na poziomie 

>99,7% [39].  
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Ryc. 2. Drzewo taksonomiczne Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae. Rycina wykonana z wykorzystaniem 
narzędzia on-line https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi 

 

Gatunek Natrinema salaciae (N. salaciae) został opisany w 2012 roku przez Albuquerque  

i wsp. [40] N. salaciae to Gram-ujemne, nieruchliwe pleomorficzne komórki o kształcie 

pałeczek lub ziarniaków (1,0 – 3,0 µm długości i 0,8 – 1,5 µm szerokości), wytwarzające 

czerwone kolonie na podłożu Halobacteria. Zostały wyizolowane z solanki z Jeziora Medee 

położonego w Basenie Morza Śródziemnego, z głębokości 3050 m. Optymalna temperatura 

wzrostu to 45°C (brak wzrostu przy 25°C oraz 55°C), optymalne pH to 7,0 – 8,0 (brak 

wzrostu przy pH 6,0 i 9,5), zakres zasolenia to 9,9% do 29,8% NaCl, optymalny zakres to 

15% – 19,8% NaCl. Zawartość par G+C w DNA szczepu N. salaciae wynosi 63,0 ± 

0,5mol%. Pełna nazwa szczepu to Natrinema salaciae MDB25T[40].  

Różnice między Hrd. rudnickae 64 i N. salaciae zestawiono w Tabeli 2 [Tabela 2.], a obraz 

morfologiczny przedstawiono na Rycinie 3 [Ryc. 3.].  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi
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Tabela 2. Tabela porównawcza Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, na podstawie [39, 40]. 

Charakterystyka 

Halorhabdus rudnickae 

WSM-64T / Halorhabdus 

rudnickae WSM-66 

Natrinema salaciae 

MDB25T 

Morfologia ziarniaki formy pleomorficzne 

Rozmiar komórki 0,8-1,0 µm 0,8-1,5 x 1,0-3,0 µm 

Optimum zasolenia wymagane do 

wzrostu 
20% 15 – 19,8% 

Jony MgCl2 wymagane do wzrostu nie nie 

Hydroliza skrobi tak tak 

Zawartość G+C % 61,0% 63,0% 

Wymagana temperatura: 

zakres 20-57,5°C 30-52,5°C 

optimum 40°C 45°C 

Wymagane pH: 

zakres 5,5-9,0 6,5-9,0 

optimum 6,5-7,5 7,0-8,0 

Wrażliwość na: 

bacytracynę nie nie 

afidikolinę nie tak 

ryfamycynę b nie nie 

 

Ryc. 3. Obrazy preparatów mikroskopowych przedstawiających Gram-ujemne drobnoustroje halofilne: Hrd. rudnickae 64 
oraz N. salaciae, preparat barwiony metodą Grama, pow. 10x100, immersja. Zdjęcie własne. 
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I.5. Zastosowanie archeonów w przemyśle i medycynie  

Archeony są obecne w niemal każdym środowisku na Ziemi, w tym w wielu środowiskach 

opisywanych jako ekstremalne [41]. Archeony halofilne jak i inne drobnoustroje 

ekstremofilne są badane przede wszystkim ze względu na ich potencjał biotechnologiczny. 

Badana i optymalizowana jest zdolność archeonów do wytwarzania metanu, wodoru 

cząsteczkowego H2, czy polihydroksyalkanianów [41]. Trwają prace nad wykorzystaniem 

m.in. halofilnych enzymów aktywnych w warunkach wysokiego zasolenia, przemysłowej 

produkcji bakteriorodopsyny, a także zastosowaniem archeonów do bioremediacji terenów 

skażonych wysoką zawartością soli, czy produkcji fermentowanej żywności [42].  

Archeony są również badane pod względem ich wykorzystania w medycynie. Jednym  

z obiecujących komponentów są archeocyny. Są to peptydy przeciwdrobnoustrojowe 

produkowane przez archeony, o bardzo wąskim spektrum działania (przeciwko 

drobnoustrojom blisko spokrewnionym ze szczepem produkującym) [43]. Najlepiej poznane 

są halocyny, produkowane przez drobnoustroje z rzędu Halobacteriales oraz sulfobiocyny 

wytwarzane przez drobnoustroje z rzędu Sulfolobales [43].  

I.5.1. Archeosomy i pęcherzyki gazowe jako potencjalne komponenty do 

produkcji szczepionek [Publikacja 1] 

Archeosomy to liposomy o wielkości 20-1000 nm zawierające przynajmniej jeden 

archeonowy polarny lipid, który w przeciwieństwie do wiązań estrowych lipidów 

eukariotycznych, posiada wiązania eterowe. Błona archeosomów może składać się z warstwy 

podwójnej zbudowanej z lipidów dieterowych, zwanych archaeolami lub warstwy 

pojedynczej zbudowanej z lipidów tetraeterowych zwanych kaldarcheolami. Może również 

zawierać oba komponenty. Unikalna struktura błony archeosomów stanowi ich przewagę w 

porównaniu do tradycyjnych liposomów – zachowują większą stabilność w szerokim 

przedziale pH (od 2,0 do 10,0), są termostabilne (4°C – 65°C) i wykazują silniejszy efekt 

immunostymulujący [44].  

W modelach zwierzęcych wykazano, że archeosomy są dobrze tolerowane przez 

makroorganizm oraz wzbudzają silną odpowiedź humoralną i komórkową skierowaną 

przeciwko transportowanym antygenom [44]. Obecnie stosuje się dwie metody wytwarzania 
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archeosomów. Obie techniki wymagają wyizolowania lipidów z archeonów 

(metanogennych, halofilnych lub termoacidofilnych) oraz ich oczyszczenia  

z wykorzystaniem metod chromatograficznych. W metodzie pierwszej cienka warstwa 

lipidów jest uwadniana w roztworze zawierającym antygeny, w celu otrzymania docelowych 

archeosomów. Wadą tego procesu jest wysoka zmienność i niska wydajność pochłaniania 

antygenów (od 5% do 40%). W drugiej metodzie do wcześniej przygotowanych, pustych  

w środku archeosomów dodaje się antygen w formie rozpuszczonej [44]. Ukazało się wiele 

prac w których opisano wykorzystanie archeosomów jako nośników antygenów 

bakteryjnych (Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae), 

pasożytniczych (Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni) oraz wirusowych (wirus 

zapalenia wątroby typu B, wirus zapalenia wątroby typu C, wirus brodawczaka ludzkiego-

16, wirus grypy) [44]. Na modelu mysim wykazano m.in., iż szczepionka przeciwko prątkom 

M. tuberculosis, oparta o archeosomy indukowała istotnie silniejszą produkcję IFN-γ  

(ang. interferon, interferon) oraz IL-12 (ang. interleukin, interleukina) w porównaniu do 

powszechnie stosowanej szczepionki Mycobacterium bovis Bacille Calmette-Guérin. 

Wykorzystanie archeosomów jako nośników antygenów szczepionkowych posiada wiele 

zalet. W porównaniu do liposomów, archeosomy są bardziej odporne na niskie i wysokie pH 

oraz na skrajne temperatury, a także wyróżniają się większą odpornością na stres 

oksydacyjny i działanie soli żółciowych [44]. Dzięki wysokiej termostabilności, preparaty 

zawierające archeosomy mogą być sterylizowane, oraz zachowują swoje właściwości  

w wysokiej temperaturze. Badania in vivo na zwierzętach laboratoryjnych wykazały, iż 

archeosomy podawane śródskórnie są dobrze tolerowane przez organizm i nie powodują 

skutków ubocznych [44]. Jednakże, istnieją dwa poważne problemy w masowym 

zastosowaniu archeosomów jako nośników antygenów szczepionkowych. Pierwszym z nich 

jest brak powtarzalności otrzymanych struktur – archeosomy izolowane są z komórek 

archeonów  

i przez to są zróżnicowane ze względu na rodzaj komórek oraz fazę wzrostu drobnoustroju. 

Drugą przeszkodą jest niska efektywność „zamykania” antygenów szczepionkowych  

w archeosomach, co w konsekwencji prowadzi do wydłużenia procesu przygotowania 

szczepionek oraz zwiększonych kosztów. Oba problemy mogą zostać rozwiązane dzięki 
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ulepszeniu technik wytwarzania archeosomów, m.in. poprzez tworzenie archeosomów 

półsyntetycznych [44].  

Innymi strukturami wytwarzanymi przez archeony, głównie przez archeony 

metanogenne i halofilne, które mogą być efektywnie wykorzystane w produkcji szczepionek, 

są białkowe, puste w środku pęcherzyki gazowe [44]. Są to struktury o wymiarach 0,045 – 

0,2 μm szerokości i 0,1 – 2,0 μm długości, wykorzystywane przez różne drobnoustroje 

wodne do utrzymania się na odpowiedniej głębokości, w celu zapewnienia dostępu tlenu oraz 

światła słonecznego. Jednakże, wiedza na temat pęcherzyków gazowych obecnych  

u archeonów metanogennych jest niewystarczająca [44]. Pęcherzyki gazowe 

wykorzystywane jako nośniki antygenów powstają w organizmach modyfikowanych 

genetycznie i noszą nazwę GVNP (ang. gas vesicle nanoparticles). W celu otrzymania 

GVNP, genom drobnoustroju zostaje zmodyfikowany genetycznie poprzez dodanie 

sekwencji kodującej dany antygen. W rezultacie powstaje GVNP zawierający na swojej 

powierzchni docelowy antygen. GVNP zostały opisane jako nośniki antygenów m.in. 

małpiego wirusa niedoboru odporności, Salmonella enterica serovar Typhimurium, 

Chlamydia trachomatis i Plasmodium falciparum [44]. Immunizacja myszy szczepionką 

opartą o GVNP, zawierającą wybrane peptydy S. enterica serowar Typhimurium, skutkowała 

silną odpowiedzią odpornościową, powiązaną m.in. z podwyższonym poziomem cytokin 

prozapalnych jak m.in.: IFN-γ, IL-2, IL-9 czy GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor, czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów  

i makrofagów). GVNP cechują się wysoką stabilnością, przejawiającą się m.in. odpornością 

na chemiczną czy enzymatyczną degradację oraz termostabilnością [44]. Pęcherzyki gazowe 

jako nośniki antygenów szczepionkowych charakteryzują się bezpieczeństwem stosowania 

w modelach zwierzęcych oraz zapewniają silną odpowiedź odpornościową przeciwko 

antygenom [44]. Głównym problemem w zastosowaniu GVNP jest biotechnologiczny proces 

produkcyjny – z racji swojego powstawania, pęcherzyki gazowe mogą przenosić jedynie 

białka oraz peptydy. Oznacza to, iż GVNP są optymalnym nośnikiem antygenów 

bakteryjnych m.in. S. enterica serovar Typhimurium czy C. trachomatis [44]. 

Podsumowując, zarówno archeosomy, jak i pęcherzyki gazowe mogą w przyszłości stanowić 

alternatywę dla obecnie stosowanych nośników antygenów szczepionkowych i/lub 
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adiuwantów. Mimo, iż badania wskazują na bezpieczeństwo ich stosowania oraz wysoką 

skuteczność w indukowaniu odpowiedzi odpornościowej, to wiedza na temat ich działania 

pochodzi z badań in vivo z wykorzystaniem modeli mysich. Wykorzystanie innych modeli 

zwierzęcych, jak również innych form podawania antygenów (archeosomy i GVNP 

stosowano przede wszystkim w formie domięśniowej, dootrzewnowej i podskórnie) 

pozwoliłoby przyśpieszyć proces wykorzystania tych komponentów jako składników 

szczepionek zaakceptowanych do użycia u ludzi [44]. 

Dokładna charakterystyka archeosomów oraz pęcherzyków gazowych stosowanych  

w produkcji szczepionek została przedstawiona w publikacji „Archaeosomes and Gas 

Vesicles as Tools for Vaccine Development”, będącej składową niniejszej pracy doktorskiej 

[Publikacja 1].  
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I.6. Charakterystyka komórek dendrytycznych  

Za odkrywcę komórek dendrytycznych (KD) uznaje się prof. Ralpha Steinmana z Instytutu 

Rockefellera, USA, który w latach 1973-1974 opublikował trzy prace na modelu mysim,  

w których opisał bardzo rzadkie komórki obecne we krwi (<1% komórek adherentnych),  

o nieregularnych kształtach, z widocznymi wypustkami (dendrytami), o większej 

ruchliwości oraz o słabszych zdolnościach fagocytujących niż makrofagi [45-48]. Steinman 

nazwał nowoodkryte komórki „komórkami dendrytycznymi”, lecz nie miał pewności co do 

ich roli jaką pełnią w układzie odpornościowym [45-48]. Nowo odkryte komórki zostały 

następnie zidentyfikowane w różnych narządach limfatycznych (śledziona, węzły chłonne, 

kępki Peyera), gdzie stanowiły do 1% jednojądrzastych komórek adherentnych. Ponadto,  

w pracy opublikowanej w 1978 r. [49] Steinman wykazał, iż KD mają zdolność do stymulacji 

mieszanych populacji leukocytów. W 1982 r. zespół naukowców pod kierownictwem 

Steinmana po raz pierwszy opisał występowanie KD w organizmie człowieka [50]. Za swoje 

odkrycia prof. Ralph Steinman został w 2011 r. uhonorowany Nagrodą Nobla w dziedzinie 

fizjologii lub medycyny [51].  

Komórki dendrytyczne pełnią kluczową rolę w układzie odpornościowym, odpowiadając za 

inicjację oraz kontrolę odpowiedzi adaptacyjnej swoistej na obce antygeny [52, 53]. 

Głównym zadaniem komórek dendrytycznych jest łączenie cech wrodzonej oraz nabytej 

odpowiedzi immunologicznej przez wychwytywanie, przetwarzanie oraz prezentację 

antygenów białkowych limfocytom T w kontekście cząsteczek MHC (ang. major 

histocompatibility complex, główny układ zgodności tkankowej) [54].  

Komórki dendrytyczne człowieka stanowią heterogenną populację komórek, które na 

podstawie ontogenezy, fenotypu i profilu transkrypcyjnego podzielono na liczne 

subpopulacje [53, 55]. Ostatnie lata zaowocowały poszerzeniem wiedzy na ich temat – 

zostały opisane m.in. czynniki transkrypcyjne KD oraz charakterystyczne receptory [52]. 

Obecnie wyróżnia się następujące subpopulacje komórek dendrytycznych: plazmocytoidalne 

DC (ang. dendritic cells, komórki dendrytyczne), mieloidalne cDC1 oraz cDC2, komórki 

Langerhansa, komórki pre-DC, Mo-DC (ang. monocyte-derived dendritic cells, komórki 

dendrytyczne pochodzenia monocytarnego) oraz nie-klasyczne monocyty [52].  
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Komórki dendrytyczne charakteryzują się obecnością wielu receptorów zaangażowanych  

w kontrolowanie pracy układu odpornościowego. KD posiadają m.in. receptory PRR (ang. 

pattern recognition receptors, receptory rozpoznające wzorce) rozpoznające PAMP (ang. 

pathogen-associated molecular patterns, wzorce molekularne związane z patogenami), jak 

CD (ang. cluster of differentiation, kompleks różnicowania) 207 rozpoznający mannozę, czy 

CD369 będący receptorem dla β-glukanu; receptory „zmiatacze”, jak CD36 rozpoznający 

m.in. kolagen i zaangażowany w fagocytozę komórek apoptotycznych; receptory TLR (ang. 

toll-like receptors, receptory toll-podobne) (TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10); receptory 

rozpoznające sygnały śmierci komórkowej (np. P2RX7 rozpoznający ATP), receptory dla 

fragmentów Fc przeciwciał oraz adhezyny i białka ułatwiające migrację komórek [56].  

Komórki dendrytyczne występujące naturalnie we krwi obwodowej stanowią mniej niż 1% 

wszystkich leukocytów [56]. By umożliwić badania in vitro nad komórkami 

dendrytycznymi, opracowano metodę przekształcania monocytów w komórki dendrytyczne 

w środowisku IL-4 oraz GM-CSF [57], otrzymując niedojrzałe komórki dendrytyczne 

charakteryzujące się niską ekspresją cząsteczek MHC klasy II, cząsteczek ko-stymulujących 

oraz niewielką produkcją cytokin [57, 58]. Przy braku rozpoznanych patogenów, niedojrzałe 

KD migrują do węzłów chłonnych, gdzie prezentują „własne” antygeny, dzięki czemu 

utrzymywana jest tolerancja immunologiczna na nie [58]. Niedojrzałe KD mogą 

przekształcić się dalej w dojrzałe komórki dendrytyczne w warunkach in vitro dzięki 

stymulacji w środowisku LPS, TNF-α (tumor necrosis factor, czynnik martwicy 

nowotworów), IFN-γ lub CD40L [57]. Wysoka ekspresja receptorów C-lektynowych jak 

DC-SIGN (ang. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-

integrin, swoista dla komórek dendrytycznych nieintegryna wiążąca ICAM-3), CLEC-1, czy 

DEC-205 na niedojrzałych KD umożliwia wychwyt antygenów o charakterze 

glikopeptydowym i glikolipidowym. Niedojrzałe KD charakteryzują się również słabą 

zdolnością do produkcji cytokin [58]. W wyniku kontaktu z antygenem KD dojrzewa, co 

objawia się spadkiem ekspresji receptorów lektynowych i nasileniem ekspresji cząsteczek 

MHC oraz receptorów tworzących synapsę immunologiczną. Dojrzałe KD produkują więcej 

cytokin niż komórki niedojrzałe [58]. Różnice między KD niedojrzałymi oraz dojrzałymi 

komórkami dendrytycznymi zostały przedstawione na Rycinie 4 [Ryc. 4.]. 
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Ryc. 4. Różnice między niedojrzałymi oraz dojrzałymi komórkami dendrytycznymi [58]. DC – komórka dendrytyczna, CD -, 
kompleks różnicowania, low – niska ekspresja, high – wysoka ekspresja, MHC - główny układ zgodności tkankowej, CCR – 

receptor chemokin CC, CCL – ligand chemokin CC. 

I.6.1. Komórki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego 

Termin komórki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego (Mo-DC) odnosi się do 

subpopulacji komórek dendrytycznych, które wywodzą się z monocytów infiltrujących 

tkanki objęte stanem zapalnym [59]. U ludzi, Mo-DC zostały opisane w wielu schorzeniach 

związanych  

z występowaniem stanu zapalnego, m.in. w nowotworach, alergii, przewlekłych stanach 

zapalnych oraz infekcjach [59]. Według Tang i wsp. [60] Mo-DC posiadają fenotyp: CD1a+, 

CD80+, CD86+, CD83−, CD14+, CD56−, CD3− oraz CD19- [60]. Badania ex-vivo wykazały, 

że Mo-DC wydzielają IL‐1, TNF‐α, IL‐12 i IL‐23 oraz stymulują limfocyty T CD4+  

i limfocyty T CD8+ [52]. Zdolność monocytów do przekształcania w komórki dendrytyczne 

jest szeroko stosowana w badaniach in vitro. Najczęściej spotykaną metodą różnicowania 

jest hodowla monocytów uzyskanych z krwi obwodowej w podłożu hodowlanym  

z dodatkiem GM-CSF oraz IL-4 przez minimum 6 dni, w celu otrzymania niedojrzałych 

komórek dendrytycznych, które nie miały kontaktu z antygenem [61].  
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I.6.2.  Synapsa immunologiczna 

Synapsą immunologiczną nazywamy specyficzne połączenie pomiędzy APC (ang. antigen-

presenting cells, komórki prezentujące antygen), a limfocytem T [62]. Powstanie synapsy 

inicjowanie jest poprzez interakcję między TCR (ang. T-cell receptor, receptor limfocytu T) 

i białkami MHC, w kontekście których prezentowany jest antygen. Zarówno receptory TCR 

jak i białka MHC znajdują się w błonie komórkowej, odpowiednio, limfocytów T  

i komórek dendrytycznych prezentujących antygen, tak więc konieczny jest bezpośredni 

kontakt między dwiema komórkami [62].  

Na poziomie molekularnym synapsę immunologiczną można porównać do tarczy gdzie 

centralne miejsce zajmuje kompleks TCR-MHC, otoczony przez kompleksy białek LFA 

(ang. leukocyte function-associated antigen, antygen powiązany z funkcjami leukocytów)-1 

– ICAM (ang. intercellular adhesion molecule, cząsteczka adhezji międzykomórkowej)-1 

oraz inne białka biorące udział w aktywacji limfocytów, m.in. CD45. Pierwszym etapem 

tworzenia synapsy jest wiązanie się KD z limfocytem, warunkowane łączeniem integryn 

ICAM-1 (KD) z LFA-1 (limfocyt) lub ICAM-3 z LFA-1 [63]. W kolejnym etapie następuje 

prezentacja antygenu. 

Prawidłowa prezentacja antygenu w synapsie immunologicznej wymaga trzech sygnałów. 

Sygnał pierwszy powstaje w wyniku bezpośredniego kontaktu cząsteczek MHC 

prezentujących antygen z receptorem TCR obecnym na powierzchni limfocytu T. Drugi 

sygnał dostarczają cząsteczki kostymulujące obecne na powierzchni KD: CD40, CD86, 

CD80, PD-L1 oraz cząsteczki: CD40L, CD28, CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4, 

antygen-4 limfocytów cytotoksycznych T), PD-1 (ang. programmed death receptor 1, 

receptor programowanej śmierci 1) będące na powierzchni limfocytu T, które wzmacniają 

lub hamują aktywację limfocytu T. Oddziaływanie receptorów CD40 – CD40L prowadzi do 

reorganizacji cytoszkieletu komórek [64]. Ligandem dla receptorów CD86/CD80 jest 

cząsteczka CD28 na powierzchni limfocytów, a także CTLA-4 oraz PD-1. Trzeci sygnał 

stanowią cytokiny (m.in. IL-12) wydzielane przez KD jako APC, które mają polaryzować 

odpowiedź odpornościową limfocytów T [58]. Schemat prezentacji antygenu przez KD oraz 

wszystkie opisane wyżej sygnały przedstawiono na Rycinie 5 [Ryc. 5.].  
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Ryc. 5. Synapsa immunologiczna między komórką dendrytyczną, a limfocytem T. Zaznaczono trzy sygnały aktywacji.  
W sygnale II strzałki oznaczają podwyższenie lub obniżenie aktywacji limfocytu T [58] (zmodyfikowane). KD – komórka 
dendrytyczna, CD -, kompleks różnicowania, MHC - główny układ zgodności tkankowej, PD-1 – receptor programowanej 
śmierci 1, TCR – receptor limfocytów T, CTLA-4 – antygen-4 limfocytów cytotoksycznych T. 
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I.6.3. Wybrane receptory komórek dendrytycznych 

• CD80/CD86 

CD80 oraz CD86 to dwa receptory obecne na powierzchni komórek dendrytycznych, 

mające powinowactwo do receptora CD28 limfocytów T [65]. Łączenie CD28  

z CD80/CD86 stanowi „drugi sygnał aktywacji” i skutkuje pobudzeniem limfocytów 

T, co przejawia się m.in. produkcją cytokin [66].  

• CD40 

Receptor CD40 jest obecny na powierzchni wielu typów komórek, m.in. limfocytów 

B, limfocytów T, monocytów oraz komórek dendrytycznych. Jego ligandem jest 

receptor CD40L, występujący głównie na powierzchni limfocytów T CD4+ [67]. 

Interakcja CD40 oraz CD40L stymuluje przeżywalność KD, ich dojrzewanie oraz 

sekrecję cytokin (m.in. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α) [68]. 

• CD83 

Receptor CD83 jest opisywany głównie jako marker dojrzałych komórek 

dendrytycznych (zarówno u człowieka, jak i u myszy) [69]. 

• DC-SIGN 

DC-SIGN jest receptorem obecnym na powierzchni zarówno niedojrzałych, jak  

i dojrzałych KD. Główną funkcją DC-SIGN jest rozpoznawanie oraz wiązanie 

glikoprotein bogatych w mannozę, występujących na powierzchni drobnoustrojów 

[70]. 

• TLR 

Receptory TLR stanowią grupę receptorów rozpoznających określone struktury 

mikroorganizmów. U ssaków, receptory TLR są syntetyzowane w retikulum 

endoplazmatycznym, a następnie transportowane do określonych miejsc w komórce. 

TLR4 rozpoznaje LPS, TLR5 flagelinę, TLR1, TLR2 i TLR6 bakteryjne lipoproteiny, 

TLR3 dwuniciowy RNA, TLR7 i TLR8 jednoniciowe RNA, TLR9 niemetylowane 

wyspy CpG jednoniciowego DNA, TLR13 bakteryjne rybosomalne RNA. 

Dodatkowo, mysi TLR11 rozpoznaje białko (profilinę) Toxoplasma gondii [71].  
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I.7. Charakterystyka limfocytów T 

Limfocyty T dojrzewają w grasicy, wykazują ekspresję receptora TCR i oraz glikoproteiny 

CD8 (limfocyty cytotoksyczne, CD8+) lub glikoproteiny CD4 (limfocyty pomocnicze, 

CD4+) [72, 73]. Obecnie podział limfocytów T obejmuje: limfocyty pomocnicze, limfocyty 

cytotoksyczne, limfocyty regulatorowe T, limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamięci 

[73, 74].  

Limfocyty pomocnicze CD4+ różnicują się w różne subpopulacje m.in. limfocyty Th1, Th2, 

czy Th17, które charakteryzują się odrębnym profilem uwalnianych cytokin [72]. Kiedy 

komórka APC prezentuje antygen dziewiczym limfocytom T CD4+, limfocyty ulegają 

aktywacji [72], co prowadzi do ich proliferacji, różnicowania się do komórek efektorowych 

oraz migrację do miejsca lokalizacji obcego antygenu [72]. Około 90-95% aktywowanych 

limfocytów ulega apoptozie, natomiast pozostałe 5-10% limfocytów, w odpowiedzi na 

antygen, różnicuje się w komórki pamięci [74]. Limfocyty T pamięci stanowią heterogenną 

grupę komórek i pełnią różne role, w zależności od fenotypu [75]. Wyróżnia się kilka 

rodzajów limfocytów T pamięci. Limfocyty T pamięci centralnej obecne są w obwodowych 

narządach limfatycznych takich jak węzły chłonne czy migdałki; charakteryzują się 

fenotypem: CD45RO, CCR7, CD62L, CD44, CD27, CD28, CD95, CD122 i wydzielają  

IL-2, IL-4, IFN-γ oraz TNF-α. Drugą subpopulacją są limfocyty T pamięci efektorowej, 

obecne w narządach nie-limfatycznych takich jak płuca czy wątroba i opisywane są jako 

komórki wykazujące ekspresję: CD45RO, CD44, CD95, CD122 oraz brak ekspresji 

receptorów CD62L i CCR7. Komórki te produkują IL-4, IL-5 i IFN-γ oraz posiadają 

zdolność migracji z krwi obwodowej do tkanek. Trzecią grupą są limfocyty T pamięci obecne 

w tkankach. Stanowią one pierwszą linię obrony przeciwko patogenom, głównie w żeńskim 

układzie rozrodczym, w układzie pokarmowym, w płucach, w skórze oraz w mózgu. 

Wykazują ekspresję CD69, CD103, CD44 oraz brak ekspresji receptora CD62L [74].  

Limfocyty T, które opuściły grasicę nazywane są limfocytami dziewiczymi (ang. naive). 

Posiadają one zdolność rozpoznawania własnych białek MHC, ale nie odpowiadają na nie 

pełną aktywacją. Ich przetrwanie jest zależne od ciągłego kontaktu z białkami MHC 

obecnymi na powierzchni komórek organizmu oraz od IL-7. Rolą limfocytów dziewiczych 
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jest odpowiedź na obce antygeny prezentowane przez komórki APC, co skutkuje ich 

przekształceniem w limfocyty efektorowe [75].  

Różne subpopulacje limfocytów T CD4+ pełnią rozmaite funkcje. Limfocyty Th1 wydzielają 

m.in. IFN-γ i uczestniczą w odpowiedzi typu komórkowego skierowanej przeciwko 

patogenom wewnątrzkomórkowym. Limfocyty Th2 wydzielają IL-4, IL-5, IL-10 oraz  

IL-13 – cytokiny zaangażowane w odpowiedź odpornościową typu humoralnego przeciwko 

patogenom zewnątrzkomórkowym i pasożytom oraz w chorobach alergicznych. Limfocyty 

Th17 wydzielają IL-17, IL-6, TNF oraz GM-CSF i biorą udział w odpowiedzi na patogeny 

pochodzenia bakteryjnego i grzybiczego [76].  

I.8. Wybrane cytokiny produkowane przez komórki dendrytyczne oraz 

limfocyty T  

• TNF-α 

TNF jest cytokiną plejotropową, która ogrywa podwójną rolę w regulacji odpowiedzi 

odpornościowej, pełniąc funkcję prozapalną (inicjuje silną odpowiedź zapalną), jak  

i przeciwzapalną (hamuje rozwój procesów z autoimmunizacji oraz hamuje rozwój 

nowotworów). Cytokina ta bierze udział w obronie organizmu przeciw patogenom 

bakteryjnym, wirusowym, grzybiczym i pasożytniczym. Wysokie stężenie TNF-α 

może prowadzić do szoku septycznego [77].  

• IFN-γ 

Interferon-γ jest produkowany zarówno przez komórki odpowiedzi wrodzonej (m.in. 

makrofagi), jak i nabytej (limfocyty Th1, limfocyty cytotoksyczne, limfocyty B). 

Silna produkcja IFN-γ przez limfocyty Th1 aktywuje makrofagi do niszczenia 

drobnoustrojów oraz promuje cytotoksyczne właściwości innych komórek [77].  

• IL-10  

IL-10 jest cytokiną przeciwzapalną, produkowaną głównie przez monocyty 

makrofagi, KD, limfocyty T oraz limfocyty B. IL-10 oddziałuje na komórki 

prezentujące antygen zmniejszając ekspresję MHC kl. II na ich powierzchni. Ponadto, 

hamuje wydzielanie cytokin i chemokin prozapalnych oraz indukuje różnicowanie się 

limfocytów T w kierunku limfocytów T regulatorowych [77]. 
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• IL-12 

IL-12 (IL-12p70) ma formę heterodimeru złożonego z dwóch podjednostek: p35 oraz 

p40. Jest produkowana przez aktywowane monocyty, makrofagi, neutrofile oraz KD. 

Promuje przekształcanie się limfocytów dziewiczych w limfocyty efektorowe Th1, 

pobudzając je do wydzielania IFN-γ [77].  

• IL-13 

IL-13 jest produkowana głównie przez aktywowane limfocyty Th2, komórki tuczne 

oraz eozynofile. Aktywuje te same szlaki sygnałowe jak IL-4 i pobudza produkcję 

przeciwciał IgE przez limfocyty B. Bierze również udział w aktywacji oraz rekrutacji 

komórek tucznych i eozynofilów [77].  

• IL-17A 

IL-17A jest produkowana przez aktywowane limfocyty CD4+ Th17, ale jej ekspresja 

została również zaobserwowana m.in. w limfocytach CD8+, komórkach NK czy 

neutrofilach. IL-17A indukuje wytwarzanie chemokin rekrutujących neutrofile [77].  

• IL-23  

IL-23 zbudowana jest z podjednostki IL-12p40 oraz IL-23p19. Cytokina ta jest 

produkowana głównie przez makrofagi oraz aktywowane komórki dendrytyczne, 

bierze udział w powstawaniu limfocytów Th17, a także stymuluje wytwarzanie IFN-

γ przez limfocyty T pomocnicze [77]. 

I.9. Toksyny gronkowcowe  

Staphylococcus aureus (gronkowiec złocisty) jest powszechnie występującą bakterią Gram-

dodatnią, wywołującą choroby u ludzi i zwierząt, m.in. zatrucia pokarmowe, zakażenia 

skóry, zapalenie gardła, a nawet sepsę. S. aureus posiada liczne czynniki wirulencji, w tym 

adhezyny oraz toksyny [78]. Enterotoksyny gronkowcowe (ang. staphylococcal 

enterotoxins), posiadają cechy superantygenów – w niespecyficzny sposób aktywują 

limfocyty T, co prowadzi do ich proliferacji i nadmiernej aktywacji [79]. Toksyny 

gronkowcowe charakteryzują się zdolnością niespecyficznego aktywowania limfocytów T, 

co oznacza, że przyłączają się do fragmentów łańcucha receptora TCR nie zaangażowanych 

bezpośrednio w rozpoznawanie antygenu [79].  
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Enterotoksyna B S. aureus (ang. Staphylococcal enterotoxin B, SEB) jest najsilniejszą 

spośród enterotoksyn gronkowcowych (A, B, C, D, E, I) – w niskim stężeniu może 

doprowadzić do niewydolności wielonarządowej i śmierci (dawka śmiertelna powodująca 

zgon 50% populacji wynosi 0,02 µg/kg masy ciała człowieka w przypadku drogi wziewnej) 

[80]. SEB jest białkiem o wadze 28 kDa, zbudowanym z 239 aminokwasów, rozpuszczalnym 

w wodzie, termolabilnym, odpornym na enzymy proteolityczne (m.in. pepsynę, trypsynę  

i papainę) [80].  

Celami komórkowymi SEB są receptory TCR obecne na powierzchni limfocytów T oraz 

cząsteczki MHC kl. II na powierzchni APC. Aktywacja limfocytów T w wyniku 

niespecyficznego związania SEB skutkuje wydzieleniem dużych ilości cytokin, przede 

wszystkim IL-2, TNF-α oraz IFN-γ [80]. Badania in vitro nad aktywnością SEB wykonuje 

się głównie na splenocytach myszy oraz jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej (ang. 

peripheral blood mononuclear cells, PBMC) człowieka [80]. W modelu wykorzystującym 

ludzkie KD CD11c+, wykazano, iż stymulacja superantygenem SEB prowadziła do 

dojrzewania komórek [81], co przejawiało się zwiększoną ekspresją receptorów CD86, 

CD80 oraz CD83 na powierzchni KD [81]. Wykazano również, iż stymulacja KD 

pochodzenia monocytarnego superantygenem SEB skutkowało nasiloną produkcją cytokin, 

m.in. TNF-α i IL-12p70 [82]. 
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II. Cel pracy 

Archeony halofilne to drobnoustroje występujące w środowisku ekstremalnym, 

zawierającym wysokie stężenie soli. Początkowo, drobnoustroje te były obiektem 

zainteresowań głównie mikrobiologów środowiskowych, z czasem ich produkty zostały 

opisane i wykorzystane w biotechnologii przemysłowej, a obecnie również w naukach 

medycznych. Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat archeonów halofilnych i możliwości 

ich wykorzystania, nadal wiele pytań pozostaje bez odpowiedzi, m.in.: jaka jest ich rola jako 

składnika ludzkiego mikrobiomu, czy ich obecność w środowisku wpływa w jakikolwiek 

sposób na organizm człowieka. Kluczowym w ocenie działania archeonów halofilnych na 

organizm człowieka wydaje się poznanie w jaki sposób układ odpornościowy rozpoznaje  

i odpowiada na antygeny tych drobnoustrojów oraz jakie jest działanie substancji  

o charakterze biologicznie czynnym produkowanych przez te drobnoustroje.  

Niniejsza praca doktorska dotyczy oddziaływania archeonów halofilnych z komórkami 

układu odpornościowego człowieka – komórkami dendrytycznymi (profesjonalnymi 

komórkami prezentującymi antygen, zdolnymi do inicjowania i regulowania odpowiedzi 

odpornościowej) oraz limfocytami T.  

Celem eksperymentalnej części pracy była charakterystyka wzbudzanej archeonami 

halofilnymi (Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae) synapsy immunologicznej 

komórek dendrytycznych z komórkami limfoidalnymi izolowanymi z krwi obwodowej 

zdrowych, dorosłych osób oraz określenie właściwości protekcyjnych archeonów 

halofilnych w środowisku superantygenu – enterotoksyny B Staphylococcus aureus (SEB),  

w hodowlach in vitro. 
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Cele szczegółowe: 

1. Charakterystyka oddziaływania archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub 

N. salaciae z ludzkimi komórkami dendrytycznymi. 

2. Ocena ekspresji receptorów powierzchniowych na komórkach 

dendrytycznych stymulowanych archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. 

salaciae oraz wytwarzania wybranych cytokin.  

3. Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytów T CD4+ w ko-hodowlach z 

komórkami dendrytycznymi stymulowanymi archeonami halofilnymi Hrd. 

rudnickae lub N. salaciae. 

4. Ocena właściwości protekcyjnych archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub 

N. salaciae wobec komórek dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu 

działaniu enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu. 

5. Ocena wpływu archeonów halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, na 

zdolność tworzenia synapsy immunologicznej oraz aktywacji limfocytów T 

CD4+ przez komórki dendrytyczne w środowisku SEB. 
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III. Materiały i metody 

III.1. Materiały 

III.1.1. Materiał badany  

Materiał badany stanowiły kożuszki leukocytarno-płytkowe o objętości około 60 ml 

uzyskane od 30 krwiodawców, zakupione w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa  

i Krwiolecznictwa, znajdującym się przy ulicy Franciszkańskiej 17/25 w Łodzi.  

Od wszystkich dawców uzyskano pisemną zgodę na wykorzystanie materiału biologicznego  

w celach naukowych. Na wykonywanie badań uzyskano zgodę Lokalnej Komisji Etycznej 

(Uchwała nr 3/KBBN- UŁ/II/2017).  

III.1.2.  Szczepy archeonów halofilnych 

 W badaniach wykorzystano następujące szczepy archeonów halofilnych, uzyskane 

dzięki uprzejmości prof. Miltona Simõesa da Costa oraz dr Luciany Albuquerque  

z University of Coimbra w Portugalii: 

• Halorhabdus rudnickae (Hrd. rudnickae) WSM-64T (=DSM 29498T =CECT 8673T) 

oraz Hrd. rudnickae WSM-66T wyizolowane z solanki pobranej  

z otworu E’632 znajdującego się na poeksploatacyjnym terenie obszaru górniczego 

„Barycz” należącego do Kopalni Soli „Wieliczka” (2016 r.) [39]  

• Natrinema salaciae (N. salaciae) MDB25T (=DSM 25055(T) =JCM 17869(T)) 

wyizolowany z solanki pochodzącej z Jeziora Medee z obszaru Morza Śródziemnego 

we Włoszech (2012 r.) [40] 

III.1.3. Antygeny bakteryjne 

1. LPS (lipopolisacharyd) Escherichia coli O55:B5 o stężeniu końcowym 1 µg/ml  

(Sigma-Aldrich) 

2. SEB (enterotoksyna B Staphylococcus aureus) o stężeniu końcowym 1 µg/ml  

(Sigma-Aldrich) 

Wszystkie antygeny bakteryjne przygotowano w sterylnej wodzie do iniekcji  

i przechowywano w -20°C.  
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III.1.4. Podłoża do hodowli archeonów halofilnych – Halobacteria medium 

(HBM) 

• Podłoże płynne do hodowli Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T 

oraz N. salaciae MDB25T  

o Ekstrakt drożdżowy; Biomaxima, 5 g 

o Kwaśny hydrolizat kazeiny; Merck, 5 g 

o L-glutaminian sodu (C₅H₈NO₄Na); Aldrich Chemistry, 1 g 

o Chlorek potasu (KCl); POCH S.A 2 g 

o Cytrynian sodu (Na3C6H5O7); Sigma-Aldrich, 3,4 g 

o Siarczan magnezu (MgSO₄ x 7 H2O); Chempur 20 g 

o Chlorek żelaza (FeCl3 x 4 H2O); Sigma-Aldrich. 36 mg 

o Chlorek manganu (MnCl3 x 4 H2O); Sigma-Aldrich, 360 µg 

o Woda destylowana 1000 ml 

o Chlorek sodu (NaCl) – 150 g (w przypadku podłoża dla N. salaciae MDB25T), 

200 g (w przypadku podłoża dla Hrd. rudnickae WSM-64T oraz Hrd. 

rudnickae WSM-66T), P.P.H. STANLAB 

• Podłoże stałe do hodowli Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T oraz 

N. salaciae MDB25T 

o Ekstrakt drożdżowy; Biomaxima, 5 g 

o Kwaśny hydrolizat kazeiny; Merck, 5 g 

o L-glutaminian sodu (C₅H₈NO₄Na); Aldrich Chemistry, 1 g 

o Chlorek potasu (KCl); POCH S.A 2 g 

o Cytrynian sodu (Na3C6H5O7); Sigma-Aldrich, 3,4 g 

o Siarczan magnezu (MgSO₄ x 7 H2O); Chempur 20 g 

o Chlorek żelaza (FeCl3 x 4 H2O); Sigma-Aldrich, 36 mg 

o Chlorek manganu (MnCl3 x 4 H2O); Sigma-Aldrich, 360 µg 

o Woda destylowana 1000 ml 

o Agar mikrobiologiczny; Biomaxima, 20 g 

o Chlorek sodu (NaCl) – 150 g (w przypadku podłoża dla N. salaciae MDB25T), 

200 g (w przypadku podłoża dla Hrd. rudnickae WSM-64T oraz Hrd. 

rudnickae WSM-66T), P.P.H. STANLAB 
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III.1.5. Podłoża do hodowli komórkowych 

• Podłoże hodowlane RPMI-1640 z 10% FBS (ang. complete RPMI, cRPMI) 

o RPMI 1640, Biowest; 880 ml 

o FBS (ang. Fetal Bovine Serum, Płodowa surowica bydlęca), Sigma-Aldrich; 

100 ml 

o L-glutamina, Polfa Tarchomin S.A; 10 ml 

o Antybiotyki: 

▪ Penicylina, Polfa Tarchomin S.A; 5 ml 

▪ Streptomycyna, Polfa Tarchomin S.A.; 5 ml 

• Podłoże wykorzystane do przekształcenia monocytów w komórki dendrytyczne 

o cRPMI 

o rekombinowany ludzki GM-CSF (rGM-CSF), R&D; 25 ng/ml 

o rekombinowana ludzka IL-4 (rIL-4), R&D; 10 ng/ml 

• Podłoże do mrożenia limfocytów 

o cRPMI; 450 ml 

o FBS, Sigma-Aldrich; 450 ml 

o DMSO (dimetylosulfotlenek), Sigma-Aldrich; 100 ml 

III.1.6. Surowice 

• FBS inaktywowana 56°C, 30 min., Sigma-Aldrich 

• BSA (ang. Bovine Serum Albumin, Surowicza albumina wołowa), Sigma-Aldrich  

III.1.7. Bufory i roztwory  

• Czynnik lityczny wykorzystany do lizy erytrocytów 

o NH4Cl; 82,9 g 

o KHCO3; 10 g 

o 0,5 M EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid, wodny roztwór kwasu 

etylenodiaminotetraoctowego) Merck; 200 µg 

o Woda destylowana; 1000 ml 

• PBS (ang. Phosphate Buffered Saline, buforowana fosforanem sól fizjologiczna  

z dodatkiem 0,5 M EDTA 
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o EDTA, Merck; 4 ml 

o PBS bez jonów magnezu i wapnia, Biowest; 1000 ml 

• Bufor wykorzystywany do separacji magnetycznej: 

o BSA, Sigma-Aldrich; 5 g 

o EDTA 0,5 M , Merck; 4 ml 

o PBS, Biowest; 1000 ml 

III.1.7.1. Bufory do testu ELISA 

• PBS, Biowest 

• PBS 10x stężony: 

o Na2HPO4 x 12 H2O; 28,9 g 

o KH2PO4; 2 g 

o NaCl; 80 g 

o Woda destylowana; 1000 ml 

• Bufor do płukania z Tween 20 

o PBS 10x stężony; 100 ml 

o Tween 20, Sigma-Aldrich; 500 µl 

o Woda destylowana; 900 ml 

• Bufor do opłaszczania płytek  

o PBS, Biowest; 100 ml 

• Bufor do blokowania wolnych miejsc na nośniku  

o BSA, Sigma-Aldrich; 5 g 

o PBS, Biowest; 100 ml 

• Bufor do rozcieńczeń prób oraz standardu 

o BSA, Sigma-Aldrich; 1g 

o PBS, Biowest; 100 ml 

• Bufor do rozcieńczenia streptawidyny  

o BSA, Sigma-Aldrich; 1 g 

o Tween 20, Sigma-Aldrich; 100 µl  

o PBS, Biowest; 100 ml 



61 | S t r o n a  
 

III.1.8. Zestaw do separacji magnetycznej komórek odpornościowych 

W celu izolacji czystych populacji komórek z frakcji monocytarno-limfocytarnej krwi, 

zastosowano technikę separacji magnetycznej z użyciem następujących materiałów firmy 

Miltenyi Biotec 

• MACS MultiStand – statyw do separacji magnetycznej 

• QuadroMACSTM Separator – magnes do separacji magnetycznej 

• LS Columns – kolumny do separacji magnetycznej 

• Human CD14 MicroBeads - kulki paramagnetyczne opłaszczone mysimi 

przeciwciałami monoklonalnymi IgG2a skierowanymi przeciwko ludzkim 

antygenom CD14 

• Human CD4 MicroBeads - kulki paramagnetyczne opłaszczone mysimi 

przeciwciałami monoklonalnymi IgG1 skierowanymi przeciwko ludzkim 

antygenom CD4 

• Human Naive CD4+ T Cell Isolation Kit – kulki paramagnetyczne 

opłaszczone przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko: CD45RO, CD8, 

CD14, CD15, CD16, CD19, CD25, CD34, CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ, 

HLA-DR, i CD235a 

• Human Memory CD4+ T Cell Isolation Kit – kulki paramagnetyczne 

opłaszczone przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko: CD45RA, CD8, 

CD14, CD16, CD19, CD56, CD36, CD123, TCRγ/δ i CD235a 

III.1.9. Testy ELISA do oznaczania cytokin: IL-10, IL-12p40, IL-12p70, 

IL-13, IL-17A, IL-23, TNF-α, IFN-γ w supernatantach 

pohodowlanych  

W celu oznaczenia poziomu cytokin w supernatantach pohodowlanych wykorzystano testy 

ELISA firmy Diaclone (Immuniq, Polska). Skład testów ELISA do oznaczania cytokin:  

IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17A, TNF-α oraz IFN-γ został zamieszczony  

w Tabeli 3 [Tabela 3.].  
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• Human IL-23 Elisa Kit 

o Płytka 96-studzienkowa opłaszczona przeciwciałami przeciwko IL-23 

o Standard IL-23 o stężeniu 5000 pg/ml 

o Przeciwciało drugorzędowe biotynylowane  

o Streptawidyna-HRP (ang. horseradish peroxidase – peroksydaza chrzanowa)  

o TMB (3,3’,5,5’- tetrametylobenzydyna) 

Tabela 3. Komercyjne testy ELISA wykorzystane do oznaczania ludzkich cytokin: IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17A, 
IFN-γ, TNF-α. 

Badana cytokina Human  

IL-10 

Human  

IL-12p40 

Human  

IL-12p70 

Human  

IL-13 

Human 

 IL-17A 

Human 

IFN-γ 

Human 

TNF-α 

Standard IL-10 

400 pg/ml 

IL-12p40 

2000 pg/ml 

IL-12p70  

200 pg/ml 

IL-13  

100 pg/ml 

IL-17A  

100 pg/ml 

IFN-γ  

400 pg/ml 

TNF-α  

800 pg/ml 

Czułość testu <5 pg/ml <20 pg/ml <2,2 pg/ml <1,5 pg/ml <2,3 pg/ml <5 pg/ml <8 pg/ml 

Przeciwciała opłaszczające 

(ang. capture antibody) 
Obecne 

Biotynylowane 

przeciwciała wykrywające 

badaną cytokinę (ang. 

biotinylated detection 

antibody) 

Obecne 

Streptawidyna-HRP (ang. 

horseradish peroxidase – 

peroksydaza chrzanowa) 

Obecna 

TMB (3,3’,5,5’- 

tetrametylobenzydyna) 
Obecna 

III.1.10. Odczynniki chemiczne  

• Agar mikrobiologiczny, Biomaxima 

• Alkohol etylowy (C2H5OH) 96%, POCH S.A. 

• Antybiotyki: 

o Penicylina, Polfa Tarchomin S.A 

o Streptomycyna, Polfa Tarchomin S.A 

• Błękit trypanu, Merck 

• Buforowana fosforanem sól fizjologiczna (PBS) bez jonów magnezu i wapnia, 

Biowest 

• Chlorek amonu (NH4Cl), Chempur 

• Chlorek manganu (MnCl3 x 4 H2O), Sigma-Aldrich 

• Chlorek potasu (KCl), POCH S.A. 
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• Chlorek sodu (NaCl), P.P.H. STANLAB 

• Chlorek żelaza (FeCl3 x 4 H2O), Sigma-Aldrich 

• Cytrynian sodu (Na3C6H5O7), Sigma-Aldrich 

• Diwodorofosforan potasu (KH2PO4), Chempur 

• DMSO (dimetylosulfotlenek), Sigma-Aldrich 

• EDTA 0,5 M , Merck  

• Ekstrakt drożdżowy, Biomaxima 

• Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare  

• Jodek propidyny, Merck 

• Kwas siarkowy 1M (H2SO4), POCH S.A. 

• Kwaśny hydrolizat kazeiny, Merck 

• L-glutamina, Polfa Tarchomin S.A 

• L-glutaminian sodu (C₅H₈NO₄Na), Aldrich Chemistry 

• RNaza A, Sigma-Aldrich 

• RPMI 1640, Biowest 

• Siarczan magnezu (MgSO₄ x 7 H2O), Chempur 

• Tween 20 (Monolaurynian polioksyetyleno-20-sorbitanu), Sigma-Aldrich 

• Wodorofosforan sodu hydrat (Na2HPO4 x 12 H2O), Chempur 

• Wodorowęglan potasu (KHCO3), Chempur 

• Zestaw do wykrywania apoptozy FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I; BD 

Pharmingen  
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III.1.11.  Przeciwciała do cytometrii przepływowej – BD Bioscience, 

Pharmingen  

W celu przygotowania prób do wybarwienia techniką cytometrii przepływowej 

wykorzystano przeciwciała zakupione w firmie BD Bioscience, Pharmingen. 

• Kontrole izotypowe 

o Mysie przeciwciało IgG1 nieswoiste znakowane FITC (ang. fluorescein 

isothiocyanate, izotiocyjanian fluoresceiny)  

o Mysie przeciwciało IgG1 nieswoiste znakowane PE (ang. phycoerythrin, 

fikoerytryna 

• Przeciwciała swoiste  

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu CD86 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu CD40 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu DC-SIGN 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu HLA-DR 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu CD80 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu CD83 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu TLR2 

o Mysie przeciwciało IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu TLR4 

• Zestaw odczynników wykorzystanych do kompensacji prób: 

o Anti-Rat and Anti-Hamster Ig κ /Negative Control Compensation Particles 

Set  

III.1.12.  Odczynniki do mikroskopii fluorescencyjnej 

• Aldehyd glutarowy (C5H8O2), POCH S.A.  

• Azydek sodu (NaN3), Sigma-Aldrich 

• Bromek etydyny, Sigma-Aldrich 

• DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), Sigma-Aldrich 

• Falloidyna znakowana rodaminą, Sigma-Aldrich 

• Formaldehyd (aldehyd mrówkowy, CH2O), Polysciences, Inc. 

• Fosfo-H2AX(Ser139); marker dwuniciowych pęknięć DNA, Upstate/Millipore 

• Oranż akrydyny, Sigma-Aldrich 
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• Polimeraza poli (ADP-rybozy)-2 (PARP-2); marker jednoniciowych pęknięć DNA, 

Agrisera 

• Przeciwciało kozie drugorzędowe skoniugowane z Alexa Fluor 488 przeciwko 

przeciwciałom króliczym, Cell Signaling Technology 

• Przeciwciało królicze pierwszorzędowe przeciwko β-tubulinie, Sigma-Aldrich 

• Surowica końska, Sigma-Aldrich 

• Triton X-100, Sigma-Aldrich 

III.1.13.  Materiały jednorazowe oraz materiały plastikowe 

• Ezy – BioSigma 

• Filtry o średnicy porów 0,25 μm – Minisart 

• Pipety Pasteura 3 ml – Sigma Aldrich 

• Pipety serologiczne 5, 10, 25 i 50 ml – Falcon 

• Płytki polistyrenowe 12-studzienkowe – BD Biosciences 

• Płytki polistyrenowe 48-studzienkowe – BD Biosciences 

• Płytki polistyrenowe 96-studzienkowe – NUNC 

• Probówki do cytometrii – Immunogen 

• Probówki do densytometru (4, 11 ml) – Medlab Products 

• Probówki do mrożenia komórek typu cryo-tubes – Slinap 

• Probówki hodowlane Falcon (15, 50 ml) – BD Biosciences 

• Probówki typu Eppendorf – Eppendorf 

• Skrobak do komórek – TPP Techno Plastic Products AG 

• Strzykawki jednorazowe o pojemności 20 ml – Polfa Tarchomin S.A. 

• Szkiełka hodowlano-mikroskopowe Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ 

Chamber Slide™, Thermo Fisher 

• Szkiełka szklane Super Frost, Menzel-Gläser 

III.1.14.  Sprzęt laboratoryjny 

• Cieplarka, Pol-Eko 

• Cytometr przepływowy Cyto-BD LSR II, BD Biosciences  
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• Czytnik fluorescencji Multiscan® EX  

• Inkubator Galaxy S+, RS Biotech  

• Inkubator z wytrząsaniem MaxQ 4450, Thermo Scientific  

• Komora Bürkera, Superior Marienfeld Germany  

• Mieszadło typu vortex, Labnet international  

• Mikroskop Optiphot-2, NIKON 

o kamera do mikroskopu NIKON DS-Fi1 

• Mikroskop świetlny CX21, Olympus  

• Mikroskop fluorescencyjny Axio.Imager.A1, Zeiss  

• Sorter komórkowy MACS 

• Spektrofotometr Bio-rad, SmartSpecTM Plus 

• Szafa laminarna, Biohazard  

• Urządzenie do zamrażania komórek Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo 

Scientific 

• Wirówka Centrifuge 5804 R – Eppendorf  

III.1.15.  Oprogramowanie 

• Adobe Photoshop CS5, Adobe Systems 

• FlowJo, wersja 10.0.7, FlowJo LLC, Ashland, OR, United States 

• GraphPad Prism, wersja 7.0, GraphPad Software  

• ImageJ, wersja 1.37c, NIH and LOCI, University of Wisconsin, Madison, WI, United 

States 

• Nikon ACT-1, wersja 2.7, Warszawa, Polska 

• Ryciny wykonano wykorzystując oprogramowanie Biorender, licencja do użytku 

niekomercyjnego  

• Statistica, wersja 13.0, StatSoft INC, Tulusa, OK, USA 
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III.2.  Metody 

III.2.1. Hodowla archeonów halofilnych 

Szczepy Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T oraz szczep  

N. salaciae MDB25T hodowano w 100 ml podłoża Halobacteria medium (HBM) 

zawierającego 20% NaCl (Hrd. rudnickae) lub 15% NaCl (N. salaciae). Hodowlę 

prowadzono w kolbach Erlenmeyera o pojemności 250 ml: 120 rpm, 48 godz.,  

w temperaturze 37°C dla Hrd. rudnickae lub 45°C dla N. salaciae. W celu określenia gęstości 

hodowli archeonów, drobnoustroje wysiewano na podłoże HBM z dodatkiem 2% agaru oraz 

policzono CFU (ang. colony-forming unit, jednostka tworząca kolonię). Hodowle 

drobnoustrojów prowadzono w inkubatorze z wytrząsaniem MaxQ 4450w znajdującym się 

w Pracowni Obrazowania Mikroskopowego i Specjalistycznych Technik Biologicznych UŁ.  

III.2.2. Przygotowanie zawiesin archeonów halofilnych do stymulacji 

komórek dendrytycznych  

Wzrost archeonów halofilnych był oceniany spektrofotometrycznie na podstawie gęstości 

optycznej przy długości fali λ = 600 nm. Do stymulacji komórek dendrytycznych 

wykorzystano drobnoustroje z 48-godzinnej hodowli płynnej, z fazy logarytmicznego 

wzrostu. Hodowle drobnoustrojów halofilnych odwirowano (4500 x g, 15 min., 4°C),  

a następnie osad zawieszano w 1 ml zimnego PBS, przeniesiono do nowych probówek typu 

Falcon i uzupełniano zimnym PBS do 10 ml. Po wirowaniu (4500 x g, 15 min., 4°C) osad 

zawieszano w 1 ml cRPMI, uzyskując końcową gęstość 1x107/ml.  

Lizat archeonów halofilnych przygotowano przez zawieszenie osadu 1 godz. w 1 ml wody 

destylowanej w temperaturze pokojowej. Po inkubacji osad odwirowano (4500 x g, 15 min., 

4°C), a następnie zawieszono w 1 ml zimnego PBS, przeniesiono do nowych probówek typu 

Falcon i uzupełniano zimnym PBS do 10 ml. Po wirowaniu (4500 x g, 15 min., 4°C) osad 

zawieszono w 1 ml cRPMI. W celu sprawdzenia poprawności procesu lizy archeonów 

halofilnych, 100 µl zawiesiny lizatu archeonów halofilnych w cRPMI wysiano na płynne 

podłoża HBM. Po 72 godzinach nie zaobserwowano wzrostu wartości OD.  
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III.2.3. Izolacja jednojądrzastych komórek krwi obwodowej (PBMC) z 

kożuszków leukocytarno-płytkowych metodą różnicowego 

wirowania w gradiencie gęstości 

Kożuszki leukocytarno-płytkowe w objętości około 60 ml rozcieńczono w stosunku 1:1  

w PBS, a następnie nawarstwiono na gradient typu Ficoll w proporcji: 5:3 (krew:gradient)  

i wirowano (800 x g, 30 min., w temperaturze pokojowej, bez hamowania). W celu pozbycia 

się gradientu typu Ficoll, frakcję komórek PBMC zawieszono w 50 ml PBS i ponownie 

wirowano (390 x g, 10 min., w temperaturze pokojowej). Płukanie powtórzono dwukrotnie. 

W kolejnym etapie usunięto nadsącz, a do osadu dodano 2 ml buforu lizującego i inkubowano 

(10 min., 4°C). Po inkubacji do próby dodano 20 ml cRPMI i odwirowano (250 x g, 10 min., 

w temperaturze pokojowej).  

Zawiesinę komórek rozcieńczono 10x błękitem trypanu, a następnie naniesiono do komory 

Bürkera, oglądano pod mikroskopem i liczono komórki.  

Gęstość zawiesiny komórkowej obliczono ze wzoru: 

𝑑 = 𝑎 × 𝑏 × 104
 

gdzie: 

𝑑 – gęstość komórek w 1ml zawiesiny 

𝑎 – średnia liczba komórek w dużym kwadracie 

 𝑏 – rozcieńczenie zawiesiny komórkowej 

III.2.4. Izolacja monocytów CD14+ z frakcji PBMC z wykorzystaniem 

metody pozytywnej separacji magnetycznej 

Zawiesinę PBMC uzyskaną zgodnie z opisem w podrozdziale III.2.3. odwirowano (300 x g, 

10 min., 4°C), następnie usunięto supernatant, a do osadu dodano kulki paramagnetyczne 

opłaszczone przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko ludzkiemu 

receptorowi CD14 w proporcji 10 µl kulek:1x107 PBMC. Do zawiesiny dodano 80 µl buforu 

MACS na 1x107 PBMC. Po dokładnym wymieszaniu zawiesinę komórek inkubowano 30 

min. w temperaturze 4°C, a następnie przepłukano buforem MACS (1,5 ml buforu na 1x107 

PBMC) i odwirowano (300 x g, 10 min., 4°C). Osad zawieszono w 500 µl buforu MACS.  

W celu uzyskania frakcji komórek CD14+ wykorzystano zestaw do separacji magnetycznej 
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MidiMACS™ (Miltenyi Biotec). Kolumnę LS do separacji umieszczono w polu 

magnetycznym i trzykrotnie przemyto 3ml buforu MACS, a następnie naniesiono zawiesinę 

komórek. Frakcja komórek CD14+ związana z kulkami paramagnetycznymi została 

zatrzymana na kolumnie LS. W przesączu zostały nieoznaczone komórki CD14-.  

Po usunięciu kolumny LS z pola magnetycznego, na kolumnę naniesiono bufor MACS,  

a następnie za pomocą tłoka strzykawki uwolniono komórki CD14+ z kolumny. Zawiesinę 

komórek CD14- (frakcja limfocytarna) oraz CD14+ (frakcja monocytarna) odwirowano  

(300 x g, 10 min., 4°C), a następnie osady zawieszono w podłożu cRPMI i policzono gęstość 

obu frakcji z wykorzystaniem komory Bürkera. Czystość frakcji komórek CD14+ oceniono 

z wykorzystaniem cytometrii przepływowej i wynosiła ona ponad 90% [Ryc. 6.]. 

 

Ryc. 6. Przykładowe widmo typu dot-blot przedstawiające czystość frakcji CD14+.  

III.2.5. Izolacja limfocytów CD4+ z frakcji CD14- z wykorzystaniem metody 

pozytywnej separacji magnetycznej 

Zawiesinę komórek CD14- uzyskaną zgodnie z opisem w podrozdziale III.2.4. odwirowano 

(300 x g, 10 min., 4°C), następnie usunięto supernatant, a do osadu dodano kulki 

paramagnetyczne opłaszczone przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko 

ludzkiemu receptorowi CD4+ w ilości 10 µl kulek na 1x107 komórek CD14-. Do zawiesiny 

dodano 80 µl buforu MACS na 1x107 komórek CD14-. Po dokładnym wymieszaniu 

zawiesinę komórek inkubowano 30 min. w temperaturze 4°C. Po inkubacji komórki 

przemyto buforem MACS (1,5 ml buforu:1x107 komórek CD14-) i odwirowano (300 x g, 10 

min., 4°C), a następnie osad zawieszono w 500 µl buforu MACS. W celu uzyskania frakcji 

komórek CD4+ wykorzystano zestaw do separacji magnetycznej MidiMACS™ (Miltenyi 
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Biotec). Kolumnę LS przygotowano identycznie według opisu w podrozdziale III.2.4. 

Frakcja komórek CD4+ związana z kulkami paramagnetycznymi została zatrzymana na 

kolumnie LS, natomiast w przesączu zostały komórki CD4-. Po usunięciu kolumny LS z pola 

magnetycznego, kolumnę przepłukano buforem MACS z wykorzystaniem tłoka w celu 

uwolnieniu komórek CD4+ z kolumny. Zawiesinę komórek o fenotypie CD4+ (limfocyty T) 

wirowano (300 x g, 10 min., 4°C). Po wirowaniu osady zawieszono w podłożu cRPMI,  

a następnie policzono gęstość frakcji CD4+ z wykorzystaniem komory Bürkera. Limfocyty 

doprowadzano do gęstości 1x107 komórek/ml w podłożu do mrożenia (por. III.1.5.),  

a następnie zamrożono w -80°C w pudełku typu Mr Frosty, zapewniającym spadek 

temperatury 1°C/1 min.  

III.2.6. Izolacja limfocytów dziewiczych z frakcji CD14- z wykorzystaniem 

metody negatywnej separacji magnetycznej 

Zawiesinę komórek CD14- uzyskaną zgodnie z opisem w podrozdziale III.2.4. odwirowano 

(300 x g, 10 min., 4°C), a następnie do osadu dodano zestaw przeciwciał monoklonalnych 

„Naive CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail II” zawierający przeciwciała: anty-CD45RO, 

anty-CD8, anty-CD14, anty-CD15, anty-CD16, anty-CD19, anty-CD25, anty-CD34, anty-

CD36, anty-CD56, anty-CD123, anty-TCRγ/δ, anty-HLA-DR, i anty-CD235a w objętości 

10 μl na 1x107 komórek CD14- oraz uzupełniono buforem MACS w objętości 40 μl na 1x107 

komórek. Zawiesinę dokładnie wymieszano i inkubowano w temperaturze 4°C 5 min. 

Następnie do frakcji CD14- dodano mysie przeciwciała monoklonalne „Naive CD4+ T Cell 

MicroBead Cocktail II” w objętości 20 μl na 1x107 komórek oraz uzupełniano buforem 

MACS w objętości 30 μl na 1x107 komórek. Po dokładnym wymieszaniu zawiesinę 

inkubowano 5 min. w temperaturze 4°C. Kolumnę LS umieszczono w polu magnetycznym  

i przygotowano jak w podrozdziale III.2.4. Komórki o fenotypie CD4+ CD45RA+
 znajdowały 

się w przesączu stanowiącym frakcję negatywną. Zawiesinę komórek CD4+ CD45RA+
 

(limfocyty dziewicze T) wirowano (300 x g, 10 min., 4°C), a następnie osady zawieszono  

w podłożu cRPMI i policzono gęstość frakcji CD4+ CD45RA+
 z wykorzystaniem komory 

Bürkera. Limfocyty dziewicze doprowadzono do gęstości 1x107 komórek/ml w podłożu do 

mrożenia limfocytów (por. III.1.5.), a następnie zamrożono w -80°C w pudełku typu Mr 

Frosty, zapewniającym spadek temperatury 1°C/1 min. 
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III.2.7. Izolacja limfocytów pamięci z frakcji CD14- z wykorzystaniem 

metody negatywnej separacji magnetycznej 

Zawiesinę komórek CD14- uzyskaną zgodnie z opisem w podrozdziale III.2.4. odwirowano 

(300 x g, 10 min., 4°C), a następnie do osadu dodano koktajl przeciwciał monoklonalnych 

„Memory CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail”: anty-CD45RA, anty-CD8, anty-CD14, 

anty-CD16, anty-CD19, anty-CD56, anty-CD36, anty-CD123, anty-TCRγ/δ i anty-CD235a 

w objętości 10 μl na 1x107 komórek CD14- oraz uzupełniano buforem MACS w objętości 40 

μl na 1x107 komórek. W kolejnym etapie zawiesinę komórek z przeciwciałami wymieszano 

i inkubowano w temperaturze 4°C 10 min. Następnie do mieszaniny dodano Anti-Biotin 

MicroBeads w objętości 20 μl na 1x107 komórek oraz bufor MACS w objętości 30 μl/1x107 

komórek i inkubowano 15 min. w temperaturze 4°C. Kolumnę LS do separacji umieszczono 

w polu magnetycznym i przemyto 3 razy 3 ml buforu MACS, a następnie naniesiono 

zawiesinę komórek. Komórki o fenotypie CD4+CD45RO+ (limfocyty T pamięci) stanowiły 

frakcję negatywną i znalazły się w przesączu. Zawiesinę komórek CD4+CD45RO+ 

(limfocyty pamięci T) wirowano (300 x g, 10 min., 4°C), a następnie osady zawieszono  

w podłożu cRPMI i policzono gęstość frakcji CD4+CD45RO+ z wykorzystaniem komory 

Bürkera. Limfocyty pamięci doprowadzono do gęstości 1x107 komórek/ml w podłożu do 

mrożenia limfocytów, a następnie zamrożono w -80°C w pudełku typu Mr Frosty, 

zapewniającym spadek temperatury 1°C/1 min. 

III.2.8. Otrzymanie ludzkich komórek dendrytycznych pochodzenia 

monocytarnego 

Monocyty uzyskane w podrozdziale III.2.4. doprowadzono do gęstości 1x106 komórek/ml  

w podłożu hodowlanym cRPMI, a następnie dodano cytokiny (rGM-CSF 25 ng/ml;  

rIL-4 10 ng/ml) i zawiesiny komórek naniesiono na płytki 6-studzienkowe, które 

inkubowano 6 dni w temperaturze 37°C, 5% CO2 w celu otrzymania niedojrzałych komórek 

dendrytycznych. Hodowlę komórek dendrytycznych oglądano w mikroskopie świetlnym  

z odwróconym polem widzenia w celu oceny ich morfologii. W kolejnym etapie płytki  

z hodowlą KD inkubowano 30 min. w temperaturze 4°C, a następnie KD zebrano  

z wykorzystaniem pipet Pasteura oraz jałowych skrobaków do komórek. Zawiesinę KD 

przeniesiono do nowych probówek, a do studzienek dodano po 1 ml zimnego cRPMI  
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i inkubowano 10 min. Następnie zebrano pozostałe komórki i odwirowano (350 x g, 10 min., 

temperatura pokojowa). W końcowym etapie osad KD zawieszono w cRPMI, policzono ich 

gęstość w komorze Bürkera i doprowadzono do gęstości 1x106 komórek/ml jak  

w podrozdziale III.2.3. 

III.2.9. Stymulacja komórek dendrytycznych archeonami halofilnymi 

Komórki dendrytyczne o gęstości 1x106 komórek/studzienkę uzyskane w podrozdziale 

III.2.7. naniesiono na płytkę 12-studzienkową i stymulowano zawiesinami archeonów 

halofilnych Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T lub N. salaciae MDB25T 

w proporcji 1:1 (KD:archeony) i uzupełniono podłożem do 1 ml. Kontrolę negatywną 

stanowiły KD niestymulowane, natomiast kontrolę pozytywną KD stymulowane LPS E.coli 

O:55 w stężeniu 1 µg/ml. Hodowle komórek inkubowano 24 godz. w temperaturze 37°C  

w atmosferze 5% CO2. Po stymulacji komórki zebrano oraz odwirowano (350 x g, 10 min.,  

w temperaturze pokojowej). 

III.2.10. Stymulacja komórek dendrytycznych archeonami halofilnymi  

w obecności enterotoksyny B S. aureus (SEB) 

Uzyskane w podrozdziale III.2.8. KD o gęstości 1x106 komórek/studzienkę naniesiono na 

płytkę 12-studzienkową i stymulowano drobnoustrojami halofilnymi Hrd. rudnickae WSM-

64T, Hrd. rudnickae WSM-66T lub N. salaciae MDB25T w proporcji 1:1 (KD:archeony). 

W kolejnym etapie do komórek dodano SEB w stężeniu 1 µg/ml, a studzienki uzupełniono 

podłożem cRPMI do 1 ml. Po stymulacji komórki zebrano oraz odwirowano (350 x g,  

10 min., w temperaturze pokojowej). Hodowle komórek inkubowano 24 godz.  

w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2. Po stymulacji komórki zebrano oraz 

odwirowano (350 x g, 10 min., w temperaturze pokojowej). 

III.2.11.  Przygotowanie limfocytów T CD4+, limfocytów T dziewiczych 

(CD4+ CD45RA+) oraz limfocytów T pamięci (CD4+CD45RO+) 

Limfocyty T, limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamięci zamrożone w podrozdziałach 

III.2.5., III.2.6., oraz III.2.7. przechowywano w -80°C. Tuż przed dodaniem limfocytów do 

KD, probówki z limfocytami umieszczono w rozgrzanej łaźni wodnej (37°C).  

Po rozmrożeniu, zawiesinę komórek przeniesiono do nowych probówek typu Falcon,  



73 | S t r o n a  
 

a następnie zawieszono w 10 ml podłoża cRPMI o temperaturze 37°C i odwirowano  

(450 x g, 10 min. w temperaturze pokojowej). Po dwukrotnym odwirowaniu, limfocyty T, 

limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamięci zawieszono w podłożu cRPMI  

o temperaturze 37°C, policzono gęstość według metody opisanej w podrozdziale III.2.3.  

i doprowadzono do gęstości 1x107 komórek/ml.  

III.2.12. Ko-hodowla stymulowanych archeonami halofilnymi i/lub 

superantygenem SEB KD z autologicznymi limfocytami T CD4+, 

limfocytami T dziewiczymi (CD4+ CD45RA+) lub limfocytami T 

pamięci (CD4+CD45RO+)  

KD o gęstości 1x105 komórek/studzienkę uzyskane w podrozdziale III.2.8. naniesiono na 

płytkę 48-studzienkową, stymulowano archeonami halofilnymi a następnie superantygenem 

SEB. Płytki inkubowano 24 godz. (37°C, 5% CO2). Po inkubacji do KD dodano rozmrożone 

(według podrozdziału III.2.11.) autologiczne limfocyty T CD4+, autologiczne limfocyty T 

dziewicze (CD4+ CD45RA+) lub autologiczne limfocyty T pamięci (CD4+CD45RO+)  

w stosunku 1:10 (KD:frakcja limfocytów T). Studzienki uzupełniono podłożem do 1 ml  

i inkubowano 96 godz. w 37°C, 5% CO2. 

III.2.13. Ocena obecności archeonów halofilnych wewnątrz KD  

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej 

W celu identyfikacji archeonów halofilnych wewnątrz KD wykorzystano metodę barwienia 

oranżem akrydyny/bromkiem etydyny według Rybaczek i wsp., 2015 [83]. KD stymulowano 

archeonami halofilnymi według podrozdziału III.2.9., a następnie barwiono 4 min. 

1 ml mieszaniny (100 μg/ml oranżu akrydyny, 100 μg/ml bromku etydyny, PBS). Następnie, 

KD przemyto 2 razy PBS i utrwalano 1% aldehydem glutarowym w PBS 15 min.  

W dalszym etapie komórki przemyto dwukrotnie PBS i umieszczano na szkiełkach 

SuperFrost Plus. Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego 

Optiphot-2 (Nikon) wyposażonego w filtr B-2A (światło niebieskie; λ = 495 nm). Zdjęcia 

wykonano korzystając z kamery mikroskopowej DS-Fi1 (Nikon) i oprogramowania Act-1 

(Precoptic, Warszawa, Polska). Analizy zdjęć KD z archeonami halofilnymi dokonano 

wykorzystując oprogramowanie ImageJ v1.37c (Public Domain by Wayne Rasband) we 

współpracy z dr hab. Dorotą Rybaczek, prof. UŁ z Katedry Cytofizjologii UŁ. 
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III.2.14. Ocena stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny KD  

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej  

Do oceny stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny wykorzystano KD 

stymulowane archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi  

w obecności superantygenu SEB jak opisano w sekcjach III.2.9. oraz III.2.10.; układy badane 

umieszczono na szkiełkach hodowlano-mikroskopowych ThermoScientific™ Nunc™ Lab-

Tek™ ChamberSlide™ i inkubowano jak opisano w podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10. 

KD utrwalono 15 min. w roztworze 4% paraformaldehydu w PBS. Następnie, KD 

inkubowano 1 godz. w mieszaninie blokującej (10% surowicy końskiej, 1% BSA, 0,02% 

azydku sodu, PBS) w temperaturze pokojowej w celu zminimalizowania ryzyka 

niespecyficznego wiązania przeciwciał. KD inkubowano przez noc w komorze wilgotnej 

(4°C) z przeciwciałem króliczymi przeciwko ludzkiej β-tubulinie. Komórki przepłukano  

trzykrotnie z wykorzystaniem mieszaniny PBS/0,2% Triton X-100, a następnie inkubowano 

1 godz. w ciemności w temperaturze pokojowej z kozimi przeciwciałami drugorzędowymi 

skoniugowanymi z Alexa Fluor 488 przeciwko przeciwciałom króliczym. KD przepłukano 

trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100 oraz jednokrotnie w PBS. KD dobarwiono 5 min. DAPI 

(0,1 mg/ml). Obserwacje przeprowadzono przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego 

Axio.Imager.A1 wyposażonego w filtr B-2A (λ = 450-490 nm) dla AlexaFluor 488 oraz w 

filtr UV-2A (światło UV; λ = 518 nm). Procent fragmentacji chromatyny został oszacowany 

na podstawie pomiarów ilościowych fluorescencji DAPI. Związek ten wbudowuje się 

równomiernie w nić DNA, przez co zmiany w poziomie fluorescencji podczas obserwacji 

pod mikroskopem odpowiadają zwiększonej gęstości chromatyny. Niższy poziom 

fluorescencji oznacza miejsca, w których chromatyna jest mniej skondensowana.  

W przypadku pomiaru fluorescencji całego jądra komórkowego, niższy wynik wskazuje na 

fragmentację chromatyny. Ilościowej analizy zdjęć KD dokonano za pomocą funkcji 

pomiaru poziomu fluorescencji (measure) osobno dla DAPI oraz fluorochromu AlexaFluor 

488 (skoniugowanego z β-tubuliną) w poszczególnych komórkach, za pomocą programu 

ImageJ. Wizualizację wyników przeprowadzono przy użyciu programu Photoshop CS5. 

Wyniki uzyskano we współpracy z dr hab. Dorotą Rybaczek, prof. UŁ z Katedry 

Cytofizjologii UŁ. 
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III.2.15.  Ocena jednoniciowych oraz dwuniciowych pęknięć DNA KD  

z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej  

KD stymulowano archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami 

halofilnymi w obecności superantygenu SEB jak opisano w podrozdziałach III.2.9. oraz 

III.2.10.; układy badane umieszczono na szkiełkach hodowlano-mikroskopowych 

ThermoScientific™ Nunc™ Lab-Tek™ ChamberSlide™ i inkubowano według opisu w 

podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10. W celu wykrycia polimerazy poli(ADP-rybozy)-2 

(PARP-2; EC 2.4.2.30; markera jednoniciowych pęknięć DNA), fosfo-H2AX(Ser139; 

markera dwuniciowych pęknięć DNA) oraz β-tubuliny i aktyny (barwionej falloidyną 

znakowaną rodaminą) KD najpierw utrwalono 15 min. w roztworze 4% paraformaldehydu 

w PBS, a następnie inkubowano 1 godz. w mieszaninie blokującej (10% surowicy końskiej, 

1% BSA, 0,02% azydku sodu, PBS) w temperaturze pokojowej w celu zminimalizowania 

ryzyka niespecyficznego wiązania przeciwciał. W kolejnym etapie, KD inkubowano przez 

noc w komorze wilgotnej (4°C) z odczynnikami: PARP-2, fosfo-H2AX, przeciwciałami 

króliczymi pierworzędowymi przeciwko β-tubulinie oraz falloidyną znakowaną rodaminą. 

Komórki dendrytyczne przepłukano trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100, a następnie 

inkubowano 1 godz. w ciemności w temperaturze pokojowej z przeciwciałami 

drugorzędowymi: kozimi anty-króliczymi skoniugowanymi z AlexaFluor 488  

(dla β-tubuliny i PARP-2) oraz kozimi anty-króliczymi, skoniugowanymi z AlexaFluor 555 

(dla fosfo-H2AX). KD przepłukano trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100 oraz jednokrotnie 

PBS. DNA w komórkach dendrytycznych wykryto poprzez dobarwienie prób DAPI  

(0,1 mg/ml, 5 min. w ciemności dla PARP-2) lub jodkiem propidyny (0,2 µg/ml, 5 min.  

w ciemności dla fosfo-H2AX). Obserwacje przeprowadzono przy użyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego Axio.Imager.A1 wyposażonego w filtr B-2A (λ = 450-490 nm) dla 

AlexaFluor 488 oraz w filtr G-2A (λ = 518 nm) dla AlexaFluor 555 i jodku propidyny. 

Ilościowej analizy zdjęć KD dokonano za pomocą funkcji pomiaru poziomu fluorescencji 

(measure) osobno dla DAPI i jodku propidyny (dla DNA) oraz fluorochromów AlexaFluor 

488 (dla β-tubuliny i PARP-2) i AlexaFluor 555 (dla fosfo-H2AX)  

w poszczególnych komórkach, z wykorzystaniem programu ImageJ. Wizualizację wyników 

przeprowadzono przy użyciu programu Photoshop CS5. Wyniki uzyskano we współpracy  

z dr hab. Dorotą Rybaczek, prof. UŁ z Katedry Cytofizjologii UŁ. 
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III.2.16. Ocena ekspresji receptorów powierzchniowych komórek 

dendrytycznych z wykorzystaniem cytometrii przepływowej  

Do oceny ekspresji receptorów powierzchniowych wykorzystano hodowlę KD 

stymulowanych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi 

w obecności superantygenu SEB jak opisano w sekcjach III.2.9. oraz III.2.10. Po stymulacji 

KD całą zawartość studzienek zebrano i odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C), a płytki 

umieszczono w 4°C i inkubowano 30 min. Następnie, zawartość studzienek zebrano  

i odwirowano jak wyżej. Studzienki zostały trzykrotnie przepłukane zimnym PBS  

z dodatkiem EDTA. Osad KD zawieszono w PBS doprowadzając zawiesinę komórek do 

gęstości 1x106/ml.  

KD zostały wybarwione z wykorzystaniem przeciwciał monoklonalnych opisanych  

w podrozdziale III.1.11. dodawanymi w objętości 3 µl. Próbę kontrolną stanowiły komórki 

niebarwione przeciwciałami. Sposób barwienia zaprezentowano na Rycinie 7 [Ryc. 7.]. 

 

Ryc. 7. Schemat barwienia komórek dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB, 
lub archeonami halofilnymi w obecności superantygenu SEB. FITC - izotiocyjanian fluoresceiny, PE – fikoerytryna 
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Do probówek z mieszaniną odpowiednich przeciwciał dodano po 100 µl zawiesiny KD 

(1x106 komórek/ml), próby dokładnie wymieszano, a następnie inkubowano 30 min. w 4°C 

w ciemności. Po inkubacji próby dwukrotnie odwirowano (450 x g, 10 min. w temperaturze 

4°C) przepłukując zimnym PBS w objętości 2 ml. Osad zawieszono w 100 μl zimnego 

roztworu PBS. Próby poddano pomiarowi przy pomocy cytometru przepływowego BD 

LSRII w Pracowni Cytometrii Wydziału BiOŚ UŁ.  

III.2.17. Schemat analizy ekspresji receptorów powierzchniowych na 

powierzchni komórek dendrytycznych  

Dane z cytometru przepływowego analizowano z wykorzystaniem programu FlowJo. 

Analizę ekspresji receptorów powierzchniowych (CD86, CD80, HLA-DR, CD83, CD40, 

TLR2, TLR4, DC-SIGN) rozpoczynano od ustawienia bramek (ang. gate) na próbie 

izotypowej oraz na próbie barwionej, biorąc pod uwagą wielkość (ang. forward-scattered 

light, FSC) oraz ziarnistość (ang. side-scattered light, SSC) komórek. W dalszym etapie 

analizowano poziom ekspresji danego receptora na powierzchni badanych KD oraz odsetek 

KD wykazujących ekspresję tego receptora. Schemat analizy ekspresji receptorów na 

powierzchni KD przedstawiono na Rycinie 8 [Ryc. 8.].  

 

Ryc. 8. Schemat analizy ekspresji receptorów na powierzchni KD a) KD zebrane w „bramce” na podstawie ich wielkości 
(FSC) oraz ziarnistości (SSC); b) ustawienie „krzyża” czyli specyficznej ekspresji badanego receptora na podstawie 
niespecyficznej fluorescencji próby izotypowej; c) histogram przedstawiający ekspresję przykładowego receptora (próba 
badana) oraz niespecyficzna fluorescencja na powierzchni komórek (izotyp); d) sposób obliczenia wartości ekspresji danego 
receptora na podstawie parametru MFI (ang. Mean Fluorescence Intensity; średnia intensywność fluorescencji) oraz % 
gated - procent komórek w „bramce” 
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III.2.18. Ilościowe oznaczanie cytokin za pomocą testów ELISA  

Poziom cytokin w supernatantach KD stymulowanych według opisu w podrozdziałach 

III.2.9. oraz III.2.10. lub ko-hodowli KD z autologicznymi limfocytami T CD4+, 

autologicznymi limfocytami T dziewiczymi (CD4+ CD45RA+) lub autologicznymi 

limfocytami T pamięci (CD4+CD45RO+), (podrozdział III.2.12.) oceniano z wykorzystaniem 

testów ELISA (Diaclone, Immuniq Polska). Wszystkie testy wykonano zgodnie  

z instrukcjami producenta testów. W pierwszym etapie płytki zostały opłaszczone 

przeciwciałami wychwytującymi przeciwko badanym cytokinom (IL-10, IL-12p40,  

IL-12p70, IL-13, IL-17A, TNF-α oraz IFN-γ), a następnie inkubowano przez noc  

w temperaturze 4°C. Następnego dnia płytki płukano buforem do płukania (PBS/0,05% 

Tween 20) w celu usunięcia niezwiązanych przeciwciał. Wolne miejsca na płytce blokowano 

2 godz. w temperaturze 20°C w ciemności buforem do blokowania (PBS/5%BSA;  

150 µl/studzienkę). Po inkubacji płytki płukano buforem do płukania oraz nanoszono po  

50 µl standardu oraz seryjnych rozcieńczeń standardu badanej cytokiny przygotowanych  

w buforze do rozcieńczeń (PBS/1%BSA). Nanoszono również po 50 µl prób badanych 

(nierozcieńczonych, rozcieńczonych 10x, rozcieńczonych 100x). W przypadku IL-10 po tym 

etapie następowała 1 godz. inkubacja w temperaturze pokojowej, a następnie dodawano 

swoiste dla IL-10 biotynylowane przeciwciała. W przypadku IL-12p40, IL-12p70, IL-13,  

IL-17A, TNF-α oraz IFN-γ do studzienek dodawano swoiste dla tych cytokin biotynylowane 

przeciwciała (25 µl/studzienkę). W każdym doświadczeniu zastosowano kontrole:  

• K1 (50 µl standardu, brak biotynylowanych przeciwciał, 25 µl buforu do rozcieńczeń) 

– kontrola jakości standardu 

• K2 (25 µl biotynylowanych przeciwciał, brak standardu, 50 µl buforu do rozcieńczeń) 

– kontrola biotynylowanych przeciwciał  

• K3 (brak standardu i biotynylowanych przeciwciał, 75 µl buforu do rozcieńczeń)  

– kontrola buforu do rozcieńczeń  

Po inkubacji w 20°C w ciemności płytki płukano buforem do płukania i dodawano do 

studzienek roztwór streptawidyny znakowanej peroksydazą chrzanową (HRP) w buforze do 

streptawidyny (PBS/1%BSA/0,1% Tween20). Po 30 min. inkubacji w 20°C w ciemności 

płytki płukano buforem do płukania i dodawano do studzienek TMB, a następnie płytki 
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ponownie inkubowano w ciemności. W celu przerwania reakcji enzymatycznej do 

studzienek dodano 1M H2SO4 w objętości 50 µl. Wartość absorbancji odczytano przy 

długości fali λ= 450 nm. Na podstawie wyników otrzymanych z naniesionego standardu 

swoistego dla danej cytokiny wyznaczano krzywe kalibracyjne, gdzie na osi X naniesiono 

stężenie badanej cytokiny, a na osi Y wartość absorbancji. Z przekształcenia równania 

funkcji liniowej otrzymano wzór, z którego obliczano stężenie cytokin w próbach badanych: 

𝑥 =  
𝑦−𝑏

𝑎
, gdzie 

x - stężenie badanej cytokiny [pg/ml]  

y – wartość absorbancji  

b – współczynnik przecięcia prostej z osią Y  

a – współczynnik przecięcia prostej z osią X 

W przypadku oceny poziomu IL-23 w supernatantach KD (Diaclone, Immuniq Polska) 

wykorzystano gotową płytkę opłaszczoną przeciwciałami przeciwko IL-23 oraz 

zablokowaną przez producenta testu. W pierwszym etapie nanoszono po 100 µl prób 

badanych (nierozcieńczonych, rozcieńczonych 10x oraz rozcieńczonych 100x) lub seryjnych 

rozcieńczeń wzorca rekombinowanej ludzkiej IL-23, a następnie po 50 µl biotynylowanych 

przeciwciał przeciwko IL-23. Dodatkowo, ustawiono kontrole K1, K2 oraz K3 jak opisano 

powyżej. Po 2 godz. inkubacji w ciemności w temperaturze 20°C, płytkę przepłukano 

trzykrotnie buforem do płukania, dodano 100 µl roztworu streptawidyny-HRP i inkubowano 

w ciemności w temperaturze 20°C, 30 min. Po inkubacji płytkę przepłukano trzykrotnie 

buforem do płukania, dodano 100 µl TMB i inkubowano płytkę 15 min. w ciemności,  

a następnie zablokowano reakcję enzymatyczną poprzez dodanie 100 µl 1M H2SO4. Wartość 

absorbancji odczytano przy długości fali λ = 450 nm. Stężenie IL-23 w próbach badanych 

oceniono z wykorzystaniem krzywej wzorcowej według metody opisanej powyżej. Zestaw 

ELISA firmy Diaclone pozwala na oznaczenie poziomu ludzkiej cytokiny IL-23 w zakresie 

stężeń: 20 pg/ml – 5000 pg/ml. 

W Tabeli 4 [Tabela 4.] zebrano informacje dotyczące zakresu stężenia badanych cytokin 

możliwych do wykrycia z wykorzystaniem opisanych wyżej komercyjnych testów.  
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Tabela 4. Minimalne oraz maksymalne stężenie badanych cytokin możliwe do wykrycia w teście ELISA 

Badana cytokina Minimalne stężenie badanej 

cytokiny możliwe do wykrycia  

Maksymalne stężenie badanej 

cytokiny możliwe do wykrycia 

IL-10 5 pg/ml 400 pg/ml 

IL-12p40 20 pg/ml 2000 pg/ml 

IL-12p70 2,2 pg/ml 200 pg/ml 

IL-13 1,5 pg/ml 100 pg/ml 

IL-17A 2,3 pg/ml 100 pg/ml 

TNF-α 8 pg/ml 800 pg/ml 

IFN-γ 5 pg/ml 400 pg/ml 

IL-23 20 pg/ml 5000 pg/ml 

III.2.19. Ocena cyklu komórkowego komórek dendrytycznych metodą 

cytometrii przepływowej 

Po stymulacji komórek dendrytycznych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub 

archeonami halofilnymi w obecności SEB (podrozdziały III.2.9. oraz III.2.10.) zebrano 

supernatanty pohodowlane, a następnie dodano do studzienek 1 ml zimnego EDTA  

i inkubowano 10 min. w temperaturze 4°C. Komórki zebrano z wykorzystaniem użyciu 

jałowych skrobaków, a następnie odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C). W kolejnym etapie 

usunięto nadsącz, a osady zawieszono w 1 ml zimnego PBS i ponownie odwirowano  

(350 x g, 10 min., 4°C), następnie osady zawieszono w 100 µl zimnego PBS i przeniesiono 

do eppendorfów zawierających 1 ml 70% roztworu wodnego etanolu o temperaturze -20°C. 

Zawiesinę komórek dendrytycznych wstrzyknięto w objętości 100 μl pod alkohol cały czas 

mieszając próbki na mieszadle typu vortex i odwirowano (20000 x g, 10 min., 4°C). Osady 

zawieszono w 0,5 ml roztworu A (RNA-azy z jodkiem propidyny), a następnie inkubowano 

30 min. w temperaturze 37°C w ciemności. Po zakończeniu inkubacji dokonano pomiarów  

z wykorzystaniem cytometru przepływowego BD LSRII w Pracowni Cytometrii Wydziału 

BiOŚ UŁ. Analizę cyklu komórkowego przeprowadzono z wykorzystaniem programu 

FlowJo we współpracy z dr Pauliną Sicińską z Katedry Biofizyki Skażeń Środowiska UŁ.  



81 | S t r o n a  
 

III.2.20. Ocena KD ulegających apoptozie lub nekrozie metodą cytometrii 

przepływowej 

Po stymulacji komórek dendrytycznych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub 

archeonami halofilnymi w obecności SEB (podrozdziały III.2.9. oraz III.2.10.) zebrano 

podłoże pohodowlane, a następnie dodano do studzienek 1 ml zimnego EDTA i inkubowano 

10 min. w temperaturze 4°C. Komórki zebrano z wykorzystaniem użyciu jałowych 

skrobaków do komórek, a następnie odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C). Osad zawieszono 

w 1 ml zimnego PBS i odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C). W ostatnim etapie osady 

zawieszono w 100 μl 1% roztworu aneksyny. Do każdej probówki dodano 5 μl FITC oraz  

5 μl jodku propidyny, dokładnie wymieszano oraz wykonano cztery kontrole: 

• Kontrola 1: 100 μl komórek + 400 μl 1% roztworu aneksyny  

• Kontrola 2: 100 μl komórek + 5 μl FITC + 10% alkohol 

• Kontrola 3: 100 μl komórek + 5 μl PI + 70% zimny alkohol 

• Kontrola 4: 100 μl komórek + 5 μl FITC + 5 μl PI + 10% alkohol 

Wszystkie próby inkubowano 15 min. w ciemności, w temperaturze 4°C. Po zakończeniu 

inkubacji dokonano pomiarów z wykorzystaniem cytometru przepływowego BD LSRII  

w Pracowni Cytometrii Wydziału BiOŚ UŁ. Wyniki analizowano wykorzystując 

oprogramowanie FlowJo, we współpracy z dr Pauliną Sicińską z Katedry Biofizyki Skażeń 

Środowiska UŁ.  

III.2.21. Analiza statystyczna wyników  

Analizę statystyczną wykonano za pomocą programu Statistica 13 (StatSoft) oraz 

oprogramowania GraphPad 7 (Prism). Do analizy danych zawartych w pracy wykorzystano 

statystyki opisowe – średnia arytmetyczna oraz odchylenie standardowe (SD). Normalność 

rozkładu zmiennych oceniano testem Kołmogorowa-Smirnowa. W celu oceny różnic między 

dwoma średnimi użyto nieparametrycznego testu U Manna–Whitneya. W przypadku analizy 

obejmującej porównanie więcej niż dwóch średnich, zastosowano nieparametryczny test 

Kruskala-Wallisa. Różnice między średnimi uznawano za istotne statystycznie przy wartości 

p ≤ 0,05.  
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IV. Wyniki 

IV.1. Charakterystyka oddziaływania archeonów halofilnych 

Hrd. rudnickae lub N. salaciae z ludzkimi komórkami 

dendrytycznymi [Wyniki oryginalne, nieopublikowane]. 

IV.1.1. Ocena obecności archeonów halofilnych wewnątrz KD 

Zbadano zdolność wnikania archeonów halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 

lub N. salaciae) do komórek dendrytycznych z wykorzystaniem mikroskopii 

fluorescencyjnej. Analiza zdjęć mikroskopowych z użyciem programu ImageJ pozwoliła na 

jednoznaczne odróżnienie archeonów, które znajdowały się wewnątrz KD od tych, które były 

poza nimi oraz na zliczenie liczby obu populacji (parametr określany jako „prominencja”). 

KD stymulowano według metody opisanej w podrozdziale III.2.9., a następnie barwiono 

bromkiem etydyny oraz oranżem akrydyny według metody opisanej w podrozdziale III.2.13. 

Kontrolę ujemną stanowiły KD niestymulowane archeonami halofilnymi. Po 24 godz. 

stymulacji zaobserwowano obecność archeonów halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd. 

rudnickae 66 lub N. salaciae) wewnątrz KD, zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze 

komórkowym. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający obecność archeonów 

halofilnych wewnątrz cytoplazmy oraz jądra komórkowego KD przedstawiono na Rycinie 9 

[Ryc. 9.]. Wyniki zaprezentowano w postaci średniej liczby wniknięć, definiowanej jako 

obecność archeonów halofilnych w jądrze komórkowym [Ryc. 10A] lub cytoplazmie [Ryc. 

10B]. Średnią liczbę drobnoustrojów w komórce oceniono zliczając każdorazowo 2500 KD. 

Wykazano, iż 24 godz. stymulacja KD Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae 

skutkowała istotnym nasileniem liczby wniknięć archeonów halofilnych do wnętrza jądra 

komórkowego oraz cytoplazmy KD w porównaniu do komórek niestymulowanych 

(p<0,0001).  
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Ryc. 9. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający obecność Hrd. rudnickae 64, Hrd, rudnickae 66 lub  
N. salaciae w jądrze komórkowym oraz cytoplazmie komórek dendrytycznych (KD). Zielone, fluorescencyjne punkty 
(zaznaczone białą strzałką) – archeony halofilne; kolor niebieski – jądro komórkowe (n); kolor jasno zielony - 
cytoplazma. AO – oranż akrydyny, EB – bromek etydyny, KD – komórki dendrytyczne niestymulowane. Skala 
wielkości = 10 µm. 
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Ryc. 10. Liczba wniknięć archeonów halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) w jądrze 
komórek dendrytycznych (KD) (A) oraz cytoplazmie (B). Dane przedstawiono w postaci średniej ± odchylenie 
standardowe. **** p ≤ 0,0001; minimum 100 zliczeń dla każdego układu, eksperyment powtórzono 4-krotnie (n=4.) 

A) B) 
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IV.1.2. Ocena stopnia kondensacji i fragmentacji chromatyny KD 

stymulowanych archeonami halofilnymi 

W kolejnym etapie badań sprawdzono, czy stymulacja KD archeonami halofilnymi  

(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) skutkuje zmianami w kondensacji 

oraz fragmentacji chromatyny komórek dendrytycznych. W tym celu KD stymulowano  

24 godz. archeonami halofilnymi według metod opisanych w podrozdziałach III.2.9.  

i III.2.10., a następnie wybarwiono DAPI (III.2.14). Barwienie komórek z wykorzystaniem 

DAPI umożliwiło ocenę mikroskopową jądra komórkowego. DAPI wiążąc się  

z dwuniciowym DNA pozwala zaobserwować zwiększoną konsensację chromatyny jądrowej 

oraz stopień fragmentacji chromatyny. Silniej upakowana chromatyna oznacza słabszą 

ekspresję genów (trudniejszy dostęp czynników transkrypcyjnych do sekwencji 

nukleotydów), natomiast fragmentacja chromatyny oznacza jej uszkodzenie. Ponadto,  

w doświadczeniu analizowano cytoszkielet KD z wykorzystaniem przeciwciał 

monoklonalnych przeciwko ludzkiej β-tubulinie. Zarówno w ocenie stopnia kondensacji 

chromatyny, jak i procentu fragmentacji chromatyny KD, kontrolę negatywną stanowiły KD 

niestymulowane, natomiast kontrolę pozytywną KD stymulowane superantygenem SEB 

(enterotoksyną B S. aureus). Fragmentację chromatyny oceniono na podstawie fluorescencji 

jądra komórkowego z wykorzystaniem DAPI, gdzie słabsza fluorescencja wskazywała na 

zwiększoną fragmentację chromatyny. Niższy poziom fluorescencji oznaczał również 

mniejszą kondensację chromatyny. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający 

kondensację i fragmentację chromatyny przedstawiono na Rycinie 11 [Ryc. 11.]. W wyniku 

24 godz. stymulacji KD archeonami halofilnymi, nie zaobserwowano istotnych zmian  

w stopniu kondensacji chromatyny wewnątrz komórek dendrytycznych w porównaniu do 

komórek niestymulowanych [Ryc. 11.; 12A], a także w procencie fragmentacji chromatyny 

KD stymulowanych archeonami halofilnymi, w porównaniu do komórek niestymulowanych 

[Ryc. 11.; 12B]. Po stymulacji KD SEB nie zaobserwowano istotnych zmian w stopniu 

kondensacji chromatyny KD w porównaniu do komórek niestymulowanych [Ryc. 11.; Ryc. 

12A), natomiast zaobserwowano istotnie wyższy procent fragmentacji chromatyny KD 

stymulowanych SEB w porównaniu do komórek niestymulowanych (p = 0,0286) [Ryc. 11.; 

Ryc. 12B].  
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Ryc. 11. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający komórki dendrytyczne (KD) niestymulowane, 
stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae wybarwione przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko 
β-tubulinie (A) oraz komórki barwione DAPI (B). Panel „merge” (C) – połączone obrazy ze wszystkich znaczników. KD – 
komórki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); SEB – kontrola pozytywna. Skala wielkości = 10 µm. 

A) B) C) 



86 | S t r o n a  
 

 

Ryc. 12. Stopień kondensacji oraz procent fragmentacji chromatyny komórek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, 
stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. A) Stopień kondensacji chromatyny KD; B) Procent 
fragmentacji chromatyny KD. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p < 0,05; n=4; KD – komórki 
dendrytyczne niestymulowane.  

IV.1.3. Ocena obecności jednoniciowych pęknięć DNA w KD 

stymulowanych archeonami halofilnymi 

W celu zbadania wpływu archeonów halofilnych na powstawanie jednoniciowych pęknięć 

DNA, KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. 

rudnickae 66 lub N. salaciae) zgodnie z metodą opisaną w podrozdziałach III.2.9. i III.2.10., 

a następnie dokonano detekcji PARP-2 według metody opisanej w podrozdziale III.2.15. 

Wykorzystany w tej technice PARP-2 jest enzymem, który przyłącza się do jednoniciowych 

pęknięć w DNA. Dzięki wykorzystaniu techniki immunocytochemicznej z użyciem 

skoniugowanych z fluorochromem przeciwciał monoklonalnych skierowanych przeciwko 

PARP-2, identyfikowano DNA, w którym obecne były jednoniciowe pęknięcia. KD 

niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane 

superantygenem SEB stanowiły kontrolę pozytywną. Reprezentatywny obraz mikroskopowy 

przedstawiający KD z jednoniciowymi pęknięciami DNA przedstawiono na Rycinie 13 

[Ryc. 13.] – rycina ta przedstawia panel SSBs (ang. single-strand breaks, jednoniciowe 

pęknięcia DNA, znacznik – PARP-2), panel DNA (jądro komórkowe barwione DAPI w celu 

zlokalizowania DNA jądrowego), panel „Actin” (białko cytoszkieletu, aktyna, wybarwione 

A) B) 
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rodaminą 123) oraz panel połączony (ang. merged), gdzie obrazy ze wszystkich znaczników 

są nałożone.  

 
Ryc. 13. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający jednoniciowe uszkodzenia DNA w komórkach 
dendrytycznych. KD – komórki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66, Hrd. rudnickae 64, 
N. salaciae – KD stymulowane wybranymi szczepami archeonów halofilnych; SEB – KD stymulowane superantygenem SEB 
(kontrola pozytywna).  

A – merged, połączone obrazy ze wszystkich znaczników. (B) SSBs– jednoniciowe uszkodzenia DNA; PARP-2 – enzym 
wykrywający jednoniciowe uszkodzenia DNA (jasnozielone punkty w panelu SSBs, białą strzałką zaznaczono jednoniciowe 
uszkodzenia DNA); (C) DAPI– barwnik DNA (niebieski); (D) Actin, aktyna wybarwiona Rhodamine 123 (czerwony);  
E - połączone obrazy ze wszystkich znaczników (obraz powiększony). Skala wielkości = 10 µm 

Przeanalizowano dwa parametry świadczące o obecności jednonicowych uszkodzeń DNA – 

indeks fluorescyjnego znakowania (% komórek wykazujących jednoniciowe pęknięcia 

DNA) [Ryc. 14A] oraz średnią intensywność fluorescencji (parametr informujący o liczbie 

jednoniciowych pęknięć DNA w jednej komórce – im większa ilość SSBs tym bardziej 

A) B) C) D) E) 
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intensywna fluorescencja) [Ryc. 14B]. Stymulacja KD Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 

66 lub N. salaciae nie spowodowała istotnych zmian w odsetku komórek dendrytycznych 

wykazujących jednoniciowe uszkodzenia DNA [Ryc. 14A]. Nie zaobserwowano również 

istotnego wzrostu liczby jednoniciowych pęknięć w pojedynczej KD [Ryc. 14B]. W KD 

stymulowanych SEB (kontrola pozytywna) wykazano istotny wzrost indeksu 

fluorescencyjnego znakowania (p = 0,0286) [Ryc. 14A] i istotnie wyższą średnią 

intensywność fluorescencji (p < 0,0001) [Ryc. 14B] w porównaniu do KD 

niestymulowanych [Ryc. 14.]. 

  

 
Ryc. 14. Jednoniciowe pęknięcia DNA w komórkach dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi. A) Indeks 
fluorescencyjnego znakowania (odsetek komórek wykazujących jednoniciowe pęknięcia DNA), n=4; B) Średnia 
intensywność fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 8 zliczeń, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione 
jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; **** p ≤ 0,0001; KD – komórki dendrytyczne niestymulowane, SEB – 
superantygen S. aureus. 

IV.1.4. Ocena obecności dwuniciowych pęknięć DNA w KD 

stymulowanych archeonami halofilnymi 

W celu zbadania wpływu archeonów halofilnych na powstawanie dwuniciowych pęknięć 

DNA (ang. double-strand breaks, DSB) KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi 

(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) według opisu w podrozdziałach 

III.2.9. i III.2.10., a następnie oceniono, metodą immunocytochemiczną, fosforylowaną  

w pozycji Ser139 formę histonu H2AX (fosfo-H2AX; H2AXS139ph; marker dwuniciowych 

pęknięć DNA) według metody opisanej w podrozdziale III.2.15. Miejsca przyłączenia fosfo-

H2AX do DNA zobrazowano z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, dzięki 

A) B) 
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zastosowaniu przeciwciał monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromem 

skierowanych przeciwko fosfo-H2AX, co umożliwia wykrycie dwuniciowych uszkodzeń 

DNA. KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane 

superantygenem SEB stanowiły kontrolę pozytywną.  

 

Ryc. 15. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający dwuniciowe uszkodzenia DNA w komórkach 
dendrytycznych. KD – komórki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66, Hrd. rudnickae 64, 
N. salaciae – KD stymulowane wybranymi szczepami archeonów halofilnych; SEB – KD stymulowane superantygenem SEB 
(kontrola pozytywna). 

A – merged, połączone obrazy ze wszystkich znaczników. (B) DSBs– dwuniciowe uszkodzenia DNA; H2AXS139ph – enzym 
wykrywający dwuniciowe uszkodzenia DNA (jasnoczerwone punkty w panelu DSBs, białą strzałką zaznaczono dwuniciowe 
uszkodzenia DNA); (C) DAPI– barwnik DNA (niebieski); (D) B-tubulin, β-tubulina wybarwiona AlexaFluour488 – przeciwciała 
monoklonalne skoniugowane z AlexaFluor 488 (zielony); E - połączone obrazy ze wszystkich znaczników (obraz 
powiększony). Skala wielkości = 10 µm 

 

 

A) B) C) D) E) 
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Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający KD z dwuniciowymi pęknięciami 

DNA przedstawiono na Rycinie 15 [Ryc. 15.] – rycina przedstawia panel DSBs (znacznik – 

H2AXS139ph), panel DNA (jądro komórkowe barwione DAPI w celu zlokalizowania DNA 

jądrowego), panel β-tubulin (białko cytoszkieletu, β-tubulina, wybarwione przeciwciałami 

monoklonalnymi skoniugowanymi z AlexaFluor 488) oraz panel „merged”, gdzie 

fluorescencja wszystkich znaczników została nałożona komputerowo.  

Przeanalizowano dwa parametry świadczące o obecności dwuniciowych uszkodzeń DNA – 

indeks fluorescencyjnego znakowania (% komórek wykazujących dwuniciowe pęknięcia 

DNA) [Ryc. 16A] oraz średnią intensywność fluorescencji (parametr informujący o liczbie 

dwuniciowych pęknięć DNA w jednej komórce tj. im więcej DSBs – tym bardziej 

intensywne świecenie/fluorescencja) [Ryc. 16B]. Stymulacja KD wybranymi szczepami 

archeonów halofilnych nie spowodowała istotnych zmian w odsetku komórek 

dendrytycznych wykazujących dwuniciowe uszkodzenia DNA [Ryc. 16A]. Nie 

zaobserwowano również istotnego wzrostu liczby dwuniciowych pęknięć w pojedynczej KD 

[Ryc. 16B]. Wykazano istotny wzrost indeksu fluoroscencyjnego znakowania (p = 0,0286) 

oraz średniej intensywność fluorescencji (p < 0,0001) w KD stymulowanych SEB,  

w porównaniu do KD niestymulowanych [Ryc. 16.]. 

 

 

Ryc. 16. Dwuniciowe pęknięcia DNA w komórkach dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi. A) Indeks 
fluorescencyjnego znakowania (odsetek komórek wykazujących dwuniciowe pęknięcia DNA) , n=4; B) Średnia intensywność 
fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 20 zliczeń, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako średnia 
± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; **** p ≤ 0,0001; KD – komórki niestymulowane, SEB – superantygen S. aureus. 

A) B) 
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IV.1.5. Analiza cyklu komórkowego KD stymulowanych archeonami 

halofilnymi  

W kolejnym etapie pracy zbadano cykl komórkowy KD stymulowanych archeonami 

halofilnymi - Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. W tym celu, KD 

stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi według opisu w podrozdziałach III.2.9. oraz 

III.2.10., a następnie przenalizowano cykl komórkowy oznaczony według metody opisanej 

w podrozdziale III.2.19. z zastosowaniem cytometrii przepływowej. Barwienie komórek 

jodkiem propidyny umożliwiło ocenę ilościową zawartości DNA w komórce w określonych 

fazach cyklu komórkowego  

Analizie poddano 4 fazy cyklu komórkowego:  

• Fazę subG1 – faza charakterystyczna dla komórek apoptotycznych 

• Fazę G1 (ang. gap, przerwa) – faza wzrostu komórek, synteza m.in. białek 

strukturalnych i enzymów 

• Faza S (ang. synthesis, synteza) – faza, w której dochodzi do replikacji DNA oraz 

syntezy histonów 

• Faza G2 – faza syntezy białek wrzeciona podziałowego oraz składników błony 

komórkowej 

Analiza wyników, w której wykorzystano oprogramowanie FlowJo, pozwoliła na ocenę 

odsetka KD w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Jak przedstawiono na Rycinie 

17 [Ryc. 17.], stymulacja KD archeonami halofilnymi nie spowodowała istotnych zmian w 

cyklu komórkowym w fazach: sub-G1 [Ryc. 17A], G1 [Ryc. 17B], S [Ryc. 17C] oraz G2 

[Ryc. 17D]. Z kolei stymulacja KD superantygenem SEB skutkowała istotnym wzrostem 

odsestka komórek w fazie sub-G1 (p = 0,0286) [Ryc. 17A] oraz w fazie S (p = 0,0095) [Ryc. 

17C].  
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Ryc. 17. Odsetek komórek dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi w poszczególnych fazach cyklu 
komórkowego – faza subG1 (A), G1 (B), S (C) oraz G2 (D) ocenionych z wykorzystaniem cytometrii przepływowej.  
Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Liczba niezależnych eksperymentów 
n = 7; KD – komórki niestymulowane, SEB – superantygen S. aureus. 

 

 

 

 

 

 

A) B) 

C) D) 
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IV.1.6. Ocena odsetka KD stymulowanych archeonami halofilnymi 

będących w stanie apoptozy lub nekrozy 

W ostatnim etapie realizacji pierwszego celu szczegółowego oceniono wpływ archeonów 

halofilnych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae na proces apoptozy bądź 

nekrozy KD. Komórki dendrytyczne stymulowano 24 godz. według opisów  

w podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10., a następnie oceniono odsetek KD w stanie apoptozy 

lub nekrozy z wykorzystaniem cytometrii przepływowej według opisu w podrozdziale 

III.2.20. W badaniach wykorzystano komercyjny zestaw składający się z aneksyny V 

znakowanej FITC oraz jodku propidyny. Jodek propidyny wnika do wnętrza komórki przez 

uszkodzoną błonę komórkową, a następnie wiąże się z kwasami nukleinowymi, natomiast 

Aneksyna V wiąże się specyficznie z fosfatydyloseryną, która w komórkach ulegających 

apoptozie przemieszcza się z wewnętrznej na zewnętrzną stronę błony komórkowej. Dzięki 

barwieniu z wykorzystaniem obu znaczników można rozróżnić trzy populacje komórek:  

• komórki niebarwiące się żadnym związkiem – komórki żywe 

• komórki barwiące się jodkiem propidyny – komórki w stanie nekrozy 

• komórki barwiące się aneksyną V oraz jodkiem propidyny – komórki w stanie 

apoptozy 

Na Rycinie 18 [Ryc. 18.] przedstawiono: 

• Odsetek KD niebarwiących się żadnym związkiem – komórki żywe [Ryc. 18A] 

• Odsetek KD wybarwionych aneksyną V i jodkiem propidyny – komórki w stanie 

apoptozy [Ryc. 18B] 

• Odsetek KD barwiących się jedynie jodkiem propidyny – komórki w stanie nekrozy 

[Ryc. 18C] 

KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane 

superantygenem SEB stanowiły kontrolę pozytywną. W wyniku stymulacji KD archeonami 

halofilnymi nie zaobserwowano istotnego wzrostu odsetka komórek w stanie apoptozy  

[Ryc. 18B] lub nekrozy [Ryc. 18C]. Odsetek komórek żywych nie uległ istotnej zmianie  

w stosunku do komórek stymulowanych i wynosił około 92% [Ryc. 18A]. Stymulacja KD 

superantygenem SEB skutkowała istotnym wzrostem odsetka komórek w stanie apoptozy  

(p = 0,0203) [Ryc. 18B]. Reprezentatywny „dot-blot” komórek niestymulowanych lub 

stymulowanych SEB przedstawiono na Rycinie 18D [Ryc. 18D]. 
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Ryc. 18. Odsetek komórek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66, 
N. salaciae lub SEB (A) żywych; (B) w stanie apoptozy; (C) w stanie nekrozy; (D) reprezentatywny dot-blot przedstawiający 
komórki niestymulowane (kontrola negatywna) lub stymulowane SEB (kontrola pozytywna). Dane przedstawione jako 
średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05. Liczba niezależnych eksperymentów n = 6; KD – komórki niestymulowane, 
SEB – superantygen S. aureus, FITC - Izotiocyjanian fluoresceiny. 

A) 

B) 
C) 

D) 
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IV.2.  Ocena ekspresji receptorów powierzchniowych na 

komórkach dendrytycznych stymulowanych archeonami 

halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae oraz wytwarzania 

wybranych cytokin [Publikacja 2 oraz wyniki oryginalne, 

nieopublikowane] 

IV.2.1. Określenie optymalnej proporcji archeonów halofilnych użytych do 

stymulacji KD [Publikacja 2] 

KD stymulowano według metody opisanej w podrozdziale III.2.9. Oceniono ekspresję 

receptorów CD86, CD80, CD83 i CD40 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 

64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w proporcji MOI (ang. multiplicity of infection) 0.1; 

MOI 1 oraz MOI 10, z wykorzystaniem cytometrii przepływowej na podstawie opisu  

w podrozdziałach III.2.16. oraz III.2.17. Parametr MOI oznacza stosunek stymulatora (w tym 

przypadku – archeonów halofilnych) do komórek (KD pochodzenia monocytarnego). 

Zbadano również poziom IL-10, TNF-α oraz IL-12p40 produkowanych przez KD 

stymulowane różną wartością MOI archeonów halofilnych, z wykorzystaniem testów ELISA 

według opisu w podrozdziale III.2.18. Nie wykazano istotnych różnic między MOI 0.1; 1 

oraz MOI 10 na poziomie ekspresji receptorów CD86, CD80, CD83, CD40 oraz produkcji 

cytokin IL-10, TNF-α i IL-12p40. Do dalszych badań wybrano MOI 1 [Publikacja 2; 

Supplementary Figure 1 oraz Supplementary Figure 2]. 

IV.2.2. Ekspresja receptorów powierzchniowych na KD stymulowanych 

archeonami halofilnymi [Publikacja 2] 

KD stymulowano według metody opisanej w podrozdziale III.2.9. Oceniono ekspresję 

receptorów powierzchniowych CD86, CD80, CD83, CD40, HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 oraz 

TLR4 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub  

N. salaciae (MOI 1) z wykorzystaniem cytometrii przepływowej według opisu  

w podrozdziałach III.2.16. oraz III.2.17. Na podstawie parametru MFI (ang. Mean 

Fluorescent Intensity, średnia intensywność fluorescencji) wykazano istotnie wyższą 

ekspresję receptorów CD86 oraz CD80 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 

64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w porównaniu do komórek niestymulowanych 

[Publikacja 2; Figure 1A]. Zaobserwowano również istotnie wyższy odsetek KD 
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wykazujących ekspresję receptorów CD86, CD80 oraz CD83 stymulowanych Hrd. 

rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w porównaniu do komórek 

niestymulowanych. Jednocześnie, nie wykazano istotnych różnic w ekspresji receptorów 

CD40, HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 oraz TLR4 na KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, 

Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w porównaniu do komórek niestymulowanych [Publikacja 

2; Figure 1B, Supplementary Figure 3, Supplementary Figure 4]. 

IV.2.3. Produkcja cytokin przez KD stymulowane archeonami halofilnymi 

[Publikacja 2] 

KD stymulowano według opisu w podrozdziale III.2.9. Oceniono produkcję cytokin TNF-α, 

IL-12p40, IL-12p70, IL-23 oraz IL-10 przez KD stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. 

rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) z wykorzystaniem testów ELISA, jak opisano  

w podrozdziale III.2.18. Zaobserwowano istotnie wyższą produkcję TNF-α,  

IL-12p40 oraz IL-10 przez KD stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub  

N. salaciae w porównaniu do komórek niestymulowanych. Nie zaobserwowano istotnych 

różnic w intensywności produkcji IL-12p70 oraz IL-23 przez KD stymulowane halofilami w 

porównaniu do komórek niestymulowanych. [Publikacja 2; Figure 2, Supplementary Figure 

5]. 

IV.2.4. Porównanie zdolności archeonów halofilnych, w formie żywych 

drobnoustrojów lub lizatów komórkowych, do stymulacji KD 

[Wyniki oryginalne, nieopublikowane] 

Biorąc pod uwagę wyniki uzyskane w poprzednich etapach pracy, postanowiono zbadać, czy 

jedynie archeony w formie żywej są zdolne do efektywnej stymulacji KD, czy też podobne 

właściwości będą posiadały antygeny archeonów zawarte w lizacie komórkowym.  

W pierwszym etapie oceniono skuteczność lizy archeonów halofilnych Hrd. rudnickae 64, 

Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. Archeony halofilne przygotowano oraz poddano lizie 

według metody opisanej w podrozdziale III.2.2. Obecność żywych drobnoustrojów w lizacie 

komórkowym sprawdzono poprzez wysiew na płynne podłoże HBM i pomiar gęstości 

optycznej wobec hodowli archeonów halofilnych nie poddanych lizie jak opisano w 

podrozdziale III.2.1. oraz III.2.2. Wartość OD badanych hodowli mierzono w określonych 

punktach czasowych: 0 godz. (w momencie przeniesienia lizatu do podłoża HBM), 24 godz., 
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48 godz., 72 godz. przy długości fali λ = 600 nm. Rycina 19 [Ryc. 19.] przedstawia wartości 

OD lizatów archeonów halofilnych oraz hodoli żywych drobnoustrojów. Nie wykazano 

istotnego wzrostu wartości OD lizatu archeonów halofilnych, co świadczy o wysokiej 

skuteczności ich lizy wodą destylowaną. Jednocześnie, w hodowli archeonów halofilnych 

nie poddanych lizie wykazano wzrost wartości OD, co świadczyło o ich żywotności  

i zdolności do wzrostu. 

 

Ryc. 19. Ocena skuteczności metody lizy archeonów halofilnych wodą destylowaną. Wzrost wartości OD (λ=600nm)  
w czasie oznacza przyrost biomasy drobnoustrojów. Wynik przedstawiono jako średnia ± odchylenie standardowe. Liczba 
niezależnych eksperymentów n = 3. 

Następnie, KD stymulowano 24 godz. zawiesiną żywych archenów halofilnych  

(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) według metody opisanej  

w podrozdziale III.2.9. lub lizatem archeonów halofilnych przygotowanym jak opisano  

w podrozdziale III.2.2. Następnie oceniono ekspresję receptorów powierzchniowych (CD86, 

CD80 i CD83) z wykorzystaniem cytometrii przepływowej (III.2.16. i III.2.17.) oraz 

produkcję cytokin (IL-12p40, IL-10, TNF-α) w teście ELISA (III.2.18.). Receptory CD86 

oraz CD80 są receptorami synapsy immunologicznej na powierzchni KD; receptory te biorą 
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udział w prezentacji antygenu limfocytom T. Podwyższona ekspresja receptora CD83 

powiązana jest z dojrzewaniem KD. Badane cytokiny należą do cytokin prozapalnych  

(IL-12p40), przeciwzapalnych (IL-10) lub plejotropowych (TNF-α), co pozwoliło na 

zbadanie szerokiego spektrum odpowiedzi KD na archeony halofilne. Kontrolę ujemną 

stanowiły KD niestymulowane archeonami halofilnymi. Na Rycinie 20 [Ryc. 20.] 

przedstawiono ekspresję receptorów powierzchniowych (CD86, CD80, CD83) na 

powierzchni KD stymulowanych archeonami halofilnymi na podstawie wartości: MFI  

[Ryc. 20A] oraz odsetka komórek wykazujących ekspresję danego receptora [Ryc. 20B]. Nie 

zaobserwowano istotnych różnic w ekspresji receptorów powierzchniowych (CD86, CD80 

oraz CD83) w wyniku stymulacji KD zawiesiną żywych archeonów halofilnych lub lizatem 

archeonów halofilnych na podstawie parametru MFI [Ryc. 20A], oraz odsetka komórek 

wykazujących ekspresję danego receptora [Ryc. 20B]. Na Rycinie 21 przedstawiono 

produkcję cytokin (IL-12p40, IL-10 oraz TNF-α) przez KD stymulowane archeonami 

halofilnymi [Ryc. 21.]. Nie zaobserwowano istotnych różnic w intensywności produkcji  

IL-12p40, IL-10 i TNF-α między KD stymulowanymi żywymi archeonami halofilnymi lub 

lizatem archeonów halofilnych. Zaobserwowano nasiloną ekspresję receptorów CD86, 

CD80 i CD83 oraz wyższą produkcję cytokin IL-12p40, IL-10 i TNF-α przez KD 

stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae, w porównaniu do 

niestymulowanych KD. Ze względu, iż eksperyment powtórzono trzykrotnie (w dwóch 

powtórzeniach na płytce), wyniki nie osiągnęły istotności statystycznej.  
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Ryc. 20. Ekspresja receptorów CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD stymulowanych żywymi archeonami halofilnymi 
lub lizatem archeonów halofilnych. A) MFI (ang. Mean Fluorescent Intensity, średnia intensywność fluorescencji) 
receptorów CD86, CD80 i CD83 na powierzchni KD. B) Odsetek KD wykazujących ekspresję receptora CD86, CD80 lub CD83. 
Kontrolę stanowiły komórki niestymulowane (KD). Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. Liczba 
niezależnych eksperymentów n = 3, nie przeprowadzono analizy statystycznej wyników. 

B) A) 
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Ryc. 21. Produkcja cytokin (IL-12p40, IL-10 oraz TNF-α) przez KD stymulowane żywymi archeonami halofilnymi lub ich 
lizatem. Kontrolę stanowiły komórki niestymulowane (KD). Dane przedstawiono jako średnia ± odchylenie standardowe. 
Liczba niezależnych eksperymentów n = 3, nie przeprowadzono analizy statystycznej wyników. 
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IV.3.  Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytów T CD4+  

w ko-hodowlach z komórkami dendrytycznymi stymulowanymi 

archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae 

[Publikacja 2] 

IV.3.1. Produkcja IFN-γ oraz IL-13 w ko-hodowli autologicznych 

limfocytów T CD4+ z KD stymulowanymi archeonami halofilnymi 

Limfocyty T, poprzez produkcję określonych cytokin, są w stanie odpowiadać  

w zróżnicowany sposób na antygeny prezentowane przez KD. W doświadczeniu 

wykorzystano cytokiny charakterystyczne dla odpowiedzi odpornościowej typu Th1 (IFN-

γ), Th2 (IL-13) oraz Th17 (IL-17A). W celu oceny zdolności KD do prezentowania 

antygenów archeonów halofilnych limfocytom T CD4+, KD stymulowano według metod 

opisanych w podrozdziałach III.2.9., III.2.11. oraz III.2.12. Następnie dodawano zawiesinę 

autologicznych limfocytów T i oceniono produkcję cytokin IFN-γ, IL-13 oraz IL-17A  

z wykorzystaniem testów ELISA (III.2.18.). Wykazano istotnie wyższą produkcję IFN-γ oraz 

IL-13 w ko-hodowli komórek dendrytycznych stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. 

rudnickae 66 lub N. salaciae. w porównaniu do komórek niestymulowanych, nie 

zaobserwowano jednak istotnych różnic w produkcji IL-17a [Publikacja 2; Figure 3, 

Supplementary Figure 6]. 

IV.3.2. Produkcja IFN-γ i IL-13 w ko-hodowli autologicznych limfocytów 

T dziewiczych CD4+ lub autologicznych limfocytów T pamięci CD4+ 

z KD stymulowanymi archeonami halofilnymi 

KD wraz z autologicznymi limfocytami T CD4+ dziewiczymi (CD4+ CD45RA+) oraz 

limfocytami T CD4+ pamięci (CD4+ CD45RO+) stymulowano według metod opisanych  

w podrozdziałach III.2.9., III.2.11. oraz III.2.12. Limfocyty dziewicze oraz limfocyty 

pamięci, z racji wykazywanych różnic (m.in. ekspresja innych receptorów dla chemokin oraz 

różnych cząsteczek adhezyjnych) odpowiadają w różny sposób na antygeny prezentowane 

przez KD. Oceniono produkcję IFN-γ oraz IL-13 w ko-hodowli KD stymulownych Hrd. 

rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) z autologicznymi limfocytami 

dziewiczymi lub limfocytami pamięci z wykorzystaniem testów ELISA (III.2.18.). 

Wykazano istotnie wyższą produkcję IFN-γ w ko-hodowli KD stymulowanych Hrd. 
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rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae z limfocytami T CD4+ dziewiczymi  

w porównaniu do hodowli z KD niestymulownymi, nie zaobserwowano jednak istotnych 

różnic w produkcji IL-13 [Publikacja 2; Figure 4]. Nie zaobserwowano również istotnego 

nasilenia produkcji IFN-γ oraz IL-13 w ko-hodowli KD stymulowanymych Hrd. rudnickae 

64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae z limfocytami T CD4+ pamięci w porównaniu, do 

komórek niestymulowanych [Publikacja 2; Figure 4]. 
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Supplementary Figure 1. CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on human DCs stimulated with halophilic archaea at various MOI. Human 
DCs from blood donors were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae (MOI 0.1:1, 1:1, 1:10) or 
were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expressed as MFI (once for each donor) of CD86, CD80, CD83 and CD40 surface 
expression on DC from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody was subtracted (A), and the percentages of positive cells 
with CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on the DC surface was calculated (B). Data shown represent the means ± SD of 3 healthy 
dependent donors. 

 

Supplementary Figure 2. IL-10, TNF-α, IL-12p40 production by DCs stimulated with halophilic archaea at various MOI. Human DCs were 
stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae (MOI 0.1:1, 1:1, 1:10) or were left unstimulated (DC) for 24h. 
The levels of IL-10, TNF-α, IL-12p40 secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means ± 
SD of 3 donors.  



113 | S t r o n a  
 

 

Supplementary Figure 3. Surface marker CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on human DCs stimulated with halophilic 
archaea. Human DCs from a healthy blood donor were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 
66, N. salaciae or were left unstimulated (DC). Histograms represent the surface expression of CD86, CD80, CD83 and CD40 
on DCs for one representative donor. 

 

Supplementary Figure 4. Surface marker HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 expression on human DCs stimulated with 
halophilic archaea. Human DCs from blood donors were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 
66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expessed as MFI (once for each donor) of HLA-
DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 surface expression on DC from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody was 
subtracted (A), and the percentages of positive cells with HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 expression on the DC surface 
was calculated (B). Data shown represent the means ± SD of 7 healthy independent donors. 
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Supplementary Figure 5. IL-23 and IL-12p70 secretion by DCs stimulated with halophilic archaea. Human DCs were 
stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC) for 24h. The levels 
of IL-23, IL-12p70 secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means ± 
SD of 7 donors. 

 

Supplementary Figure 6. IL-17A secretion by CD4+ T cells co-cultured with halophile-stimulated DCs. Secretion of IL-17A by 
human CD4+ T cells following 96 h co-culture with Hrd. rudnickae 64-, Hrd. rudnickae 66- or N. salaciae-pulsed autologous 
DCs (ratio DCs:T cells, 1:10) was measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means ± SD of 7 donors. 

 

Supplementary Figure 7. Gating strategy for human DCs based on FSC/SSC criteria. Unstimulated DCs from blood donors 
were gated based on the forward (FSC) and side (SSC) scatter measurements (A). Exemplary dot-plots showing human DCs 
stimulated for 24h with Hrd. rudnickae 64 and stained for CD86-FITC (B) or CD80-PE (C) are shown for one representative 
donor. 
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IV.4.  Ocena właściwości protekcyjnych archeonów halofilnych 

Hrd. rudnickae lub N. salaciae wobec komórek 

dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu działaniu 

enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu. [Wyniki 

oryginalne, nieopublikowane] 

IV.4.1. Ocena stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny w jądrze 

KD w wyniku stymulacji SEB 

Enterotoksyna B S. aureus jest silnym superantygenem, powodującym m.in. niespecyficzną 

aktywację limfocytów T oraz uszkodzenia komórek dendrytycznych. W rozdziale IV.1. 

wykazano, iż w KD stymulowanych SEB dochodziło do uszkodzenia DNA manifestującego 

się: istotnym zwiększeniem stopnia fragmentacji chromatyny, obecnością SSBs i DSBs, 

akumulacją komórek w fazach subG1 i S cyklu komórkowego oraz istotnie wyższym 

odsetkiem komórek w stanie apoptozy. W związku z powyższym, w kolejnym etapie pracy 

postanowiono sprawdzić, czy obecność archeonów halofilnych w hodowli KD może 

zapobiegać uszkodzeniu DNA tych komórek przez SEB. W tym celu, KD stymulowano 

archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae)  

w środowisku SEB jak opisano w podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10. Stopień kondensacji 

oraz odsetek fragmentacji chromatyny KD oceniono według opisu  

w podrozdziałach III.2.14. oraz IV.1.2. Kontrolę negatywną stanowiły KD niestymulowane, 

natomiast pozytywną KD stymulowane superantygenem SEB. Reprezentatywny obraz 

mikroskopowy przedstawiający stopień kondensacji oraz procent fragmentacji chromatyny 

KD w środowisku SEB przedstawiono na Rycinie 22 [Ryc. 22.]. Po 24 godz. stymulacji nie 

zaobserwowano istotnych różnic w stopniu kondensacji chromatyny wewnątrz KD  

w porównaniu do komórek niestymulowanych [Ryc. 23A]. Wykazano natomiast istotnie 

wyższy procent fragmentacji chromatyny KD stymulowanych SEB w porównaniu do 

komórek niestymulowanych (p = 0,0286). W komórkach stymulowanych archeonami 

halofilnymi w obecności SEB stopień fragmentacji chromatyny był istotnie niższy  

w porównaniu do komórek stymulowanych SEB (p = 0,0286 [Ryc. 23B].  
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Ryc. 22. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający komórki dendrytyczne (KD) niestymulowane, 
stymulowane SEB lub stymulowane Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae w obecności 
superantygenu SEB wybarwione przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko β-tubulinie (A) oraz komórki barwione DAPI 
(B). Panel „merge” (C) – połączone obrazy ze wszystkich znaczników. KD – komórki niestymulowane, kontrola negatywna; 
SEB – kontrola pozytywna. Skala wielkości = 10 µm. 

 

 

Ryc. 23. Stopień kondensacji (A) oraz procent fragmentacji chromatyny (B) komórek dendrytycznych (KD) 
niestymulowanych, stymulowanych SEB lub stymulowanych Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. 
salaciae (Nsal) w obecności superantygenu SEB. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p < 0,05; 
Liczba niezależnych eksperymentów n = 4, KD – komórki niestymulowane. 
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IV.4.2. Ocena protekcyjnego działania archeonów halofilnych przed 

jednoniciowymi pęknięciami DNA w KD wywołanymi przez SEB  

KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 

lub N. salaciae) w środowisku SEB, według opisu w podrozdziałach III.2.9. i III.2.10.,  

a następnie znakowano PARP-2 (III.2.15. i IV.1.3.). KD niestymulowane stanowiły kontrolę 

negatywną, natomiast KD stymulowane superantygenem SEB stanowiły kontrolę 

pozytywną. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający KD z jednoniciowymi 

pęknięciami DNA w środowisku SEB przedstawiono na Rycinie 24 [Ryc. 24.]. 

 

 

Ryc. 24. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający jednoniciowe uszkodzenia DNA w KD. KD – komórki 
dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66/SEB, Hrd. rudnickae 64/SEB, N. salaciae/SEB – KD 
stymulowane wybranymi szczepami archeonów halofilnych w środowisku superantygenu SEB; SEB – KD stymulowane 
superantygenem SEB (kontrola pozytywna).  

A – merged, połączone obrazy ze wszystkich znaczników. (B) SSBs– jednoniciowe uszkodzenia DNA; PARP-2 – enzym 
wykrywający jednoniciowe uszkodzenia DNA (jasnozielone punkty w panelu SSBs, białą strzałką zaznaczono jednoniciowe 
uszkodzenia DNA); (C) DAPI– barwnik DNA (niebieski); (D) Actin, aktyna wybarwiona Rhodamine 123 (czerwony);  
E - połączone obrazy ze wszystkich znaczników (obraz powiększony). Miara wielkości = 10 µm. 

 

A) B) C) D) E) 
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W wyniku stymulacji, nastąpił istotny wzrost odsetka komórek dendrytycznych 

wykazujących jednoniciowe pęknięcia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 25A] oraz istotny wzrost 

średniej intensywności fluorescencji markera PARP-2 wewnątrz KD (p < 0,0001) [Ryc. 25B] 

w wyniku stymulacji KD SEB, w porównaniu do komórek niestymulowanych. 

Zaobserwowano istotny spadek odsetka komórek dendrytycznych wykazujących 

jednoniciowe pęknięcia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 25A] oraz istotne obniżenie średniej 

intensywności fluorescencji PARP-2 wewnątrz KD [Ryc. 25B], w wyniku stymulacji KD 

archeonami halofilnymi w środowisku SEB, w porównaniu do komórek stymulowanych 

jedynie SEB (p < 0,001).  

 

 

 

Ryc. 25. Jednoniciowe pęknięcia DNA w komórkach dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych SEB lub 
stymulowanych archeonami halofilnymi w środowisku SEB. A) Indeks fluorescencyjnego znakowania (odsetek komórek 
wykazujących jednoniciowe pęknięcia DNA), n=4; B) Średnia intensywność fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 20 
zliczeń, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; *** p ≤ 
0,001; **** p ≤ 0,0001; Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) – KD stymulowane 
wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB. 

IV.4.3. Ocena protekcyjnego działania archeonów halofilnych przed 

dwuniciowymi pęknięciami DNA w KD wywołanymi przez SEB  

KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 

lub N. salaciae) w środowisku superantygenu SEB (III.2.9. i III.2.10.), a następnie 

wykrywano histon fosfo-H2AX (H2AXS139ph) jak opisano w podrozdziałach III.2.15.  

i IV.1.4. KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane 

superantygenem SEB stanowiły kontrolę pozytywną. Reprezentatywny obraz mikroskopowy 

B) A) 
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przedstawiający KD w środowisku SEB z dwuniciowymi pęknięciami DNA przedstawiono 

na Rycinie 26 [Ryc. 26.].  

 

 

Ryc. 26. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiający dwuniciowe uszkodzenia DNA w KD. KD – komórki 
dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66/SEB, Hrd. rudnickae 64/SEB, N. salaciae/SEB – KD 
stymulowane wybranymi szczepami archeonów halofilnych w środowisku superantygenu SEB; SEB – KD stymulowane 
superantygenem SEB (kontrola pozytywna).  

A – merged, połączone obrazy ze wszystkich znaczników. (B) DSBs– dwuniciowe uszkodzenia DNA; H2AXS139ph – enzym 
wykrywający dwuniciowe uszkodzenia DNA (jasnoczerwone punkty w panelu DSBs, białą strzałką zaznaczono dwuniciowe 
uszkodzenia DNA); (C) DAPI– barwnik DNA (niebieski); (D) B-tubulin, β-tubulina wybarwiona AlexaFluour488 – przeciwciała 
monoklonalne skoniugowane z AlexaFluor 488 (zielony); E - połączone obrazy ze wszystkich znaczników (obraz 
powiększony). Miara wielkości = 10 µm. 

W wyniku stymulacji KD superantygenem SEB zaobserwowano istotny wzrost odsetka 

komórek dendrytycznych wykazujących dwuniciowe pęknięcia DNA (p = 0,0286)  

[Ryc. 27A] oraz istotny wzrost średniej intensywności fluorescencji fosfo-H2AX wewnątrz 

KD (p<0,0001) [Ryc. 27B] w wyniku stymulacji KD superantygenem SEB, w porównaniu 

do komórek niestymulowanych. Zaobserwowano istotny spadek odsetka komórek 

dendrytycznych wykazujących dwuniciowe pęknięcia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 27A] oraz 

istotne obniżenie średniej intensywności fluorescencji fosfo-H2AX wewnątrz KD  

A) B) C) D) E) 
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[Ryc. 27B] w wyniku stymulacji KD archeonami halofilnymi w środowisku SEB,  

w porównaniu do komórek stymulowanych jedynie SEB (p<0,0001).  

 

 

Ryc. 27. Dwuniciowe pęknięcia DNA w komórkach dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych 
superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi w środowisku superantygenu SEB. A) Indeks fluorescencyjnego 
znakowania (odsetek komórek wykazujących dwuniciowe pęknięcia DNA) , n=4; B) Średnia intensywność fluorescencji  
w pojedynczej KD, minimum 20 zliczeń, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie 
standardowe. * p ≤ 0,05; **** p ≤ 0,0001; Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) – KD 
stymulowane wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB; KD – komórki 
niestymulowane. 

IV.4.4. Analiza cyklu komórkowego KD stymulowanych archeonami 

halofilnymi w środowisku SEB 

Oceniono zmiany w cyklu komórkowym KD stymulowanych archeonami halofilnymi - Hrd. 

rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w środowisku superantygenu SEB. KD 

stymulowano 24 godz. według opisu w podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10., a następnie 

przenalizowano cykl komórkowy (III.2.19. i IV.1.5.). KD niestymulowane stanowiły 

kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane superantygenem SEB stanowiły kontrolę 

pozytywną.  

Po 24 godz. stymulacji zaobserwowano istotny wzrost odsetka KD stymulowanych SEB  

w fazie subG1 [Ryc. 28A] oraz w fazie S [Ryc. 28C] w porównaniu do komórek 

niestymulowanych (p<0,05). Nie wykazano istotnych różnic w procencie komórek 

dendrytycznych w fazach G1 oraz G2 cyklu komórkowego w wyniku stymulacji SEB  

w porównaniu do komórek niestymulowanych [Ryc. 28B, Ryc. 28D]. 

Odsetek KD stymulowanych halofilami w środowisku SEB w fazie subG1 (p = 0,0286)  

[Ryc. 28A] oraz w fazie S (p = 0,0286) [Ryc. 28C] był istotnie niższy w porównaniu do 

komórek stymulowanych jedynie SEB. Nie zaobserwowano istotnych różnic w procencie 

A) B) 
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KD w fazach G1 oraz G2 cyklu komórkowego w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi 

w obecności SEB w porównaniu do komórek niestymulowanych [Ryc. 28B, Ryc. 28D].  

 

Ryc. 28. Odsetek komórek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub 
stymulowanych archeonami halofilnymi w środowisku SEB w poszczególnych fazach cyklu komórkowego – faza subG1 (A), 
G1 (B), S (C) oraz G2 (D). Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05. Liczba niezależnych 
eksperymentów n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) – KD stymulowane 
wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB, KD – komórki niestymulowane. 

IV.4.5. Ocena apoptozy lub nekrozy KD stymulowanych archeonami 

halofilnymi w środowisku superantygenu SEB 

Celem tej części pracy było sprawdzenie, czy archeony halofilne chronią KD przed 

działaniem cytotoksycznym SEB przejawiającym się kierowaniem komórek na drogę 

apoptozy lub nekrozy. Zbadano wpływ stymulacji KD archeonami halofilnymi  

Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w środowisku SEB na proces apoptozy 

bądź nekrozy KD. Komórki stymulowano 24 godz. według opisu  

A) 
B) 

C) 
D) 
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w podrozdziałach III.2.9. oraz III.2.10., a następnie oceniono apoptozę lub nekrozę  

(III.2.20 i IV.1.6.). 

KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną, natomiast KD stymulowane 

superantygenem SEB stanowiły kontrolę pozytywną. Zaobserwowano istotny wzrost odsetka 

KD w stanie apoptozy po stymulacji SEB w porównaniu do komórek niestymulowanych 

(p<0,01) [Ryc. 29B]. Ponadto, wykazano istotny spadek odsetka KD stymulowanych 

halofilami w środowisku SEB w stanie apoptozy w porównaniu do KD stymulowanych 

jedynie SEB (p<0,05) [Ryc. 29B]. Nie wykazano istotnych różnic w odsetku żywych KD 

[Ryc. 29A] oraz w odsetku KD w stanie nekrozy [Ryc. 29C]. 

 

Ryc. 29. Odsetek komórek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub archeonami 
halofilnymi w obecności SEB - (A) żywych; (B) w stanie apoptozy; (C) w stanie nekrozy. Dane przedstawione jako średnia ± 
odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Liczba niezależnych eksperymentów n = 6. Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. 
rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) – KD stymulowane wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności 
superantygenu SEB, KD – komórki niestymulowane. 

 

A) 

B) C) 



123 | S t r o n a  
 

IV.5. Ocena wpływu archeonów halofilnych, Hrd. rudnickae lub 

N. salaciae, na zdolność tworzenia synapsy immunologicznej 

oraz aktywacji limfocytów T CD4+ przez komórki 

dendrytyczne w środowisku SEB. [Wyniki oryginalne, 

nieopublikowane] 

IV.5.1. Ekspresja receptorów na powierzchni KD stymulowanych 

archeonami halofilnymi w obecności SEB 

Oceniono ekspresję receptorów powierzchniowych (CD86, CD80, CD83, CD40, HLA-DR, 

TLR2, TRL4 i DC-SIGN) na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. 

rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) w środowisku z lub bez SEB (III.2.9 i III.2.10.),  

z wykorzystaniem cytometrii przepływowej jak opisano w podrozdziałach III.2.16., III.2.17. 

oraz IV.2.2. Kontrolę pozytywną stanowiły KD stymulowane SEB, natomiast KD 

niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną. Na podstawie MFI wykazano istotne 

nasilenie ekspresji receptorów CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD stymulowanych 

Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w obecności SEB w porównaniu do 

komórek niestymulowanych [Ryc. 30A]. Wykazano również istotnie wyższy odsetek KD 

wykazujących ekspresję receptorów CD86, CD80 oraz CD83 stymulowanych  

Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w środowisku SEB w porównaniu do 

komórek niestymulowanych [Ryc 30B]. Nie stwierdzono istotnych różnic w ekspresji 

receptorów CD40, HLA-DR, TLR2, TLR4 i DC-SIGN na KD niestymulowanych wobec 

komórek stymulowanych [Ryc. 30.]. Ponadto, nie wykazano różnic statystycznie 

znamiennych pomiędzy ekspresją wszystkich badanych receptorów na KD stymulowanych 

jedynie SEB w porównaniu do KD stymulowanych jednocześnie halofilami i SEB [Ryc. 30.]. 
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Ryc. 30. Ekspresja receptorów CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-DR, TLR2, TLR4 i DC-SIGN na powierzchni komórek 
dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych SEB lub archeonami halofilnymi w środowisku SEB. A) MFI (ang. 
Mean Fluorescent Intensity, średnia intensywność fluorescencji) receptorów CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-DR, TLR2, 
TLR4 i DC-SIGN na powierzchni KD. B) Odsetek KD wykazujących ekspresję receptora CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-
DR, TLR2, TRL4 i DC-SIGN. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 
0,001. Liczba niezależnych eksperymentów n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae 
(Nsal) – KD stymulowane wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB, KD – komórki 
niestymulowane. 

A) 

B) 



125 | S t r o n a  
 

IV.5.2. Produkcja cytokin przez KD stymulowane archeonami halofilnymi 

w środowisku SEB 

KD stymulowano według metody opisanej w podrozdziale III.2.9. Oceniono ilościowo 

cytokiny IL-12p40, IFN-γ, IL-10 oraz TNF-α wytwarzane przez KD stymulowane  

Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) w środowisku superantygenu 

SEB z wykorzystaniem testów ELISA (III.2.18. oraz IV.2.4.). Kontrolę pozytywną stanowiły 

KD stymulowane SEB, natomiast KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną. 

Wykazano istotnie wyższą produkcję IL-12p40, IFN-γ, IL-10 oraz TNF-α przez KD 

stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w obecności SEB,  

w porównaniu do komórek niestymulowanych (p<0,05) [Ryc. 31.]. Nie wykazano istotnych 

różnic, pomiędzy nasileniem wytwarzania cytokin przez KD stymulowane jedynie SEB  

w porównaniu do KD stymulowanych halofilami i SEB [Ryc. 31.].  

 

Ryc. 31. Produkcja IL-12p40, IFN-γ, IL-10 oraz TNF-α przez komórki dendrytyczne (KD) niestymulowane, stymulowane SEB 
lub archeonami halofilnymi w środowisku SEB. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. * p ≤ 0,05; ** 
p ≤ 0,01; Liczba niezależnych eksperymentów n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae 
(Nsal) – KD stymulowane wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB, KD – komórki 
niestymulowane. 

IV.5.3. Produkcja cytokin w ko-hodowli KD stymulowanych archeonami 

halofilnymi w środowisku superantygenu SEB z autologicznymi 

limfocytami T CD4+ 

KD, jak poprzednio, hodowano z autologicznymi limfocytami T CD4+ (III.2.9., III.2.11. oraz 

III.2.12.). Oceniono intensywność produkcji cytokin IL-12p40, IFN-γ, TNF-α, IL-10 oraz 

IL-13 w ko-hodowli KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub  

N. salaciae (MOI 1) w środowisku SEB z autologicznymi limfocytami T CD4+  

z wykorzystaniem testów ELISA (III.2.18. oraz IV.3.1.). Kontrolę pozytywną stanowiły KD 

stymulowane SEB, natomiast KD niestymulowane stanowiły kontrolę negatywną. 

Wykazano istotnie nasiloną produkcję IL-12p40, IFN-γ, TNF-α, IL-10 oraz IL-13 w ko-
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hodowlach autologicznych limfocytów T CD4+ z KD stymulowanymi Hrd. rudnickae 64, 

Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w obecności SEB, w porównaniu do komórek 

niestymulowanych (p < 0,01) [Ryc. 32.]. Nie zaobserwowano istotnych różnic  

w wytwarzaniu cytokin między komórkami stymulowanymi jedynie SEB w porównaniu do 

komórek stymulowanych jednocześnie halofilami i SEB [Ryc. 32.].  

 

Ryc. 32. Intensywność produkcji IL-12p40, IFN-γ, IL-10, TNF-α oraz IL-13 w ko-hodowli komórek dendrytycznych (KD) 
niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi w środowisku SEB z autologicznymi 
limfocytami T CD4+. Dane przedstawione jako średnia ± odchylenie standardowe. ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001; Liczba 
niezależnych eksperymentów n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) – KD 
stymulowane wybranymi gatunkami archeonów halofilnych w obecności superantygenu SEB, KD – komórki 
niestymulowane. 
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V. Podsumowanie wyników uzyskanych w ramach realizacji 

celów szczegółowych pracy doktorskiej 

1. Charakterystyka oddziaływania archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae 

z ludzkimi komórkami dendrytycznymi. 

Wykazano:  

• zdolność archeonów halofilnych Hrd. rudnickae oraz N. salaciae do wnikania do 

wnętrza cytoplazmy oraz jądra komórkowego KD pochodzenia monocytarnego 

• brak istotnych zmian w stopniu kondensacji oraz fragmentacji chromatyny KD  

w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi 

• brak indukcji jedno- oraz dwuniciowych pęknięć DNA w KD stymulowanych  

Hrd. rudnickae lub N. salaciae  

• brak negatywnego wpływu szczepów Hrd. rudnickae oraz N. salaciae na przebieg cyklu 

komórkowego KD  

• brak indukcji apoptozy lub nekrozy KD w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi 

Hrd. rudnickae lub N. salaciae 

2. Ocena ekspresji receptorów powierzchniowych na komórkach dendrytycznych 

stymulowanych archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae oraz wytwarzania 

wybranych cytokin 

Wykazano: 

• istotne nasilenie ekspresji receptorów CD86 i CD80 na powierzchni KD oraz istotny 

wzrost odsetka komórek wykazujących ekspresję receptorów CD86, CD80, CD83  

w wyniku stymulacji KD Hrd. rudnickae lub N. salaciae  

• istotne nasilenie wytwarzania TNF-α, IL-12p40 oraz IL-10 przez KD stymulowane 

archeonami halofilnymi 

• brak istotnych różnic w efektach stymulacji KD żywymi archeonami halofilnymi, lub 

lizatem tych drobnoustrojów 
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3. Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytów T CD4+ w ko-hodowlach z komórkami 

dendrytycznymi stymulowanymi archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae 

Wykazano: 

• istotnie nasiloną produkcję IFN-γ oraz IL-13 w ko-hodowlach KD stymulowanych 

archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae z autologicznymi limfocytami 

T CD4+ 

• istotnie nasiloną produkcję IFN-γ w ko-hodowlach KD stymulowanych Hrd. rudnickae 

lub N. salaciae z autologicznymi dziewiczymi limfocytami T CD4+, ale nie limfocytami 

T CD4+ pamięci 

4. Ocena właściwości protekcyjnych archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub  

N. salaciae wobec komórek dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu działaniu 

enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu. 

Wykazano: 

• istotny spadek fragmentacji chromatyny w komórkach dendrytycznych stymulowanych 

Hrd. rudnickae lub N. salaciae w środowisku SEB, w porównaniu do komórek 

dendrytycznych traktowanych tylko SEB  

• istotne zmniejszenie liczby jedno- i dwuniciowych pęknięć DNA w KD stymulowanych 

Hrd. rudnickae lub N. salaciae w środowisku SEB, w porównaniu do KD traktowanych 

jedynie SEB  

• istotny spadek odsetka komórek wykazujących blok w fazie subG1 oraz S cyklu 

komórkowego w hodowli KD stymulowanych archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 

lub N. salaciae) w środowisku SEB, w porównaniu do hodowli tylko z SEB  

• istotny spadek odsetka komórek apoptotycznych w hodowlach KD stymulowanych 

archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae, w obecności SEB,  

w porównaniu do hodowli z samym SEB 
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5. Ocena wpływu archeonów halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, na zdolność 

tworzenia synapsy immunologicznej oraz aktywacji limfocytów T przez KD w środowisku 

SEB 

Wykazano: 

• istotnie nasiloną ekspresję receptorów CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD 

stymulowanych SEB, w porównaniu do KD niestymulowanych, oraz brak zmian  

w ekspresji receptorów po wprowadzeniu do hodowli archeonów halofilnych  

• brak istotnego wpływu archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae na 

produkcję IL-12p40, IL-10, TNF-α oraz IFN-γ przez KD stymulowane SEB 

• brak istotnego wpływu archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae na 

wytwarzanie IL-10, IL-12p40, IL-13, TNF-α oraz IFN-γ przez autologiczne limfocyty T 

CD4+ w ko-hodowli z KD stymulowanymi SEB.  
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Wnioski końcowe: 

1. Szczepy archeonów halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae istotnie nasiliły aktywność 

komórek dendrytycznych w zakresie tworzenia synapsy z limfocytami T, regulowania ich 

rozwoju poprzez wydzielane cytokiny oraz utrzymywania zrównoważonej odpowiedzi 

cytokinowej efektorowych limfocytów T CD4+ na antygeny archeonów halofilnych  

i powstawania limfocytów pamięci. 

2. Archeony halofilne hamowały działanie genotoksyczne superantygenu SEB S. aureus. 

Działanie ochronne archeonów halofilnych wyrażało się zachowaniem struktury 

chromatyny oraz ochroną DNA KD przed uszkodzeniem. Archeony halofilne nie 

hamowały stymulowanego przez SEB wydzielania cytokin przez KD i limfocyty T oraz 

nie osłabiały sygnałów aktywacji w synapsie immunologicznej. 

3. Zaobserwowane w modelu in vitro właściwości archeonów halofilnych, jako 

bezpiecznych stymulatorów komórek dendrytycznych zdolnych do pobudzania 

limfocytów T do zrównoważonej odpowiedzi odpornościowej, pozwalają sugerować 

przydatność tych drobnoustrojów w opracowywaniu modeli eksperymentalnych 

zmierzających do wyjaśnienia mechanizmu komórkowego leżącego u podstaw 

korzystnego oddziaływania haloterapii jako leczenia wspomagającego choroby układu 

oddechowego. 
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VI. Dyskusja 

Od wielu lat sól wykorzystywana jest w medycynie w formie haloterapii, której podstawą 

jest inhalacja aerozolu solnego w kontrolowanych warunkach) [84], czy speleoterapii (forma 

leczenia obejmująca przebywanie w naturalnych jaskiniach i grotach solnych) [85], jako 

terapii pomocniczych w leczeniu schorzeń układu oddechowego, np. astmy, czy 

mukowiscydozy [86, 87]. Korzystny efekt soli na zdrowie człowieka po raz pierwszy opisał 

w 1843 roku polski lekarz Feliks Boczkowski, który zauważył iż wśród górników 

pracujących w Kopalni Soli w Wieliczce nie ma przypadków astmy [88]. To, czy 

obserwowane korzystne efekty powyższych terapii są wynikiem jedynie oddziaływania 

aerozolu solnego, czy też udział w tym mogą mieć archeony halofilne – drobnoustroje zdolne 

do życia w ekstremalnym środowisku zawierającym wysokie stężenie chlorku sodu [89], 

pozostaje wciąż niewyjaśnione. 

Archeony halofilne przez wiele lat były tematem zainteresowań głównie mikrobiologii 

środowiskowej oraz biotechnologii przemysłowej, dzięki między innymi zdolności do 

wytwarzania wielu rodzajów enzymów (lipazy, esterazy czy proteazy) opornych na 

specyficzne warunki środowiskowe [42, 90]. Z kolei w medycynie wykorzystywane są 

karotenoidy (pełniące funkcję antyoksydantów) [30], jak również pęcherzyki gazowe  

i archeosomy, które znalazły zastosowanie jako nośniki antygenów szczepionkowych [44]. 

Wykazano również, że metabolity niektórych gatunków archeonów halofilnych indukowały 

apoptozę komórek nowotworowych [91, 92]. Stawiana jest też hipoteza, iż archeony mogą 

stwarzać warunki do rozwoju drobnoustrojów chorobotwórczych, powodujących m.in.: 

ropnie mięśniowe [93], zapalenie pochwy [94], paradontozę [95], czy zapalenie płuc [7], 

choć dotychczas nie wykazano, aby same archeony były chorobotwórcze dla człowieka [7]. 

Biorąc pod uwagę coraz szersze zastosowanie archeonów halofilnych w medycynie, ich 

obecność w otoczeniu człowieka, np. w soli drogowej [96], soli kuchennej [97, 98], czy 

słonym, fermentowanym jedzeniu [31], a także fakt, iż są komponentem mikrobiomu jelita, 

(m.in. Haloferax massiliensis [26, 99], czy przedstawiciele rodziny Halobacteriaceae, [28]) 

stawiane są pytania, czy drobnoustroje te wchodzą w interakcje z komórkami układu 

odpornościowego człowieka i jakie są tego efekty.  

W rozwoju procesów odpornościowych kluczową rolę odgrywają komórki dendrytyczne 

(KD), jako profesjonalne komórki prezentujące antygeny limfocytom i regulujące 
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efektorowe właściwości tych komórek. Rodzaj inicjowanej odpowiedzi odpornościowej 

ustala się podczas prezentacji antygenu przez KD i zależy od fenotypu tej komórki  

w synapsie immunologicznej oraz produkowanych cytokin, które determinują proliferację  

i różnicowanie się limfocytów. Prezentowana praca stanowi pierwsze doniesienie naukowe 

opisujące wpływ archeonów halofilnych na komórki układu odpornościowego człowieka.  

W pracy oceniono bezpieczeństwo archeonów halofilnych jako stymulatorów KD, oraz ich 

zdolność do aktywacji komórek odpornościowych, a także właściwości ochronne halofili  

w środowisku superantygenu – enterotoksyny B Staphylococcus aureus (SEB).  

W pracy wykorzystano dwa gatunki archeonów halofilnych – Halorhabdus rudnickae 

(szczepy WSM-64T oraz WSM-66T) [39], oraz Natrinema salaciae MDB25T [40], 

pochodzące z odległych pod względem geograficznym środowisk. Oba gatunki reprezentują 

klasę Halobacteria, lecz należą do osobnych rzędów, odpowiednio: Halobacteriales lub 

Natrialbales. Hrd. rudnickae wyizolowano z obecnie nieeksploatowanego złoża „Barycz”, 

należącego do Kopalni Soli w Wieliczce [39], natomiast N. salaciae z solanki Jeziora Medee, 

położonego na głębokości 3050 m. w basenie Morza Śródziemnego [40]. Zastosowanie 

dwóch odmiennych genetycznie gatunków archeonów halofilnych, pochodzących  

z odległych od siebie środowisk, pozwoliło sprawdzić, czy profil wzbudzanej halofilami 

odpowiedzi odpornościowej będzie podobny dla obu gatunków, czy też różny.  

W pierwszej części pracy oceniono in vitro właściwości archeonów halofilnych,  

Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, w kontekście ich „cyto-bezpieczeństwa”, jako 

stymulatorów KD. Wykazano, iż oba szczepy wnikały do wnętrza KD, zarówno do 

cytoplazmy, jak i jądra komórkowego, jakkolwiek poznanie mechanizmu wnikania 

archeonów halofilnych do KD wymaga dalszych badań. W badaniach nad archeonami 

metanogennymi, Methanosphaera stadtmanae (DSM 3091) i Methanobrevibacter smithii 

(DSM 861), wykazano, że dzieje się to na drodze fagocytozy [100]. W przytoczonym 

badaniu [100] oraz w niniejszej pracy wykorzystano niedojrzałe komórki dendrytyczne 

pochodzenia monocytarnego, które posiadają silniejsze zdolności fagocytarne niż komórki 

dojrzałe [101]. Beng i wsp [100] wykazali, iż archeony metanogenne nie wnikały do komórek 

nabłonka jelita grubego Caco-2, nie wykazywały zatem właściwości immunogennych.  
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W kolejnych badaniach postanowiono sprawdzić czy archeony halofilne, Hrd. rudnickae 

oraz N. salaciae po wniknięciu do KD, nie wykazują działania genotoksycznego.  

Z wykorzystaniem metod mikroskopii fluorescencyjnej oceniono fragmentację chromatyny 

oraz obecność jedno- (SSB) i dwuniciowych (DSB) pęknięć DNA. Z kolei za pomocą 

cytometrii przepływowej oceniono cykl komórkowy KD, a także procent komórek w stanie 

apoptozy bądź nekrozy. Fragmentacja chromosomalnego DNA spowodowana przez jedno- 

oraz dwuniciowe pęknięcia DNA, może prowadzić do apoptozy, bądź wtórnie do nekrozy 

komórki [102]. Brak naprawy SSB i DSB DNA w komórkach człowieka może prowadzić do 

rozwoju wielu schorzeń m.in. nowotworów, chorób neurodegeneracyjnych, niepłodności, 

niedoborów odporności czy mikrocefalii [103]. Oprócz czynników fizycznych  

i chemicznych (m.in. promieniowanie jonizujące, cisplatyna, etopozyd czy epirubicyna) 

[103], DSB mogą być wywołane również przez czynniki biologiczne, w tym drobnoustroje: 

Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Haemophilus ducreyi, Escherichia coli, 

Helicobacter pylori lub ich komponenty m.in. toksyny ExoS Ps. aeruginosa czy toksyna 

CDT produkowana m.in. przez E.coli czy H. ducreyi [104]. W literaturze opisano również 

czynniki zarówno chemiczne (cefarantyna [105], ksantohumol [106] czy kladrybina [107]), 

jak i mikrobiologiczne (wirus Epstein-Barr [108], prątki Mycobacterium bovis oraz M. bovis 

Bacillus Calmette-Guérin [109]), które powodowały fragmentację chromosomalnego DNA 

w komórkach dendrytycznych. W prezentowanych badaniach nie wykazano fragmentacji 

chromosomalnego DNA, czy indukcji SSB oraz DSB DNA po stymulacji KD archeonami 

halofilnymi, Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, co wskazuje na brak działania 

genotoksycznego tych drobnoustrojów. W ostatnim etapie I celu badań sprawdzono wpływ 

archeonów halofilnych na przebieg cyklu komórkowego KD z wykorzystaniem cytometrii 

przepływowej. Taki wpływ udokumentowano w przypadku bakterii chorobotwórczych 

(m.in.: E.coli, Campylobacter spp., Mycobacterium ulcerans czy Yersinia 

pseudotuberculosis), gdzie cyklomoduliny hamowały cykl komórkowy limfocytów B, 

limfocytów T, fibroblastów, makrofagów, czy komórek nabłonka [110]. Cyklomodulina 

CDT uniemożliwiała przejście w cyklu komórkowym z fazy G2 w fazę M, co  

w konsekwencji prowadziło do zahamowania mitozy i proliferacji komórek [110], z kolei 

cyklomodulina FIP produkowana przez Fusobacterium nucleatum powodowała akumulację 

limfocytów B i T w fazie G1, co osłabiało odpowiedź komórek na antygeny [110]. Ponadto 
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wykazano iż, poprzez indukcję apoptozy komórek nabłonka, zahamowanie proliferacji 

limfocytów T, spadek produkcji defensyn czy zahamowanie syntezy białek, cyklomoduliny 

nasilały adhezję patogenów do komórek gospodarza [111]. Wyniki najnowszych badań 

wskazują, iż antygeny bakteryjne rozpoznane przez KD mogą odpowiadać za niewłaściwy 

przebieg mitozy w KD, hamować proces kario- i cytokinezy prowadząc ostatecznie do 

akumulacji centrosomów i bloku w fazie G1 [112]. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy 

doktorskiej wskazują, iż Hrd. rudnickae oraz N. salaciae nie wpływały na cykl komórkowy 

KD. Badane gatunki archeonów halofilnych po wniknięciu do KD nie uszkadzały DNA i nie 

indukowały apoptozy czy nekrozy, co wskazuje iż stanowiły w prezentowanym modelu 

eksperymentalnym bezpieczny stymulator KD. Podsumowując ten etap pracy należy 

podkreślić zdolność wnikania archeonów halofilnych Hrd. rudnickae oraz N. salaciae 

do jądra i cytoplazmy KD oraz brak uszkodzenia DNA, co pozostaje w związku  

z prawidłowym cyklem komórkowym i brakiem oznak apoptozy czy nekrozy  

w komórkach poddanych działaniu archeonów halofilnych.  

Biorąc pod uwagę powyższe wyniki, w kolejnym etapie pracy oceniono zdolność archeonów 

halofilnych do efektywnego pobudzania procesów zachodzących w synapsie 

immunologicznej KD z limfocytami. W dostępnej literaturze jest zaledwie kilka prac 

poświęconych interakcjom archeonów metanogennych z komórkami układu 

odpornościowego. W pracy Bang i wsp. wykazano, iż gatunki Methanosphaera stadtmanae  

(DSM 3091), Methanobrevibacter smithii (DSM 861) oraz Methanomassiliicoccus 

luminyensis, wchodzące w skład ludzkiego mikrobiomu, stymulowały KD do produkcji 

TNF-α oraz IL-1β. [100, 113]. Ponadto, zaobserwowano nasilenie ekspresji receptorów 

CD86 i CD197 na powierzchni KD stymulowanych M. stadtmanae, lecz nie M. smithii  

w porównaniu do komórek niestymulowanych [100]. O ile w pracach Bang i wsp [100, 113] 

autorzy skupili się jedynie na badaniu ekspresji receptorów CD86 oraz CD197 (CCR7),  

w niniejszej pracy zbadano fenotyp KD z uwzględnieniem receptorów należących do grupy 

receptorów rozpoznających wzorce – PRR (TLR2 oraz TLR4); receptora DC-SIGN – 

charakterystycznego dla komórek dendrytycznych; ekspresję cząsteczek kostymulujacych 

CD86, CD80, CD40 oraz receptora HLA-DR. Receptory te są zaangażowane  

w przekazywanie antygenowo-swoistego sygnału aktywacji limfocytom T. W prezentowanej 

pracy nie wykazano istotnych zmian w ekspresji receptorów TLR2 i TLR4 na KD 
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stymulowanych archeonami halofilnymi w porównaniu do komórek niestymulowanych, co 

może być spowodowane brakiem LPS oraz mureiny w ścianie komórkowej archeonów [114]. 

W innych nieopublikowanych badaniach własnych wykazano, iż ekspresja TLR4 na 

powierzchni KD nasila się eskpozycji na LPS E.coli. W pracy nie badano innych receptorów 

z rodziny TLR, choć jak wykazali Vierbuchen i wsp. [115] archeony metanogenne  

(M. stadtmanae) były rozpoznawane przez komórki układu odpornościowego głównie przez 

receptor TLR8, oraz słabiej przez TLR7. Jednakże zaangażowanie tych receptorów 

wykazano odnotowano jedynie na komórkach linii BLaER 1 wywodzących się od 

limfocytów B przekształconych w komórki podobne do monocytów na drodze mutacji  

z pomocą systemu CRISPR/Cas9. Komponentem M. stadtmanae rozpoznawanym przez 

komórki BLaER 1 był RNA, lecz nie DNA [115]. Biorąc pod uwagę, iż receptory TLR7 oraz 

TLR8 są zaangażowane w rozpoznawanie pojedynczych nukleotydów oraz krótkich 

oligonukleotydów zarówno RNA wirusów czy bakterii [115], mechanizm rozpoznawania  

z udziałem tych receptorów nie jest specyficzny wyłącznie dla archeonów metanogennych.  

Stymulacja KD Hrd. rudnickae lub N. salaciae skutkowała istotnym nasileniem ekspresji 

receptorów CD86 jak i CD80 oraz zwiększeniem odsetka KD wykazujących ekspresję 

receptora CD83. W przypadku pozostałych receptorów nie stwierdzono znamiennych różnic 

w ich ekspresji w stosunku do komórek niestymulowanych. Ekspresja receptora CD83 nasila 

się wraz z dojrzewaniem KD. Receptor ten odgrywa istotną rolę w pobudzaniu limfocytów 

T CD4+, zwłaszcza limfocytów T pamięci [69, 116]. Wykazany w badaniach wysoki odsetek 

stymulowanych archeonami halofilnymi KD wykazujących ekspresję receptorów CD86, 

CD80 i CD83, w porównaniu do KD niestymulowanych wskazuje, iż komórki dendrytyczne 

dojrzewały w wyniku kontaktu z archeonami halofilnymi. Z kolei produkcja cytokin, 

zarówno o charakterze pro- (TNF-, IL-12p40), jak i przeciwzapalnym (IL-10) przez KD 

stymulowane archeonami halofilnymi wskazuje na ich zdolność do wzbudzania 

zrównoważonej odpowiedzi cytokinowej. Szczególnie obecność IL-10, która posiada 

właściwości regulatorowe, wydaje się być istotna z punktu widzenia możliwości wyciszania 

procesów zapalnych towarzyszących astmie alergicznej, czy mukowiscydozie, które są 

wskazaniem do zastosowania haloterapii. Z kolei brak wytwarzania IL-23 pozostawał  

w związku z osłabioną odpowiedzią limfocytów T pamięci na antygeny archeonów 

halofilnych prezentowane przez KD, w porównaniu do limfocytów T dziewiczych.  
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Choć IL-23 jest cytokiną blisko spokrewnioną z IL-12, której podstawową funkcją jest 

polaryzacja odpowiedzi limfocytów dziewiczych CD45RA zdolnych do produkcji IFN-γ, to 

IL-23 pobudza produkcję interferonu i proliferację głównie limfocytów pamięci CD45RO 

[117]. Badania Vanden i wsp. [118] potwierdziły brak wpływu IL-23 na dziewicze 

nieaktywowane limfocyty T; jedynie limfocyty dziewicze aktywowane przeciwciałami 

monoklonalnymi anty-CD3 i anty-CD28 odpowiadały na IL-23 silną produkcją IFN-γ,  

IL-10 i IL-17. W prezentowanych badaniach limfocyty dziewicze nie były wcześniej 

aktywowane przeciwciałami monoklonalnymi, a zatem znikoma aktywność limfocytów 

pamięci w odpowiedzi na stymulację archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD, 

przy braku IL-23 uwalnianej przez KD, pozostaje w zgodzie w obserwacjami innych autorów 

[118]. Biorąc pod uwagę kluczowe znaczenie KD w rozwoju odpowiedzi adaptacyjnej 

swoistej i zdolność tych komórek do polaryzacji limfocytów T w kierunku Th1 lub Th2, 

postanowiono sprawdzić, czy archeony halofilne prezentowane przez KD limfocytom będą 

pobudzały limfocyty T, i jeśli tak, to który profil tej odpowiedzi będzie znaczący. Wykazano, 

iż autologiczne limfocyty T CD4+ w ko-hodowli z KD stymulowanymi Hrd. rudnickae lub  

N. salaciae, produkowały zarówno IFN-γ (cytokina Th1), jak i IL-13 (cytokina Th2). 

Uzyskany wynik podkreśla zdolność archeonów halofilnych do wzbudzania obu typów 

odpowiedzi cytokinowej. Wobec braku doniesień z udziałem innych szczepów archeonów 

halofilnych w modelu ko-hodowli KD z limfocytami, na tym etapie wiedzy trudno porównać 

uzyskane wyniki z pracami innych autorów. Jedynie badania Blais-Lecours i wsp. [119] 

wykazały wzrost liczby limfocytów w popłuczynach oskrzelowych myszy, którym 

donosowo podawano archeony metanogenne (M. smithii oraz M. stadtmanae). Wykazano, iż 

dominującą subpopulacją były limfocyty T CD4+ oraz limfocyty B CD19+. Ponadto, oba 

szczepy archeonów metanogennych indukowały produkcję antygenowo swoistych 

przeciwciał klasy IgG, które wykryto w surowicach immunizowanych myszy. Obecność 

przeciwciał klasy IgG przeciwko M. smithii, oraz Methanobrevibacter oralis opisano także 

u pacjentów z zapaleniem ozębnej [120], co wskazuje, iż archeony metanogenne posiadają 

właściwości immunogenne. W innych badaniach wykazano, iż drobnoustroje M. stadtmanae 

obecne w kale pacjentów z zapaleniem jelita indukowały powstawanie antygenowo 

swoistych przeciwciał klasy IgG [121]. W tym samym badaniu, nie wykazano u pacjentów 

przeciwciał przeciwko M. smithii, co wskazuje na zróżnicowanie procesów 
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odpornościowych w odniesieniu do różnych szczepów archeonów metanogennych 

występujących w jelicie. W powyższych przytoczonych badaniach nie analizowano jednak 

odpowiedzi limfocytów T. W zrealizowanych w prezentowanej pracy badaniach nie 

wykazano, ani na poziomie KD, ani limfocytów T istotnych różnic w odpowiedzi tych 

komórek na stymulację różnymi gatunkami archeonów halofilnych, Hrd. rudnickae lub  

N. salaciae. Podsumowując ten etap badań wykazano, iż stymulacja KD pochodzenia 

monocytarnego archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae skutkowała 

dojrzewaniem KD, co przejawiało się nasiloną ekspresją receptorów powierzchniowych 

CD86, CD80, CD83 oraz nasiloną produkcją cytokin (TNF-α, IL-10, IL-12p40) przez te 

komórki. Ponadto, autologiczne limfocyty T o fenotypie CD4+, w odpowiedzi na 

stymulację archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD, produkowały zarówno 

cytokiny profilu Th1 (IFN-γ) jak i Th2 (IL-13) co świadczy o pewnej równowadze  

w zakresie wydzielanych cytokin pro- i przeciwzapalnych.  

W ostatnim etapie badań zastosowano model samych komórek dendrytycznych 

traktowanych enterotoksyną B S. aureus, lub takich komórek w ko-hodowli  

z limfocytami T. Enterotoksyna B S. aureus indukuje silną reakcję zapalną [122, 123].  

W niniejszej pracy wykazano również jej silne właściwości genotoksyczne, których 

skutkiem była fragmentacja chromatyny, pęknięcia DNA, a także apoptoza KD. Ponadto, 

wykazano, iż stymulowane SEB KD charakteryzowały się istotnym nasileniem ekspresji 

receptorów CD86, CD80 oraz CD83 co świadczyło o ich dojrzewaniu, oraz produkcją 

cytokin IL-12p40, IL-10, TNF-α i IFN-γ. Badania na modelu KD, wykazały, iż SEB 

aktywując receptor TLR2, ale nie TLR4 indukował dojrzewanie komórek oraz różnicowanie 

dziewiczych limfocytów T w kierunku odpowiedzi Th2 [124]. Wyniki w prezentowanej 

pracy doktorskiej wskazujące na brak istotnych różnic w ekspresji receptorów TLR2 i TLR4 

na powierzchni stymulowanych SEB KD, w odniesieniu do komórek niestymulowanych, 

pozostają w zgodzie z wynikami pracy zaprezentowanymi w 2006 r. przez zespół Mandron 

i wsp. [124]. Inni badacze wykazali również silne działanie superantygenu SEB, 

manifestujące się m.in. wydzielaniem cytokin (np. IL-1, TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-6 i IL-8) 

przez komórki monojądrzaste (PBMC), a także przez fibroblasty, komórki nabłonka oraz 

śródbłonka [78, 125, 126]. Zaobserwowano również, iż SEB indukuje apoptozę różnych linii 

komórkowych, m.in. THP-1 [127-130]. 
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W badaniach własnych wykazano, iż stymulacja KD SEB w stężeniu 1 µg/ml skutkowała 

fragmentacją chromosomalnego DNA, indukcją pęknięć SSB oraz DSB w DNA, kumulacją 

KD w fazach sub-G1 oraz S cyklu komórkowego, a także istotnie zwiększonym procentem 

KD w stanie apoptozy. W dalszej części badań postanowiono sprawdzić, czy powyższe 

niekorzystne procesy w KD wywołane SEB mogą być zneutralizowane przez archeony 

halofilne. Wykazano, iż 24 godz. stymulacja KD archeonami halofilnymi, Hrd. rudnickae 

lub N. salaciae, skutkowała: zmniejszeniem fragmentacji DNA, spadkiem liczby pęknięć 

SSB lub DSB, istotnie niższym odsetkiem komórek apoptotycznych oraz przywróceniem 

właściwego przebiegu cyklu komórkowego w porównaniu do komórek stymulowanych 

jedynie SEB. W kolejnych badaniach wykazano, iż KD stymulowane SEB charakteryzowały 

się istotnie podwyższoną ekspresją receptorów powierzchniowych (CD86, CD80, CD83) 

oraz istotnie nasiloną produkcją cytokin (IL-10, IFN-γ, TNF-α i IL-12p40) niż komórki 

niestymulowane. Jak zaznaczono powyżej, Mandron i wsp. [124] wykazali, iż ludzkie KD 

pochodzenia monocytarnego po stymulacji superantygenem SEB charakteryzują się istotnie 

wyższą ekspresją receptorów CD86, CD83 oraz CD54, co według autorów wskazuje na 

aktywację KD. Jednocześnie, KD stymulowane SEB produkowały IFN-γ, TNF-α, IL-10 oraz  

IL-2 wydajniej niż komórki niestymulowane, nie wykazano natomiast nasilenia wytwarzania 

IL-4, IL-5 i IL-12p70 [124]. Mandron i wsp w swoich badaniach wykorzystali SEB w 

stężeniu 0,1 µg/ml [124], natomiast w niniejszej pracy wykorzystano SEB w stężeniu  

1 µg/ml, co mogło mieć wpływ na pewne różnice w uzyskanych wynikach. Stymulacja 

superantygenem SEB KD i autologicznych limfocytów T CD4+, prowadziła do istotnie 

nasilonej produkcji cytokin przez limfocyty T CD4+ (IFN-γ, IL-13, IL-10, IL-12p40 oraz 

TNF-α), w porównaniu do hodowli bez SEB. Podobnie jak w hodowli samych komórek 

dendrytycznych, tak i w ko-hodowli KD z autologicznymi limfocytami T CD4+, obecność 

archeonów halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, nie wpłynęła istotnie na ekspresję 

receptorów powierzchniowych i nie powstrzymała „burzy cytokinowej” wywołanej SEB. 

Obecność archeonów halofilnych w hodowli samych KD lub KD i limfocytów T środowisku 

SEB nie neutralizowała działania SEB na poziomie ekspresji receptorów PRR oraz synapsy 

immunologicznej, jak również na poziomie cytokin uwalnianych przez KD i autologiczne 

limfocyty T CD4+. Wyniki tej części pracy po raz pierwszy wskazują na zdolność 

archeonów halofilnych do osłabiania uszkodzenia DNA i w konsekwencji zapobiegania 
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apoptozie komórek dendrytycznych wywołanych obecnością silnego stymulatora, 

jakim jest superantygen SEB. Jakkolwiek niezbędne są dalsze badania, których celem 

będzie, między innymi, wyjaśnienie mechanizmu działania ochronnego halofili na 

poziomie DNA KD. Wiedza ta może przyczynić się do opracowywania innych modeli 

eksperymentalnych, które dostarczą wiedzy na temat możliwego znaczenia 

„prozdrowotnego” archeonów halofilnych w warunkach zapalenia wywołanego obecnością 

drobnoustrojów chorobotwórczych, a także zrozumienia mechanizmów korzystnego 

działania haloterapii oraz speleoterapii w leczeniu astmy, alergii czy przewlekłej 

obturacyjnej choroby płuc. Jak zauważają Beamon i wsp. [131], problemem w rekomendacji 

speleoterapii jest duża zmienność jaskiń oraz grot solnych, co uniemożliwia ekstrapolację 

wyników uzyskanych w jednym miejscu na cały szereg innych obiektów. W ostatnich latach 

obserwowany jest wzrost liczby doniesień dotyczących halo- oraz speleo-terapii. Jedną  

z takich prac jest publikacja autorstwa Mętel i wsp. [85], która wskazuje na pozytywny efekt 

rehabilitacji oddechowej połączonej z wizytami w podziemnych komorach soli w kopalni 

soli w „Wieliczce” na parametry ogólnej sprawności osób w podeszłym wieku (zakres wieku 

65-77 lat). Ograniczeniem tej pracy była mała grupa osób poddana badaniu (22 osoby obu 

płci) oraz brak grupy kontrolnej – osób poddanych rehabilitacji oddechowej bez speleoterapii 

[85], Innym ciekawym badaniem jest praca autorstwa Bar-Yoseph i wsp. [132], oceniająca 

wpływ haloterapii jako formy leczenia astmy u dzieci. Wykazano, iż stosowanie 

halogeneratora (urządzenia wytwarzającego aerozol) poprawia zarówno parametry 

oddechowe oraz komfort życia pacjentów [132]. Korzystne efekty speleoterapii oraz 

haloterapii są tłumaczone jako wypadkowa działań NaCl zawartego w powietrzu jak m.in. 

redukcja obrzęku dróg oddechowych i poprawa oczyszczania śluzowo-rzęskowego, dzięki 

aktywności przeciwdrobnoustrojowej jonów Na+ [84]. Jednakże, obecność drobnoustrojów 

halofilnych, szczególnie archeonów, nie została do tej pory zbadana w kontekście roli tych 

drobnoustrojów w powyższych terapiach.  

Niniejsza praca doktorska, oprócz nowatorskiego spojrzenia na rolę archeonów halofilnych 

jako stymulatorów komórek układu odpornościowego człowieka, posiada pewne 

ograniczenia, które stwarzają przesłanki do dalszych badań w przyszłości. Badania te 

powinny być nakierowane na poszukiwanie ligandów archeonów halofilnych, które są 

rozpoznawane przez komórki układu odpornościowego. Ponadto, warto byłoby 
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przeprowadzić badania z udziałem szczepów archeonów halofilnych wchodzących w skład 

mikrobiomu człowieka, co mogłoby wykazać czy drobnoustroje te są tolerogenne czy 

immunogenne. Na etapie wykonywania eksperymentalnej części badań niniejszej rozprawy 

doktorskiej niemożliwe było pozyskanie takich szczepów ze względu na brak dostępnych 

metod ich pozyskania z kolekcji światowych. Kolejnym ważnym wyzwaniem byłoby 

kompleksowe poznanie mechanizmów, za pomocą których odbywa się rozpoznawanie 

archeonów halofilnych przez układ odpornościowy. Sprawdzenie w tym kontekście innych 

komórek immunokompetentnych, jak chociażby monocyty, makrofagi, komórki tuczne czy 

granulocyty, a także reakcji archeonów halofilnych z komórkami nabłonka górnych dróg 

oddechowych, biorąc pod uwagę, iż są to komórki, które jako jedne z pierwszych kontaktują 

się z archeonami halofilnymi podczas inhalacji wziewnej. Ważnym proponowanym 

rozwinięciem badań nad interakcjami archeonów halofilnych z komórkami odpornościowym 

gospodarza i barierą nabłonka dróg oddechowych, byłoby wykorzystanie odpowiednich 

modeli zwierzęcych, albowiem brak jest obecnie jakichkolwiek dowodów naukowych 

informacji na temat tych interakcji i ich skutków in vivo.  

Podsumowując unikalny wymiar badań uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, 

wykazano po raz pierwszy na świecie, iż środowiskowe archeony halofilne aktywują in vitro 

komórki odpornościowe człowieka jakimi są komórki dendrytyczne oraz limfocyty T. 

Dostarczono również wiedzy na temat immunogennych właściwości gatunku  

Hrd. rudnickae, wyizolowanego z miejsca w którym stosowana jest w Polsce haloterapia. 

Wskazano także na pewne właściwości archeonów halofilnych chroniące komórki 

dendrytyczne przed uszkodzeniami DNA wywołanymi superantygenem SEB, jakkolwiek 

potwierdzenie tych przypuszczeń, opartych na uzyskanych wynikach, wymaga dalszych 

badań. 
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VII. Streszczenie w języku polskim 

Archaea, jako odrębna domena organizmów prokariotycznych, została po raz pierwszy 

opisana w 1977 roku przez Carla Woese. Początkowo archeony uważano, jedynie za 

organizmy ekstremofilne, ale z czasem wykazano, iż stanowią one istotny składnik 

mikrobiomu człowieka i zwierząt. Jedną z ważnych grup w domenie Archaea są archeony 

halofilne, charakteryzujące się zdolnością do życia w środowisku o skrajnie wysokim 

zasoleniu. Biologiczny wpływ archeonów halofilnych na zdrowia człowieka, ich potencjalne 

właściwości immunomodulacyjne oraz ochronne, pozostają słabo poznane.  

Celem pracy było wykazanie potencjału immunomodulacyjnego archeonów 

halofilnych, Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae, wobec ludzkich komórek 

dendrytycznych (KD) pochodzenia monocytarnego. W odpowiedzi odpornościowej KD 

odgrywają kluczową rolę jako profesjonalne komórki prezentujące antygen dziewiczym 

limfocytom T. Interakcje pomiędzy KD a halofilami badano na kilku poziomach: zdolności 

wnikania do KD, bezpieczeństwa wobec KD, zdolności wzbudzania odpowiedzi 

odpornościowej z udziałem limfocytów T, a także określenia właściwości protekcyjnych 

halofili przed genotoksycznym działaniem enterotoksyny B (SEB) Staphylococcus aureus na 

KD.  

Monocyty oraz limfocyty ludzkie zostały wyizolowane z komercyjnie dostępnych 

kożuszków leukocytarno-płytkowych uzyskanych od 30 zdrowych dawców krwi metodą 

separacji magnetycznej. Monocyty przekształcano w komórki dendrytyczne w trakcie  

6-dniowej hodowli w środowisku cytokin GM-CSF i IL-4, a następnie stymulowano in vitro 

szczepami archeonów halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae. 

W pracy wykazano, iż archeony halofilne wnikały do cytoplazmy i jądra KD, nie 

indukowały jedno- i dwuniciowych pęknięć DNA, nie wywoływały apoptozy, ani nekrozy i 

nie ingerowały w cykl komórkowy, a zatem stanowią bezpieczny stymulator komórek 

dendrytycznych. Ponadto, oba badane gatunki archeonów halofilnych powodowały 

dojrzewanie KD, o czym świadczył wysoki poziom ekspresji receptorów powierzchniowych 

CD86, CD80 i CD83, oceniony metodą cytometrii przepływowej, a także nasilona produkcja 

cytokin IL-10, IL-12p40 i TNF-α oceniona w teście ELISA. Wykazano, że autologiczne 

limfocyty T CD4+ pobudzane archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD 

produkowały istotnie intensywniej IFN-γ, IL-12p40, IL-13 oraz TNF-α, w porównaniu do 
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limfocytów w ko-hodowli z KD niestymulowanymi.  O ile wśród limfocytów 

odpowiadających produkcją IFN-γ na archeony halofilne prezentowane przez KD 

dominowały limfocyty T CD4+ dziewicze, to IL-13 była produkowana zarówno przez 

limfocyty T CD4+ dziewicze, jak i limfocyty pamięci.  

W badaniach z użyciem enterotoksyny B S. aureus (SEB) wykazano, iż archeony 

halofilne posiadały właściwości protekcyjne przed genotoksycznym działaniem SEB na KD 

poprzez ochronę chromatyny przed fragmentacją oraz powstawaniem jedno- i dwuniciowych 

pęknięć DNA w KD. Pozostawało to w związku z progresją cyklu komórkowego  

i ograniczeniem apoptozy. Z kolei wywołana SEB nasilona ekspresja receptorów 

powierzchniowych CD86, CD80, CD83 KD oraz zwiększona produkcja cytokin IFN-γ, IL-

12p40, IL-10, IL-13 i TNF-α nie były modulowane po wprowadzeniu do hodowli archeonów 

halofilnych.  

Podsumowując, uzyskane wyniki wskazują na bezpieczeństwo stosowania 

archeonów halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae jako stymulatorów ludzkich KD 

pochodzenia monocytarnego, zdolność tych drobnoustojów do pobudzania limfocytów T do 

zrównoważonej odpowiedzi odpornościowej. Ponadto, wykazano właściwości protekcyjne 

archeonów halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae przed genotoksycznym działaniem 

enterotoksyny B S. aureus na KD. Wyniki prezentowanej pracy pozwalają sugerować 

przydatność archeonów halofilnych w opracowywaniu modeli eksperymentalnych 

zmierzających do wyjaśnienia roli archeonów halofilnych w haloterapii, jako metody 

leczenie chorób układu oddechowego, albowiem korzystne efekty tej terapii mogą wynikać 

nie tylko z działania aerozolu solnego, ale także z obecności w środowisku solnym 

archeonów halofilnych.  
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VIII. Streszczenie w języku angielskim 

Archaea, as a separate domain of prokaryotic organisms, were first described in 1977 by Carl 

Woese. Initially, archaea were considered only as extremophilic organisms, but over time it 

was discovered that they are an important component of the human and animal microbiome. 

One of the groups in the Archaea domain are halophilic archaea, characterized by their 

adaptation to life in extremely high salinity environments. The biological impact of 

halophilic archaea on human health, their potential immunomodulatory and protective 

properties remain poorly understood. 

The main objective of this dissertation was to investigate the interactions between 

selected species of halophilic archaea, Halorhabdus rudnickae and Natrinema salaciae, with 

human monocyte-derived dendritic cells (DCs). In the immune response, DCs play a key role 

as professional antigen-presenting cells to T lymphocytes and the only cells capable of 

stimulating naïve T cells. Interactions between DCs and halophiles were investigated at 

several levels: the ability to interact with DCs, the safety of halophilic archaea stimulation of 

DCs, their recognition by DCs, their ability to stimulate a T cell response, and determination 

the protective properties of halophiles manifested against the genotoxic effects induced by 

Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB) on human DCs.  

Human monocytes and lymphocytes were isolated from commercially available buffy 

coats obtained from 30 healthy blood donors using the magnetic separation method. In the 

next step, DCs were generated from monocytes during a 6-day culture in the presence of 

GM-CSF and IL-4, and then stimulated in vitro with Hrd. rudnickae and N. salaciae. 

The study demonstrated that halophilic archaea penetrated into the cytoplasm and the 

nucleus of DCs, but did not induce single (SSB)- or double-stranded (DSB) DNA breaks. 

They did not induce apoptosis or cell necrosis and did not interfere with the DC cell cycle. 

In addition, both tested halophilic archaeal species induced DC maturation, manifested by 

high expression of the surface markers CD86, CD80 and CD83, as analyzed by flow 

cytometry, and enhanced production of the IL-10, IL-12p40 and TNF-α by DCs. 

Furthermore, autologous CD4+ T lymphocytes co-incubated with DCs stimulated with 

halophilic archaea produced significantly higher amounts of IFN-γ, IL-12p40, IL-13 and 

TNF-α in comparison to co-cultures of lymphocytes with unstimulated DC.  While naïve 

CD4+ T cells predominated among lymphocytes responding with IFN-γ production to 
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halophilic archaea presented by DC, IL-13 was produced by both naïve and memory CD4+ 

T cells. 

Studies using the genotoxic DC stimulator SEB showed that halophilic archaea have 

protective properties by significantly reducing the degree of chromatin fragmentation and the 

number of single- and double-stranded DNA breaks in DCs compared to SEB-stimulated 

DCs in the absence of the halophiles. Furthermore, Hrd. rudnickae- or N. salaciae-stimulated 

DCs in the presence of SEB were characterized by significantly lower percentage of apoptotic 

cells, as well as numbers of cells in the sub-G1 and S phases of the cell cycle compared to 

non-stimulated DCs. Moreover, the halophiles did not modulate the SEB-induced high 

expression of the surface markers CD86, CD80 and CD83 on the DCs, and the increase of 

production of IFN-γ, IL-12p40, IL-10, IL-13 and TNF-α by the DCs. 

In conclusion, the results of this thesis demonstrate the safety of the halophilic archaea 

Hrd. rudnickae and N. salaciae as stimulators of human monocyte-derived DCs, the ability 

of these microorganisms to stimulate T lymphocytes for a balanced immune response, and 

also indicated their protective properties against the genotoxic effects of SEB on DCs. The 

obtained results allow us to suggest the usefulness of halophilic archaea in the development 

of experimental models aimed at elucidating the mechanism underlying the beneficial effects 

of halotherapy, as an alternative therapy for respiratory diseases, as the beneficial effects may 

be due to not only to the composition of the salt aerosol but also to the presence of halophilic 

archaea in the salt environment. 
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