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STRESZCZENIE

Celem pracy byla ocena stabilnosci IL-13 w surowicy przechowywanej przez okres 4 miesigcy w roznych warunkach temperatury.
Materiat do badan stanowita surowica krwi zylnej pobranej od 20 zdrowych oséb w wieku od 20 do 34 lat. Surowica podzielona na
4 porcje byta przechowywana w réznych warunkach temperatury: 4 miesigce w temperaturze 2—8°C, 2 tygodnie w temperaturze 2—8°C,
a nastgpnie w temperaturze —70°C do 4 miesigcy od pobrania, 4 miesigce w temperaturze —20°C oraz 4 miesiace w temperaturze —70°C.
We wszystkich probkach surowicy testem ELISA oznaczono stezenie IL-13. Badania wykonano w jedne;j serii.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikdw pozwolita zaobserwowa¢, ze dtugoterminowe przechowywanie surowicy w celu ozna-
czania stezenia IL-13 wymaga zamrozenia probek badanych w temperaturze —70°C bezposrednio po odwirowaniu wykrzepionej krwi
i utrzymywania ich w stanie glgbokiego zamrozenia do czasu wykonania badania.

Stowa kluczowe: IL-13, surowica, temperatura przechowywania.

SUMMARY

The aim of study was an evaluation of the IL-13 stability in serum stored by the period of 4 months in different conditions of tempera-
ture.

Serum of the venous blood collected from 20 healthy persons (20-34 years old), divided in 4 portions was stored in different conditions
of the temperature: 4 months in temperature 2—-8°C, 2 weeks in temperature 2—-8°C and then in the temperature —70°C up to 4 months
from collecting, 4 months in the temperature —20°C and 4 months in the temperature —70°C.

Serum level of IL-13 was measured by ELISA technique in one series.

Statistical analysis of received results of the laboratory tests showed, that long-term storing serum intended to measure of concentration
IL-13 requires freezing samples of serum in the temperature —70°C directly after blood collected and storing them in this conditions
during the assay.

Key words: IL-13, serum, storing temperature.

WSTEP

Interleukiny stanowig czg¢$¢ bardzo zréznicowanej
grupy bialek tworzacych wspolng rodzing cytokin.
Obecnie znanych jest ponad 30 réznych interleukin
petniacych rozmaite funkcje regulatorowe i modulu-
jace [1, 2].

W zaleznosci od przyjetych kryteriow wyodreb-
niono kilka grup cytokin. Jeden z cz¢sciej przytacza-
nych podziatdéw wyszczegdlnia chemokiny, interleu-
kiny, czynniki wzrostu, interferony oraz czynniki mar-

twicy nowotwordéw [1—-4]. Charakter stymulowanych
przez te biatka procesow pozwala je podzieli¢ na cy-
tokiny o dziataniu prozapalnym, jak np.: interleukiny
(IL) IL-1, IL-2, IL-8, IL-18 oraz czynnik martwicy
nowotworow o (TNF-a), oraz cytokiny o dzialaniu
przeciwzapalnym, do ktorych zalicza si¢ m.in. 1L-4,
IL-10, transformujacy czynnik wzrostu (TGF-f) oraz
antagoniste receptora dla IL-1 (IL-1Ra). Cytokiny
prozapalne stymulujg powstawanie i przebieg procesu
zapalnego, rola cytokin przeciwzapalnych polega zas
na hamowaniu reakcji ostrej fazy. Neutralng pozycje
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zajmuje IL-6, ktéra wykazuje cechy cytokiny pobu-
dzajacej, a takze hamujacej przebieg procesu zapal-
nego [4, 5, 6].

Cytokiny sg produkowane i wydzielane przez roz-
maite komorki, zarowno uktadu immunologicznego,
jak i innych tkanek i narzadéw. Do syntezy cytokin
zdolne sa m.in. monocyty, makrofagi, komorki $rod-
btonka, fibroblasty, komdrki dendrytyczne, keraty-
nocyty, limfocyty T i B, mastocyty, granulocyty, ko-
morki siateczki szpiku kostnego, komorki §ledziony
oraz osteoblasty [1, 3].

Interleukina 13 (IL-13) jest wytwarzana przez po-
budzone limfocyty Th2, limfocyty T CD8+, komorki
NK 1 komérki tuczne. Ma podobne wtasciwosci biolo-
giczne jak IL-4. IL-13 reguluje ekspresje antygenow
na powierzchni monocytdw. Hamuje zalezna od prze-
ciwcial cytotoksyczno$¢ oraz wytwarzanie cytokin
prozapalnych przez monocyty oraz pobudza syntezg
cytokin przeciwzapalnych. IL-13 hamuje réwniez wy-
twarzanie IgE oraz pobudza produkcje immunoglobu-
liny G4 (IgG4) i immunoglobuliny M (IgM). 1L-13
stymuluje proliferacj¢ limfocytow B. Limfocyty T nie
sa wrazliwe na dzialanie tej interleukiny. Interleukina
13 uczestniczy w regulowaniu odpowiedzi immuno-
logicznej na zakazenie pasozytami [1, 2].

Oznaczanie stezenia cytokin, w tym takze 1L.-13,
w surowicy, osoczu lub innych ptynach biologicz-
nych wykorzystywane jest zaréwno w celach diagno-
stycznych, terapeutycznych, jak i badawczych [2, 7].
Badanie to przeprowadza si¢ zazwyczaj technikami
immunoenzymatycznymi w fazie statej, co powoduje
koniecznos¢ gromadzenia przeznaczonego do badan
laboratoryjnych materialu biologicznego w celu wy-
konania oznaczenia w jednej, duzej serii. Przeprowa-
dzenie tego typu oznaczen w jednej serii zwigksza bo-
wiem czuto$¢ badania i porownywalnos$¢ uzyskanych
wynikow. Jednakze konieczno$¢ badania prowadzo-
nego w seriach wymusza dlugotrwale przechowy-
wanie pobranego materiatu biologicznego.

CEL PRACY
Celem pracy byta ocena stabilnosci IL-13 w suro-

wicy krwi zylnej przechowywanej przez okres 4 mie-
siecy w réznych warunkach temperatury.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowita surowica krwi zylnej
pobranej od 20 zdrowych 0séb w wieku od 20 do 34 lat.
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Krew w objetosci 7 ml zostata pobrana z zyty tok-
ciowej do suchej, szklanej probowki, bez dodatkow,
za pomoca zamknigtego systemu prozniowego Va-
cutimer (Becton Dickinson). Krew pobrano w wa-
runkach standardowych, tzn. pomigdzy godzing 7.00
a 9.00 rano, od os6b bedacych na czczo i po cato-
nocnym wypoczynku.

Prébki krwi po pobraniu pozostawiono w celu
ich catkowitego wykrzepienia w temperaturze poko-
jowej przez 30 minut. Po tym czasie wykrzepiong
krew odwirowywano przez 15 minut z szybkoscig
3000 obr/min. Surowic¢ krwi uzyskang w odwi-
rowaniu oddzielono od skrzepu krwinek. Z kazdej
probki krwi uzyskano okoto 3 ml surowicy. Kazda
probka surowicy zostata podzielona na 4 porcje (A,
B, C, D), po okoto 0,7 ml. Prébki te nastgpnie prze-
chowywano w nastepujacych warunkach tempera-
tury:

* porcja A — probka surowicy przechowywana
w temperaturze 2—8°C przez okres 4 miesiecy,

* porcja B — probka surowicy przechowywana 2 ty-
godnie w temperaturze 2-8°C, a nastgpnie do
4 miesiecy w temperaturze —70°C,

* porcja C — probka surowicy przechowywana
4 miesiagce w temperaturze —20°C,

* porcja D — probka surowicy przechowywana
4 miesigce w temperaturze —70°C; porcja D stano-
wita probke odniesienia.

Po uptywie 4 miesigcy wszystkie probki surowicy
doprowadzono do temperatury pokojowej i ozna-
czono w nich stezenie IL-13 oraz stezenie biatka cat-
kowitego. Wszystkie badania laboratoryjne zostaty
wykonane w jednej serii.

Stezenie 1L-13 przeprowadzono technikag ELISA
za pomocg gotowego zestawu Human IL-13 ELISA
Kit (Bender MedSystems). Absorbancj¢ zmierzono
przy dhugosci fali 450 nm za pomoca czytnika mi-
kroptytek ELISA LabSystems Multiscan RC i prze-
liczono na stezenie za pomoca oprogramowania GE-
NESIS.

Stezenie biatka catkowitego w surowicy ozna-
czono metoda biuretowa przy zastosowaniu odczyn-
nikow firmy BioSystems. Absorbancje proby wzor-
cowej oraz prob badanych odczytano za pomoca
spektrofotometru firmy BioSystems.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw
badan przeprowadzono testem nieparametrycznym
ANOVA Friedmana dla okreslenia zmian w serii po-
miardw, oraz za pomocg testu kolejnosci par Wilco-
xona, w celu poréwnania stezenia badanych parame-
trow z probka surowicy przechowywana w tempera-
turze —70°C, traktowang jako probka odniesienia. Za
statystycznie istotne przyjeto p < 0,05.
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WYNIKI

Stezenie biatka catkowitego w badanych probkach
surowicy przedstawiono w tabeli 1. Zaobserwowano,
ze stezenie bialka catkowitego w probkach surowicy
przechowywanych przez 4 miesigce w réznych tem-
peraturach bylo podobne (rys. 1).

Stezenie IL-13 w badanych probkach surowicy
przedstawiono w tabeli 2. Zauwazono, ze st¢zenie
IL-13 w badanych probkach surowicy réznito sie
znamiennie w zaleznosci od temperatury ich prze-
chowywania (rys. 2). Stezenie 1L-13 byto najwyzsze
w probkach przechowywanych w stanie glebokiego
zamrozenia, a najnizsze w tych probkach, ktére byty
pozostawione w lodowce przez caty okres trwania
eksperymentu.

Stezenie IL-13 w probkach badanych przeliczono
na 1 g biatka catkowitego w badanych prébkach su-
rowicy (tab. 3). Zaobserwowano, ze stezenie 1L-13
w przeliczeniu na gram biatka catkowitego w bada-
nych probkach surowicy rdznito si¢ znamiennie w za-
leznosci od temperatury przechowywania (rys. 3).
Najwyzsze stezenie IL-13 w przeliczeniu na 1 g biatka
catkowitego zaobserwowano w probkach przechowy-
wanych w temperaturze —70°C, najnizsze za$§ w prob-
kach przechowywanych w temperaturze 2—8°C, przez
caly czas trwania doswiadczenia.

W badanych probkach surowicy stezenie IL-13
przechowywanej w temperaturze 2—8°C przez 4 mie-
sigce, 2 tygodnie w temperaturze 2—-8°C, a nastepnie
do 4 miesiecy w temperaturze —70°C oraz przecho-
wywanej przez ten czas w temperaturze —20°C po-
rownano ze stgzeniem IL-13 w surowicy przechowy-
wanej w temperaturze —70°C od momentu odwiro-
wania materiatu. Probke t¢ potraktowano jako probke
odniesienia (tab. 4). Zaobserwowano, ze stezenie
IL-13 w surowicy krwi przechowywanej w lodowce
bylo znamiennie nizsze niz w surowicy przechowy-
wanej w temperaturze —70°C. Ubytek IL-13 w tych
warunkach wynosit 54% w stosunku do prébki odnie-
sienia (rys. 4). Stezenie IL-13 w probkach przecho-
wywanych w lodéwce przez 2 tygodnie, a nastgpnie
zamrozonych w temperaturze —70°C byto znamiennie
nizsze niz w probkach surowicy przechowywanej
w temperaturze —70°C przez caly czas trwania do-
swiadczenia. Utrata 1L-13 w tych warunkach wy-
nosita 43% w stosunku do probki odniesienia (rys.
4). Stezenie IL-13 w probkach przechowywanych
w temperaturze —20°C przez caly czas trwania eks-
perymentu byto znamiennie nizsze niz w probkach
surowicy przechowywanej przez ten czas w tempe-
raturze —70°C. Ubytek IL-13 w tych warunkach wy-
nosit 41,4% w stosunku do probki przechowywanej
w stanie glebokiego zamrozenia przez caly czas
trwania eksperymentu (rys. 4).
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Tabela 1. Stgzenie biatka calkowitego w surowicy przecho-
wywanej przez 4 miesigce w roznych temperaturach

Probka Srednia [g/ml] + SD
A 0,0714 + 0,008
B 0,0695 + 0,007
C 0,0721 + 0,009
D 0,0709 + 0,008

A — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze 2—8°C

B — probka przechowywana 2 tygodnie w temperaturze 2—8°C,
a nast¢pnie do 4 miesigcy w temperaturze —70°C

C — prébka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —20°C

D — prébka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —70°C

Tabela 2. Stezenie IL-13 w surowicy przechowywanej przez
4 miesigce w réznych temperaturach

Probka Srednia [pg/ml] + SD
A 1,3+0,9
B 1,6+1,1
C 1,6 £1,1
D 2,8+23

A — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze 2—8°C

B — probka przechowywana 2 tygodnie w temperaturze 2—8°C,
a nastepnie do 4 miesigcy w temperaturze —70°C

C — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —20°C

D — prébka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —70°C

Tabela 3. Stezenie IL-13 w przeliczeniu na 1 g biatka w ba-
danych probkach surowicy przechowywanej przez 4 miesigce
w roznych temperaturach

Préobka Srednia [pg/1g biatka] + SD
A 18,0+ 13,5
B 23,1+16,8
C 22,8+ 16,0
D 39,8 +£32,7

A — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze 2—8°C

B — probka przechowywana 2 tygodnie w temperaturze 2—-8°C,
a nastepnie do 4 miesigcy w temperaturze —70°C

C — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —20°C

D — prébka przechowywana 4 miesigce w temperaturze —70°C

Tabela 4. Poréwnanie st¢zenia IL-13 w badanych probkach
surowicy (A, B, C) oraz w probcee odniesienia przechowywa-
nej w temperaturze —70°C (D)

Probka Srednia [pg/ml]+SD p
A 1,3£0,9 <0,0001
B 1,6+1,1 <0,0001
C 1,6+ 1,1 <0,0001
D 2,8+£23 -

A — probka przechowywana 4 miesigce w temperaturze 2—8°C

B — probka przechowywana 2 tygodnie w temperaturze 2—8°C,
a nastepnie do 4 miesigcy w temperaturze —70°C

C — probka przechowywana 4 miesiace w temperaturze —20°C

D — prébka przechowywana 4 miesiagce w temperaturze —70°C —
probka odniesienia
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Rys. 1. Stezenie biatka catkowitego w surowicy przechowywa-
nej przez 4 miesiace w réznych temperaturach (p < 0,06)
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Rys. 2. Stezenie IL-13 w surowicy przechowywanej przez
4 miesigce w réznych temperaturach (p < 0,00001)
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Rys. 3. Stezenie IL-13 w przeliczeniu na 1 g biatka w surowi-
cy przechowywanej przez 4 miesigce w roznych temperatu-
rach (p <0,00001)
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Rys. 4. Procentowa pozostatos¢ 1L-13 w probkach surowicy
przechowywanych w réznych warunkach w odniesieniu do
probki zamrozonej w temperaturze —70°C przez caly czas
trwania eksperymentu, traktowanej jako 100%
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OMOWIENIE

Oznaczanie stgzenia cytokin w roznych materia-
tach biologicznych jest aktualnie wykorzystywane
nie tylko w celach badawczych, lecz takze coraz
czesciej bywa przydatne dla potrzeb diagnostycz-
nych i terapeutycznych. Oznaczenia st¢zenia wielu
nietypowych markerow wykonywane sa metodami
wymagajacymi zgromadzenia wigkszej partii ma-
teriatu, zarowno ze wzgledu na specyfike stosowa-
nych testow, jak i ekonomiczne wykonanie badan.
Z tego wzgledu niejednokrotnie zachodzi koniecz-
nos¢ ustalenia optymalnych warunkéw przechowy-
wania surowicy krwi oraz innych materiatow bio-
logicznych tak, aby stezenie cytokin w badanym
materiale nie ulegto znaczacej zmianie nawet przez
okres kilku miesiecy od momentu pobrania do wy-
konania oznaczen.

Jak dotad stosunkowo dobrze okreslono wptyw
temperatury przechowywania probek materiatu bio-
logicznego na st¢zenie niewielkiej liczby cytokin,
w tym m.in. IL-6, IL-10 oraz TNF-a. Z badan tych
wynika, ze rdézne cytokiny charakteryzujg si¢ rozng
stabilnoscia Scisle zalezng od warunkéw przecho-
wywania pobranego materiatu i nie jest mozliwe za-
stosowanie tych samych standardow wzgledem r6z-
nych interleukin. Jak wynika z badan Kenis i wsp.
[8] oraz Flower i wsp. [9] IL-6 nalezy do cytokin
stabilnych w réznych warunkach temperatury i jest
niewrazliwa na naprzemienne cykle rozmrazania
i zamrazania materiatu biologicznego. Natomiast
w innych badaniach Flower i wsp. [9] zaobserwo-
wali, ze IL-10 mozna zaliczy¢ do cytokin mato sta-
bilnych i wrazliwych na nastepujace po sobie kilku-
krotne cykle naprzemiennego rozmrazania i zamra-
zania materiatu.

Dane podawane w ulotkach informacyjnych te-
stow ELISA przeznaczonych do oznaczania IL-13
w roznym materiale biologicznym sa niejedno-
znaczne. W materialach informacyjnych firmy
Bender MedSystems zalecane jest jak najszybsze
oddzielenie surowicy lub osocza od krwinek [10].
Tak przygotowane probki moga by¢ przechowywane
w lodowce do 24 godzin. Je$li czas gromadzenia
materiatu jest dtuzszy, nalezy go zamrozi¢ w tem-
peraturze —20°C. Wedtug danych firmy pigciokrotne
naprzemienne zamrazanie i rozmrazanie probek nie
wplywa znaczaco na spadek poziomu IL-13 w su-
rowicy badanej [10]. Materiaty informacyjne firmy
Thermo Scientific [11] rowniez podaja, ze probki
surowicy przeznaczonej do oznaczania IL-13 moga
by¢ przechowywane w lodowce do 24 godzin od po-
brania, bez znaczacego wplywu na stezenie tej cy-
tokiny w materiale badanym. Jednakze w przypadku
koniecznos$ci dluzszego przechowywania surowicy
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wymagane jest zamrozenie materialu w temperaturze
—70°C [11]. Zaleca si¢ takze catkowitego unikania
naprzemiennych cykli rozmrazania i zamrazania
materiatu [1]. Z kolei firma Enzo Life Sciences za-
leca w swoich materiatach, aby probki osocza prze-
znaczone do oznaczania IL-13 zamrozi¢ w —20°C
natychmiast po pobraniu oraz unikaé¢ kilkukrotnego
zamrazania i rozmrazania materialu [12]. Zalecenia
zataczone do testu Pelikine Compact Human IL-13
ELISA Kit dopuszczaja przechowywanie przygoto-
wanej surowicy w temperaturze 4-8°C do 24 godzin
od pobrania. Natomiast w przypadku, gdyby materiat
miat by¢ gromadzony dtuzej niz dobg, konieczne jest
zamrozenie pobranych probek w temperaturze niz-
szej niz —18°C. Wedtlug materialéw informacyjnych
tego testu trzy cykle naprzemiennego zamrazania
1 rozmrazania surowicy nie maja wptywu na stgzenie
IL-13 oznaczone w tym materiale [13]. Firma Uscn
Life Science Inc. Wuhan zaleca przechowywanie
probek krwi 2 godziny w temperaturze pokojowej
lub przez cata noc w lodowce przed odwirowaniem,
po odwirowaniu za$ zamrozenie probek surowicy
w temperaturze od —20°C do —80°C, jesli nie jest moz-
liwe natychmiastowe wykonanie badania. Natomiast
probki krwi pobranej z dodatkiem EDTA zaleca od-
wirowaé w ciggu 30 minut od pobrania, a nast¢gpnie
zamrozi¢ tak, jak probki surowicy. Bezwzglednie
nakazuje unika¢ kilkukrotnego zamrazania i rozmra-
zania materiatu przed oznaczeniem IL-13 [14]. Firmy
ABcam oraz Sino Biological Inc. w ogdle nie daja
zadnych zalecen dotyczacych przygotowania mate-
rialu do badania oraz wptywu jego przechowywania
lub naprzemiennego zamrazania i rozmrazania na
stezenie IL-13 [15, 16].

Latwo mozna zauwazy¢, ze wigkszo$¢ produ-
centdw jest w miar¢ zgodna co do przechowywania
probek surowicy lub osocza w lodowce do 24 godzin.
Jesli chodzi zas o dtugotrwate przechowywanie mate-
riatu, to widoczne sa znaczne rozbieznosci dotyczace
temperatury pozwalajacej na gromadzenie materialu
bez ryzyka utraty znajdujacej si¢ w nim IL-13. Po-
dobnie nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie,
czy mozna t¢ cytoking oznaczy¢, gdy dysponuje si¢
materiatem juz rozmrozonym i ponownie zamro-
zonym. Z dyskutowanej pracy wynika jednak, ze
dlugoterminowe przechowywanie probek materiatu
badanego wymaga zamrozenia ich do temperatury
—70°C. Znamienne nizsze st¢zenie IL-13 w surowicy
zaobserwowano bowiem zaréwno w tych probkach,
ktore przechowywano w lodowce, jak i tych, ktore
zamrozono w temperaturze —20°C bezposrednio po
odwirowaniu krwi w porownaniu do st¢zenia IL-13
w tych probkach materiatu, ktoére przechowywano
w stanie glebokiego zamrozenia przez caly czas
trwania eksperymentu.
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WNIOSKI

Dhugoterminowe  przechowywanie  surowicy
w celu oznaczania stezenia IL-13 wymaga zamro-
zenia probek badanych w temperaturze —70°C bez-
posrednio po odwirowaniu wykrzepionej krwi i prze-
chowywania ich w stanie glebokiego zamrozenia do
czasu wykonania badania.
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