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Protitelesa so topni glikoproteini iz skupine imunoglobulinov.
Proizvaja jih imunski sistem v odzivu na patogene oz. or-
ganizmu tuje molekule. V laboratorijih z njimi doloCamo
antigene, predvsem proteine, pa tudi druge vrste molekul.
Del molekule antigena, na katerega se protitelo veze, ime-
nujemo epitop, vezavno mesto na protitelesu pa paratop.
Znanstveniki uporabljajo protitelesa za raziskave ze od za-
Cetka prejSnjega stoletja, neprecenljiva pa je tudi njihova
uporaba v diagnosti¢nih laboratorijih in pri zdravijenju ra-
zlicnih bolezni. Protitelesa lahko okvirno razdelimo na po-
liklonska, monoklonska in rekombinantna.
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POVZETEK

Protitelesa sodijo med najbolj uporabljana orodja v
raziskavah, diagnostiki in terapiji. Njihova naravna
vloga je, da uniCujejo patogene, v laboratoriju pa z
njimi dolo€amo ali proucujemo proteine in druge
molekule. Z razlicnimi biotehnoloskimi postopki
lahko pripravimo unikatna protitelesa. Veliko pov-
prasevanje je privedlo do Siroke ponudbe, znotraj
katere mnogokrat tezko najdemo protitelesa, pri-
merna za dolo¢en namen, saj SO pogosto pomanj-
kliivo opredeliena. V ¢lanku poudarjamo pomemb-
nost uporabe preverieno kakovostnih protiteles v
raziskavah ter pristope k njihovi validaciji. Uporabnik
protiteles je namred tisti, ki mora zagotoviti zanesljive
rezultate z uporabo ustreznih in kakovostnih rea-
gentov.

KLJUCNE BESEDE:
protitelesa, validacija, zanesljivost rezultatov

ABSTRACT

Antibodies are among the most used tools in re-
search, diagnostics and therapy. Their natural role
is to destroy pathogens, whereas in the laboratory
we use them to determine proteins and other
molecules or to study them. Various biotechnolog-
ical procedures are applied for production of unique
antibodies. The high demand has led to the exis-
tence of a wide range of often under-defined anti-
bodies, and it is often difficult to select a suitable
one for a particular purpose. This article emphasises
the importance of using validated antibodies in re-
search, as well as approaches for their validation.
Namely, the antibody user is exclusively responsible
for providing reliable results by using appropriate
reagents of adequate quality.
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Preprost nacin pridobivanja protiteles je imunizacija ek-
sperimentalnih zivali z zelenim proteinom ali drugim anti-
genom. Eksperimentalne zivali najpogosteje imuniziramo
s sinteznimi peptidi ali o&iSCenimi proteini. Prednost sin-
teznih peptidov je v tem, da sami izberemo krajSe amino-
kislinsko zaporedje, na katerega zelimo, da se protitelo
veze. Tezava pri uporabi omenjenih peptidov pa je, da ami-
nokislinski ostanki v peptidu pogosto zavzemajo strukturo,
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ki se razlikuje od tridimenzionalne strukture v zrelem pro-
teinu. Protitelesa, pridobliena proti peptidom, so tako
usmerjena proti linearnim epitopom ter so ve¢inoma upo-
rabna v metodah, v katerih dolo¢amo denaturirane pro-
teine, npr. prenos western. Kadar kot imunogen uporabimo
ociS¢en nativni protein, pridobimo protitelesa proti amino-
kislinskim ostankom v nativni konformaciji. Epitopi takih
protiteles obiCajno niso linearni, pa¢ pa diskontinuirni, saj
se vezejo na specificen del tridimenzionalne strukture pro-
teina. Tako pridobljena protitelesa so uporabna v metodah,
s katerimi doloCamo nativne proteine, kot so: preto¢na ci-
tometrija, encimskoimunski test ELISA, imunohistokemija
in fluorescen¢na mikroskopija.

Serum imunizirane zivali vsebuje poliklonska protitelesa ra-
zli¢nih afinitet proti razlicnim epitopom nekega antigena
kot tudi Stevilna protitelesa proti drugim antigenom (1). Ta
se med seboj razlikujejo v razredih, podrazredih, specifi-
¢nostih in afinitetah do epitopa. Zadostno koli¢ino identi¢nih
protiteles znotraj poliklonskega nabora protiteles pridobimo
tako, da limfocite B imunizirane zivali zlijemo z nesmrtnimi
mielomskimi celicami, nato pa s primernim izborom prido-
bimo monoklonske celi¢ne linije. Posamezna linija proizvaja
monoklonska protitelesa s tocno doloceno epitopsko spe-
cificnostjo (2).

Z razmahom molekularne biologije in biotehnologije se je
pred dobrima dvema desetletjiema zacelo obdobje priprave
rekombinantnih protiteles. Proizvedena so s kloniranjem
znanega zaporedija protitelesnih genov v ekspresijske vek-
torje, ki jih vstavimo v gostiteljske, npr. sesalske celice,
Kjer jih izrazimo kot funkcionalne imunoglobuline (3).

TRG PROTITELES

S postopki pridobivanja protiteles v teoreticno neomejenih
koli¢inah se ukvarja preko 300 podijetij, ki prodajajo vec
kot dva milijona razli¢nih protiteles za raziskovalne namene
(4). V tej nepregledni mnozici je veliko protiteles s slabo
opredelienima specifi€nostjo in afiniteto. Pri tem ne gre le
za protitelesa, ki so namenjena za raziskave, ampak v sicer
redkih primerih tudi za eksperimentalno diagnostiko, analizo
hrane, antigenov iz okolja in za druge namene. Pri uporabi
protiteles dvomljivin lastnosti morebitne posledice seveda
¢utijo bolniki in vsi drugi, ki so odvisni od rezultatov tovrstnih
raziskav oz. testiranj. Posledica uporabe takih protiteles v
raziskavah je slaba ponovljivost objavljenih rezultatov (5,

6). To predstavlja veliko izgubo Casa raziskovalcev zaradi
nepotrebnega ponavljanja poskusov, posledicno pa tudi
velike financne stroske. Zaskrbljujoce je, da ne obstajajo
povezave med dejavniki vpliva objavljenih rezultatov in po-
novljivostmi znanstvenih raziskav, poleg tega pa tudi, da
nizka ponovljivost rezultatov onemogoca napredek pri ra-
ziskovalnem delu (6, 7).

V raziskavah protitelesa najveckrat uporabliamo za identi-
fikacijo proteinov. NajobsirnejSi pregled protiteles, upora-
blienih v ta namen, so naredili v okviru konzorcija Human
Protein Atlas. Ze leta 2008 so ugotovili, da manj kot polo-
vica komercialno dostopnih preverjanih protiteles specificno
prepozna tar¢no molekulo, proti kateri naj bi bila usmerjena
(5). Edina olajsevalna okolis¢ina je bilo dejstvo, da vsa pre-
skuSana protitelesa niso imela potrdil za uporabo pri metodi
prenosa proteinov western, ki so jo uporabili v raziskavi
(5). Razprave na temo preverjanja ustreznosti in kakovosti
protiteles, ki so tem ugotovitvam sledile, kazejo na potrebo
po poenotenih kriterijin za izvedbo validacij in primernih
nacinih poro¢anja o validacijskih rezultatih, saj bi s tem
uporabniki lahko nasli ustrezno protitelo kot reagent za
doloCanje izbrane tarCne molekule z izbrano, preverjeno
metodo (8, 9).

VALIDACIJA PROTITELES

Validacija protiteles je proces, s katerim dokazujemo, da v
izbrani analizni metodi protitelo deluje antigensko specificno
in selektivno ter da so z njim pridobljeni rezultati ponovljivi,
kar potrjuje njegovo primernost za predvideno uporabo (8,
10). Validacija ni enostaven proces, saj na rezultate dolo-
Citve neke molekule z izbrano metodo vplivajo predanalizni,
analizni in poanalizni dejavniki.

V okviru analiznega procesa moramo izbrati primerno me-
todo in dolociti pogoje, kot so npr. redCenje protiteles,
izbor detekcijskega sistema in nacin interpretacije rezultatov
(10). Glede na podatke s portala Antibodypedia so najpo-
gosteje uporabljane metode za validacijo protiteles prenos
western, imunohistokemija in imunocitokemija ter za Klini-
¢ne raziskave zelo pomembni encimskoimunski testi (8,
11). V primeru, da kasneje uporabimo kako drugo metodo,
ki je nismo vkljucili v proces validacije, moramo preveriti
predvsem vpliv morebitno spremenjenega nacina priprave
testnih vzorcev na sposobnost specificne vezave upora-
blienega protitelesa na analit, saj ustreznost protitelesa za
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dolo€eno analizno metodo ne zagotavlja njegove enako
ucinkovite uporabnosti za drugo (10, 12). UposStevati mo-
ramo tudi to, da lahko med pripravo testnega vzorca, npr.
med njegovo fiksacijo pri imunohistokemiji, pride do izpo-
stavitve epitopov, ki v neobdelanem vzorcu protitelesom
niso dostopni.

3.1 POMEN PREVERJANJA
SPECIFICNOSTI PROTITELES

Specificnost protitelesa je dolo¢ena z epitopom, na kate-
rega se veze. V primeru nizke specificnosti se lahko protitelo
veze na ve¢ podobnih epitopov, ki se lahko nahajajo tudi
na nesorodnih proteinskih molekulah. Po drugi strani pa je
selektivnost protitelesa definirana kot njegova vezava na
edinstven epitop. Tako se monoklonsko protitelo sicer veze
na specificen, torej tocno doloCen epitop, a kadar ta ni
edinstven, sama specificnost protitelesa ne bo zadoSc¢ala
za odsotnost njegove navzkrizne reaktivnosti z drugimi,
obic¢ajno analitu sorodnimi proteini (13). V idealnem primeru
si torej zelimo 100-odstotno selektivnost oz. specifi€nost
protitelesa do izbranega antigena (analita) ali pa njegovo
vezavo na skupino analitu sorodnih antigenov. Seveda pa
S0 v realnosti povsem mozne tudi nepri¢akovane navzkri-
zne reakcije protitelesa v kompleksnih vzorcih. S prakti-
¢nega vidika je zato zelo pomembno ugotoviti, v koliksni
meri dolocena navzkrizna reaktivnost uporablienega proti-
telesa vpliva na rezultat, pridoblien z izbrano analizno me-
todo, obenem pa se zavedati, da je doloCanje protitelesne
navzkrizne reaktivnosti vedno omejeno s posamicnim pre-
verjanjem le majhnega deleza vseh moznih antigenov, ki
so lahko prisotni v posameznem testnem vzorcu (6).

V postopku validacije protitelesa za preverjanje njegove
specificnosti v prvem koraku obi¢ajno uporabimo metodo
prenosa western. Za preskusano protitelo lahko trdimo,
da je specificno, kadar je prisotna le ena lisa na nitrocelu-
lozni membrani, ki se nahaja v viSini molekulske mase tar-
&ne molekule. Ce je lis veg, je bodisi mozno, da je v vzorcu
prisotnih ve€ oblik tarénega proteina, kar je lahko posledica
posttranslacijskin modifikacij, ali pa da je priSlo do razpada
tar€ne molekule na razli¢no velike produkte. TakSen rezultat
seveda poraja dvom v specificnost protitelesa. V naslednjin
korakih validacije uporabimo tudi druge metode, v katerih
zelimo uporabljati testirano protitelo. Kadar poznamo epi-
top, ki ga protitelo specifitno prepoznava, izvedemo test
inhibicije z uporabo blokirajoc¢ih peptidov. Ti s svojo vezavo
na protitelo preprecijo njegovo interakcijo s tarno mole-
kulo. Ce je protitelo specifiéno, bo torej dodatek blokirajo-
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Cega peptida znaciino zmanjsal ali celo preprecil njegovo
vezavo na taréno molekulo. S tem sicer potrdimo, da je
protitelo specificno, ne pa tudi njegove selektivnosti, saj
prisotnost inhibitornega peptida zmanjSa moznost za mo-
rebitne vezave protitelesa na druge molekule, prisotne v
vzorcu (10).

Specificnost vezave protiteles na taréno molekulo je odvi-
sna tudi od njihove koncentracije, saj vecja kolicina proti-
teles omogoca tudi vezavo na tiste epitope, do katerih ima
protitelo sicer nizjo afiniteto. Pri uporabi protitelesa v dolo-
¢eni analizni metodi je zato klju¢no ustrezno red¢enje vseh
reagentov, da optimiziramo razmerje med merjenim signa-
lom in ozadjem (14).

Pri izvedbi vseh validacijskih testov moramo uporabiti tudi
ustrezne kontrole, ki jih narekuje posamezna metoda. Za
pozitivno kontrolo nam lahko sluzi antigen, ki je bil upora-
blien za imunizacijo, ali pa ustrezno protitelo. Negativho
kontrolo pripravimo tako, da ne vsebuje preverjanih proti-
teles, ali pa v ta namen uporabimo primerljiv vzorec, ki ne
vsebuje antigena, ki naj bi ga preverjano protitelo prepo-
znavalo (10). V idealnem primeru bi lahko kot kontrole upo-
rabili referencne materiale ali standarde, ki pa so za po-
drogje validacije protiteles zal le redko na voljo (6).

3.2 PREVERJANJE PONOVLJIVOSTI
REZULTATOV IN POMEN
ZAGOTAVLJANJA KAKOVOSTI

Pomemben kriterij pri validaciji protiteles je ponovljivost re-
zultatov pri uporabi razli¢nih serij istega protitelesa (10).
Za doseganje ponovljivosti rezultatov moramo zagotoviti
ustrezno kakovost Ze v proizvodnii protiteles, primerne po-
goje njihovega transporta do uporabnika ter njihovo ustre-
zno shranjevanje in manipulacijo, poleg tega pa prepreciti
morebitno kontaminacijo med njihovo uporabo (6, 10).
NeupoStevanje omenjenih zahtev ima za posledico nizjo
dejansko koncentracijo, s tem pa tudi aktivnost uporablje-
nega protitelesa, glede na deklarirane vrednosti (6). Pono-
vijive rezultate lahko pridobimo le tako, da zagotovimo
ustrezno kakovost vzorcev, uporabimo reagente z veliavnim
rokom trajanja, natancno sledimo predpisanim postopkom,
meritve pa izvajamo na pravilno umerjenih in vzdrzevanih
aparatih (8, 15).

Podrocje ponovljivosti rezultatov in zagotavljanja kakovosti
najbolj natancno urejata standarda ISO 9001 (zagotavijanje
kakovosti v razlicnih gospodarskih sektorjih in drugih de-
javnostih) in ISO 13485 (doseganje kakovosti medicinskih
pripomockov) (14). Dobro izvedena validacija, ki jo opravi
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proizvajalec 0z. ponudnik posameznega protitelesa, mora
dokazovati, da je to specifino in da so rezultati ponovljivi
v okviru vsake od analiznih metod, za katere je njegova
uporaba specificirana. Kljub obseznim podatkom dobavi-
telja pa mora uporabnik obvezno preveriti protitelo na svojin
vzorcih in v postopkih, ki jin izvaja. Pri tem se mora zavedati,
da protitelesa niso Cudezno orodje, s katerimi lahko prido-
bimo 100-odstotno zanesljive rezultate brez natancne in
kritiéne presoje njihovih lastnosti oz. u€inkovitosti (10).

3.3 NOVEJSI PRISTOPI K VALIDACIJI
PROTITELES

ModernejSe pristope za validacijo protiteles proti protein-
skim antigenom je predlagala mednarodna delovna skupina
za validacijo protiteles. Za preverjanje specificnosti protiteles
naj bi, glede na njihova priporocila, izbrali vsaj enega od
naslednjih petih predlaganih pristopov: (i) gensko strategijo,
(i) ortogonalno strategijo, (i) neodvisno strategijo, (iv) stra-
tegijo izrazanja proteinov z dodanim oznacevalcem ali (v)
afinitetno lovljenje molekul, ki jin protitelo prepozna, ter nji-
hovo analizo z masno spektrometrijo (16). Pri genski stra-
tegiji validacije merimo signal v vzorcih celic ali tkiva, v ka-
terih je tarCni gen ali epitop izbit ali manj izrazen. Vsak
signal, ki ga v teh okolis¢inah zaznamo, kaze na navzkrizno
reaktivnost preskuSanega protitelesa. Ta nacin je uporaben
pri preverjanju specificnosti protiteles proti sorodnim pro-
teinom, ki niso Cloveskega izvora. Pri ortogonalni strategii
uporabimo set vzorcev z razliéno moc¢no izrazenim tarénim
proteinom in ga analiziramo z dvema komplementarnima
metodama, in sicer z metodo, ki je neodvisna od uporabe
reagencnih protiteles, npr. s kvantitativno masno spektro-
metrijo, ter zimunolosko metodo, npr. s prenosom western.
Jakost izmerjenega signala naj bi v slednji mocno korelirala
s koli¢ino tarCnega proteina v vzorcu. Metodo neodvisne
strategije lahko uporabimo takrat, ko imamo na voljo dve
medsebojno neodvisni protitelesi, ki se vezeta na razli¢ni
mesti tarCnega proteina. SoCasna vezava obeh protiteles,
ki jo spremljamo npr. s fluorescenéno mikroskopijo s kolo-
kalizacijo, dokazuje, da je v vzorcu prisoten protein, ki ga
prepoznavata obe protitelesi. S to metodo preverjanja iz-
klju€imo prisotnost nespecificnin imunskih reakcij, saj je
verjetnost, da bi se na nek nesorodni protein vezali obe
protitelesi, minimalna. Protitelesa lahko validiramo tudi tako,
da tar¢ni protein izrazimo z dodanim oznacevalcem. Kadar
sta vzorca vezave validiranega protitelesa na tar¢ni protein
in drugega protitelesa, ki je usmerjen proti uporablienemu
oznacevalcu, primerljiva, lahko izklju¢imo navzkrizno rea-
ktivnost. Pri zadniji predlagani strategiji (1j. afinitetno lovljenje

molekul) pa tar¢ni protein izoliramo z afinitetno kromato-
grafijo s pomodjo taréno specificnih protiteles, in ga nato
po eluciji in encimski razgradniji analiziramo z masno spek-
trometrijo. PreskuSano protitelo je specificno, kadar prvi
trije najpogosteje prisotni peptidi izhajajo iz pricakovanega
tar¢nega proteina (16).

POMOC PRI IZBIRI
USTREZNEGA PROTITELESA

Kot pomo¢ pri izbiri ustreznega protitelesa so uporabnikom
na voljo razline spletne podatkovne baze. Na portalu An-
tibodypedia, za katerega skrbi konzorcij Human Protein
Atlas, so zbrani validacijski podatki za ve¢ kot 1,8 milijona
protiteles, uporabnih v razlicnih eksperimentalnih oz. ana-
liznih metodah (11). Omenjeno Stevilo predstavija 250.000-
500.000 osnovnih protiteles, ki prepoznavajo 27.000 razli-
¢nih antigenov. Na portalu Antibodies-online so zdruzeni
rezultati validacijskih raziskav, ki jih za proizvajalce oz. po-
nudnike protiteles proti pladilu izvedejo neodvisni laboratoriji
(17). Neprofiten in neodvisen portal, v katerega uporabniki
protiteles vpisujejo ocene o uporabnosti doloGenega pro-
titelesa za dolo¢eno metodo, je pAbmAb (18). AbMiner je
placljivo orodje, ki uporabnikom omogoca, da izberejo pri-
merno, komercialno dostopno protitelo za raziskovalne na-
mene, poleg tega pa tudi povezavo protitelesa z genom,
ki kodira za tar¢ni antigen (19). Rezultati za protitelesa,
objavljeni na tej spletni strani, so bili preverjeni z metodo
prenosa proteinov western, in sicer z uporabo enakega
nabora vzorcev 60 izbranih celi¢nih linij. Podatke o velikem
Stevilu komercialnih ponudnikov protiteles lahko najdemo
tudi na spletni strani Antibodyresource (20).

Nekatera podijetja (npr. Abcam, Cambridge, Velika Britanija;
Abgent, San Diego, Kalifornija, ZDA) zelijo povecati svoj
ugled tako, da spodbujajo uporabnike k posredovaniju re-
zultatov testiranj njinovih protiteles na njihovi spletni strani.
Raziskovalci se za pridobivanje informacij o posameznem
protitelesu lahko obrnejo tudi neposredno na dobavitelja.
Pogosto pa je dobavitelj protiteles le posrednik, zato ni
sposoben odgovoriti na zastavljena tehni¢na vpraSanja.
NajprimernejSa za usmerjanje uporabnikov in zagotavljanje
ucinkovitih in zanesljivin tovrstnih eksperimentalnih orodij
raziskovalcem so Se vedno tista podjetja, ki so vkljucena v
vse stopnje izdelave protiteles, od nacrtovanja antigena
za imunizacijo, proizvodnje in validiranja oz. testiranja v
okviru razliénih imunskih testov (21).
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Pri izbiri primernega protitelesa moramo od proizvajalca
pridobiti vse potrebne podatke, s ¢imer se izognemo mo-
rebitni manipulaciji s strani komercialnin ponudnikov, ki ne-
malokrat isto protitelo prodajajo pod drugo oznako, ali pa
celo pod isto oznako prodajo drugo protitelo (6).

ZAKLJUCEK

Glede na opisano kompleksnost uporabe protiteles in Sirok
spekter antigenov, ki jih prepoznavajo, je tezko izbrati pre-
prost in uniformen nacin njihovega vrednotenja. Poleg tega
postopki priprave in validacije protiteles v raziskovalni srenii
niso dovolj cenjeni, zato jih je tudi teZje objaviti, celo v pri-
merjavi z objavami novih metod, v katerih so morda upo-
rabili slabo opredeliena protitelesa (6). Avtorji Clankov in
recenzenti bi se morali zavedati, da so dobro opredeljena
in validirana protitelesa iziemnega pomena za verodostoj-
nost eksperimentov, njihovih rezultatov in zakljuc¢kov razi-
skav. K sreci je prislo v zadnijih letih do pozitivnega zasuka,
saj so zaradi morebitne neponovljivosti objavijenih rezultatov
nekatere ugledne znanstvene revije zacele izpostavljati po-
men ustrezne validacije uporabljenih protiteles in zahtevati
dokazila o njihovi preverjeni uporabnosti z metodami, ki
smo jih omenili v tem prispevku (22). Dejstvo je tudi, da
proizvajalci pogosto ne pokrijejo stroSkov razvoja protiteles,
razen npr. v primerih, ko se zanje zanimajo in jih nato od-
kupijo podijetja, ki izdelujejo eksperimentalne ali diagnosti-
¢ne testne komplete. SlabSa stran te zgodbe pa je, da
taka, nedvomno dovolj dobro ovrednotena protitelesa, ki
zadostujejo kriteriju uporabnosti za dolo¢en namen «, po-
stanejo nedostopna raziskovalcem (6).

Ker so protitelesa bioloSki material, se moramo zavedati,
da je med gojenjem monoklonskih celi¢nih linij, ki jih proiz-
vajajo, zaradi mutacij mozna izguba njihove edinstvene
strukture in s tem tudi njihovih lastnosti. Lahko se zgodi
tudi to, da protitelesa, ki smo jih dolgo ¢asa uspesSno upo-
rabljali in z njimi razvili teste, niso ve€ na voljo (6). Take te-
zave bi v prihodnje lahko resila priprava rekombinantnih
protiteles (23). Vodja konzorcija Human Protein Atlas, opo-
zarja, da so stroski take proizvodnje 10- do 100-krat visji v
primerjavi s hibridomsko tehnologijo, ter da rekombinantna
tehnologija ne zagotavlja enakih lastnosti in uporabnosti
tako izdelanih protiteles, kot jih imajo klasi¢na oz. izvorna
monoklonska protitelesa (4, 16). Vecina protiteles, katerih
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rezultati so objavljeni v znanstvenih revijah, je tako Se vedno
monoklonskih, proizvedenih s hibridomsko tehnologijo, ali
pa poliklonskih, proizvedenih z imunizacijo zivali (24).

Ker so uporabniki protiteles tisti, ki z njihovim izborom od-
govarjajo za svoje eksperimetalne ali analizne rezultate,
imajo na voljo dva pristopa, in sicer da v celoti zaupajo
podatkom komercialnh ponudnikov ali pa se zamudnega
preverjanja oz. validacije njihovih lastnosti lotijo sami. Pri
nacrtovanju in izvedbi postopka validacije protiteles pa
lahko uporabniki pois&ejo pomod tudi na spletni strani Ev-
ropske mreze priznanih laboratorijev, ki proizvajajo mono-
klonska protitelesa (9, 25).

ZAHVALA

Za pregled rokopisa se avtorici zahvaljujeva Viesni Galvani
in Valeriji Kovac.
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