POSTEPY NAUK ROLNICZYCH
Nr 4/87.

MAREK S. SZYNDEL
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego —
— Akademia Rolnicza w Warszawsie

PRZEGLAD TECHNIK
IMMUNOELEKTRONOMIKROSKOPOWYCH
STOSOWANYCH W WIRUSOLOGII ROSLIN

II. NOWOCZESNE TECHNIKI IMMUNOELEKTRONOMIKROSKOPOWE;
CZULOSC I ZASTOSOWANIE TECHNIK IEM

Nowoczesne techniki immunoelektronomikroskopowe powinny opie-
ra¢ sie na prostych i szybkich metodach przygotowywania preparatow,
zapewniajacych jednoczesnie uzyskanie obrazu mikroskopowego jak naj-
lepszej jakosci [49].

Technika zbrylania czqstek

Technika zbrylania czastek, zwana takze w jezyku angielskim anti-
body bridging — tworzenia mostkéw przeciwcial [69], zostala opisana
przez Milne’a i Luisoni w 1975 roku. Jest to prostsza i szybsza wersja
techniki klasycznej [3], jednoczesnie bardzo podobna do techniki leaf-dip
serology [4].

Preparaty immunoelektronomikroskopowe przygotowuje sig¢ przy uzy-
ciu tej techniki w nastepujacy sposéb [49]: kawalek (2 mm?) blaszki lis-
ciowej z chorej rosliny rozciera si¢ w 10 ul surowicy rozcienczonej w 0,1
M buforze fosforanowym o pH 7,0 i mieszanine inkubuje sie 18 minut
w warunkach temperatury pokojowej. Siatke pokryta blonka Formvaru
i napylong weglem naklada sie¢ na mieszaning, a nastepnie przemywa 30
kroplami buforu fosforanowego, 50 kroplami wody i preparat kontras-
tuje sie 5 kroplami 2% octanu uranylu przed odsgczaniem i wysuszeniem.

Procedure te mozina zmodyfikowaé w roézny sposob. Zamiast rozcie-
raé¢ fragment liscia w kropli surowicy, mozna do kropli tej doda¢ nie-
oczyszczonego soku z roSliny porazonej lub zawiesiny 0CzZyszczonego wWi-
rusa [35, 48, 50, 51, 70, 78]. Czas inkubacji moze by¢ rézny: od 5 minut
[60] do 2—6 godzin [23, 30, 70] lub nawet do calej doby w przypadku
badan nad wirusem lisciozwoju ziemniaka [35]. Ohki i wsp. [60] zapro-
ponowali, aby siatki naklada¢ na 5 minut na krople mieszaniny surowicy
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z antygenem i, po plukaniu, na krople octanu uranylu. Istotng sprawg
jest takze rozc1enczen1e surowicy. Milne i Luisoni [49, 50, 51] zalecaja
stosowanie surowicy w rozcienczeniu 10—20 razy mniejszym niz wynosi
miano tej surowicy. Jezeli surowicy sie dostatecznie nie rozcienczy, moze
wystapic glownie zjawisko oplaszczania, dekoracji czastek, a ich zbryla-
nie moze by¢ zahamowane. Jest to sytuacja analogiczna do hamowania
precypitacji w obecno$ci nadmiaru przeciwcial w testach precypitacji
[65].

Jak stwierdzajg tworcy tej techniki [49, 50, o0l], za jej pomocy
uzyskuje si¢ 2 lub 3 specyficzne efekty: zbrylanie czastek wirusa przez
przeciwciala, okolo 10-krotny wzrost liczby czastek na siatce po inkuba-
cji z surowica homologmzna w pordéwnaniu do kontroli oraz czasem opla-
. szczenie czastek przeciwcialami. Przy uzyciu tej techniki w sposéb pro-
sty i1 szybko mozna przygotowaé preparaty do mikroskopu (przygotowa-
nie jednej proébki trwa od 10 do 20 minut). Siatki, probki wirusa ani su-
rowice nie muszg by¢ specjalnie przygotowywane, zbedne jest stosowa-
nie agaru, a po dokladnym plukaniu uzyskuje si¢ bardzo wyrazne obra-
zy elektronomikroskopowe [49, 60]. Czasami zbrylanie czastek moze byé
utrudnione, na przyklad gdy koncentracja wirusa jest bardzo niska, szan-
se zetknigcia si¢ czastek ze sobg mogg byé bardzo male. Mozna te trud-
no$¢ niekiedy przezwyciezyé przedluzajac czas inkubacji i podnoszac
temperature, w jakiej przebiega reakcja. Technika ta jest jednak malo
przydatna do badania wirusow, ktére majs tendencje do samoistnego
tworzenia agregatow czastek [48].

Elektronomikroskopowa technika immunosorpcji
(ang. immunosorbent electron microscopy — ISEM)

Technika ISEM [69] jest niejako zmodyfikowana wersja klasycznej
techniki Derricka [18], gdyz opiera si¢ na tej samej zasadzie: przeciw-
ciala surowicy s3 absorbowane do blonek na siatkach, co umozliwia spe-
cyficzne wylapanie zwigkszonej liczby czastek wirusa z zawiesiny. Przy-
gotowanie preparatéw tak, jak to zaproponowat Derrick [18], trwa oko-
o 90 minut. Milne i Luisoni [51] poszukujac szybkich technik IEM skré-
cili t¢ procedur¢ do 25 minut, przy zachowaniu niezmienionej czuloci
testu. Zastosowali 5-minutowy okres inkubacji z badanym wirusem
i kontrastowanie preparatéw 29, octanem uranylu. Prace nad technikg
zaproponowang przez Derricka podjeli takze badacze szkoccy [68], dazac
do zmaksymalizowania jej czulosci. Dlatego obecnie stosowane sg dwa
warianty techniki ISEM:

— wariant ISEM z krétkim czasem inkubacji [14, 31, 38, 44, 47, 48,
51, 57, 66, 84],
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— wariant ISEM z dlugim czasem inkubacji. W wariancie tym czas
pokrywania siatek przeciwcialami wynosi okolo 30 minut [7, 13,
14, 28, 40, 62, 68, 70, 72, 76, 80], a czas inkubacji ,,uczulonych”
siatek z zawiesing wirusa od 1 do 2 godzin [7, 20, 28, 31, 57, 62,
72, 80], do 4 godzin, a nawet do calej doby [13, 14, 20, 62, 68].

Obecnie uwaza sig, ze bez wzgledu na stosowany wariant ISEM do
calkowitego pokrycia siatek przeciwcialami wystarcza okres 5 minut [31,
37]. Przedluzanie czasu inkubacji z 15 minut do 4 godzin powoduje 4-
-krotne zwiekszenie liczby wylapanych czastek [14, 68], a przedluzenie
do 16 godzin nawet 5-krotny wzrost [18]. Czasem dlugotrwala inkubacja
umozliwia wykrycie wiruséw, ktoére przy krotkim czasie inkubacji nie sg
wykrywane [37, 47]. Sg roéwniez doniesienia, ze np. ilo$¢ wylapanych
czastek geminiwiruséw po okresie 15-minutowej inkubacji byla wyzsza
niz po 4 godzinach oraz, ze w badaniach niektérych wiruséw calonocna
inkubacja moze powodowa¢ dezintegracje ich czgstek [37].

Obok. stosowania odpowiednich dla danego wirusa czaséw inkubacji
bardzo istotng sprawg jest wlasciwe rozcienczenie surowicy. Stwierdzo-
dzono, iz nie powinno by¢ ono mniejsze niz 1:500—1:1000, gdyz przy
nizszych rozcienczenjach obserwuje si¢ inhibicje zjawiska wylapywania
czastek przez niespecyficzne biatka surowicy [38, 39, 47, 48]. Zbyt wy-
sokie rozcienczenia surowicy takze nie sg polecane, gdyz wystepuje na-
silenie niespecyficznej adsorpcji czastek wirusa do blonki [38, 39, 57].
Jezeli istnieje konieczno$¢ uzycia surowic silnie skoncentrowanych (np.
dostepne sg surowice tylko o niskim mianie), mozna stosowaé do wstep-
nego pokrycia blonek roztwér biatka A (1—10 pg/ml), a dopiero potem
specyficzng surowice [26, 39, 47, 55, 66, 73]. Biatlko A produkowane jest
w Scianie komoérkowej bakterii Staphylococcus aureus i wykazuje wyso-
kie powinowactwo z fragmentem Fec czgstek y-globulin [39, 55, 73]. Pier-
wsze doniesienia ze bialko A znacznie zwieksza czulo$é testu ISEM [66,
73] zostaly uznane za bledne [26, 37, 39, 47]. Tylko przy wysokiej kon-
centracji wirus6w uzyskuje sie czasem dodatkowy wzrost liczby wylapa-
nych czastek [39, 47]. Gléwng zaletg uzycia biatka A jest obok zachowa-
nia wysokiej czulosci testu ISEM, eliminacja ryzyka inhibicji wylapywa-
nia czastek wirusa. Podobne efekty mozna uzyskaé¢ stosujagc do pokrycia
blonek oczyszczong frakcje y-globulin [57]. -

Dla uzyskania prawidlowych wynikéw testu technikg ISEM zasadni-
czg sprawg jest uzycie wlasciwie przygotowanych preparatéw kontrol-
nych. Siatki muszg byé¢ pokryte warstwg surowicy kontrolnej, rozcien-
czonej w tym samym stopniu co surowica badana, aby wyeliminowa¢

niespecyficzng adsorpcje czgstek wirusa. Tylko w takich warunkach mo-
zliwa jest prawidlowa interpretacja reakcji z surowicami homo- i hetero-
logicznymi [38, 57]. Warto zaznaczy¢, ze aby wynik testu serologicznego



78 M. S. Szyndel

wykonanego technikg ISEM uzna¢ za pozytywny, wymagany jest mini-
mum 3-krotny wzrost liczby czgstek na siatkach ,uczulonych” w sto-
sunku do liczby czgstek na siatkach kontrolnych [37]. N

Z innych czynnikéw, ktére mogg mie¢ wplyw na wyniki uzyskane
ta technikg wazne s3: koncentracja wirusa, temperatura w jakiej prze-
prowadza si¢ test, rodzaj i molowo$¢ uzywanych buforéw, rodzaj rosliny-
-gospodarza wirusa, odczyn surowic i ekstraktu wirusa itp. [7, 14, 18,
20, 38, 57, 62, 68]. Stwierdzono takze, ze jeéli siatki zostang wprowadzo-
ne w ruch obrotowy w polu magnetycznym w trakcie reakcji serologicz-
nej, to (przy niezmienionym czasie inkubacji) zwielokrotnia to liczbe
wychwytanych czastek [77].

Technika dekoracji czgstek

W preparatach immunoelektronomikroskopowych, przygotowywanych
technikami zaréwno klasycznymi, jak i technikg zbrylania czastek, wy-
stepuje czasami zjawisko dekorowania czastek czy agregatow czgstek
wiruséw specyficznymi przeciwcialami. Jednak dopiero Milne i Luisoni
w 1975 roku zastosowali w badaniach wiruséw roslin technike immuno-
elektronomikroskopows, ktorej zalozeniem bylo uzyskanie obrazu poje-
dynczych czastek wirusa oplaszczonych czastkami specyficznych prze-
ciwcial, tworzacych wyraznie widoczng otoczke. W tym celu nalezalo
najpierw unieruchomié¢ czgstki wirusa na siatce wykorzystujac fakt, ze
sq one adsorbowane do blonki i dopiero potem przeprowadzi¢ reakcje
serologiczng. Obserwowane zjawisko oraz te¢ technike IEM nazwano de-
koracjg [50, 51, 69]. Milne i Luisoni [49] zalecajg nastepujacy sposéb
przygotowania preparatéw: niewielkg ilos¢ (2 mm?) tkanki porazZonego
liscia rozciera sie w kropli wody i na te krople naklada si¢ na kilka se-
kund siatke mikroskopows, nastepnie przemywa sie jag 30 kroplami 0,1
M buforu fosforanowego o pH 7,0 i nanosi na krople surowicy rozcien-
czonej 10- lub 20-krotnie mniej niz jej miano koncowe., Po 15 minutach
inkubacji siatki przemywa sie¢ 20 kroplami buforu, 50 kroplami wody
i preparaty kontrastuje si¢ 5 kroplami 2%, roztworu octanu uranylu.
Jako zroédlo wirusa moze by¢é uzywany takze nieoczyszczony sok z pora-
zonych ro$lin, frakcje pobrane z gradientéw sacharozy czy chlorku cezu,
jak réwniez oczyszczone preparaty wirusa [2, 15, 16, 31, 48, 49, 50, 51,
53, 78, 81, 84]. Czas nanoszenia preparatu wirusa moze by¢ rézny: 10 se-
kund [49], 5—15 minut [31, 81, 82], a nawet 30—45 minut [71]. Czas in-
kubacji wirusa z surowicg bywa przedluzany do 30 minut [16, 42, 82].
Schenk [71] w badaniach nad optymalizacjg warunkéow tej techniki
stwierdzil, Ze réznicowanie czasu inkubacji wirusa z surowicg w zakre-
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sie od 2 do 120 minut nie mialo wplywu na wynik testu, podobnie jak
stosowanie roznych rozcienczen surowicy w przedziale od 1:5 do 1:320.
Wigkszos¢ badaczy stosuje rozcienczenia surowicy takie, jak w schema-
cie Milne’a i Luisoniego [49], cho¢ mozna stosowaé takze surowice zupel-
nie nie rozcienczone oraz surowice o bardzo niskiej jakosci. Technika
dekoracji czastek jest chyba jedynag techniky serologiczna, w ktérej mo-
ze by¢ uzywana, bez konieczno$ci absorpcji, surowica reagujgca czescio-
wo z bialkiem ros$linnym [52, 84]. Nie stwierdzono istotnej réznicy w re-
akcji oplaszczania czastek przy stosowaniu zwyklej surowicy i oczyszczo-
nych immunoglobulin [51].

Stosujgc technike dekoracji nie tylko szybko i latwo przygotowuje
sie¢ preparaty do obserwacji, ale rowniez uzyskuje sie preparaty, w kto-
rych mozna obserwowa¢ miejsca wigzania przeciwcial z czgstkami wiru-
sa, co nie jest mozliwe przy zastosowaniu techniki zbrylania czgstek. W
skrajnie trudnych warunkach testu znalezienie i obserwacja nawet jed-
nej tylko czgstki wirusa umozliwia teoretycznie uzyskanie wyniku [48,
51].

Czasami stosowana jest tak zwana ,,podwojna dekoracja czastek” [33,
34, 78]. Udekorowane przeciwcialami czgstki wirusow traktowane sg ow-
czg surowicg przeciw kroéliczym immunoglobulinom. Wigkszos¢ surowic
przeciw wirusom roslin produkowanych jest na kroélikach, dlatego tez
zastosowanie surowicy przeciw kroéliczym IgG powoduje dodatkowe opta-
szczenie unieruchomionych na siatkach czgstek. Dzieki temu mozna, sto-
sujgc bardzo niewielkie powiekszenia w mikroskopie elektronowym, ob-
serwowaé duzg powierzchnie siatki i latwo wykrywac¢ czgstki. Skraca to
bardzo czas ogladania jednego preparatu [33, 34, 78].

Na podobnej zasadzie oparta jest technika GLAD (ang. gold-labelled
antibody decoration) — dekoracja przeciwcialami znakowanymi zlotem
[41]. Uzyty do wtornej dekoracji kompleks zloto-antykrélicze IgG jest
dodatkowym wskaznikiem reakcji serologicznej migdzy wirusem a spe-
cyficzng dla niego surowicg. GLAD zalecana jest do szybkiego wykrywa-
nia wiruséw roslin wystepujgcych w niskich koncentracjach [41].

Technika kombinowana ISEM + dekoracja

Milne i Luisoni [51] zaproponowali polgczenie techniki ISEM i tech-
niki dekoracji. Preparat mikroskopowy przygotowuje sie najpierw jed-
nym z wariantéw techniki ISEM, ale przed kontrastowaniem inkubuje
sie ponownie siatki na kropli surowicy przez okolo 15 minut. Pozytyw-
ny wynik reakcji serologicznej w postaci wielokrotnego wzrostu liczby
czastek wylapanych w poréwnaniu z kontrola, jest potwierdzony dodat-
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kowo przez wyrazne oplaszczenie czgstek wirusa przeciwcialami. Techni-
ka kombinowana lgczy w sobie wszystkie zalety obu ,,skladowych” te-

chnik i obecnie jest bardzo powszechnie stosowana w wirusologii roslin
[1, 6, 11, 31, 35, 46, 58, 78, 79].

Czulo$¢ i zastosowanie technik immunoelektronomikroskopowych

Czulos¢ kazdej techniki serologicznej moze byé okre$lona przez naj-
mniejszg ilos¢ wirusa mozliwg do wykrycia przy uzyciu danej techniki.
Dla ISEM warto$¢ ta waha sie w granicach 0,15—20 ng/ml [7, 18, 25, 34,
62]. Van Regenmortel [65] dla poréwnania czulosci réznych technik se-
rologicznych podaje nastepujgce wartosci minimalnej koncentracji wiru-
sa wykrywanego kazdg z nich: podwdjna dyfuzja w zelu. 2—20 ug/ml,
precypitacja 1— wg/ml, elektroforeza rakietowa 0,2—10 pg/ml, immuno-
osmoforeza 50—100 ng/ml, test lateksowy 5—20 ng/ml, test ELISA 1—10
ng/ml. Wielu autoréw potwierdza fakt, ze testy IEM sg tak samo czule
lub nawet czulsze niz testy enzymatycznej immunosorpcji i testy biolo-
giczne [7, 27, 28, 57, 58, 80]. Wyznaczajgc technikami IEM miano surowic
uzyskano wzrost miana o 2—3 stopnie w poréwnaniu z wartosciami mia-
na otrzymywanymi technikami precypitacji dyfuzji w zelu [15, 52, 78].

Czuloéé poszczegdlnych technik IEM nie jest identyczna. Homologi-
czne miano surowicy przeciw wirusowi sterylnosci i karlowatosci owsa
uzyskane w tescie dekoracji wynosilo 1:400, w teScie zbrylania 1:1600,
zas w tescie ISEM 1:6400 (48). Huth i wsp. [31] w badaniach nad wiru-
sem zotej mozaiki jeczmienia z uzyciem surowicy przeciw wirusowi z61-
tej mozaiki pszenicy uzyskali reakcje wylapywania wigkszej liczby cza-
stek w tescie ISEM, a nie obserwowali zjawiska dekoracji czgstek w tes-
cie dekoracji. Natomiast Schenk [71] prezentuje zupelnie przeciwne wy-
niki. W badaniach nad wirusem X ziemniaka uzyskal 3-krotnie wyzsza
czulos¢é techniki dekoracji niz ISEM.

Oprécz mozliwosci okreslania koncentracji wiruséw i mianowania
surowic techniki IEM stosuje sie gléwnie w badaniach nad wykrywa-
niem i identyfikacjg wiruséw ro$lin. Polecane sg, zwlaszcza ISEM i te-
chniki kombinowane, do badan wiruséw wystepujacych w roslinach w
bardzo niskich koncentracjach lub gdy w doswiadczeniach dysponuje sig
tylko bardzo malymi prébkami materialu badawczego. Jako przyklady
mozna wymieni¢ badania nad wirusami wystepujgcymi we floemie ros-
lin [32, 35, 68, 70], nad wirusami przenoszonymi z nasionami [9,'27, 28,
40, 45, 83], nad wirusami przenoszonymi z uredosporami grzybéw rdzaw-
nikowych [22], czy badania nad wystepowaniem wiruséw w okreslonych
tkankach czy organellach komérkowych [11, 16, 27, 28, 71, 72]. Techniki
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te w zasadzie przeznaczone sg do szybkiego przebadania raczej malej
liczby probek, ale przy wykorzystaniu mieszaniny surowic mozna je
stosowa¢ nawet do rutynowych testéw okreslania zdrowotnosci roslin
[29, 34, 80].

Postugujac sie technikami IEM uzyskuje sie prawidlowe dane o dlu-
gosci czgstek wiruséw, czesto ulegajgcych uszkodzeniom w trakcie oczy-
szczania [581, 53], gdyz do testow tych mozna uzywaé nieoczyszczonego
soku z roslin. Mozliwa jest rowniez analiza frakecji z gradientu sacharo-
zy, chlorku cezu lub z prazkéw po rozdziale elektroforetycznym, a takze
np. zawartosci slabych tukéw precypitacji z testéw podwodjnej dyfuzji w
zelu [15, 51]. Techniki te umozliwiajg nie tylko wykrycie i identyfikacje
wirusOw w przypadku mieszanych infekecji roslin — dekoracja [31, 32,
53, 76, 78, 84], ale takze badania czgstek wiruséw i wiroidow na poziomie
molekularnym: transkapsydacja, struktury antygenowe kapsydu, wykry-
wanie serologiczne ds-RNA [8, 12, 19, 21, 24, 42, 43, 54, 61].

Najpowszechniej technik immunoelektronomikroskopowych uzywa sie
do okreslania stopnia pokrewienstwa serologicznego miedzy szczepami
wirusow [33, 57, 74], jak i miedzy réznymi wirusami [2, 36, 50, 70, 78,
81].

Nalezy wspomnie¢, ze omawiane techniki znalazly ‘zastosowanie takze
do wykrywania wirusé6w roslin w zwierzetach bedacych ich wektorami:
w mszycach, nicieniach i skoczkach [25, 63, 64, 67] oraz w badaniach nad
wirusami grzybow [5, 17], nad organizmami mikoplazmopodobnymi [10,

20, 75] i nad ludzkimi rotawirusami [56, 59]. .
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