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STOSOWANYCH W WIRUSOLOGII ROSLIN 

I. OBRAZY REALICJI SEROLOGICZNEJ W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM; 

Tradycyjne techniki immunoelektronomikroskopowe 

Podstawą wszystkich metod serologicznych jest wykrywanie specyfi- 

cznego kompleksu antygen-przeciwciała, przy czym różne są sposoby wy- 

konywania badań serologicznych i różne techniki obserwacji reakcji se- 

rologicznej. Proste metody serologiczne charakteryzują się często zbyt 

niską czułością w wykrywaniu tworzącego się precypitatu (skąpe precy- 

pitaty powstające przy niskiej koncentracji antygenu lub przeciwciał mo- 

gą nie być widoczne). Ponadto przy stosowaniu tych metod występuje 

stosunkowo duże ryzyko błędnych odczytów na skutek częstych reakcji 

niespecyficznych. Zwiększenie czułości i specyficzności testów serologicz- 

nych można uzyskać różnymi drogami. Stosuje się znakowanie przeciw- 

ciał enzymami [17, 18, 33, 53, 62, 75], radioizotopami [24, 36, 49] lub flu- 

огезсеша [50, 52, 71, 76]. Reakcja serologiczna jest badana także w tes- 

tach immunoelektroforetycznych [26, 27, 28, 57], w testach z użyciem ku- 

lek lateksu [1, 12, 54] lub w mikroskopie elektronowym. Metody serolo- 

giczne z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego określa się mianem 

immunoelektronomikroskopii — ang. immunoelectron microscopy — IEM 

[59]. Techniki immunoelektronomikroskopowe [47] umożliwiają obserwo- 

wanie reakcji serologicznej antygen-przeciwciała w komórce roślinnej 

lub, częściej, w innych środowiskach. Do badania wirusów jako antyge- 

nów w ultracienkich skrawkach tkanki roślinnej używa się technik im- 

munocytologicznych [32, 41, 64, 66, 72]. Umożliwiają one lokalizację an- 

tygenów, także w ciałach wtrętowych, w komórkach porażonych roślin. 

Natomiast badanie wirusów poza komórkami roślinnymi, na przykład 

w soku z porażonych roślin lub w czystych preparatach wirusów, umoż- 

liwia bezpośrednią obserwację reakcji serologicznej i kompleksu wirus- 

-przeciwciała w mikroskopie elektronowym. | 

W zależności od sposobu. przygotowania preparatów immunoelek- 

„tronomikroskopowych można uzyskać trzy różne wariaąty reakcji sero-
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logicznej wynikające ze zjawisk określanych jako zbrylanie (ang. clum- 
ping), wyłapywanie (ang. trapping) i dekorowanie (ang. decoration): 

1. Znajdujące się w mieszaninie cząstki wirusa i specyficzne prze- 
ciwciała poruszają się swobodnie tworząc po okresie inkubacji kompleks 
serologiczny w postaci zbrylonych, skłębionych, zlepionych przeciwcia- 

łami cząstek wirusa. Taki kompleks jest nanoszony na siatkę do mikros- 

Кори [46]. 

2. Przeciwciała mogą być najpierw adsorbowane do powierzchni błon- 

ki podtrzymującej na siatce. Po umieszczeniu takiej „uczulonej” siatki na 

zawiesinie wirusa następuje zjawisko wyłapywania przez przeciwciała 

cząstek wirusa z zawiesiny. Liczba cząstek wyłapanych na siatkach po- 

krytych surowicą homologiczną jest wielokrotnie wyższa niż na siatkach 

pokrytych surowicą kontrolną [22]. 

3. Cząstki wirusa można także unieruchamiać przez ich adsorpcję do 

błonki na siatce. Jeżeli siatkę taką umieścimy na kropli surowicy, to 

cząstki przeciwciał, które się swobodnie przemieszczają, opłaszczają czyli 

„dekorują” cząstki wirusa, co widoczne jest w mikroskopie jako ciemne 

haio wokół cząstek wirusa. Zjawisko to określa się jako dekorację lub 

opłaszczanie przeciwciałami (ang. decoration, antibody coating) [46]. 

Wszystkie techniki IEM, zarówno tradycyjne, jak i nowoczesne, wy- 

korzystują jeden z wyżej opisanych wariantów przebiegu reakcji serolo- 

gicznej, a w zależności od warunków reakcji opisane zjawiska mogą wy- 

stępować oddzielnie lub łącznie [55]. 

Tradycyjne techniki IEM 

Milne i Luisoni [47] podzielili tradycyjne techniki immunoelektrono- 

mikroskopowe na 5 grup: techniki klasyczne, agarowe, metoda Derricka, 

dekoracja oraz technika nazywana po angielsku leaf-dip serology. 

Techniki klasyczne, zapoczątkowane pracami Andersona i Stanleya 

w 1941 roku [3], a rozwinięty przez Lafferty'ego i Oertelisa [34], Almeidę 

i Watersona [2], Ball i Brakke'a [8] oraz Bercksa i wsp. [13], polegają 

na tym, że miesza się zawiesinę wirusa z surowicą lub wydzielonymi 

frakcjami przeciwciał, a następnie inkubuje się mieszaninę od jednej do 

kilku lub kilkunastu godzin w warunkach temperatury pokojowej lub 

379€. Powstały kompleks osadza się przez wirowanie, a następnie spo- 

rządza się zawiesinę w wodzie destylowanej dodając kwasu fosfowoifra- 

mowego (PTA) przed naniesieniem na siatkę mikroskopu i wysuszeniem. 

Mogą być tutaj stosowane różne modyfikacje, np. pomijanie wirowania, 

wprowadzanie dializy czy zmiany czasu inkubacji. W efekcie uzyskuje 

się obraz zbrylonych, a często i udekorowanych przeciwciałami cząstek
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wirusa. Przy użyciu technik klasycznych można wykrywać wirusy wystę- 
pujące w bardzo niskich koncentracjach, identyfikować je, a także ob- 

serwować reakcje przeciwciał (IgG, IgM czy fragmentów Fab) z cząstka- 

mi wirusa lub określonymi miejscami na tych cząstkach. Jednakże tech- 

nika ta jest pracochłonna i czasochłonna, a np. wirowanie może powodo- 

wać niespecyficzne zbrylanie się cząstek [47]. Czynniki reakcji serologicz- 

nej powinny być wolne od zanieczyszczeń, które mogą utrudniać obser- 

wację w mikroskopie. Próbowano pozbyć się tych zanieczyszczeń uży- 

wając technik agarowych [31]. Reakcję seroiogiczną przeprowadzano na 

powierzchni agaru, a na kropię mieszaniny surowicy z antygenem na- 

kładano siatkę mikroskopową. Zanieczyszczenia o niskim ciężarze mole- 

kularnym i woda wnikały do agaru, a zbryłone cząstki wirusów pozosta- 

wały na siatkach. Po osuszeniu siatek preparaty kontrastowano. Czasami 
agaru używano również jako rezerwuaru przeciwciał [4]. Metody te nie 

były zbyt popularne, tym bardziej, że Derrick [20] udowodnił, iż zanie- 

czyszczenia można usunąć dużo prościej przez zwykłe spłukiwanie siatek. 

W latach 1972—1973 badacz ten opracował technikę immunoelektro- 

nomikroskopową polegającą na pokrywaniu surowicą błonek podtrzymu- 

jących na siatkach, co umożliwia wyłapanie zwiększonej liczby cząstek 
z zawiesiny wirusa. Derrick [20, 21] nazwał swoją technikę „serologically 

Specific electron microscopy” i choć nazwa ta nie jest najszczesliwsza, 

gdyż wszystkie techniki IEM są „serologicznie specyficzne”, część bada- 

czy tej nazwy używa [10, 15, 25, 39, 40, 51, 65, 69, 70]. W literaturze spo- 

tyka się także i inne nazwy: technika Derricka [38, 43, 44, 45, 47], ,,sero- 

logical trapping — STREM” czyli serologiczne wylapywanie [48, 56], ,,se- 

rum activated grids” — serologicznie aktywne siatki, „antiserum-coated 

grids — ACGs” — siatki pokryte surowicą [11, 60, 73] oraz technika za- 

gęszczania [77]. Podczas roboczego sympozjum „Electron Microscope Se- 
rology” w Instytucie John Innes w Szkocji w 1981 roku zaproponowano, 

aby technikę tą określać jako „immunosorbent electron microscopy — 

ISEM” [59] i nazwa ta jest obecnie powszechnie stosowana [16, 19, 30, 

37, 42, 61, 63]. 

Derrick [20, 21] w pierwszych swoich pracach podał następujący spo- 

sób przygotowania preparatów immunoelektronomikroskopowych: Siatki | 

pokryte błoną Parlodionu napyloną węglem umieszcza się na kropli su- 

rowicy rozcieńczonej 1:10 0,05 M buforem Tris o pH 7,2. Po 30 minu- 

tach siatki płucze się pięciokrotnie tym samy buforem w celu usunięcia 

niezadsorbowanych przeciwciał i umieszcza się je na kropli soku z bada- 

nej rośliny (sok wyciska się w obecności 0,05M buforu Tris o pH 7,2 z do- 

datkiem 0,9% NaCl). Po godzinnej inkubacji w temperaturze 24 siatki 

płucze się trzykrotnie buforem używanym do przygotowania soku oraz 

wodą destylowaną i po osuszeniu napyla się je platyną z palladem. Za-
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miast napylania można stosować octan uranylu do kontrastowania pre- 
paratów [23]. W wyniku zastosowania tej tchniki uzyskano około 50-cio- 
krotny wzrost liczby cząstek wirusa mozaiki tytoniu i 20-stokrotny wzrost 
liczby cząstek wirusa Y ziemniaka w stosunku do siatek kontrolnych. 
Stwierdzono także, że liczba wykrytych cząstek była proporcjonalna do 
koncentracji wirusa tak, że logarytm liczby wyłapanych wirionów zmniej- 
szał się liniowo wraz z rozcieńczeniem wirusa. Podobną zależność znale- 

ziono także dla innych wirusów [10, 38, 48, 51]. 

Opracowaną przez Brandesa [14] procedurę „leaf-dip” — zanurzania 

liścia w celu identyfikacji w mikroskopie elektronowym pałeczkowatych 

wirusów zastosowano w badaniach serologicznych [5, 6, 7, 35, 67] jako 

technikę zwaną „,leaf-dip serology”. Na pokrytej błonką siatce umieszcza 

się rozcieńczoną surowicę i przez kroplę tę przeciąga się 3—4 razy świeżo 

przeciętą krawędź blaszki liściowej. Naciętą blaszkę liściową można za- 

nurzać najpierw w kropli wody na siatce, a następnie do tej kropli do- 

piero dodać surowicy [29]. Preparat taki po 5—15 lub nawet 30—40 mi- 

nutach suszy się [7] lub tylko odsącza [9, 35] i kontrastuje. Technika ta 

może służyć do wykrywania i idehtyfikacji wirusów oraz do badań nad 

ich pokrewieństwem serologicznym [9, 29, 35], ale czasem, zwłaszcza przy 

dodatkowym suszeniu siatek przed kontrastowaniem, uzyskany obraz mo- 

że być nie najlepiej czytelny. Niska jakość obrazu może być także spo- 

wodowana obecnością składników soku roślinnego (białka, cukry, sole) 

bądź surowicy (np. krystalizacja soli fizjologicznej) [5]. 

W preparatach przygotowywanych techniką klasyczną czy techniką 

„leaf-dip serology” występuje często zjawisko dekorowania, opłaszczania 
cząstek czy agregatów cząstek wirusa specyficznymi przeciwciałami. Po 

raz pierwszy zjawisko dekoracji, jako główny wynik reakcji serologicz- 

nej widoczny w mikroskopie elektronowym, wykorzystano w badaniach 

strukturalnych bakteriofagów [74, 78]. Nanoszono kroplę oczyszczonej za- 

wiesiny faga na błonkę podtrzymującą na siatce, po 30 sekundach wodą 

destylowaną wymywano fagi niezadsorbowane do błonki, a następnie 

siatki nakładano na krople specjalnie przygotowanej surowicy i po okre- 

sie inkubacji (od 30 minut do 4 godzin w temperaturze 37C) siatki płu- 

kano i preparaty kontrastowano. Badania te umożliwiły lokalizację okreś- 

lonych miejsc i białek w kapsydach bakteriofagów. 
Na bazie tradycyjnych technik immunoelektronomikroskopowych opra- 

cowano szybkie i nowoczesne techniki IEM, takie jak technika zbryla- 

nia cząstek, dekorowania cząstek wirusów, elektronomikroskopowa tech- 

nika immunosorpcji — ISEM oraz techniki kombinowane [46, 47, 48, 58]. 

O technikach tych mowa będzie w drugiej części tego opracowania [68].
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