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Celem niniejszej pracy jest podanie praktycznych wskazéwek dla przy-
gotowania potrzebnych w metodzie immunofluorescencyjnej odczynnikow.
Odczynniki te przygotowujemy stopniowo. Pierwszym etapem jest uzys-
kanie surowicy odporno$ciowej, nastephie wyodrebnienie z niej frakcji
globulinowej, ktérej biatka znakujemy barwikiem fluorescencyjnym. Su-
rowice odpornosciowe przygotowujemy z reguly na kroélikach, immunizu-
jac ‘je odpowiednio oczyszczonym antygenem. W metodzie immunofluores-
cencyjnej wazne jest, aby surowica odpornosciowa miata odpowiednio wy-
sokie miano i w minimalnym stopniu reagowala ze zdrowym bialkiem
rosliny. Dlatego tez lepiej jest immunizowaé zwierzeta dobrze oczyszczo-
nym antygenem. Immunizacje prowadzimy stopniowo, wstrzykujac zwie-
rzetom wzrastajace dawki antygenu. W tydzien lub dwa po ostatnim
wstrzyknieciu sprawdzamy poziom przeciwcial we krwi immunizowanego
zwierzecia. Jezeli surowica posiada odpowiednio wysoki poziom przeciw-
cial, skrwawiamy uodporniane zwierzeta. Uzyskang krew odstawiamy na
dwie godziny w temp. pokojowej, a potem na kilka godzin (lub na noc) do
lodéwki. Nastepnie surowice zlewamy znad skrzepu i sgczymy przez gaze,
wirujemy przez 15 min przy 1000 obr/min, rozlewamy do ampulek i prze-
chewujemy w temperaturze —20°. Jesli surowica ma by¢ przechowywana
dluzej, nalezy do niej dodaé¢ mertiolatu w stezeniu 1:10 000.



62 Lucyna Wajda

Frakcjonowanie globulin

Frakcjonowanie globulin z surowicy odpornosciowej przeprowadzamy
nasyconym roztworem siarczanu amonu. W 100 ml wody dest. podgrzanej
do ok. 80°C rozpuszczamy 75 g siarczanu amonu. Oziebiamy i ustalamy
pH na 7—7,2 przy pomocy 1 M NaOH lub kilku kropel amoniaku. Przy-
gotowujemy rowniez roztwoér soli fizjologicznej zbuforowanej do pH 7,2
buforem fosforanowym. Na 1 litr wody dest. odwazamy: 8,5 g NaCl, 1,07 g
NagHPO4 (bezwodny), 0,39 g NaHoPO4 -HsO.

Frakcjonowanie przeprowadzamy w sposéb nastepujgcy:

1. Odmierzong surowice w matlej zlewce, lub probéwce wiréwkowej
o plaskim dnie, umiesci¢ na mieszadle elektromagnetycznym w lazni lo-
dowej. : '

2. Uruchomi¢ mieszadlo, powoli, po kropli dodawaé siarczanu amonu

w ilosci réwnej polowie wzietej do frakcjonowania surowicy. Mieszaé
przez 30 min.

3. Odstawi¢ do lodéwki na 3—6 godz.

4. Odwirowa¢ przy 2000—3000 obr/min przez 20 min.

9. Osad przemy¢ 50%0 roztworem siarczanu amonu w ilo$ci réwnej po-
czatkowej objetosci surowicy. Mieszaé przez 30 min.

6. Odstawi¢ do lodéwki na 2 godz.

1. Wirowaé¢ ponownie przez 20 min przy 3000 obr/min. Supernatant
odrzucié. ,

8. Osad rozpusci¢ w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej, w ilosci
rownej ok. 1/5 poczatkowej objetosci surowicy.

9. Otrzymany roztwér globulin dializowaé przez 3—5 dni w obecnosci
zbuforowanej soli fizjologicznej o pH 7,2 w temp. +4°C.

Roztwor soli nalezy zmienia¢ dwa razy dziennie. Dialize koficzymy wte-
dy, kiedy w prébce dializatu nie wystepuje zmetnienie po dodaniu nasyco-
nego roztworu chlorku baru (1:1, v/v). W otrzymanym roztworze globulin
oznaczamy zawartos¢ bialka i w mozliwie najkrétszym czasie przystepuje-
my do koniugowania z fluorochromem. Je$li zajdzie konieczno$é przecho-
wywania roztworu globulin przez dluzszy czas, nalezy je po dodaniu mer-
tiolatu w stos. 1:10 000 zamrozi¢ i przechowywaé w —20°C.

Oznaczanie bialek wroztworze globulin

Biatka oznaczamy kolorymetrycznie, uzywajac odezynnika biuretowego
przy dlugosci fali 540 my, lub postugujac sie odczynnikiem fenolowym
Folina-Ciocalteu dokonujemy pomiaréw przy dlugosci fali 750 mu. Bialka
mozemy réwniez oznaczaé metods bezposrednia, spektrofotometrycznie
przy dlugosci fali 280 my. Krzywe standardowe uzyskujemy z odpowiednio
rozcienczonych roztworé6w gamma-globuliny o znanej zawartosci bialka.
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Koniugowanie bialek z izotiocyjanianem
fluoresceiny

Przygotowujemy 0,5 M bufor dwuweglanowy pH 9,0. W tym celu w 50
ml wody rozpusci¢ 3,7 g NaHCO3 i 0,6 g NapCO3, dopelni¢ do 100 ml.
Przechowywac¢ w szczelnie zamknietej flaszce.

1. W przeznaczonych do koniugowania globulinach oznaczyé¢ biatko.

2. Rozcienczy¢ globuliny roztworem soli fizjologicznej o pH 7,2, tak, aby
uzyska¢ stezenie biatka 2—2,5%0 (20—25 mg/ml).

3. Zobojetni¢ roztwér globulin 0,5 M buforem dwuweglanowym o pH
9,0, dodajac go w ilosci ok. 10%0 objetosci uzytych do znakowania globulin.

4. Odwazy¢ izotiocyjanian fluoresceiny w ilosci 0,05 mg barwika na
1 mg biatka (stosunek 1:20), lub 0,025 mg na 1 mg bialka (stosunek 1:40).

5. Zobojetnione globuliny umiesci¢ w lazni lodowej na mieszadle elek-
tromagnetycznym i delikatnie miesza¢, aby nie spieni¢ roztworu.

6. Odwazony barwik rozpusci¢ w niewielkiej ilosci buforu i stopniowo
wkraplaé¢ do roztworu globulin, lub tez wsypa¢ ostroznie suchy proszek
na powierzchnie mieszanego roztworu. Calosé mieszaé przez 12—24 godz
w temp. +4°C.

Dla pozbawienia koniugatu przeznakowanych czasteczek, oraz niezrea-
gowanego barwika przeprowadzamy go przez kolumne z Sephadexu G-50,
lub G-25.

Przygotowanie kolumny z Sephadexu

1. Odwazy¢ 10 g Sephadexu i namoczy¢ go w wodzie dest. lub w zbufo-
rowanym roztworze soli fizjologicznej o pH 7,2.

2. Kolumne szklanng s$rednicy 2 ¢cm i wysokosci do 50 cm, posxada]aca
wkladke z filtru Schott G-1, napelniamy napecznialym Sephadexem- do
wysokosci ok. 50 cm. Wysoko$é kolumny zalezy od ilosci koniugatu jaka
bedzie na niej rozdzielana. W kolumnie o wys. ok. 50 cm mozna z powo-
dzeniem rozdzielaé¢ 20—30 ml koniugatu.

3. Przemy¢ kolumne buforem fosforanowym pH 7,2 i ostroznie nanies¢
koniugat na powierzchnie zelu. Elucje prowadzimy buforem fosforano-
wym 0,02 M.

4. Znakowane globuliny sg wyraznie widoczne w kolumnie w miare
przesuwania sie znakowanych bialek ku dotowi. Zebrane s one w pierw-
szym barwnym pasmie. Drugie pasmo barwne to wolny barwik, nie zwig-
zany z bialkiem.

5. Do proboéwek zbieramy kolejne niewielkie ilosci eluowanego komuga-
tu (ok. 0,5—1 ml).

6. Kolejne frakcje z pierwszego pasma barwnego zbadac na obecno$é
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przeciwcial i do dalszych badan bierzemy tylko te frakcje, ktére dajg naj-
silniejsza reakcje precypitacji. Znakowane globuliny zwane teraz koniu-
gatem przechowywaé¢ nalezy w niewielkich ilo$ciach zliofilizowane, lub
zamrozone w —20°,

Szybka metoda koniugowania bialek z celitem

Odwazy¢ 10 mg celitu, zmiesza¢ z 1 mg barwika. Dodaé 2 ml buforu
dwuweglanowego pH 8,5—9,0 i doktadnie wymieszaé. Do mieszaniny celitu,
barwika i buforu dwuweglanowego, umieszczonej na lazni lodowej doda-
jemy po kropli stale mieszajagc 2 ml roztworu globulin.

Calos¢ mieszamy jeszcze przez 5—10 min, po czym wirujemy przez 10
min przy 3000 obr/min. Osad odrzucamy, a supernatant nanosimy na ko-
lumne z Saphadexu G-50, lub G-25. Elucje prowadzimy 0,02 M buforem
fosforanowym pH 6,5—7,0. Znakowane przeciwciala jak poprzednio znaj-
dujg sie w pierwszym pasmie barwnym.

Charakterystyka koniugatu

Otrzymany koniugat charakteryzujemy wedlug nastepujacych parame-
trow: zawartosé bialka, zawartosé fluorochromu, stosunek fluorochromu
do bialka, miano przeciwcial, miano barwne i sposéb absorpcji proszkiem
tkankowym,

Zawarto$¢ bialek w koniugacie oznaczamy jedng z podanych powyzej
metod. Zwykle waha sie ona miedzy 1—2 mg/ml.

Zawartos¢ fluorochromu oznaczamy spektrofotometrycznie przy dilugo-
sci fali 495 myu. Stosunek fluorochromu do bialka waha sie zwykle od
10 X 107 do 20 X 107 przed absorpcja proszkiem tkankowym.

Miano przeciwcial oznaczamy przy pomocy metody kropelkowej stosujac
wzrastajace rozcienczenia znakowanych globulin przy stalym stezeniu an-
tygenu. Miano barwne oznaczamy barwigc preparaty zawierajace antygen
kolejnymi rozcienczeniami koniugatu: np. 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oraz 1:32. To
rozcienczenie, w ktérym wystepuje najsilniejsza swoista fluorescencja

i najslabsza fluorescencja nieswoista nazywamy mianem barwnym i z tym
rozcienczeniem pracujemy.

Absorpcja koniugatu

Starsze przepisy polecaja absorbowaé koniugat na weglu aktywowanym.
Niestety, dla badan immunofluorescencyjnych roglin metoda ta nie nadaje
sig, bo prowadzi do duzych strat bialka, dochodzgcych niekiedy do ok.
40%. W wirusologii roslinnej, gdzie antygeny sg slabsze, a poziom prze-
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ciwcial nizszy, taka utrata bialek powodowalaby catkowitg nieprzydatnosé
surowicy jako odczynnika immunofluorescencyjnego.

Wprawdzie przeprowadzenie koniugatu przez kolumne z Sephadexu
G-50 pozbawia go zupelnie wolnego barwika, to jednak koniugat musi by¢
jeszcze dodatkowo absorbowany proszkiem tkankowym, dla oslabienia
barwienia nieswoistego jakie czesto wystepuje w czasie barwienia tkanek
roslinnych.

Przygotowanie ros§linnego proszku tkankowego

Do duzego naczynia (ok. 2 litrowego) z suchym lodem wkladamy duzy
mozdzierz oraz kilka kawalkéw suchego lodu, po czym nalewamy nieco
czystego acetonu.

Lejek Schotta nr 3 montujemy na pompie wodnej i réwniez ozigbiamy
suchym lodem. Do tak przygotowanego mozdzierza wkladamy liscie, z kt6-
rych uprzednio wycinamy gléwny nerw i ucieramy razem z suchym lodem
i acetonem. Po rozdrobnieniu tkanki roslinnej przelewamy zawartos¢ moz-
dzierza na lejek i saczymy na pompie wodnej. Wysuszony proszek zbie-
ramy z lejka z powrotem do mozdzierza i ponownie ucieramy z suchym
lodem i acetonem. Czynno$§é, te powtarzamy dotad, dopdki na sgczku nie
otrzymamy drobnego, bialego proszku. Przechowujemy go przez kilka dni
w eksykatorze, a nastepnie przesypujemy do szczelnie zamknietej flaszki.

~ Absorpcja koniugatu proszkiem tkankowym

Odwazamy suchy proszek w ilosci 12,5 mg na 1 ml koniugatu. Proszek
mieszamy z 1 ml roztworu soli fizjologicznej pH 7,2, mieszamy przez 5 min,
a nastepnie wirujemy przez 10 min przy 3000 obr/min. Supernatant odrzu-
camy, a do wilgotnego proszku dodajemy 1 ml koniugatu. Calos¢ doklad-
nie mieszamy i odstawiamy na 1 godz. do lodéwki. Wirujemy nastepnie
przez 5 min przy 3000 obr/min. Czynno§¢ te¢ powtarzamy 2 razy. Super-
natant zatrzymujemy, a osad wyrzucamy. Koniugat absorbujemy zazwy-
czaj bezpo$rednio przed uzyciem go do barwienia immunofluorescencyj-
nego.

Przygotowanie preparatéow roslinnych

Do badain immunofluorescencyjnych uzywamy materialu utrwalonego.
Z wielu znanych utrwalaczy najlepsze wyniki uzyskujemy stosujac utrwa-
lacz Carnoya, lub jego modyfikacje. Utrwalacz ten sklada sie: albo z 60 ml
etanolu, 20 ml kwasu octowego lodowatego, albo z 60 ml etanolu, 30 ml
chloroformu i 10 ml kwasu octowego lodowatego. Czas utrwalania zalezy
od wielko$ci utrwalanego materialu. Zwykle waha si¢ od 10—30 min. |
Skrawki z tkanek roslinnych krajemy recznie, lub na mikrotomie. W tym

5 — Choroby wirusowe roslin
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ostatnim przypadku postugujemy sie przystawks do zamrazania prepara-
tow, lub krajemy preparaty zatopione w zelatynie w kriostacie w temp.
—20°C. Dobre rezultaty otrzymujemy krajac material zatopiony w para-
finie. Wszystkie skrawki z wyjatkiem parafinowych przylepiamy na szkiet-
kach przedmiotowych lepikiem sporzgdzonym z 10 g zelatyny, 60 cm3
wody, 50 cm® gliceryny i 1 g fenolu. Preparaty dokladnie pluczemy
z utrwalacza, odwadniamy w szeregu alkoholi, po 5 min w kazdym, a na-
stepnie przenosimy do buforu fosforanowego pH 7,2 na 1—12 godz, Bufor
nalezy zmienia¢ kilka razy. |

Barwienie immunofluorescencyjne

Preparaty starannie przemyte buforem fosforanowym pokrywamy do-
kiadnie koniugatem i umieszczamy w wilgotnej komorze na okres od 0,5—-
1 godz. w temp. pokojowej. Nastepnie koniugat zlewamy z preparatu
1 przemywamy go kilka razy roztworem soli fizjologicznej o pH 7,2. Pre-
paraty zamykamy w zbuforowanej glicerynie (9 czesci gliceryny i 1 czesé
buforu fosforanowego). Preparaty ogladamy w mikroskopie fluorescencyj-
nym, lub w zwyklym mikroskopie stosujac przystawke z lampg HBO-50,
lub lepiej HBO-200. Przy przegladaniu preparatéw uzywamy filtrow UG-1
i GG-9. Ré6wnocze$nie z barwieniem immunofluorescencyjnym przeprowa-
dzamy na tym samym materiale barwienie kontrolne, w celu sprawdzenia
specyficzno$ci reakeji immunofluorescencyjnych. Kontrola specyficznosci
polega na przeprowadzeniu reakeji blokowania antygenu, przeciwcial, ab-
sorpeji przeciwcial lub denaturacji antygenu. Jak wynika z dotychczaso-
wych prac z wirusami roslinnymi, najlepsze wyniki daje metoda barwienia
posredniego. Zaletg tej metody jest przede wszystkim to, ze wymaga tylko
jednego uniwersalnego odczynnika znakowanego, a mianowicie koziej an-
tyglobulinowej surowicy kréliczej, przy czym surowica krélicza uzywana
jako warstwa posrednia nie musi mie¢ wysokiego miana przeciwcial, ktora
to wlasciwosé jest szczegélnie cenna w pracy z wirusami roslinnymi. Poza
tym metoda poSrednia jest znacznie czulsza i wykrywa mniej wiecej 10
razy mniejsze iloSci antygenu. W metodzie immunofluorescencyjnej pozy-
tywne rezultaty zalezg nie tylko od starannego przygotowania poszczegHl-
nych odczynnikéw i preparatéw, ale i od duzej wprawy w ocenie i inter-
pretacji samych preparatéw. |
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PE3IOME

B pabore M3JM0XKeHBI B GOJBILIOM COKPAILleHMy OCHOBBI MpPEIapaTHKy (hIyopecLeHT~
HBIX aHTUTeN. IIpeAcTaBJIeHO MEeXaHM3M mpoliecca KOHBIoraumy Gejika ¢ M30THMOoLMaHa-
TOM (QJIYyOPECLIEMHA ¥ METOABLI OYMCTRYM KOH'BIOTATOB, & TaKiKe CIIOCOOB! IMPUIOTOBJICHUA
PaCTUTENBLHBIX NMPENnapaToB AJS MMMYHOMIIYOPECUEeHTHBLIX MCCIENOBaHMIA,
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SUMMARY

The paper presents general principles of the preparation of fluorescent antibodies
for plant virus-disseases. The conjugation process of proteins with isothiocyanate-
fluoresceine, the purification of conjugates as well as the method of preparation of
plant material for immunofluorescent studies are described.

. STRESZCZENIE

W pracy oméwiono w duzym skroécie podstawy preparatyki przeciwcial fluores-
cencyjnych. Oméwiono réwniez przebieg procesu koniugacji bialek z izotiocyjania-
nem fluoresceiny, oraz metody oczyszczania koniugatéw, jak tez i sposoby przygo-
towywania preparatéw ro§linnych do badai immunofluorescencyjnych.



