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Mikrodalga Isiniminin Elektron Mikroskopide Uygulanimi

Zeynep Kahveci’

OZET. Mikrodalgalar frekans: sikiikla 2.45 GHz olan elektromanyetik dalgalardir. Su, protein ve diger bazi
molekiiller gibi elektrik alan dagilimi diizensiz olan dipolar molekiillere noniyonize radyasyon olan mikrodalga
isimimi verildiginde bu molekiiller saniyede 2450 milyon kez 180 derece rotasyona ugrarlar. Bu hizli kinetik hareket
sonucunda ani 1si diretilir ve kimyasal reaksiyonlar hizlamir. Mikrodalgalar son zamanlarda elektron mikroskobik
prosediirlerin  biiyiik bir kisminda yaygin olarak kullamimaktadir. Mikrodalgalar fiksasyon, doku takibi,
dekalsifikasyon, kontrastlama resin polimerizasyonu ve immiinboyama prosediirlerinin hizlandirilmasinda
kullamlmaktadir. Bu derleme, elektron mikroskopide kullamlan mikrodalga teknigi ile ilgili bilgiler icermektedir.

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga 1sinim .Elektron Mikroskopi.

Applications of Microwave Irradiation in Electron Microscopy

SUMMARY. Microwaves (MW) are electromagnetic waves which are commanly generated at a frequency of 2.45
GHz. When dipolar molecules such as water, polar side chains of proteins and other molecules with an uneven
distribution of electrical charge are exposed to such non-ionizing radiation, they oscillate through 180° at a rate of
2,450 million cycles/s. This rapid kinetic movement results in accelerated chemical reactions and produces
instantaneous heat. MWs have recently been applied to wide range of procedures for electron microscopy. It has been
applied for fixation, tissue processing, staining ultrathin sections, acceleration of immunostaining procedures,
decalsification and polimerization of epoxy resin. This review includes; the microwave techniques which is used in
electron microscopy.

Key Words .Microwave irradiation .Electron microscopy.

Dogada bir ¢ok radyasyon tipi vardir. Radyasyon
sézclgu, genellikle  biyolojik  dokulara ve
komponentlerine zarar veren iyonize radyasyonu
ifade eder. Elektromanyetik dalgalar bir tip
radyasyondur.  Mikrodalgalar, elektromanyetik
dalgalardir. Ancak 1sik, infrared enerji ya da radyo
dalgalari gibi non-iyonize radyasyondur ve
gercekte oldukga iyi huyludur®. Elektromanyetik
enerjilerin tumu elektrik yuklerinin akselerasyonu
(hizlandirimasi) ile ortaya gikarlar. Hareket eden
elektrik yukler, uzayda manyetik enerji ve elektrik
dalgalar olustururlar. Bu dalgalar karakteristik
frekans ve dalga boylarina sahiptirler. Elektro-
manyetik dalgalarin bilinen spektrumu igerisinde
frekanslarin genis bir dagilimi yer alir. Mikrodalga
ve radyo iginlarinin, elektromanyetik radyasyon
olarak gérunen igikla ayni  oOzelliklere sahip
oldujunun 1988 yilinda Hertz tarafindan bulundugu
bildirilmektedir’. Mikrodalgalar 1sik dalgalari gibi

diuz cizgi Uzerinde hareket eder, seyri boyunca
kirihir, yansir ve polarize olurlar. Mikrodalgalar,
dalga boyu ve frekansi ile dijer elektromanyetik
enerji formlarindan farkhidir. Radyo dalgalarindan
daha kisa dalga boyuna ve daha yiiksek frekansa
sahiptir. Mikrodalgalarin frekansi 300 MHz-300
GHz arasinda degismektedir. Bu degerler
arasindaki frekanslarin dalga boyu 1mm-1m
arasindadir. Ornegin 2.45 GHz frekansindaki
mikrodalganin dalga boyu 122 cm'dir'®4%,
Mikrodalgalar, firnda kullanilan frekanslarda
molekilleri iyonize edemez ve en zayif kimyasal
baglar bile kiramaz®''. Mikrodalga Iginimi ile
elektrik alanin osilasyonu (salimimi) su ve
proteinlerin polar zincirleri gibi dipolar molekilleri
ve iyonlar saniyede 2.450 milyon kez hizla 180
derece rotasyona zorlar. Kazanilan rotasyonel
enerjinin bir kismi hareket etmeyen molekiller ile
carpisma Uzerinden rastgele hareketlere transfer
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edilir. Boylece, indUklenmis kinetik enerji ani
isinma olugturur. Bu, enerji akigiyla orantilidir ve
isinim kesilinceye kadar devam eder. Bu ylizden
mikrodalgalar ile 1sitma, normal olarak zayif isi
iletkenligine sahip biyolojik dokularin neden oldugu
sinirlamalari ortadan kaldiran bir metod saglar
491215 Mikrodalga isiniminin  baslica  etkisi
termaldir®>'#"*"®, " |sinma etkisi elektrik alan
komponentine baglidir. Manyetik alan komponenti
ile iliskili degildir. Bu ytzden, tam bir sollisyon ve
parca Isinmasi elde etmek icin e!ektrlk alan
dagiliminin uniform olmasi gerekir'"'°. Uniform
olmayan elektrik alan dagihmi sonucu, firin kabini
icinde mikrodalgalarin yodun olarak bulundugu ‘hot
spot’ ve daha az yodunlukta buiundugu ‘cold spot’
olusur*'™"®. Arastirmacilar>'®, patolojide mikro-
dalga ile yapilan bazi |$lemlerde uniform olmayan
elektrik alan kullaniminin islemler Gzerinde koétd
etkileri olabilecegini bildirmiglerdir. Bu nedenle
mikrodalga 1sinimi ile ¢alismaya baslaniimadan
once mutlaka firnin elektrik alan dagilim
haritasinin cikarilmasi gerekir. Bu amag¢ icgin
degisik yontemler kullanilabilir. Bunlardan bazilan
istya duyarl kagltlar iIsiya duyarli boyalar, neon

lambalar, agar glemsa bloklari, likit kristal
termometreler'dir®’ Son yillarda mikrodalga
isimimi, Isik ve elektron mikroskobik tekniklerde

basari ile uygulan maktadir' 2452024

Mikrodalga isiniminin elektron mikroskopide kulla-
nildig: basamaklardan biri fiksasyondur. Mikrodalga
isinimi fiksasyon islemi sirasinda fiksatiflerin
dokulara difizyon suresini azaltip, kimyasal islevleri
hizlandirmaktadir. Hopwood ve arkadaslar mikro-
dalga iginimi ile aldehitlerle fiksasyonda, intermole-
kuller gapraz baglanmalar oldugunu géstermislerdir®.
Son yillarda mikrodalga isinimi,  biyolojik
materyallerin, transmisyon (TEM) ve scanning
(SEM) elektron mikroskopi igin fiksasyonunda
siklikla kullaniimaktadir. Bu konu ile ilgili pek ¢ok
calisma bulunmaktadir’®?®. 1988 yilinda Login ve
Dvorak®® 45°C'de 7 saniye primer aldehit fiksas-
yonu asamasinda mikrodalga iginimi uyguladigi
sigan peritoneal mast hucrelerini ince yapi
dizeyinde kayip olmaksizin basarili bir sekilde
go$term|§t|r Mikrodalga 1simimi Login, Dwyer,
Dvorak™ tarafindan 1990 yiinda sican karaciger
dokusunun primer osmium fiksasyonu sirasinda
46°C'de 6 saniye uygulanmasi ile membranli
yapilarin timanin basarili bir bicimde gosteriimesi
saglanmigtir. Bu calismalarin yanisira tumbr
hticrelerinde nikleer matriksin fiksasyonunda®' ve
hiicre kuItUrIenmn SEM icin incelenmek Uzere
hazilanmasinda® fiksasyon asamasinda mikro-
dalga isiniminin kullanildigina da rastlanmaktadir.
Tum bu aragtincilar ince yapi diizeyinde miilkem-
mel korunma elde ettiklerini bildirmislerdir.

Mikrodalga iginimi elektron mikroskobik galigsma-
Iarda kontrastlama asamasinda da kullanllmak-
tadir®. Bu amagla yaptigimiz bir galismada™, ikili
ﬁksasyon sonrasi hazirlanan epon bloklardan
alinan ince kesitlere uranil asetat ve Raynold'in
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lead sitrati ile kontrasttama degigik glc ve
surelerde mikrodailga isinimi ile yapimis ve
konvensiyonel yontemle yapilan kontrastiamaya
benzer goéruntiler elde edilmisgtir. Konvensiyonel
yontemde bir gridin kontrastlanmasi yaklagik 45
dakika zaman alirken, mikrodalga isinimi ile bu
stre birka¢ dakikada tamamlanabllmlgtlr Ayrica;
Esterada, Brinn ve Bossen® tarafindan bildirildigi
gibi mikrodalga isinimi ile kontrastlama yapilan
preparatlarda daha uniform bir boyanma elde
edildigi, artefakt ve presipitasyonda azalma oldugu
gorusine variimistir.

Mikrodalga 1sinimi stk mikroskopide® oldugu gibi
elektron mikroskopide konvensiyonel ya da
mikrodalga isinimi ile aldehit ile fikse edilmis kemik
iceren dokularln dakalsifikasyonunda da kullani-
maktadir’®. Bu amag¢ icin 1-2 cm derinliginde bir
kap icine dekalsiﬁye edici ajan (EDTA) doldurulur.
Sicakligin 42—45°C'de sabit olmasi saglanarak 30
dakika sire ile % 100 gug uygulanarak kisa sirede
doku dekalsifiye edilebilir. Ancak bu iglem sira-
sinda is1 probunun dekalsifiye edici ajandan etki-
lenmemesi icin teflon kapli prob kullaniimasi
Onerilmektedir.

Mikrodalga 1ginimi immun boyamanin inkibasyon
ve enzim bloklamasi asamalarinda kullanilabilir'*’
Mikrodalga Isiniminin immun boyamada uygu-
lanmasi ¢ok kolay degildir. Antijen-Antikor baglan-
masi ¢ok nazik bir iglemdir. Bu iglem sirasinda
1sinin ¢ok yiikselmesi ya da mikrodalga iginiminin
¢ok yodun olmasi gibi durumlarda iglem
basarisizlikla sonuglanabilir”.

50°C'nin Uzerindeki isilarda her sey haraplanabilir.
Genel olarak is1 40°C civarinda tutulur. Yontem
sirasinda kullanilan damla halindeki soltsyonun
Isisinin dlcimi kullanilan isi problari ile mamkin
degildir. Ancak kicik boyutta olan fiberopti
problar ya da termopaint indirekt metodu bu ama¢
icin  kullanilabilir. Damla seklinde uygulama
yapiliyorsa mikrodalga firinlarda kugik damlalarin
isisinin kontrol edilmesinde “water load” (suyun
yuklenmesi) olarak adlandirilan bir yontem kullani-
malidir. Bu mikrodalga 1ginimin ilk kullanildid
yillardan beri gegerliligini korumaktadir. Ik kez
1970 yilinda Mayers™ tarafindan kullanilan bu
sistem, daha sonra Smith ve Feirabend adl
arastirmacilar tarafindan geli$tirilmi$tir5. Temelde
¢esme suyunun tupler iginde firinda dolastiriimas!
prensibine dayanir. Genellikle 200 ml gesme suyu
bu ama¢ icin kullaniimaktadir. Suyun miktar
diginda suyun konuldugu yerin sekli de énemlidi.
Tup iginde ya da uygun bir behere konulmug suyun
etkileri farkhidir. Beher kullanilacak ise ayn
buyuklukteki beher, her zaman ayni yere kullani-
malidir. Ayni hacimde ve ayni 1sida su ile isleme
baslamak gerekir. Su isindiginda degigtirilmelidi"
Calismada dielektrik &zellikleri 1s1 ile degigmeyen
sivilar secilmelidir. Yapilan ara$t|rmalar gesme
suyunun  distle sudan daha iyi oldugunu
gostermistir’. Login ve Dvorak tarafindan® 1993
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yiinda kobay parotis bezi asinus hicrelerindeki
granillerdeki a-amilazin, post embeding ultra-
striktirel immiinogold yontemi ile demons-
trasyonunda, primer aldehit fiksasyonunda 5 sn
siire ile 1s1 45°C sabit tutularak yapilan ¢alismada,
altinla isaretlenmis granillerde amilazin  6zel
lokalizasyonu gdésterilmistir. Bunun yanisira insan
plasenta ve ovaryumunda aromataz'in immdin-
elektron mikroskobik lokalizasyonu igin mikro-dalga
I$Iniminin kullanildigini*°, sican renal medullasinda
endotelin reseptérlerinin  yiksek rezolisyonda
lokalizasyonu amaci ile*' ve normal ya da neo-
plastik hepatositlerde cytokeratin no:18'in demons-
trasyonunda®  immanoelektron-mikroskopi  igin
antijen retrieval metodunda mikrodalga isiniminin
kullanildigini ve basarili sonuglar alindigini goéri-
yoruz.

Mikrodalga 1sinimi ile resin polimerizasyonu da
yapiimaktadir~". Bu konuda ilk calisma Mclay,
Anderson ve Mcmeekin® tarafindan yapilmistir.
Bizim yaptigimiz benzer bir galismada®
mikrodalga 1sinimi ile Epon 812 nin polimerizas-
yonu yaklagik 2 saatte tamamlanmis ve elde edilen
bloklar konvensiyonel yontemle elde edilen
bloklardan renk, sertlik, kesit alma kolaylig: ve elde
edilen preparatlar ince yapi duzeyinde farkli
bulunmamistir. Bazi laboratuvarlarda mikrodalga
Isinimi rutin polimerizasyonda kullanildigi gorul-
mektedir®’.

Elektron mikroskopi'de degisik asamalarda mikro-
dalga 1sinimi kullaniidigr gibi tum asamalarda
mikrodalga isiniminin  kullanildigt - hizli  takip
protokolleri de bulunmaktadir. Bunlardan biri
Giberson, Demaree ve Nordhausen tarafindan®
1997 yilinda verilen protokoldur. Bu protokole gére
tim agamalar igin yaklasik 3 saat yeterli olmak-
tadir. Oysa konvensiyonel takip protokolt yaklasik
5 gln sirmektedir.

Ozellikle taniya gabuk ulagiimasi istenilen durum-
larda mikrodalga 1giniml prosedurin kisa zaman
almasi ile daha uygun oldugu, bunun yanisira elde
edilen sonuglarin  konvensiyonel ydntemlerden
farkh olmadigi, hatta daha iyi sonuglar elde edildigi
bildirildiginden elektron mikroskobik galigmalarda
da mikrodalga 1sinim kullanmanin avantajli olabi-
lecegi dustnalmektedir.
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