
Uludağ Üniv Tıp Fak Derg Vo/26 (1-2-3) (1-2): 61-64, 1999-2000 

Mikrodalga Işınımının Elektron Mikroskopide Uygulanımı 

Zeynep Kahveci" 

ÖZET. Mikrodalgalar frekansı sıklıkla 2.45 GHz olan elekıramanyetik dalga/ardır. Su, protein ve diğer bazı 
moleküller gibi elektrik alan dağılımı düzensiz olan dipolar moleküllere noniyonize radyasyon olan mikrodalga 
ışmımı verildiğinde bu moleküller saniyede 2450 milyon kez 180 derece rotasyona uğrar/ar. Bu hızlı kinetik hareket 
sonucunda ani ısı üretilir ve kimyasal reaksiyonlar hızlanır. Mikrodalgalar son zamanlarda e/ektron mikroskobik 
prosedür/erin büyük bir kısmında yaygın olarak kullanılmaktadır. Mikrodalgalar fiksasyon, doku takibi, 
dekalsifikasyon, kontrastiama resin polimerizasyonu ve immünboyama prosedürlerinin hızlandırılmasında 
kullanılmaktadır. Bu derleme, elektron mikroskopide kullanılan mikrodalga tekniği ile ilgili bilgiler içermektedir. 

Anahtar Kelimeler .Mikrodalga ışmımı .Elektron Mikroskopi. 

Applications of Microwave lrradiation in Electron Microscopy 

SUMMARY. Microwaves (MW) are electromagnetic waves which are commanly generatedat a frequency of 2.45 
GHz. When dipolar mo/ecu/es such as water, po/ar side chains of proteins and other mo/ecu/es with an uneven 
distribution of electrical charge are exposed to such non-ionizing radiation, they os ciliate through I 80 ° at a rate of 
2,450 million eye/es/s. This rapid kinetic mavement results in acce/erated chemical reactions and produces 
instantaneous heat. MWs have recently been applied to wide range ofproceduresfor electron microscopy. lt has been 
applied for fıxation, tissue processing, staining ultrathin sections, acceleration of immunostaining procedures, 
decalsification and polimerization of epoxy res in. This review includes; the microwave techniques which is used in 
electrqn microscopy. 

Key Words .Microwave irradiation .Electron microscopy. 

Doğada bir çok radyasyon tipi vardır. Radyasyon 
sözcüğü , genellikle biyolojik dokulara ve 
komponentlerine zarar veren iyonize radyasyonu 
ifade eder. Elektromanyetik dalgalar bir tip 
radyasyondur. Mikrodalgalar, elektromanyetik 
dalgalardır. Ancak ışık , infrared enerji ya da radyo 
dalgaları gibi non-iyonize radyasyondur ve 
gerçekte oldukça iyi huyludur1-6. Elektromanyetik 
enerjilerin tümü elektrik yOklerinin akselerasyonu 
(hızlandırılması) ile ortaya çıkarlar. Hareket eden 
elektrik yükler, uzayda manyetik enerji ve elektrik 
dalgaları oluştururlar. Bu dalgalar karakteristik 
frekans ve dalga boylarına sahiptirler. Elektro
manyetik dalgaların bilinen spektrumu içerisinde 
frekansların geniş bir dağılımı yer alır. Mikrodalga 
ve radyo ışınlarının, elektromanyetik radyasyon 
olarak görünen ışıkla aynı özelliklere sahip 
olduğunun 1988 yılında Hertz tarafından bulunduğu 
bildirilmektedir7

. Mikrodalgalar ışık dalgaları gibi 

dOz çızgı üzerinde hareket eder, seyri boyunca 
kırılır, yansır ve polarize olurlar. Mikrodalgalar, 
dalga boyu ve frekansı ile diğer elektromanyetik 
enerji formlarından farklıdır. Radyo dalgalarından 
daha kısa dalga boyuna ve daha yüksek frekansa 
sahiptir. Mikrodalgaların frekansı 300 MHz-300 
GHz arasında değişmektedir. Bu değerler 
arasındaki frekansların dalga boyu 1 mm- 1 m 
arasındadır. örneğin 2.45 GHz frekansındaki 
mikrodalganın dalga boyu 12.2 cm'dir1

·
3·u10

. 

Mikrodalgalar, fırında kullanılan frekanslarda 
molekOileri iyonize edemez ve en zayıf kimyasal 
bağları bile kıramaz6·11 . Mikrodalga ışınımı ile 
elektrik alanın osilasyonu (salınımı) su ve 
proteinlerin polar zincirleri gibi dipolar molekOileri 

· ve iyonları saniyede 2.450 milyon kez hızla 180 
derece rotasyona zorlar. Kazanı lan rotasyonel 
enerjinin bir kısmı hareket etmeyen molekOiler ile 
çarpışma üzerinden rastgele hareketlere transfer 
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edilir. Böylece, indüklenmiş kinetik enerji ani 
ısınma oluşturur. Bu, enerji akışıyla orantılıdır ve 
ışınım kesilineeye kadar devam eder. Bu yüzden 
mikrodalgalar ile ısıtma, normal olarak zayıf ısı 

iletkenliğine sahip biyolojik dokuların neden olduğu 
sınırlamaları ortadan kaldıran bir metod sağlar1-
4'9'12-15. Mikrodalga ışınımının başlıca etkisi 
termaldi~·5·12 · 1 3· 16 . Isınma etkisi elektrik alan 
komponentine bağlıdı r. Manyetik alan komponenti 
ile ilişkili değildir. Bu yüzden, tam bir solüsyon ve 
parça ısınması elde etmek için elektrik alan 
dağılımının uniform olması gerekir17·18. Uniform 
olmayan elektrik alan dağılımı sonucu, fırın kabini 
içinde mikrodalgaların yoğun olarak bulunduğu 'hot 
spot' ve daha az yoğunlukta bulunduğu 'cold spot' 
oluşur.2·17-19 . Araştırmacılar5· 18 , patolojide mikro
dalga ile yapılan bazı işlemlerde, uniform olmayan 
elektrik alan kullanımının işlemler üzerinde kötü 
etkileri olabileceğini bildirmişlerdir. Bu nedenle 
mikrodalga ışınım ı ile çalışmaya başlanılmadan 
önce mutlaka tırının elektrik alan dağılım 
haritasının çıkarılması gerekir. Bu amaç için 
değişik yöntemler kullan ı labilir. Bunlardan bazı ları 
ısıya duyarlı kağıtlar, ısıya duyarlı boyalar, neon 
lambalar, agar ~iemsa blokları, likit kristal 
termometreler'dir6·1 . Son yıllarda mikrodalga 
ışınımı, ışık ve elektron mikroskobik tekniklerde 
başarı ile uygulanmaktadır1 ·2·4 ·5·2o..24 . 

Mikrodalga ışınımının elektron mikroskopide kulla
nıldığı basamaklardan biri fıksasyondur. Mikrodalga 
ışınımı fiksasyon işlemi sırasında fıksatiflerin 

dokulara difüzyon süresini azaltıp, kimyasal işlevleri 
hızlandırmaktadır. Hopwood ve arkadaşları mikro
dalga ışınımı ile aldehitlerle fiksasyonda, intermole
küler çapraz bağlanmalar olduğunu göstermişlerdi~5. 
Son yıllarda mikrodalga ışınımı , biyolojik 
materyallerin, transmisyon (TEM) ve scanning 
(SEM) elektron mikroskopi için fıksasyonunda 
sıklıkla kullanılmaktadır. Bu konu ile ilgili pek çok 
çalışma bulunmaktadı~s-29 . 1988 yılında Login ve 
Dvorak26 45°C'de 7 saniye primer aldehit fıksas
yonu aşamasında mikrodalga ışınımı uyguladığı 
sıçan peritoneal mast hücrelerini ince yapı 
düzeyinde kayıp olmaksızın başarılı bir şekilde 

göstermiştir. Mikrodalga ışınımı Login, Dwyer, 
Dvorak30 tarafından 1990 yılında sıçan karaciğer 
dokusunun primer osmium fıksasyonu sırasında 

46°C'de 6 saniye uygulanması ile membranlı 
yapıların tomünün başarılı bir biçimde gösterilmesi 
sağlanmıştır. Bu çalışmaların yanısıra tümör 
hücrelerinde nükleer matriksin fıksasyonunda31 ve 
hücre kültürlerinin SEM için incelenmek üzere 
hazırlanmasında32 fıksasyon aşamasında mikro
dalga ışınımının kullanıldığına da rastlanmaktadır. 
Tüm bu araştırıcılar ince yapı düzeyinde mükem
mel korunma elde ettiklerini bildirmişlerdir. 

Mikrodalga ışınımı elektron mikroskobik çalışma
larda kontrastiama aşamasında da kullanılmak
tadır33. Bu amaçla yaptığımız bir çalışmada34, ikili 
fıksasyon sonrası hazırlanan epon bloklardan 
alınan ince kesitlere uranil asetat ve Raynold'ın 
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lead sitratı ile kontrastiama değişik güç ve 
sürelerde mikrodalga ışınımı ile yapılmış ve 
konvensiyonel yöntemle yapılan kontrastlamaya 
benzer görüntüler elde edilmiştir. Konvensiyonel 
yöntemde bir gridin kentrastlanması yaklaşık 45 
dakika zaman alırken , mikrodalga ışınım ı ile bu 
süre birkaç dakikada tamamlanabilmiştir. Ayrıca; 

Esterada, Brinn ve Bossen33 tarafından bildirildiği 
gibi mikrodalga ışınımı ile kontrastiama yapılan 

preparatlarda daha uniform bir boyanma elde 
edildiği , artefakt ve presipitasyonda azalma olduğu 
görüşüne varılmıştır. 

Mikrodalga ışınımı ışık mikroskopide35 olduğu gibi 
elektron mikroskopide konvensiyonel ya da 
mikrodalga ışınımı ile aldehit ile fıkse edilmiş kemik 
içeren dokuların dakalsifıkasyonunda da kullanıl

maktadır36. Bu amaç için 1-2 cm derinliğinde bir 
kap içine dekalsifıye edici ajan (EDTA) doldurulur. 
Sıcaklığın 42-45°C'de sabit olması sağlanarak 30 
dakika süre ile % 1 00 güç uygulanarak kısa sürede 
doku dekalsifıye edilebilir. Ancak bu işlem sıra
sında ısı probunun dekalsifıye edici ajandan etki
lenmemesi için teflon kaplı prob kullanılması 
önerilmektedir. 

Mikrodalga ışınımı immun boyamanın inkübas~on 
ve enzim bloklaması aşamalarında kullanılabilir ·37

• 

Mikrodalga ış ınımının immun boyarnada uygu
lanması çok kolay değildir. Antijen-Antikor bağlan
ması çok nazik bir işlemdir. Bu işlem sırasında 

ısının çok yükselmesi ya da mikrodalga ışınımının 
çok yoğun olması gibi durumlarda işlem 
başarısızlıkla sonuçlanabilir5. 

sooc 'nin üzerindeki ısılarda her şey haraplanabilir. 
Genel olarak ısı ··4ooc civarında tutulur. Yöntem 
sırasında kullanılan damla halindeki solüsyonun 
ısısının ölçümü kullanılan ısı probları ile mümkOn 
değildir. Ancak küçük boyutta olan fiberoptik 
problar ya da termopaint indirekt metodu bu amaç 
için kullanılabilir. Damla şeklinde uygulama 
yapılıyorsa mikrodalga fırınlarda küçük damlaların 
ısısının kontrol edilmesinde "water load" (suyun 
yüklenmesi) olarak adlandırılan bir yöntem kullanıl· 
malıdır. Bu mikrodalga ışınımın ilk kullan ıldığı 
yıllardan beri geçerli~ini korumaktadır. lık kez 
1970 yılında Mayers tarafından kullanılan bu 
sistem, daha sonra Smith ve Feirabend adlı 
araştırmacılar tarafından geliştirilmiştir5. Temelde 
çeşme suyunun tüpler içinde fırında dolaştınlması 
prensibine dayanır. Genellikle 200 ml çeşme suyu 
bu amaç için kullanılmaktadır. Suyun miktarı 
dışında suyun konulduğu yerin şekli de önemlidir. 
Tüp içinde ya da uygun bir behere konulmuş suyun 
etkileri farklıdır. Beher kullanılacak ise aynı 
büyüklükteki beher, her zaman aynı yere kullanıl· 
malıdır. Aynı hacimde ve aynı ısıda su ile işleme 
başlamak gerekir. Su ısındığında değiştirilmelidir. 
Çalışmada dielektrik özellikleri ısı ile değişmeyen 
sıvılar seçilmelidir. Yapılan araştırmalar, çeşme 
suyunun distile sudan daha iyi olduğunu 
göstermiştir5. Login ve Dvorak tarafından39 1993 
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yılında kobay parotis bezi asinus hücrelerindeki 
granüllerdeki a-amilazın, post embeding ultra
strüktürel immünogold yöntemi ile demons
trasyonunda, primer aldehit fiksasyonunda 5 sn 
süre ile ısı 45°C sabit tutularak yapılan çalışmada, 
altınla işaretlenmiş granüllerde amilazın özel 
lokalizasyonu gösterilmiştir. Bunun yanısıra insan 
plasenta ve ovaryumunda aromataz'ın immün
elektron mikroskobik lokalizasyonu için mikro-dalga 
ışınımının kullanıldığını40, sıçan renal medullasında 
endotelin reseptörlerinin yüksek rezolüsyonda 
lokalizasyonu amacı ile41 ve normal ya da neo
plastik hepatositlerde cytokeratin no: 18'in demons
trasyonunda42 immünoelektron-mikroskopi için 
antijen retrieval metodunda mikrodalga ışınımının 
kullanıldığını ve başarılı sonuçlar alındığını görü
yoruz. 

Mikrodalga ı~ımı ile resin polimerizasyonu da 
yapılmaktadır 5

. Bu konuda ilk çalışma Mclay, 
Anderson ve Memeekin tarafından yapılmıştır. 

Bizim yaptığımız benzer bir çalışmada46 

mikrodalga ışınımı ile Epon 812 nin polimerizas
yonu yaklaşık 2 saatte tamamlanmış ve elde edilen 
bloklar konvensiyonel yöntemle elde edilen 
bloklardan renk, sertlik, kesit alma kolaylığı ve elde 
edilen preparatlar ince yapı düzeyinde farklı 

bulunmamıştır. Bazı laboratuvarlarda mikrodalga 
ışınımı rutin polimerizasyonda kullanıldığı görül
mektedir47. 

Elektron mikroskopi'de değişik aşamalarda mikro
dalga ışınımı kullanıldığı gibi tüm aşamalarda 
mikrodalga ışınımının kullanıldığı hızlı takip 
protokolleri de bulunmaktadır. Bunlardan biri 
Giberson, Demaree ve Nordhausen tarafından48 

1997 yılında verilen protokoldür. Bu protakale göre 
tüm aşamalar için yaklaşık 3 saat yeterli olmak
tadır. Oysa konvensiyonel takip protokolü yaklaşık 
5 gün sürmektedir. 

özellikle tanıya çabuk ulaşılması istenilen durum
larda mikrodalga ışınımlı prosedürün kısa zaman 
alması ile daha uygun olduğu, bunun yanısıra elde 
edilen sonuçların konvensiyonel yöntemlerden 
farklı olmadığı , hatta daha iyi sonuçlar elde edildiği 
bildirildiğinden elektron mikroskobik çalışmalarda 
da mikrodalga ışınım kullanmanın avantajlı olabi
leceği düşünülmektedir. 
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