Hitzebehandlung im Mikrowellengerat

Einleitung:

Das Erhitzen von wassrigen Lésungen im Mikrowellengerat ist eine sehr effiziente Methode [1-8]. Die
Standardisierung des Verfahrens ist sehr wichtig: z.B. konstantes Volumen des verwendeten Target
Retrieval-Puffers, konstante Gewebevorbereitung, konstante Anzahl an Objekttragern. Eine Anderung
dieser Parameter beeinflusst die zur Erzielung optimaler Ergebnisse notwendig Inkubationszeit im
Mikrowellengerat [3].

Wichtige Parameter sind:

- Wattleistung des Mikrowellengerats und Vorhandensein eines Drehtellers. Man sollte Mikrowellengerate
mit einem Drehteller verwenden, da diese eine gleichmafigere Erwarmung und somit gleichbleibend
gute Ergebnisse gewahrleisten.

- Wahl des Target Retrieval-Puffers (DAKO Code-Nr. S2031)

- Volumen des Target Retrieval-Puffers

- Anzahl der Objekttrager

- Inkubationsdauer

- AbklUhlungsdauer

- Nachzuweisendes Antigen

Bendétigtes Material:

- Target Retrieval-Puffer

- 750 -800 Watt Haushalts-Mikrowellengerat mit Drehteller

- Kunststoffkivette fur die Mikrowelle (DAKO Code -Nr. S2030) oder Coplin-Farbetrdége aus
hitzebestandigem Plastik

- Objekttragerhalter fir die Mikrowelle aus hitzebestandigem Plastik (DAKO Code-Nr. S2029)

- Zur besseren Haftung der Gewebeschnitte missen silanisierte Objekttrager (DAKO Code -Nr. S2024
oder S3003) oder mit anderen geeigneten Haftmitteln beschichtete Objekttrager verwendet werden.

Protokoll:

Gewebeschnitte entparaffinieren und rehydrieren.

Mikrowellenmethode:

1. Objekttrager in den Objekttragerhalter stecken. Freie Positionen mit leeren Objekttragern besetzen.
Dies gewahrleistet reproduzierbare Verhaltnisse, d. h. jedes Mal wird die gleiche Menge Glas erhitzt.

2. 200 ml Target Retrieval-Puffer in die Inkubationskammer (Kunststoffkiivette) fullen und den
Objekttragerhalter hineinstellen. Kammer locker abdecken, um die Verdunstung méglichst gering zu
halten.

3. Gefal in die Mitte des Mikrowellengeréats stellen. Gewebeschnitte fiir 2 x 7 Minuten erhitzen. Behalter
zwischen den beiden Behandlungen mit 50 ml destilliertem Wasser auffullen. Die Gewebeschnitte
diurfen wahrend der Erwarmung unter keinen Umstanden austrocknen.

4. Nach der zweiten Behandlung die Kammer aus dem Mikrowellengerat nehmen, und Schnitte fir 15 -20
Minuten im Target Retrieval-Puffer bei RT abkuhlen lassen.

5. Gewebeschnitte mit destilliertem Wasser spulen.

6. Endogene Peroxidase blockieren (fur Immunperoxidase -Methoden), und Schnitte in destilliertes
Wasser legen.



7. Mit TBS oder PBS sptlen.
8. Mit der gewahlten immunhistochemischen Farbetechnik fortfahren.

Pflege und Kontrolle des Mikrowellengeréts:

Die Ausgangsleistung des Mikrowellengerats muss regelm&Rig uberprift werden. Dies sollte vor der
ersten Benutzung des Gerates und dann alle 12 Monate geschehen. Eine Standardmethode wird im
.Microwave cookbook for microscopists. Art and Science of Visualization. Appendix: A procedure for
power output measurements of consumer microwave ovens” empfohlen [9].

Achtung: Unter keinen Umstéanden durfen sich im Mikrowellengerat wéhrend des Betriebs metallische
Gegenstande befinden!
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