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ÖZET 
İkili iskelet boyaması, sonuçlarının güvenilir olması nedeniyle; deneysel teratolojik çalışmalarda en sık kullanılan yöntemdir ve bu neden-
le de teratoloji çalışan araştırmacılar tarafından iyi bilinmesi son derece önemlidir. Bu derlemenin amacı; iskelet boyamasında, ilk uygu-
lanmaya başlandığı tarihlerden günümüze kadar gerçekleşen başlıca gelişmeleri özetleyerek araştırmacılara kaynak oluşturmaktır. İskelet 
boyamalarında ilk önemli gelişme kemiğin alizarin red S ile boyanmasıdır. Ardından, termdeki deney hayvanı fetuslarının iskeletinin 
önemli bir bölümünün kıkırdaktan oluşması nedeniyle, sadece kemiğin boyanmasının yeterli olmayacağı düşünülerek kıkırdak bölümleri 
boyayacak uygun ajanlar aranmaya başlanmıştır. Bu amaçla, methylen blue, toludin blue, methyl green ve rezorsin fuksin denenmiş, ancak 
tatmin edici sonuçların alındığı boya alcian blue olmuştur. Bu iki boyanın beraber kullanıldığı ikili iskelet boyaması yöntemlerinin yayın-
lanmasının ardından da; boyanma kalitesini arttırmayı, işlemin süresini kısaltmayı, erişkin deney hayvanlarında kullanılabilecek metotlar 
tanımlamayı, boyama işlemini daha basit ve daha pratik hale getirmeyi, iskelet boyamalarını farklı amaçlara sahip diğer teknikler ile bir 
arada kullanmayı ve farklı türlerin fetuslarında kullanılabilecek metotlar geliştirmeyi amaçlayan çalışmalar yapılmıştır. 
Anahtar Kelimeler: Teratoloji. İskelet boyaması. 
 
Double Skeletal Staining 
 
ABSTRACT 
Because of its trustable results, double skeletal staining is the most widely used method in experimental teratological studies and should be 
known very well by the researchers who work teratology. This review aims to form a source for the teratology researchers by summarizing 
the developments about the skeletal staining from the first day to today. The first important development of skeletal staining has been the 
staining of bone with alizarin red S. After that, because the skeleton of the foetuses of laboratory animals at term contains a considerable 
amount of cartilage, it has been realized that staining of the bone alone is insufficient and search for a dye, which will stain the cartilage 
properly, has been started. For this aim, methylen blue, toludin blue, methyl green and rezorsin fuksin has been tested, but the satisfactory 
result were obtained with alcian blue. After the publication of double skeletal staining methods in which these two dyes were used; studies 
which aim to increase the quality of the staining, to decrease the duration of the staining, to simplify the staining method, to use the skele-
tal staining with other methods and to describe methods which can be used in different species has been done.  
Key Words: Teratology. Skeletal staining. 

 
İskeleti oluşturan kemik ve kıkırdakların farklı boya-
lar ile farklı renklerde ya da aynı rengin farklı tonla-
rında boyanması işlemine ikili iskelet boyaması de-
nir. Literatür incelendiğinde, ikili iskelet boyamaları-
nın kullanılmış olduğu çalışmalar iki grupta toplana-
bilir. Bunlardan ilki teratolojik çalışmalardır1-9. Bu 
çalışmalarda; çeşitli kimyasal maddelerin veya fizik-
sel etkenlerin iskelet sistemi üzerindeki teratojenik 
etkileri araştırılır. Bu amaçla, gebe deney hayvanları, 
fetuslarının iskelet gelişimi döneminde etkisi araştırı-
lan kimyasal maddeye ya da fiziksel etkene maruz 
bırakılır ve fetuslar terme ulaştığında iskelet sistem-
leri boyanarak herhangi bir malformasyonun gelişip 
gelişmediği incelenir. İkinci gruptaki çalışmalar ise 

gelişimsel çalışmalardır. Bu çalışmalarda, ya abortus 
sonucu elde edilen insan embriyo ve fetuslarına ikili 
iskelet boyaması yapılır ve farklı kemiklerdeki kemik 
ve kıkırdak alanların fetus yaşı, diğer kemiklerdeki 
kemikleşme, vb. ile ilişkisi incelenir10-13, ya da 
teratolojik çalışmalarda genellikle tercih edilen deney 
hayvanlarının fetuslarına, gelişimlerinin farklı evrele-
rinde ikili iskelet boyaması yapılarak, iskelet sistemi-
nin gelişimi incelenir14,15. Ancak, ikili iskelet boya-
malarının rutin olarak kullanıldığı alan, tüm farmako-
lojik, endüstriyel ve çevresel kimyasal madde adayla-
rının onay almadan önce geçtikleri, olası teratojenik 
etkilerinin araştırıldığı aşamadır. 

İlk İskelet Boyaması Çalışmaları 

Hill ve Zdan16’a göre bir bütün olarak kemiği ilk 
boyayan ve bu sayede kemiğin anatomisi ve gelişimi 
hakkındaki ilk bilgileri oluşturan araştırmacı Belchier 
(1735–1736)’dır. Belchier, İngiliz Adalarında yeti-
şen, halk arasında "madder plant" ismiyle bilinen ve 
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"Rubia" ailesinden "Rubia perigrina" olduğu düşünü-
len bitkinin köklerini toz haline getirip hayvanların 
yemlerine karıştırdığında, hayvanların kemiklerinin 
kırmızıya boyandığını saptamıştır. Belchier’ın tanım-
ladığı bu metot, daha sonra kemik büyümesi ile ilgili 
çalışmaları olan John Hunter (1830) ve mandibüler 
alveolar kemiğin büyümesi üzerine çalışan James C. 
Brash (1926) gibi diğer araştırmacılar tarafından da 
kullanılmıştır. 
Yine aynı araştırmacıya göre16 kemiğin boyanması 
alanındaki en önemli gelişme, 1868 yılında Graebe 
ve Liebermann’ın parlak kömür katranından alizarini 
elde etmesi olmuştur. Alizarin molekülü kısa sürede 
mikroskobik ve makroskobik olarak kalsiyumun 
gösterilmesinde kullanılan indikatörlerin çekirdeği 
haline gelmiştir. Bunun üzerine alizarinin kemik 
boyaması için kullanıldığı çok sayıda çalışma yapıl-
mış ve yayınlanmıştır. Bunlardan en kabul gören ve 
en güvenilir sonuçların alındığı ilk metot, Dawson17 
tarafından 1926’da yayınlanmıştır. 
Dawson’un metodunu daha önce yayınlanmış olan ve 
alizarini kullanarak kemiği boyayan metotlardan 
farklı kılan, bir başka deyişle başarılı olmasını sağla-
yan; kullanılan boya solüsyonundaki alizarinin kon-
santrasyonu olmuştur. Daha önce yayınlanmış olan 
çalışmalarda örnekler, % 95’lik etanolde hazırlanan 
oldukça yüksek konsantrasyonlu bir alizarin red-S 
solüsyonunda boyanmıştır. Boya konsantrasyonunun 
yüksek olduğu bu solüsyon iskelet yapısındaki ke-
miklerin yanında yumuşak dokularda da boyanmaya 
neden olmuştur. Bu nedenle, boyama aşamasının 
ardından, yumuşak dokudaki boyayı uzaklaştırmak 
amacıyla soldurma işleminin yapılması gerekmiştir. 
Soldurma; ya asit alkol solüsyonunun kullanılması ile 
(% 95’lik etanolde %0.5’lik sülfürik asit solüsyonu 
gibi), ya da deneğin, yumuşak dokulardaki boya 
uzaklaşana kadar güçlü güneş ışığında bekletilmesi 
ile yapılmıştır ve her iki prosedürün de bazı dezavan-
tajları görülmüştür. Asit alkolün kullanıldığı teknik, 
küçük kalsifikasyon alanlarının dekalsifiye olmasına 
neden olabildiği için güvenilir bulunmamıştır. Güneş 
ışığında bekletme ise, özellikle iklimin uygun olma-
dığı durumlarda oldukça uzun zaman almıştır ve 
soldurma işleminin haftalarca hatta aylarca sürmesine 
neden olmuştur. 
Dawson’un metodunda ise, boyama solüsyonu son 
derece dilüedir (1:10.000 alizarin:%1 KOH) ve bu 
nedenle kemiğin boyanması progressif olarak gerçek-
leşmektedir. Yani kemik ilerleyici şekilde selektif 
olarak boyanmakta ve yumuşak dokularda boyanma 
olmadığı için soldurma işlemine gerek duyulmamak-
tadır. Bu nedenle, hem asitte soldurma işleminin 
neden olabileceği dekalsifikasyon, hem de güneş 
ışığında soldurma işleminin neden olacağı zaman 
kaybı engellenmektedir. 
Dawson’un tanımladığı ve albino sıçanlarda başarılı 
sonuçlar aldığı bu metodun ardından Lipman18, 

Dawson' un metodunda önerdiği %1’lik KOH yerine 
aynı ajanın %2’lik konsantrasyonunu kullanarak yeni 
bir metot tanımlamıştır ve metodunun sıçan, domuz, 
insan, sığır, kedi ve tavuk embriyolarında başarılı 
sonuçlar verdiğini bildirmiştir. 
Her ne kadar günümüzde bile teratolojik etkilerin 
değerlendirilmesinde sadece kemiği incelemekle 
yetinen araştırmacılar varsa da19-22, henüz iskeletin 
kemik kısmının boyanmasında kullanılacak güvenilir 
bir metodun araştırılmasına devam edilirken, 
termdeki deney hayvanı fetuslarının iskeletinin ö-
nemli bir bölümünün kıkırdaktan oluşması nedeniyle, 
sadece kemiğin boyanması ile elde edilecek sonuçla-
rın güvenilir olmayacağı ve kıkırdakta oluşan anoma-
lilerin gözden kaçacağı fark edilmiştir23-25. Bunun 
üzerine kıkırdağı boyayacak boyalar ve metotlar 
denenmeye başlanmıştır. 
Love ve Vickers’a göre24, ilk kez 1902 senesinde 
Wijhe, asit alkoldeki methylen blue solüsyonunu 
kullanarak iskeletin kıkırdak kısımlarını boyamıştır. 
Yine aynı araştırmacılar Lundvall’in, Wijhe’nin 
metodunda, diğer aşamalarda herhangi bir değişiklik 
yapmaksızın, methylen blue yerine toluidin blue 
(1904) ve methyl green (1912) kullanarak iki yeni 
metot tanımladığını ve bunun ardından da Lee ve 
Mayer’in balık iskeletindeki kıkırdak kısımları 
rezorsin fuksin ile başarılı olarak boyadıklarını bil-
dirmişlerdir. 
Dawson’un kemik boyanması metodunun yayınlan-
masından sonra, kıkırdak boyaması ile kemik boya-
masının beraber yapıldığı çalışmalar planlanmaya 
başlanmıştır. Williams26, %10’luk formalinde fikse 
ettiği örneklerin iskeletinin kıkırdak kısmını toludin 
blue ile boyamıştır. Kemik kısmın boyanmasında ise 
alizarin red–S’i kullanmıştır. Williams’ın ardından 
Burdi, formalin–aseton–alkol karışımında fikse ettiği 
fare27 ve tavuk28 embriyolarının iskeletlerini alizarin 
red–S ve toludin blue ile diferansiyel olarak boyamış-
tır. Burdi’nin metodu yaklaşık 8–12 günde tamam-
lanmaktadır ve Williams’ın metodundan daha kısa 
bir metottur.  
Ancak, kıkırdağı boyama amacı ile yukarıda adı 
geçen boyaları kullanan diğer araştırmacılar, toludin 
blue ya da metilen blue ile gerçekleştirilen boyama-
nın zamanla azaldığını ve kısa sürede solduğunu 
gözlemlemişlerdir23,24,29-31. Ojeda ve ark.23 1970 
yılında yayınladıkları çalışmalarında, Lundwall’in 
tekniğini kullanarak kıkırdak boyamasını asidifiye 
alkolik toludin blue ile yaptıklarında, hem işlemin 
uzun süre aldığını hem de boyanın zamanla solduğu-
nu bildirmişlerdir. Bu araştırmacılar, aynı makalele-
rinde tavuk embriyolarını boyamak için kullandıkları 
ve boyanmada zamanla azalma gözlemlemedikleri 
alcian blue metodunu yayınlamışlardır. Her ne kadar 
alcian blue’nun kıkırdak boyamasında kullanılmasını 
öneren bu ilk çalışmadan sonra da, insan embriyola-
rında32 ve sıçan embriyolarında24 alcian blue’nun 



İkili İskelet Boyamaları 

 121

kullanımından önce önerilen methyl green ve 
methylen blue gibi boyalar yeniden denendiyse de 
kabul görmemiş ve böylece ikili iskelet boyamasında 
bugün de en sık kullanılan iki ajan olan alizarin red-S 
ve alcian blue araştırmacılar tarafından kabul gören 
boyalar olmuştur. 
Gerek Dawson’un17 gerekse Ojega ve ark.23’nın me-
totları sadece kemiği ya da sadece kıkırdağı boyayan 
metotlardır. Bu iki ajanın beraber kullanıldığı ilk ikili 
iskelet boyaması metodunu ise 1971 yılında Simons 
ve Van Horn yayınlamışlardır. Çeşitli yazarlar31,33-35 
Simons ve Van Horn’un metodunun iki aşamalı bir 
metot olduğundan bahsetmektedir. Yani önce bir 
komponenti boyanan örnek masere edilir ve ardından 
ikinci komponenti için boyanır. Wassersug’a30 göre 
Simons ve Van Horn, Ojeda ve ark.’nın yayınladığı 
metodu standart bir alizarin red-S ile kemik boyaması 
metoduyla birleştirerek tavuk embriyolarını başarıyla 
boyamışlardır. 
İkili iskelet boyamasını günümüzde sıkça tercih edi-
len haline getiren son önemli gelişme, Inouye’un29 
1976’da tek aşamalı bir boyama metodu tanımlaması 
olmuştur. Bu metotla; iskeletin hem kemik hem de 
kıkırdak kısımları, aynı anda, içerisinde hem alcian 
blue’nun hem de alizarin red–S’in bulunduğu boya 
solüsyonu ile boyanmıştır. Her ne kadar bu metotta 
boyama işlemi maserasyon ve saydamlaştırmadan 
önce yapıldığı için, optimal boyanmanın değerlendi-
rilmesinin güç olduğunu belirten araştırmacılar ol-
muşsa da34,36 Inouye’ un önerdiği metot, daha kısa 
sürmesi ve daha pratik olması nedeni ile diğer araş-
tırmacılar tarafından da kullanılmıştır33,35,37-39.  

İkili İskelet Boyaması Denemelerinin 
Amaçları 

Her ne kadar Inouye’un çalışması kemik ve kıkırda-
ğın aynı anda farklı ajanlar ile farklı renklerde bo-
yanmasında başarılı olmuşsa da, bilimin temelinde 
yatan daha iyiyi arama çabasından dolayı, ikili iskelet 
boyaması metoduna yönelik çok sayıda yeni çalışma-
ların yapılmasına devam edilmiştir ve şüphesiz bun-
dan sonra da devam edilecektir. İlk günlerinden baş-
layarak günümüze ulaşan çizgisinde iskelet boyama 
metotlarına yönelik çalışmalar incelendiğinde, tüm 
çalışmaların amaçlarının birkaç ana başlık altında 
toplanabileceği görülür. 

a) Boyanmanın kalitesini arttırmak: 
İskelet boyamalarında boyanmanın kalitesini arttır-
mak için ilk denenen iskeletin kemik ve kıkırdak 
kısımlarını boyayacak uygun ajanları aramak olmuş-
tur. Daha önce de anlatıldığı gibi, kıkırdağı boyamak 
amacıyla farklı ajanlar denenmiş23,24,26-31,36,37 ve bo-
yanma kalitesi, boyanmanın hızı ve işlemin sonraki 
aşamalarında ya da zamanla solmaması gibi faktörler 
göz önüne alındığında alcian blue’nun en uygun ajan 

olduğu görülmüştür. Bunun sonucunda da, ikili iske-
let boyamalarında kıkırdak kısımların boyanmasında 
en sık kullanılan boya alcian blue olmuştur29-31,33-41. 
Ancak, Yamada42 kemik kısımlarının Alizarin red S 
ile boyanmasından sonra en az on yıl beklemiş olan 
materyallerin kıkırdak kısımlarını boyamak amacıyla, 
içlerinde alcian blue’nun da bulunduğu 21 farklı boya 
denediği çalışmasında en iyi boyanmayı kıkırdağı 
mavi-menekşe renginde boyayan bromophenol blue 
ile elde ettiğini bildirmiş ve ardından bu metodu 
detaylı bir biçimde yayınlamıştır43. 
İdeal kıkırdak boyasının aranması sırasında çok sayı-
da farklı boyalar denenmesine rağmen, kemiğin bo-
yanmasında alizarin red–S’e alternatif olarak günde-
me getirilen tek ajan mureksittir. Mureksit (amonyum 
purpurat) de tıpkı alizarin red–S gibi bir kalsiyum 
şelatörüdür. Bu boyanın kemiğin gross boyanmasın-
da kullanımını öneren ilk çalışmacılar Hill ve 
Zdan16’dır. Bu çalışmacılar etanolde fikse ettikleri 
yenidoğan sıçanları mureksit ile boyadıklarında iki 
başarılı metot elde etmişlerdir. Bunlardan ilkinde 1 
ml %2' lik KOH içinde 0.05 g mureksit bulunan bir 
boya solüsyonu kullanılır. 6 saat süren boyama işlemi 
sonunda kemikler kahverengimsi sarı renkte boyanır. 
Diğer metotta ise 200 ml %95'lik etanolde 0.1 g 
mureksit bulunan bir boyama solüsyonu kullanılır ve 
boyama işlemi bir gece sürer. Kemikler ise kırmıza 
renkte boyanır. Çalışmacılar, etkisinin son derece 
hızlı olması ve kalsiyum ile 1:1 oranında şelasyon 
yapması nedeniyle fazla miktarlarda boya solüsyo-
nunda bırakıldığında bile aşırı boyanmaya neden 
olmamasından dolayı kemiğin boyanmasında 
mureksitin alizarine rakip olduğunu bildirmişlerdir. 
Hill ve Zdan’dan sonra az sayıda da olsa mureksiti 
ikili iskelet boyamalarında kemiğin boyanmasında 
tercih eden çalışmacılar olmuştur35,39. 
Boyanma kalitesini arttırmak için yapılan çalışmala-
rın bir kısmı da en uygun fiksatifi bulmayı amaçla-
mıştır. Dawson17 %95’lik etanolde yapılan 48-72 
saatlik fiksasyonun iyi sonuçlar verdiğini, ancak 
sürenin uzamasının maserasyon aşamasını zorlaştır-
dığını bildirmiştir. Lipman18 fiksasyonda hem etanolü 
hem de ilk kez Ignalzi tarafından 1929 yılında kulla-
nımı önerilen %10'luk formalini denemiş ve etanol 
ile fikse edilen örneklerin daha hızlı masere olması 
ve saydamlaşmanın çok daha yeterli olması nedeniy-
le fiksasyonda bu ajanın kullanılmasını önermiştir. 
%10’luk formalinin Lipman tarafından bir dezavantaj 
olarak görülen maserasyonu geciktirici etkisini 
Williams26 maserasyonun çok daha kontrollü gerçek-
leştirilmesini sağlayan bir avantaj olarak değerlen-
dirmiştir ve bu işlem sırasında iskeletin tamamen 
dağılmasını engellemek için %10’luk formalinin 
kullanılmasını önermiştir. Aynı çalışmacı bu fiksatif 
ile yeterli fiksasyonun sağlanabilmesi için fiksasyon 
süresinin en az bir hafta olması gerektiğini bildirmiş-
tir. Burdi27,28 etanolün daha hızlı maserasyon ve daha 
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kaliteli saydamlaşma sağlaması özelliğini formalinin 
maserasyonu daha kontrollü bir şekilde gerçekleştir-
mesi ile birleştirmek amacıyla fiksasyonda bu iki 
ajanın beraber kullanılmasını önermiştir. Bu çalışma-
larında yenidoğan fare ve sıçanların fiksasyonunda 
formalin: asetik asit: %70’lik etanolü 1:1:8 oranında 
karıştırarak bir fiksatif hazırlamıştır ve bu fiksatif 
kullanıldığında 40 dakikalık bir fiksasyonun yeterli 
olduğunu gözlemlemiştir. Bu üç fiksatif dışında 
Ojeda23 ve McCann32 fiksasyonda Bouin solüsyonu 
kullanmışlardır ancak bu fiksatif diğer çalışmacılar 
tarafından kabul görmemiştir. Günümüze kadar ya-
yınlanmış olan tüm metoda yönelik çalışmalar ince-
lendiğinde etanolün16,29,35,37,39,41,44, %10’luk formali-
nin24,30,31,40,45–50 ve formalin: asetik asit: etanol-
ün34,36,51 en sık tercih edilen fiksatifler olduğu görül-
mektedir. 
İskelet boyamalarının daha ilk yıllarında, iyi boyan-
mış örnekler elde edebilmek için maserasyon ve 
saydamlaştırma işlemlerinin ne kadar önemli olduğu 
anlaşılmış, bu basamaklarda farklı ajanlar ya da aynı 
ajanın farklı konsantrasyonlarının denenmesine baş-
lanmıştır. Sedra45’nın %2’lik NaOH kullandığı meto-
du dışında, maserasyonda kullanılan tek ajan KOH 
olmuştur. Bugüne kadar yayınlanmış olan metotlar 
incelendiğinde KOH konsantrasyonunun %0.5 ile 
%10 arasında değiştiği görülmektedir. Kullanılacak 
konsantrasyonu belirlerken dikkate alınması gereken 
ilk faktör masere edilecek örneğin büyüklüğüdür. 
Denek büyüdükçe kullanılacak KOH’in konsantras-
yonu arttırılmalıdır. Burdi ve Flecker28 tavuk embri-
yolarını kullandığı çalışmasında 7-10 günlük embri-
yolar için %0.5’lik, 11–16 günlük embriyolar için 
%1’lik ve 17-21 günlük embriyolar için %3’lük KOH 
kullanımının uygun olduğunu bildirmiştir. Yine ak-
varyum balıklarında çalışan Park ve Kim40 %0.5’lik 
KOH kullanmışlardır. Önemli bir diğer faktör de 
işlemin ne kadar hızlı olmasının istendiğidir. %5–
10’luk konsantrasyonlar genellikle fiksasyon aşaması 
yapılmadan taze örneklerin direk masere edildiği 
hızlı prosedürlerde tercih edilmiştir52. Ancak, 
maserasyonu hızlandırmak için KOH konsantrasyo-
nunun arttırılmasının her zaman iskeletin dağılması 
ile sonuçlanması olası olduğu unutulmamalıdır. Yani 
zaman çok önemliyse bu yüksek konsantrasyonlar 
kullanılabilir, fakat tamamen güvenilir değildir. Jensh 
ve Brent50 %10’un üzerindeki konsantrasyonlarında 
KOH’in kısmen ya da tamamen disartikülasyona 
neden olduğunu bildirmişlerdir. Şimdiye kadar ya-
yınlanmış olan metotlar incelendiğinde KOH’in en 
çok %1’lik17,27,29,37,38,50,53 veya %2’lik18,26,33,38,44,54 
konsantrasyonlarda kullanıldığı görülmektedir. 
Saydamlaştırma aşamasında ilk yıllardan itibaren en 
çok tercih edilen ajan gliserin olmuştur. Williams’a 
göre26 gliserini ilk kez 1897 senesinde Schultze kul-
lanmıştır. Bugüne kadar yayınlanmış olan boyama 
metotlarının çoğunda fiksasyon ve maserasyonun 
ardından boyanan örnekler gliserinin artan konsant-
rasyonlarında saydamlaştırılır ve ardından da mantar 

üremesinin engellenmesi amacıyla birkaç parça timol 
kristali eklenmiş olan saf gliserinde depolanır16-

18,25,29,30,34-36,38-45,52. Gliserin ile saydamlaştırılan ör-
neklerin kolay manipüle edilebildiğini bildirmekle 
beraber yumuşak dokuların saydamlaştırılmasının 
yeterli olmadığını düşünen bazı çalışmacılar bu aja-
nın yerine metil salisilat’ın26,32,51, gliserin–etil alkol 
karışımının27,28,37, gliserin–etil alkol–benzil alkol 
karışımının50,53,54, ksilenin24, metil salisilat–benzil 
benzoat karışımının23 kullanımını önermişlerdir. 
Gliserinin en önemli alternatifi olan enzimatik say-
damlaştırmayı ilk deneyen araştırmacı ise Tay-
lor46,47’dır. Taylor küçük vertebralıların kemiklerini 
alizarin red-S ile boyamadan önce yumuşak dokula-
rın saydamlaştırılmasında tripsini kullanmıştır. Bu 
metot, özellikle gliserin ile iyi sonuçların alınamadığı 
uzun süre koruyucu sıvılarda saklanmış olan örnekle-
rin saydamlaştırılmasında son derece başarılı olmuş-
tur. Enzimatik saydamlaştırma ile, uygun şekilde 
fikse edilip korunmuş olan bağ dokusunun sindirimi 
önemsiz derecededir. Kas dokusu ise ortamdan ta-
mamen uzaklaştırılır. Bu sayede alkali maserasyon 
sırasında kas dokusunda oluşan ozmotik etkiler sonu-
cunda gelişen aşırı şişmelerden, yırtılmalardan ve bağ 
dokusunda oluşan şekil bozukluklarından kaçınılmış 
olur. Taylor’dan sonra Dingerkus ve Uhler31 bu me-
todu alcian blue ile boyanmış örneklere uygulamışlar 
ve ardından örneklere kemik boyaması yapmışlardır. 
Gosztonyi48 ise enzime dayalı çamaşırhane deterjan-
larının kullanımı ile işlemin daha ekonomik hale 
getirilebileceğini bildirmiştir. Kelly ve Bryden36 bu 
metodu kullanan diğer çalışmacılardır. 
Boyanma kalitesini arttırmaya yönelik olarak dene-
nenlerden biri de; vücut pigmentlerini ağartmak için 
maserasyon sıvısına hidrojen peroksitin eklenmesi 
olmuştur40,52. 

b) İşlemin süresini kısaltmak: 
Herhangi bir farmakolojik, endüstriyel yada çevresel 
kimyasal madde adayının teratolojik etkiye sahip 
olup olmadığı araştırılırken, uygun istatistiksel ince-
lemenin yapılabilmesi için, çok sayıda deneğin kulla-
nılması zorunludur. Bu da ikili iskelet boyamalarında 
bulunması şart olan güvenilirlik, kalıcılık ve tekrarla-
nabilme özelliklerine, önemli bir başka özelliğin, 
işlemin kısa sürede tamamlanmasının eklenmesine 
neden olur. 
En iyi sonucu yakalarken harcanan zamanı minimu-
ma indirme amacını taşıyan çalışmalarda fiksasyon 
aşamasının atlanması ve maserasyonu hızlandırmak 
için artmış KOH konsantrasyonlarının kullanılması 
denenmiş ve başarılı sonuçlar alınmıştır. True52 hem 
fiksasyon aşamasını atlayarak hem de artmış kon-
santrasyonda KOH (%5–10) kullanarak işlemini 
hızlandırmayı başarmıştır. Jensh ve Brent50, değişik 
KOH konsantrasyonlarını, maserasyon sürelerini ve 
asetonda bekleme sürelerini denedikleri çalışmaları-
nın sonucunda iki farklı metot önermişlerdir. Bunlar-
dan ilki 9 günde tamamlanan hızlı metottur. Araştır-
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macılar bu prosedür ile boyanan preparatların iyi 
saydamlaşmadığını, ancak zamanın son derece önem-
li olduğu ve detaysız incelemelerin amaçlandığı ça-
lışmalarda kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Öner-
dikleri ikinci metot ise detaylı incelemenin amaçlan-
dığı çalışmalar için uygundur ve 14 günde tamam-
lanmaktadır. Selby54, erişkin farelerde yaptığı çalış-
masında hızlı ve kaliteli bir kemik boyaması metodu 
geliştirebilmek için; örneklerin fikse edilmediği, 
maserasyon aşamasında KOH’in farklı konsantras-
yonlarından yararlanılan, daha iyi ve hızlı saydamlaş-
tırma için gliserin, benzil alkol, etanol ve su karışı-
mının kullanıldığı metotlar denemiştir ve çalışmala-
rının sonucunda iki farklı prosedür önermiştir. Bun-
lardan ilki kısa olan 3 günlük kemik boyaması meto-
dudur. Araştırmacı bu metodun tek dezavantajının 
elde edilen örneklerin daha kırılgan olması olduğunu 
bildirmiştir ve bu nedenle de zamanın uygun olması 
durumunda 11–14 gün süren ikinci prosedürün tercih 
edilmesini önermiştir. Hem kemiğin hem de kıkırda-
ğın boyandığı ilk hızlı boyama metodu ise Kimmel 
ve Trammell33 tarafından 1981’de yayınlanmıştır. 
Kimmel ve Trammell de fikse edilmemiş fetuslar 
kullanmışlar ve boyama işlemini 39 saatte tamamla-
mışlardır. 
İskelet boyaması metotlarının sürelerini kısaltmayı 
amaçlayan diğer bir grup çalışmada ise, ısının kimya-
sal reaksiyonları arttırıcı özelliğinden yararlanılmış-
tır. Hood ve Neill44 1948 yılında yayınladıkları ça-
lışmalarında fare, tavuk ve at embriyolarının alizarin 
red–S ile boyanmış preparatlarını hazırlarken, boya-
ma aşamasından sonraki maserasyon ve saydamlaş-
tırma işlemini 70 ºF’deki inkübatörde gerçekleştir-
mişlerdir. Bu sayede True52’nun metodunda oda 
ısısında 9 gün süren bu aşamayı 4 günde tamamlaya-
bilmişlerdir. Benzer bir çalışma 1950’de Sedra45 
tarafından yayınlanmıştır. Sedra metodunda hem 
boyanma öncesindeki maserasyon aşamasını hem de 
boyama aşamasını 38ºC’de etüvde gerçekleştirmiştir. 
Ancak, oda ısısında Dawson17’un metodunda yakla-
şık 24–72 saat, Hood ve Neill44’in metodunda ise 72 
saat süren maserasyon aşamasında kısalma sağlaya-
mamıştır. Büyük olasılıkla bunun sebebi; önceki 
çalışmalarda kullanılan fiksatifin etanol olması ve 
buna karşılık Sedra’nın kullandığı fiksatifin 
maserasyon işlemini geciktirici etkiye sahip olduğu 
bilinen %10’luk formalin olmasıdır. Buna rağmen 
Sedra, çalışmasında boyama aşamasını kısaltmada 
başarılı olmuştur ve Lipman18’ın metodunda oda 
ısısında 24 saat süren Alizarin red–S ile kemiğin 
boyanması aşamasını 12 saatte tamamlayabilmiştir. 
İkili iskelet boyamasında ısıdan yararlanarak işlem 
süresini kısaltan ilk çalışmacı Inouye29’dur. Inouye 
ikili iskelet boyaması işlemini 37ºC’de etüvde 2-3 
günde tamamlamıştır. 
Fetal iskelet preparasyonlarında ısı kaynağı olarak 
mikrodalga ışınımının kullanılmasının sürede önemli 
azalmalar sağlayabileceğine dikkat çeken ilk araştır-
macılar Petrere ve Schardein’dir55. Bu araştırmacılar, 

fetusların fiksasyonu için mikrodalga ışınımını kul-
lanmışlardır. %10’luk tamponlu nötral formalin için-
deki tavşan fetuslarını 2-2,5 dakika, sıçan fetuslarını 
ise 2,5-3 dakika mikrodalga fırında fikse ettikten 
sonra, bir gece örnekleri formalin içinde bırakmışlar-
dır. Bu şekilde yapılan fiksasyonun son derece tatmin 
edici sonuçlar oluşturduğunu bildirmişlerdir ve mik-
rodalga ışınımı ile fikse edilen fetuslara iskelet bo-
yanması yapılabileceğini önermişlerdir, ancak kendi-
leri bu yönde bir çalışmada bulunmamışlardır. 
Petrere’den 20 yıl sonra Kahveci ve ark.56 da sıçan 
fetuslarının fiksasyonunda mikrodalga ışınımından 
yararlanmışlardır. Fiksatif olarak yine %10'luk nötral 
formalini kullanan çalışmacılar mikrodalga ışınımı 
öncesinde örnekleri 15 dakika oda ısısında fiksatif 
içinde bekletmişlerdir. Daha sonra fırını maksimum 
güçte bir dakika çalıştırarak ısıyı 50 ºC ye çıkartmış-
lardır. Ardından ısıyı sabit tutabilmek için fırını %10 
güçte çalıştırmışlar ve total irradiyasyon süresi 2,5 
dakikaya ulaştığında işleme son vermişlerdir. Bu 
şekilde fetusların konvansiyonel yöntemle aynı kali-
tede ve çok daha kısa sürede fikse edilebildiğini 
bildirmişlerdir. Sunay ve ark.57 ise Inouye’un meto-
dunun diğer aşamalarında değişiklik yapmaksızın, 
boyama aşamasını etüv yerine mikrodalga fırında 
gerçekleştirdikleri çalışmalarında, boyanma süresini 
2-3 günden 8 saate indirmişlerdir (Şekil:1). 

 

Şekil 1: 
Inouye’un metodu ile mikrodalga fırında  

boyanmış yeni doğan fare. 

c) Erişkin deney hayvanlarında kullanılabilecek 
metotlar tanımlamak: 
Erişkin deney hayvanlarında da kullanılabilecek 
metotların geliştirilmesinin gerekli olduğuna dikkati 
çeken ilk çalışmacı Selby54’dir. Dominant mutasyon-
ların fare iskeletinde oluşturduğu malformasyonları 
inceleyen çalışmacı gelişimini tamamlamış erişkin 
hayvanlara iskelet boyaması yapması gerektiğinde 
literatürde var olan metotların fetal ve neonatal hay-
vanlara yönelik olduğunu ve erişkinlerde kullanılma-
ları gerektiğinde bu metotlarda ne gibi değişikliklerin 
yapılması gerektiğine dair yeterli bilginin olmadığını 
görmüştür. Bunun üzerine geliştirdiği ve erişkin 
farelerde kullanılan hızlı metodunu 1987 yılında 
yayınlamıştır. Yine Tarpley39’e göre transgenik ve 
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knok out fare teknolojisinin kullanılmaya başlanması 
ile diferansiyel iskelet boyamasının kullanımı gele-
neksel olarak kullanıldığı alan olan toksikoloji çalış-
malarının dışına çıkmıştır. Çalışmacı, fetal dönemle-
rinde fenotipik bir anomaliye sahip olmayan 
transgenic ve knock out farelerde, erişkin yaşta tekrar 
incelendiklerinde, önemli fenotipik farklılıkların 
tespit edilmesinin bu sonucu doğurduğu belirtmekte-
dir. 

d) Boyama işlemini daha basit ve daha pratik hale 
getirmek: 
İkili iskelet boyamalarını hem daha basit ve pratik 
hale getirmek hem de aynı anda çok sayıda fetusu 
boyamak için otomatik doku takibi cihazlarının kul-
lanılması denenmiştir. Rousseaux34 metodunun kıkır-
dak boyaması ile maserasyon ve kemik boyaması 
aşamalarını doku takibi cihazında gerçekleştirmiştir. 
Çalışmacıya göre tanımladığı bu metodun avantajları 
görsel olarak son derece tatmin edici çok sayıda 
örneği hızla elde etmesidir. Rousseaux’un metodu 
kısmen otomatize edilmiş bir metottur, boyama işle-
minin bütün aşamaları cihazda gerçekleşmemektedir. 
Miller ve Tarpley35 Rousseaux’un önerdiği bu 
metotdan yola çıkarak fiksasyon aşaması dışında tüm 
işlemlerin doku takibi cihazında yapılabildiği bir 
prosedür yayınlamışlardır. Trueman ve ark.38 ise 
tavşan fetuslarında kullanılabilecek benzer bir metot 
tanımlamışlardır. 
Kıkırdak boyası olarak alcian blue'nun kullanıldığı 
ikili iskelet boyaması prosedürlerinde derinin soyul-
ması, yağ dokusunun uzaklaştırılması ve 
evisserasyon işlemleri büyük bir titizlikle yapılmalı-
dır. Çünkü bu dokular alcian blue’nun 
penetrasyonunu engelleyerek kıkırdağın boya alma-
masına neden olurlar36,41. Son derece zahmetli olan 
bu işlem, aynı zamanda, iskeletin parmaklar gibi 
küçük kısımlarının kaybedilmesi riskini de taşımak-
tadır. Boardman ve ark.58 derisi soyulmadan alizarin 
red–S ile kemik boyaması yapılmış sıçan fetuslarını 
%3’lük asetik asit solüsyonunda 7 gün bekletildiğin-
de boyanın kemik yapılardan ayrılıp kıkırdakları 
pembe renkte boyadığını bildirmiştir. Kimmel ve 
Trammell33 ise deneğin derisinin soyulmasına başla-
madan önce, 30 saniye süre ile 70 ºC’deki su banyo-
sunda bekletilmesinin yada buzdolabında, %4’lük 
tuzlu suda, bir gece bekletilmesinin işlemi kolaylaş-
tırdığını bildirmişlerdir. 
e) İskelet boyamalarını farklı amaçlara sahip 
diğer teknikler ile bir arada kullanmak: 
Chappard ve ark.49 abortus sonucu elde ettikleri ve 
Alizarin red S ile boyadıkları insan fetuslarını 
maserasyon ve saydamlaştırma aşamalarının ardın-
dan polietilen kalıplar içinde polyester monomer-
lerine gömmüşlerdir. Böylece boyanmış materyalin 
uzun yıllar boyunca zarar görmeden saklanmasının 
mümkün olduğunu bildirmişlerdir. 

Carlson ve ark.51 ise, tavuk embriyolarını kullandık-
ları çalışmalarında iskelet boyamasını Feulgen bo-
yaması ile birleştirmişlerdir. 10–12 günlük tavuk 
embriyolarının kanatlarına, fikse edildikten sonra, 
blok halinde Feulgen boyaması ardından da iskelet 
boyaması yapılmıştır. Bu aşamada makroskopik 
olarak incelenen ve fotoğraflanan örnekler daha son-
ra Paraplasta gömülmüş, kesitleri alınmış ve zıt bo-
yama yapıldıktan sonra mikroskopta incelenebilmiş-
tir. 
Dudzinski ve Neff59; fare embriyolarının dolaşım 
sistemi içerisine lateks enjekte ettikten sonra, ikili 
iskelet boyaması yapmışlardır. 
Bunların dışında; fare29, sıçan18,37, tavşan38, balık40, 
tavuk18,28, domuz, kedi, sığır18 at44 ve insan18,32 gibi 
farklı türlerin fetuslarında kullanılabilecek metotlar 
geliştirilmiştir. Yine bazı araştırmacılar metotta yer 
alan ve toksik olan maddeler yerine daha az toksik 
olan maddelerin kullanıldığı metotlar geliştirmeği 
amaçlamıştır. Bu amaçla; Webb ve Byrd41 ikili iske-
let boyamalarında boya solüsyonunun hazırlanma-
sında, korozif bir ajan olan glasial asetik asit yerine 
potasyum hidrojen fitalat kullanmışlar ve oldukça iyi 
sonuç almışlardır. 
Her ne kadar son yıllarda yayınlanan bazı çalışmalar-
da tanımlanan radyolojik teknik62 ve dijital radyogra-
fi tekniği63 iskelet boyamalarına alternatif olarak 
önerilmekteyse de; rutin teratoloji çalışmalarında 
kemik boyaması, bilimsel araştırmalar da ise ikili 
iskelet boyaması hala en sık kullanılan tekniklerdir.  
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