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OZET

Tkili iskelet boyamasi, sonuglarinin giivenilir olmasi nedeniyle; deneysel teratolojik calismalarda en sik kullanilan yontemdir ve bu neden-
le de teratoloji ¢aligsan arastirmacilar tarafindan iyi bilinmesi son derece dnemlidir. Bu derlemenin amaci; iskelet boyamasinda, ilk uygu-
lanmaya baslandig1 tarihlerden giiniimiize kadar gergeklesen baslica gelismeleri 6zetleyerek arastirmacilara kaynak olusturmaktir. Iskelet
boyamalarinda ilk 6nemli gelisme kemigin alizarin red S ile boyanmasidir. Ardindan, termdeki deney hayvam fetuslarmm iskeletinin
6nemli bir bolimiiniin kikirdaktan olugmasi nedeniyle, sadece kemigin boyanmasinin yeterli olmayacag: disiiniilerek kikirdak boliimleri
boyayacak uygun ajanlar aranmaya baslanmistir. Bu amagla, methylen blue, toludin blue, methyl green ve rezorsin fuksin denenmis, ancak
tatmin edici sonuglarmn alindig1 boya alcian blue olmustur. Bu iki boyanin beraber kullanildig: ikili iskelet boyamas1 yontemlerinin yayin-
lanmasinin ardindan da; boyanma kalitesini arttirmayi, islemin siiresini kisaltmayi, eriskin deney hayvanlarinda kullanilabilecek metotlar
tanimlamay1, boyama islemini daha basit ve daha pratik hale getirmeyi, iskelet boyamalarini farkli amaglara sahip diger teknikler ile bir
arada kullanmay1 ve farkl: tiirlerin fetuslarinda kullanilabilecek metotlar gelistirmeyi amaglayan ¢alismalar yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Teratoloji. iskelet boyamas.
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.

Iskeleti olusturan kemik ve kikirdaklarin farkli boya-
lar ile farkli renklerde ya da ayni rengin farkli tonla-
rinda boyanmasi islemine ikili iskelet boyamasi de-
nir. Literatiir incelendiginde, ikili iskelet boyamalari-
nin kullanilmis oldugu caligmalar iki grupta toplana-
bilir. Bunlardan ilki teratolojik calismalardir'. Bu
calismalarda; ¢esitli kimyasal maddelerin veya fizik-
sel etkenlerin iskelet sistemi iizerindeki teratojenik
etkileri aragtirilir. Bu amagla, gebe deney hayvanlari,
fetuslarinin iskelet gelisimi doneminde etkisi arastiri-
lan kimyasal maddeye ya da fiziksel etkene maruz
birakilir ve fetuslar terme ulagtifinda iskelet sistem-
leri boyanarak herhangi bir malformasyonun gelisip
gelismedigi incelenir. ikinci gruptaki calismalar ise

gelisimsel ¢aligmalardir. Bu caligmalarda, ya abortus
sonucu elde edilen insan embriyo ve fetuslarina ikili
iskelet boyamasi yapilir ve farkli kemiklerdeki kemik
ve kikirdak alanlarin fetus yasi, diger kemiklerdeki
kemiklesme, vb. ile iliskisi incelenir'®"?, ya da
teratolojik caligmalarda genellikle tercih edilen deney
hayvanlarinin fetuslarina, gelisimlerinin farkli evrele-
rinde ikili iskelet boyamasi yapilarak, iskelet sistemi-
nin gelisimi incelenir'*". Ancak, ikili iskelet boya-
malarinin rutin olarak kullanildig: alan, tiim farmako-
lojik, endiistriyel ve ¢evresel kimyasal madde adayla-
riin onay almadan once gectikleri, olas1 teratojenik
etkilerinin arastirildig1 asamadir.
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ilk iskelet Boyamasi Galigmalari

Hill ve Zdan'®a gore bir biitiin olarak kemigi ilk
boyayan ve bu sayede kemigin anatomisi ve gelisimi
hakkindaki ilk bilgileri olusturan arastirmaci Belchier
(1735-1736) dir. Belchier, ingiliz Adalarinda yeti-
sen, halk arasinda "madder plant" ismiyle bilinen ve
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"Rubia" ailesinden "Rubia perigrina" oldugu diisiinii-
len bitkinin koklerini toz haline getirip hayvanlarin
yemlerine karistirdiginda, hayvanlarin kemiklerinin
kirmiziya boyandigini saptamistir. Belchier’in tanim-
ladig1 bu metot, daha sonra kemik biiylimesi ile ilgili
caligmalar1 olan John Hunter (1830) ve mandibiiler
alveolar kemigin biiyiimesi iizerine ¢aligan James C.
Brash (1926) gibi diger arastirmacilar tarafindan da
kullanilmustir.

Yine aymi arastirmactya gore'® kemigin boyanmast
alanindaki en O6nemli geligme, 1868 yilinda Graebe
ve Liebermann’in parlak komiir katranindan alizarini
elde etmesi olmustur. Alizarin molekiilii kisa siirede
mikroskobik ve makroskobik olarak kalsiyumun
gosterilmesinde kullanilan indikatorlerin ¢ekirdegi
haline gelmistir. Bunun iizerine alizarinin kemik
boyamasi i¢in kullanildig1 ¢cok sayida calisma yapil-
mig ve yaymlanmigtir. Bunlardan en kabul goren ve
en giivenilir sonuglarm alindig1 ilk metot, Dawson'’
tarafindan 1926’da yaymlanmistir.

Dawson’un metodunu daha 6nce yayinlanmis olan ve
alizarini kullanarak kemigi boyayan metotlardan
farkl kilan, bir bagka deyisle basarilt olmasini sagla-
yan; kullanilan boya soliisyonundaki alizarinin kon-
santrasyonu olmustur. Daha 6nce yaymlanmis olan
caligmalarda ornekler, % 95’lik etanolde hazirlanan
olduk¢a yiiksek konsantrasyonlu bir alizarin red-S
soliisyonunda boyanmistir. Boya konsantrasyonunun
yiiksek oldugu bu soliisyon iskelet yapisindaki ke-
miklerin yaninda yumusak dokularda da boyanmaya
neden olmustur. Bu nedenle, boyama asamasinin
ardindan, yumusak dokudaki boyayi uzaklastirmak
amactyla soldurma isleminin yapilmasi gerekmistir.
Soldurma; ya asit alkol soliisyonunun kullanilmas: ile
(% 95’lik etanolde %0.5’lik siilfiirik asit soliisyonu
gibi), ya da denegin, yumusak dokulardaki boya
uzaklasana kadar gii¢lii giines 1s18inda bekletilmesi
ile yapilmistir ve her iki prosediiriin de bazi dezavan-
tajlar1 goriilmiistlir. Asit alkoliin kullanildig1 teknik,
kiigiik kalsifikasyon alanlarinin dekalsifiye olmasina
neden olabildigi i¢in giivenilir bulunmamistir. Gilines
1s181inda bekletme ise, 6zellikle iklimin uygun olma-
dig1 durumlarda olduk¢a uzun zaman almistir ve
soldurma isleminin haftalarca hatta aylarca stirmesine
neden olmustur.

Dawson’un metodunda ise, boyama soliisyonu son
derece diliiedir (1:10.000 alizarin:%1 KOH) ve bu
nedenle kemigin boyanmasi progressif olarak gercek-
lesmektedir. Yani kemik ilerleyici sekilde selektif
olarak boyanmakta ve yumusak dokularda boyanma
olmadig i¢in soldurma islemine gerek duyulmamak-
tadir. Bu nedenle, hem asitte soldurma isleminin
neden olabilecegi dekalsifikasyon, hem de giines
1s18inda soldurma isleminin neden olacagr zaman
kayb1 engellenmektedir.

Dawson’un tanimladig1 ve albino siganlarda basarilt
sonuclar aldigi bu metodun ardindan Lipman'®,
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Dawson' un metodunda 6nerdigi %1°lik KOH yerine
ayn1 ajanin %2’lik konsantrasyonunu kullanarak yeni
bir metot tanimlamistir ve metodunun sigan, domuz,
insan, sigir, kedi ve tavuk embriyolarinda basarili
sonuglar verdigini bildirmistir.

Her ne kadar giinlimiizde bile teratolojik etkilerin
degerlendirilmesinde sadece kemigi incelemekle
yetinen arastirmacilar varsa da'®?% heniiz iskeletin
kemik kisminin boyanmasinda kullanilacak giivenilir
bir metodun arastirilmasina devam edilirken,
termdeki deney hayvani fetuslarinin iskeletinin 6-
nemli bir béliimiiniin kikirdaktan olusmasi nedeniyle,
sadece kemigin boyanmasi ile elde edilecek sonugla-
rin giivenilir olmayacagi ve kikirdakta olusan anoma-
lilerin gozden kagacag: fark edilmistir™?’. Bunun
lizerine kikirdagi boyayacak boyalar ve metotlar
denenmeye baglanmistir.

Love ve Vickers’a gore®, ilk kez 1902 senesinde
Wijhe, asit alkoldeki methylen blue soliisyonunu
kullanarak iskeletin kikirdak kisimlarmi boyamustir.
Yine ayni arastirmacilar Lundvall’in, Wijhe’nin
metodunda, diger asamalarda herhangi bir degisiklik
yapmaksizin, methylen blue yerine toluidin blue
(1904) ve methyl green (1912) kullanarak iki yeni
metot tanimladigini ve bunun ardindan da Lee ve
Mayer’in balik iskeletindeki kikirdak kisimlar
rezorsin fuksin ile basarili olarak boyadiklarini bil-
dirmislerdir.

Dawson’un kemik boyanmasi metodunun yayinlan-
masindan sonra, kikirdak boyamasi ile kemik boya-
masinin beraber yapildigi ¢aligmalar planlanmaya
baslanmistir. Williams®®, %10’luk formalinde fikse
ettigi orneklerin iskeletinin kikirdak kismini toludin
blue ile boyamistir. Kemik kismin boyanmasinda ise
alizarin red-S’i kullanmigtir. Williams’in ardindan
Burdi, formalin—aseton—alkol karigiminda fikse ettigi
fare”” ve tavuk™ embriyolarmin iskeletlerini alizarin
red—S ve toludin blue ile diferansiyel olarak boyamis-
tir. Burdi’nin metodu yaklasik 8—12 giinde tamam-
lanmaktadir ve Williams’in metodundan daha kisa
bir metottur.

Ancak, kikirdagi boyama amaci ile yukarida adi
gegen boyalart kullanan diger aragtirmacilar, toludin
blue ya da metilen blue ile gergeklestirilen boyama-
nin zamanla azaldigin1 ve kisa siirede soldugunu
gozlemlemislerdir™**3!. Ojeda ve ark.” 1970
yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda, Lundwall’in
teknigini kullanarak kikirdak boyamasini asidifiye
alkolik toludin blue ile yaptiklarinda, hem islemin
uzun siire aldigint hem de boyanin zamanla soldugu-
nu bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, ayn1 makalele-
rinde tavuk embriyolarini boyamak i¢in kullandiklar
ve boyanmada zamanla azalma goézlemlemedikleri
alcian blue metodunu yaymlamiglardir. Her ne kadar
alcian blue’nun kikirdak boyamasinda kullanilmasini
oneren bu ilk ¢alismadan sonra da, insan embriyola-
rinda*® ve sigan embriyolarinda® alcian blue’nun



ikili Iskelet Boyamalar1

kullanimindan o6nce Onerilen methyl green ve
methylen blue gibi boyalar yeniden denendiyse de
kabul gérmemis ve boylece ikili iskelet boyamasinda
bugiin de en sik kullanilan iki ajan olan alizarin red-S
ve alcian blue arastirmacilar tarafindan kabul géren
boyalar olmustur.

Gerek Dawson’un'” gerekse Ojega ve ark.”’nin me-
totlart sadece kemigi ya da sadece kikirdagi boyayan
metotlardir. Bu iki ajanin beraber kullanildigr ilk ikili
iskelet boyamasi metodunu ise 1971 yilinda Simons
ve Van Horn yaymlamuslardir. Cesitli yazarlar®'~*
Simons ve Van Horn’un metodunun iki agamali bir
metot oldugundan bahsetmektedir. Yani Once bir
komponenti boyanan 6rnek masere edilir ve ardindan
ikinci komponenti i¢in boyanir. Wassersug’a®® gore
Simons ve Van Horn, Ojeda ve ark.’nin yayinladigi
metodu standart bir alizarin red-S ile kemik boyamasi
metoduyla birlestirerek tavuk embriyolarini basariyla
boyamuslardir.

Ikili iskelet boyamasini giiniimiizde sikga tercih edi-
len haline getiren son onemli gelisme, Inouye’un®
1976’da tek asamali bir boyama metodu tanimlamasi
olmustur. Bu metotla; iskeletin hem kemik hem de
kikirdak kisimlari, ayni anda, igerisinde hem alcian
blue’nun hem de alizarin red—S’in bulundugu boya
soliisyonu ile boyanmistir. Her ne kadar bu metotta
boyama islemi maserasyon ve saydamlagtirmadan
once yapildig1 i¢in, optimal boyanmanin degerlendi-
rilmesinin gii¢ oldugunu belirten arastirmacilar ol-
mussa da***¢ Inouye’ un Onerdigi metot, daha kisa
stirmesi ve daha pratik olmasi nedeni ile diger aras-
tirmacilar tarafindan da kullanilmistir®>=>27,

ikili iskelet Boyamasi1 Denemelerinin
Amaglari

Her ne kadar Inouye’un ¢aligmast kemik ve kikirda-
gin ayni anda farkli ajanlar ile farkli renklerde bo-
yanmasinda basarili olmussa da, bilimin temelinde
yatan daha iyiyi arama ¢abasindan dolayi, ikili iskelet
boyamast metoduna yonelik ¢ok sayida yeni ¢aligma-
larin yapilmasina devam edilmistir ve siiphesiz bun-
dan sonra da devam edilecektir. Ilk giinlerinden bas-
layarak giliniimiize ulasan ¢izgisinde iskelet boyama
metotlarina yonelik ¢aligmalar incelendiginde, tiim
caligmalarin amaglarmin birka¢ ana baglik altinda
toplanabilecegi goriiliir.

a) Boyanmanin kalitesini arttirmak:

Iskelet boyamalarinda boyanmanin kalitesini arttir-
mak i¢in ilk denenen iskeletin kemik ve kikirdak
kisimlarin1 boyayacak uygun ajanlari aramak olmus-
tur. Daha once de anlatildig: gibi, kikirdagi boyamak
amactyla farkli ajanlar denenmis®™>**>'"%*" ve bo-
yanma kalitesi, boyanmanin hizi ve islemin sonraki
asamalarinda ya da zamanla solmamasi gibi faktorler
g6z Oniine alindiginda alcian blue’nun en uygun ajan

oldugu goriilmistiir. Bunun sonucunda da, ikili iske-
let boyamalarinda kikirdak kisimlarin boyanmasinda
en sik kullamilan boya alcian blue olmustur®="***!,
Ancak, Yamada** kemik kisimlarinin Alizarin red S
ile boyanmasindan sonra en az on yil beklemis olan
materyallerin kikirdak kisimlarini boyamak amaciyla,
i¢lerinde alcian blue’nun da bulundugu 21 farkli boya
denedigi calismasinda en iyi boyanmayi kikirdagi
mavi-menekse renginde boyayan bromophenol blue
ile elde ettigini bildirmis ve ardindan bu metodu
detayl1 bir bigimde yaymlamistir®.

Ideal kikirdak boyasinin aranmasi sirasinda gok sayi-
da farkli boyalar denenmesine ragmen, kemigin bo-
yanmasinda alizarin red—S’e alternatif olarak giinde-
me getirilen tek ajan mureksittir. Mureksit (amonyum
purpurat) de tipki alizarin red—S gibi bir kalsiyum
selatoriidiir. Bu boyanin kemigin gross boyanmasin-
da kullanimmi oneren ilk c¢alismacilar Hill ve
Zdan'®dir. Bu calismacilar etanolde fikse ettikleri
yenidogan sicanlart mureksit ile boyadiklarinda iki
basarilt metot elde etmislerdir. Bunlardan ilkinde 1
ml %2' lik KOH iginde 0.05 g mureksit bulunan bir
boya soliisyonu kullanilir. 6 saat siiren boyama islemi
sonunda kemikler kahverengimsi sar1 renkte boyanir.
Diger metotta ise 200 ml %95'lik etanolde 0.1 g
mureksit bulunan bir boyama soliisyonu kullanilir ve
boyama islemi bir gece siirer. Kemikler ise kirmiza
renkte boyanir. Caligmacilar, etkisinin son derece
hizli olmasi ve kalsiyum ile 1:1 oraninda selasyon
yapmas1 nedeniyle fazla miktarlarda boya soliisyo-
nunda birakildiginda bile asir1 boyanmaya neden
olmamasindan  dolayr kemigin  boyanmasinda
mureksitin alizarine rakip oldugunu bildirmislerdir.
Hill ve Zdan’dan sonra az sayida da olsa mureksiti
ikili iskelet boyamalarinda kemigin boyanmasinda
tercih eden calismacilar olmugtur®>.

Boyanma kalitesini arttirmak i¢in yapilan ¢alismala-
rin bir kismi da en uygun fiksatifi bulmay1 amagla-
mustir. Dawson'’ %95’lik etanolde yapilan 48-72
saatlik fiksasyonun iyi sonuglar verdigini, ancak
slirenin uzamasmin maserasyon agamasini zorlastir-
digim bildirmistir. Lipman'® fiksasyonda hem etanolii
hem de ilk kez Ignalzi tarafindan 1929 yilinda kulla-
nimi Onerilen %10'luk formalini denemis ve etanol
ile fikse edilen 6rneklerin daha hizli masere olmasi
ve saydamlagsmanin ¢ok daha yeterli olmas1 nedeniy-
le fiksasyonda bu ajanin kullanilmasini énermistir.
%10’luk formalinin Lipman tarafindan bir dezavantaj
olarak goriilen maserasyonu geciktirici etkisini
Williams*® maserasyonun ¢ok daha kontrollii gercek-
lestirilmesini saglayan bir avantaj olarak degerlen-
dirmistir ve bu islem sirasinda iskeletin tamamen
dagilmasini engellemek i¢in %10’luk formalinin
kullanilmasint 6nermistir. Ayni ¢alismaci bu fiksatif
ile yeterli fiksasyonun saglanabilmesi icin fiksasyon
sliresinin en az bir hafta olmasi1 gerektigini bildirmis-
tir. Burdi**® etanoliin daha hizli maserasyon ve daha
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kaliteli saydamlasma saglamasi 6zelligini formalinin
maserasyonu daha kontrollii bir sekilde gerceklestir-
mesi ile birlestirmek amaciyla fiksasyonda bu iki
ajanin beraber kullanilmasini énermistir. Bu ¢alisma-
larinda yenidogan fare ve siganlarin fiksasyonunda
formalin: asetik asit: %70’lik etanolii 1:1:8 oraninda
karigtirarak bir fiksatif hazirlamistir ve bu fiksatif
kullanildiginda 40 dakikalik bir fiksasyonun yeterli
oldugunu gozlemlemistir. Bu ii¢ fiksatif disinda
Ojeda® ve McCann® fiksasyonda Bouin soliisyonu
kullanmiglardir ancak bu fiksatif diger c¢aligmacilar
tarafindan kabul gérmemistir. Giiniimiize kadar ya-
yinlanmis olan tiim metoda yonelik calismalar ince-
lendiginde etanoliin'®****373%41:4 “0410°Juk formali-

nin?*3031404550 v formalin:  asetik asit:  etanol-
in***%! en sik tercih edilen fiksatifler oldugu goriil-
mektedir.

Iskelet boyamalarinin daha ilk yillarinda, iyi boyan-
mig Ornekler elde edebilmek icin maserasyon ve
saydamlagtirma islemlerinin ne kadar énemli oldugu
anlasilmig, bu basamaklarda farkli ajanlar ya da ayni
ajanin farkli konsantrasyonlarinin denenmesine bas-
lanmistir. Sedra*’nin %2’°lik NaOH kullandig1 meto-
du diginda, maserasyonda kullanilan tek ajan KOH
olmustur. Bugiine kadar yaymlanmig olan metotlar
incelendiginde KOH konsantrasyonunun %0.5 ile
%10 arasinda degistigi goriilmektedir. Kullanilacak
konsantrasyonu belirlerken dikkate alinmasi gereken
ilk faktér masere edilecek Ornegin biyiikligiidiir.
Denek biiyiidiikge kullanilacak KOH’in konsantras-
yonu arttirilmahdir. Burdi ve Flecker® tavuk embri-
yolarin1 kullandig1 ¢aligmasinda 7-10 giinliik embri-
yolar i¢in %0.5°’lik, 11-16 glinliik embriyolar i¢in
%1°lik ve 17-21 giinlilk embriyolar i¢in %3’lik KOH
kullanimimin uygun oldugunu bildirmistir. Yine ak-
varyum baliklarinda ¢aligan Park ve Kim* %0.5’lik
KOH kullanmislardir. Onemli bir diger faktor de
islemin ne kadar hizli olmasmin istendigidir. %5-
10’Iuk konsantrasyonlar genellikle fiksasyon agamasi
yapilmadan taze Orneklerin direk masere edildigi
hizh  prosediirlerde tercih edilmistir’>.  Ancak,
maserasyonu hizlandirmak icin KOH konsantrasyo-
nunun arttirllmasimin her zaman iskeletin dagilmasi
ile sonuglanmasi olast oldugu unutulmamaldir. Yani
zaman ¢ok Onemliyse bu yiliksek konsantrasyonlar
kullanilabilir, fakat tamamen giivenilir degildir. Jensh
ve Brent® %10’un iizerindeki konsantrasyonlarinda
KOH’in kismen ya da tamamen disartikiilasyona
neden oldugunu bildirmiglerdir. Simdiye kadar ya-
yinlanmis olan metotlar incelendiginde KOH’in en
cok %I lik!TH DI Gova 0182633384454
konsantrasyonlarda kullanildig: goriilmektedir.

Saydamlastirma asamasinda ilk yillardan itibaren en
cok tercih edilen ajan gliserin olmustur. Williams’a
g6re”® gliserini ilk kez 1897 senesinde Schultze kul-
lanmistir. Bugiine kadar yayinlanmis olan boyama
metotlarinin ¢ogunda fiksasyon ve maserasyonun
ardindan boyanan Ornekler gliserinin artan konsant-
rasyonlarinda saydamlastirilir ve ardindan da mantar
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iiremesinin engellenmesi amactyla birkag parga timol
kristali eklenmis olan saf gliserinde depolanir'®
18.25.29.30.34-36.3845.52 * Gliserin ile saydamlastirilan or-
neklerin kolay manipiile edilebildigini bildirmekle
beraber yumusak dokularmn saydamlastiriimasinin
yeterli olmadigini diisiinen bazi ¢alismacilar bu aja-
nin yerine metil salisilat’in****!, gliserin—etil alkol
karisimmim?’?**7 gliserin—etil alkol-benzil alkol
karisimmin®®>*>, ksilenin®®, metil salisilat-benzil
benzoat karisiminin®  kullanimini - dnermislerdir.
Gliserinin en 6nemli alternatifi olan enzimatik say-
damlastirmay1 ilk deneyen arastirmacit ise Tay-
lor***"dir. Taylor kiigiik vertebralilarm kemiklerini
alizarin red-S ile boyamadan 6nce yumusak dokula-
rin saydamlagtirilmasinda tripsini  kullanmistir. Bu
metot, 6zellikle gliserin ile iyi sonuglarin alinamadigi
uzun siire koruyucu sivilarda saklanmig olan 6rnekle-
rin saydamlastirilmasinda son derece basarili olmus-
tur. Enzimatik saydamlagtirma ile, uygun sekilde
fikse edilip korunmus olan bag dokusunun sindirimi
onemsiz derecededir. Kas dokusu ise ortamdan ta-
mamen uzaklastirilir. Bu sayede alkali maserasyon
sirasinda kas dokusunda olusan ozmotik etkiler sonu-
cunda gelisen asir1 sismelerden, yirtilmalardan ve bag
dokusunda olusan sekil bozukluklarindan kaginilmig
olur. Taylor’dan sonra Dingerkus ve Uhler’' bu me-
todu alcian blue ile boyanmis 6rneklere uygulamiglar
ve ardindan 6rneklere kemik boyamasi yapmiglardir.
Gosztonyi® ise enzime dayali gamasirhane deterjan-
larmin kullanimi ile islemin daha ekonomik hale
getirilebilecegini bildirmistir. Kelly ve Bryden® bu
metodu kullanan diger ¢aligmacilardir.

Boyanma kalitesini arttirmaya yonelik olarak dene-
nenlerden biri de; viicut pigmentlerini agartmak igin
maserasyon sivisina hidrojen peroksitin eklenmesi

olmustur®>.

b) islemin siiresini kisaltmak:

Herhangi bir farmakolojik, endiistriyel yada ¢evresel
kimyasal madde adaymin teratolojik etkiye sahip
olup olmadig1 arastirilirken, uygun istatistiksel ince-
lemenin yapilabilmesi igin, ¢ok sayida denegin kulla-
nilmasi zorunludur. Bu da ikili iskelet boyamalarinda
bulunmasi sart olan giivenilirlik, kalicilik ve tekrarla-
nabilme ozelliklerine, 6nemli bir bagka Ozelligin,
islemin kisa siirede tamamlanmasinin eklenmesine
neden olur.

En iyi sonucu yakalarken harcanan zamani minimu-
ma indirme amacini tagiyan c¢aligmalarda fiksasyon
asamasinin atlanmasi ve maserasyonu hizlandirmak
icin artmig KOH konsantrasyonlarmin kullanilmasi
denenmis ve basarili sonuglar almmistir. True®> hem
fiksasyon agamasini atlayarak hem de artmig kon-
santrasyonda KOH (%5-10) kullanarak islemini
hizlandirmay1 basarmustir. Jensh ve Brent™, degisik
KOH konsantrasyonlarini, maserasyon siirelerini ve
asetonda bekleme siirelerini denedikleri ¢aligmalari-
nin sonucunda iki farkli metot 6nermislerdir. Bunlar-
dan ilki 9 giinde tamamlanan hizli metottur. Arastir-
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macilar bu prosediir ile boyanan preparatlarin iyi
saydamlagsmadigini, ancak zamanin son derece dnem-
li oldugu ve detaysiz incelemelerin amaglandig: ca-
lismalarda kullamlabilecegini bildirmislerdir. Oner-
dikleri ikinci metot ise detayli incelemenin amaglan-
dig1 calismalar i¢in uygundur ve 14 giinde tamam-
lanmaktadir. Selby®, eriskin farelerde yaptigi ¢alis-
masinda hizli ve kaliteli bir kemik boyamasi metodu
gelistirebilmek igin; Orneklerin fikse edilmedigi,
maserasyon asamasinda KOH’in farkli konsantras-
yonlarindan yararlanilan, daha iyi ve hizli saydamlas-
tirma igin gliserin, benzil alkol, etanol ve su karigi-
minin kullanildigr metotlar denemistir ve ¢aligmala-
rinin sonucunda iki farkli prosediir dnermistir. Bun-
lardan ilki kisa olan 3 giinliik kemik boyamasi meto-
dudur. Arastirmact bu metodun tek dezavantajinin
elde edilen 6rneklerin daha kirilgan olmasi oldugunu
bildirmistir ve bu nedenle de zamanin uygun olmasi
durumunda 11-14 giin siiren ikinci prosediiriin tercih
edilmesini 6nermistir. Hem kemigin hem de kikirda-
gin boyandig1 ilk hizli boyama metodu ise Kimmel
ve Trammell® tarafindan 1981°de yaymlanmustr.
Kimmel ve Trammell de fikse edilmemis fetuslar
kullanmislar ve boyama islemini 39 saatte tamamla-
miglardir.

Iskelet boyamasi metotlarinin siirelerini kisaltmay1
amaglayan diger bir grup caligmada ise, 1sinin kimya-
sal reaksiyonlar arttiric1 6zelliginden yararlanilmis-
tir. Hood ve Neill** 1948 yilinda yaymladiklari ca-
lismalarinda fare, tavuk ve at embriyolarinin alizarin
red-S ile boyanmis preparatlarini hazirlarken, boya-
ma asamasindan sonraki maserasyon ve saydamlas-
tirma islemini 70 °F’deki inkiibatérde gerceklestir-
mislerdir. Bu sayede True’*’nun metodunda oda
1s1sinda 9 giin siiren bu asamay1 4 giinde tamamlaya-
bilmislerdir. Benzer bir c¢alisma 1950°de Sedra®
tarafindan yaymlanmigtir. Sedra metodunda hem
boyanma Oncesindeki maserasyon asamasint hem de
boyama asamasint 38°C’de etiivde gerceklestirmistir.
Ancak, oda 1sisinda Dawson'”’un metodunda yakla-
stk 24-72 saat, Hood ve Neill*’in metodunda ise 72
saat sliren maserasyon agamasinda kisalma saglaya-
mamigtir. Biyilik olasilikla bunun sebebi; onceki
caligmalarda kullanilan fiksatifin etanol olmasi ve
buna karsilik Sedra’nin  kullandig1  fiksatifin
maserasyon islemini geciktirici etkiye sahip oldugu
bilinen %10’luk formalin olmasidir. Buna ragmen
Sedra, calismasinda boyama agamasimi kisaltmada
basarili olmustur ve Lipman'®’mn metodunda oda
1sisinda 24 saat siiren Alizarin red-S ile kemigin
boyanmasi asamasini 12 saatte tamamlayabilmistir.
Ikili iskelet boyamasinda 1sidan yararlanarak islem
siiresini kisaltan ilk galigmaci Inouye®’dur. Inouye
ikili iskelet boyamasi islemini 37°C’de etiivde 2-3
giinde tamamlamistir.

Fetal iskelet preparasyonlarinda 1s1 kaynagi olarak
mikrodalga 1smiminm kullanilmasinin siirede 6nemli
azalmalar saglayabilecegine dikkat geken ilk arastir-
macilar Petrere ve Schardein’dir®. Bu arastirmacilar,

fetuslarin fiksasyonu i¢in mikrodalga 1sinimimi kul-
lanmislardir. %10’luk tamponlu nétral formalin i¢in-
deki tavsan fetuslarim1 2-2,5 dakika, sigan fetuslarini
ise 2,5-3 dakika mikrodalga firinda fikse ettikten
sonra, bir gece drnekleri formalin i¢cinde birakmislar-
dir. Bu sekilde yapilan fiksasyonun son derece tatmin
edici sonuglar olusturdugunu bildirmislerdir ve mik-
rodalga 1smimu ile fikse edilen fetuslara iskelet bo-
yanmasi yapilabilecegini 6nermislerdir, ancak kendi-
leri bu yonde bir ¢aligmada bulunmamislardir.
Petrere’den 20 yil sonra Kahveci ve ark.® da sigan
fetuslarmin fiksasyonunda mikrodalga 1smimindan
yararlanmiglardir. Fiksatif olarak yine %10'luk nétral
formalini kullanan ¢alismacilar mikrodalga 1smimi
oncesinde ornekleri 15 dakika oda 1sisinda fiksatif
iginde bekletmislerdir. Daha sonra firin1 maksimum
giicte bir dakika caligtirarak 1s1y1 50 °C ye cikartmis-
lardir. Ardindan 1s1y1 sabit tutabilmek igin firmi %10
giicte calistirmiglar ve total irradiyasyon siiresi 2,5
dakikaya ulastiginda isleme son vermislerdir. Bu
sekilde fetuslarin konvansiyonel yontemle ayni kali-
tede ve ¢ok daha kisa siirede fikse edilebildigini
bildirmislerdir. Sunay ve ark.’’ ise Inouye’un meto-
dunun diger asamalarinda degisiklik yapmaksizin,
boyama asamasini etiiv yerine mikrodalga firinda
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda, boyanma siiresini
2-3 giinden 8 saate indirmislerdir (Sekil:1).

N
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Sekil 1:
Inouye’un metodu ile mikrodalga firinda
boyanmus yeni dogan fare.

¢) Eriskin deney hayvanlarinda kullanilabilecek
metotlar tammlamak:

Erigkin deney hayvanlarinda da kullanilabilecek
metotlarin gelistirilmesinin gerekli olduguna dikkati
¢eken ilk ¢alismaci Selby *’dir. Dominant mutasyon-
larin fare iskeletinde olusturdugu malformasyonlar
inceleyen calismact gelisimini tamamlamis erigkin
hayvanlara iskelet boyamasi yapmasi gerektiginde
literatlirde var olan metotlarin fetal ve neonatal hay-
vanlara yonelik oldugunu ve erigkinlerde kullanilma-
lar1 gerektiginde bu metotlarda ne gibi degisikliklerin
yapilmasi gerektigine dair yeterli bilginin olmadigimni
gormiistiir. Bunun {lizerine gelistirdigi ve erigkin
farelerde kullanilan hizli metodunu 1987 yilinda
yaymlamistir. Yine Tarpley’”’e gore transgenik ve

123



knok out fare teknolojisinin kullanilmaya baglanmasi
ile diferansiyel iskelet boyamasinm kullanimi gele-
neksel olarak kullanildig: alan olan toksikoloji calis-
malarmin digina ¢ikmistir. Calismaci, fetal donemle-
rinde fenotipik bir anomaliye sahip olmayan
transgenic ve knock out farelerde, erigskin yasta tekrar
incelendiklerinde, ©nemli fenotipik farkliliklarin
tespit edilmesinin bu sonucu dogurdugu belirtmekte-
dir.

d) Boyama islemini daha basit ve daha pratik hale
getirmek:

Ikili iskelet boyamalarmi hem daha basit ve pratik
hale getirmek hem de ayni anda ¢ok sayida fetusu
boyamak i¢in otomatik doku takibi cihazlarmin kul-
lanilmasi denenmistir. Rousseaux** metodunun kikir-
dak boyamasi ile maserasyon ve kemik boyamasi
asamalarint doku takibi cihazinda gergeklestirmistir.
Caligmaciya gore tanimladigi bu metodun avantajlart
gorsel olarak son derece tatmin edici ¢ok sayida
ornegi hizla elde etmesidir. Rousseaux’un metodu
kismen otomatize edilmis bir metottur, boyama isle-
minin biitiin asamalar1 cihazda ger¢eklesmemektedir.
Miller ve Tarpley” Rousseaux’un Onerdigi bu
metotdan yola ¢ikarak fiksasyon agamasi diginda tiim
islemlerin doku takibi cihazinda yapilabildigi bir
prosediir yaymlamuslardir. Trueman ve ark.’® ise
tavsan fetuslarinda kullanilabilecek benzer bir metot
tanimlamuglardir.

Kikirdak boyasi olarak alcian blue'nun kullanildig:
ikili iskelet boyamasi prosediirlerinde derinin soyul-
masi, yag dokusunun uzaklastirilmasi  ve
evisserasyon islemleri biiyiik bir titizlikle yapilmali-
dir. Cinkii bu dokular alcian  blue’nun
penetrasyonunu engelleyerek kikirdagin boya alma-
masina neden olurlar*®*'. Son derece zahmetli olan
bu islem, ayn1 zamanda, iskeletin parmaklar gibi
kiigiik kisimlarinin kaybedilmesi riskini de tagimak-
tadir. Boardman ve ark.”® derisi soyulmadan alizarin
red-S ile kemik boyamasi yapilmis sigan fetuslarini
%3’liik asetik asit sollisyonunda 7 giin bekletildigin-
de boyanin kemik yapilardan ayrilip kikirdaklar
pembe renkte boyadigini bildirmistir. Kimmel ve
Trammell* ise denegin derisinin soyulmasima basla-
madan dnce, 30 saniye siire ile 70 °C’deki su banyo-
sunda bekletilmesinin yada buzdolabinda, %4’ lik
tuzlu suda, bir gece bekletilmesinin islemi kolaylas-
tirdigint bildirmislerdir.

e) lskelet boyamalarim farkh amaglara sahip
diger teknikler ile bir arada kullanmak:

Chappard ve ark.”” abortus sonucu elde ettikleri ve
Alizarin red S ile boyadiklar1 insan fetuslarmm
maserasyon ve saydamlastirma asamalarmim ardin-
dan polietilen kaliplar i¢inde polyester monomer-
lerine gommiislerdir. Boylece boyanmis materyalin
uzun yillar boyunca zarar gérmeden saklanmasinin
miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
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Carlson ve ark.”' ise, tavuk embriyolarmi kullandik-
lar1 ¢aligmalarinda iskelet boyamasini Feulgen bo-
yamast ile birlestirmislerdir. 10-12 giinliik tavuk
embriyolarinin kanatlarina, fikse edildikten sonra,
blok halinde Feulgen boyamasi ardindan da iskelet
boyamasi yapilmistir. Bu asamada makroskopik
olarak incelenen ve fotograflanan drnekler daha son-
ra Paraplasta gdomiilmis, kesitleri alinmis ve zit bo-
yama yapildiktan sonra mikroskopta incelenebilmis-
tir.

Dudzinski ve Neff’’; fare embriyolarnin dolasim
sistemi igerisine lateks enjekte ettikten sonra, ikili
iskelet boyamasi yapmusglardir.

Bunlarin disinda; fare”, sican'®*’, tavsan®®, balik®,
tavuk'®®, domuz, kedi, s1g1r18 at** ve insan'®* gibi
farkl tiirlerin fetuslarinda kullanilabilecek metotlar
gelistirilmistir. Yine bazi arastirmacilar metotta yer
alan ve toksik olan maddeler yerine daha az toksik
olan maddelerin kullanildigi metotlar gelistirmegi
amaclamustir. Bu amagla; Webb ve Byrd*! ikili iske-
let boyamalarinda boya soliisyonunun hazirlanma-
sinda, korozif bir ajan olan glasial asetik asit yerine
potasyum hidrojen fitalat kullanmislar ve oldukga iyi
sonug almiglardir.

Her ne kadar son yillarda yayinlanan bazi ¢alismalar-
da tanimlanan radyolojik teknik® ve dijital radyogra-
fi teknigi® iskelet boyamalarina alternatif olarak
onerilmekteyse de; rutin teratoloji caligmalarinda
kemik boyamasi, bilimsel arastirmalar da ise ikili
iskelet boyamasi hala en sik kullanilan tekniklerdir.
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