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ÖZET 

Bu çalışmanın amacı, teratoloji araştırmalarında sık kullanılan ikili iskelet boyaması yöntemlerinden birisi olan Inouye’un metodunda 48–72 
saat olarak belirtilmiş olan boyama aşamasını mikrodalga ışınımından yararlanarak kısaltmaktır. 24 adet bir günlük Swiss albino cinsi fare iki 
gruba (mikrodalga grubu ve kontrol grubu) ayrıldı. Mikrodalga grubunda yer alan deneklerin iskelet boyaması mikrodalga fırında, 
40.47±4.8 °C’de, 8 saat süreyle yapılırken kontrol grubundaki deneklerin iskelet boyaması Inouye’un metodunda belirtildiği gibi etüvde, 
37 °C’de, 72 saat süreyle yapıldı. Deneklerin boyanma kalitesi incelendiğinde gruplar arasında önemli farklılık gözlenmedi. Böylece 
Inouye’un metodunda 72 saat olan iskelet boyaması süresi, mikrodalga ışınımı kullanıldığında, boyanmanın kalitesinde azalmaya neden 
olmadan, 8 saate indirildi. İkili iskelet boyamalarında, işlemin süresini kısaltmak için, mikrodalga ışınımından yararlanılabileceği sonucuna 
varıldı. 

Anahtar Kelimeler: Mikrodalga. Kıkırdak. Kemik. İskelet. Teratoloji. 

 

Double Skeletal Staining With Microwave Irradiation 

 

ABSTRACT 

The aim of this study is to shorten the 48-72 hours lasting (48-72 hours-lasting) staining period of the most frequently used double skeletal 
staining method, Inouye’s method, by microwave irradiation. 24 one-day-old Swiss albino mice were separated into two groups (microwave 
group and control group). Cases in the microwave group were stained by microwave oven at 40.47±4.8 °C for 8 hours and cases in the 
control group were stained by conventional heating at 37 °C for 72 hours, as described by Inouye. When the staining quality of the cases 
compared no significant difference was found between groups. By the use of microwave irradiation, the duration of staining procedure, 
which originally was 72 hours, has been reduced to 8 hours without causing any reduction in the quality of staining.  It is concluded that 
microwave irradiation can be used to decrease the time required for double skeletal staining. 
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Endüstriyel ve farmakolojik ajanların teratojenik etki-
lerinin incelenmesinin vazgeçilmez aşamalarından 
birisi de iskelet sisteminde oluşturdukları 
malformasyonların belirlenmesidir. Bu amaç için en 
sık kullanılan yöntem iskelet boyaması yöntemidir1,2. 

İskelet sistemi üzerindeki teratojenik etkilerin araştı-
rıldığı ilk çalışmalarda kullanılan iskelet boyaması 
yöntemleri Alizarin red-S ile kemik dokusunun bo-
yandığı yöntemlerdir3,4. Ancak, termdeki deney hay-
vanı fetuslarının iskeletinin önemli bir bölümünün 
kıkırdaktan oluşması nedeniyle, kemiğin tek başına 
boyanması ile elde edilecek sonuçların güvenilir ol-
mayacağı ve kıkırdakta oluşan anomalilerin gözden 
kaçacağı anlaşıldıktan sonra iskeletin hem kıkırdak 
hem de kemik bölümlerinin boyanmasını sağlayan 
yeni yöntemler geliştirilmiştir5–8. Günümüzde, ikili 
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iskelet boyamasında sık kullanılan ve son derece gü-
venilir sonuçlar veren yöntemlerden birisi de iskeletin 
kemik kısımlarının Alizarin red-S ile kıkırdak kısımla-
rının ise Alcian blue ile boyandığı Inouye’un metodu-
dur9. 

Teratoloji çalışmalarının sonuçlarının objektif olma-
sında, yeterli ve güvenilir bir ikili iskelet boyaması 
yönteminin kullanılmasının yanı sıra, denek sayısının 
mümkün olduğunca fazla olması da son derece önem-
lidir. Bu noktada, mevcut boyama yöntemlerinin uzun 
sürede tamamlanıyor olması kullanımlarına kısıtlılık 
getirmekte ve boyama yöntemlerinin daha kısa za-
manda tamamlanmasını amaçlayan araştırmalara 
önem kazandırmaktadır. Literatür incelendiğinde, 
işlem süresini kısaltmak için fiksasyon aşamasının 
atlanmasının10–12, maserasyon aşamasında yüksek 
konsantrasyonlarda KOH kullanılmasının10,12,13 ve 
ısının kimyasal reaksiyonları hızlandırıcı etkisinden 
yararlanmak amacıyla iskelet boyamasının çeşitli 
aşamalarının oda ısısı yerine inkübatörde gerçekleşti-
rilmesinin9,14,15 denendiği ve başarılı sonuçların alın-
dığı görülmektedir.  

Histopatoloji laboratuarlarında gerçekleştirilen çeşitli 
işlemlerin kısaltılmasında kullanılan bir diğer ısı kay-
nağı da mikrodalga fırınlardır. Mikrodalga ışınımı; 
ışık ve elektron mikroskobik fiksasyon16–20, doku 
takibi21–23, boyama24–34, dekalsifikasyon35–38, 
histokimya ve immünohistokimya39–44, in situ 
hibridizasyon45,46 ve antijen retrivali47–50 gibi pek çok 
işlemde kullanılmıştır ve işlem sürelerini konvansiyo-
nel ısı kaynaklarından daha fazla oranlarda kısalttığı 
görülmüştür. 

Bu çalışmanın amacı, teratoloji araştırmalarında sık 
kullanılan ikili iskelet boyaması yöntemlerden birisi 
olan Inouye’un metodunda9 48–72 saat olarak belirti-
len boyama aşamasını mikrodalga ışınımından yarar-
lanarak kısaltmaktır. 

Gereç ve Yöntem 

Bir günlük 24 adet Swiss albino türü fare eter 
inhalasyonu ile öldürüldükten sonra evissere edildi ve 
derileri soyuldu. Deneklerin her biri, %95'lik etanolde 
4 gün süreyle fikse edildi ve yağ dokusunun uzaklaştı-
rılması amacıyla, 24 saat absolü asetonda bekletildi. 

Alcian blue 8GX (C.I. 74240, Sigma Chemical Co., St. 
Louis, USA.) ile %70’lik etanolde %0,3’lük (gr/ml) 
Alcian blue stok solüsyonu ve Alizarin red–S (C.I. 
58005, BDH Chemicals Ltd., Poole, England.) 
ile %95’lik etanolde %0,1’lik (gr/ml) Alizarin red-S 
stok solüsyonu hazırlandı. Boyama solüsyonu, 1 ha-
cim Alcian blue stok solüsyonu,  1 hacim Alizarin 
red–S stok solüsyonu, 17 hacim %70'lik etanol ve 1 
hacim glacial acetic asit kullanılarak hazırlandı. 

İskelet boyamasına başlamadan önce denekler her bir 
grupta 12 hayvanın bulunduğu 2 gruba ayrıldı. Kont-
rol grubunda yer alan denekler, Inouye'un9 metodunda 
tarif edildiği şekilde, 37 ºC'deki etüvde 72 saat boyan-
dı. Mikrodalga grubunda yer alan deneklerin iskelet 
boyaması ise, frekansı 2450 MHz, maksimum çıkış 
gücü 900 W, magnetron ısınma süresi 4 sn, magnetron 
siklus süresi 25 sn olan gaz ekstraksiyon ve seramik 
thermocouple sıcaklık probuna (PT100) sahip Bosch 
HMT 882G marka modifiye mikrodalga fırında ger-
çekleştirildi. Mikrodalga ışınımına dayanıklı cam şale 
içine boya solüsyonu ve denekler konuldu. Şale fırının 
hot spot noktasına yerleştirildi. 250 ml'lik beher içinde 
100 ml distile su water load olarak kullanıldı ve beher 
fırının sağ orta kısmına yerleştirildi. Fırının maksi-
mum güçte (900 W) 20 saniye çalıştırılmasıyla boya 
solüsyonunun sıcaklığı 40 ºC'ye yükseltildi. Daha 
sonra boyanın sıcaklığı 36 ºC'ye düşene kadar ışınla-
maya ara verildi. Boyama işlemine, ışınlama ve ara 
vermelerin tekrarlanması ile boya solüsyonunun ısısı 
36–48 ºC arasında tutularak, 8 saat devam edildi.  

Boyama işleminin tamamlanmasının ardından tüm 
deneklerin maserasyonu ve saydamlaştırılması, 
Inouye'un metodunda9 tarif edildiği şekilde yapıldı. 
Denekler makro (1:4 1000 mm) objektif takılı Pentax 
marka gövdeyle, negadoskop üzerinde reprodüksiyon 
aletiyle ve Nikon FX–35W gövde takılı Nikon SMZ–
2T Stereoskopik Mikroskop ile fotoğraflandı. 

Bulgular ve Sonuçlar 

Kontrol grubunda yer alan fareler konvansiyonel 
etüvde, 37 ºC'de, 72 saat, mikrodalga grubunda yer 
alan fareler ise mikrodalga fırında, 40.47±4.8 ºC'de, 8 
saat boyandılar.  

Her iki grupta yer alan deneklerin iskeletlerinin hem 
kemik kısımlarının hem de kıkırdak kısımlarının eşit 
kalitede boyandığı gözlendi. Bu boyanma, her iki 
grupta da, iskelette bulunabilecek malformasyonların 
belirlenmesinde yeterli olacak düzeylerdeydi (Şekil 1-
6).  

 

 
Şekil-1: 

 Kontrol grubuna ait bir deneğin genel görünümü 
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Şekil-2: 
Mikrodalga grubuna ait bir deneğin genel görünümü 

 

 
 

Şekil-3: 
Kontrol grubuna ait bir deneğin kafatasının boyanma-

sını gösteren fotomikrograf. 

 

 
 

Şekil-4: 
Mikrodalga grubuna ait bir deneğin kafatasının bo-

yanmasını gösteren fotomikrograf. 

 
 

Şekil-5: 
Kontrol grubuna ait bir deneğin torakal 

vertebralarının boyanmasını gösteren fotomikrograf. 

 

 
 

Şekil-6: 
Mikrodalga grubuna ait bir deneğin torakal 

vertebralarının boyanmasını gösteren fotomikrograf 

 

Tartışma 

İskelet sistemindeki malformasyonların incelenmesi, 
hem deneysel teratolojik çalışmaların hem de piyasaya 
yeni sürülecek olan endüstriyel ya da farmakolojik 
ajanların zararlı etkilerinin incelendiği çalışmaların 
zorunlu aşamalarından birisidir. Her ne kadar, son 
yıllarda iskelet sisteminin incelenmesinde kullanılabi-
lecek yeni teknikler önerilmişse de51–54, bu amaç için 
hala en sık tercih edilen yöntem iskelet boyamasıdır.  

İskelet boyaması yöntemlerinin en önemli dezavantaj-
larından birisi uzun zamanda tamamlanıyor olmaları-
dır. Teratoloji çalışmalarında güvenilir sonuçların 
alınabilmesi için çok sayıda deneğin kullanılmasının 
gerekliliği metodun bu olumsuz yanını daha da önemli 
kılmaktadır. Bu çalışmada ikili iskelet boyaması me-
totlarından birisi olan Inouye’un metodu9 mikrodalga 
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ışınımından yararlanılarak daha kısa zamanda tamam-
landı. 

Çalışmada, yayınlanmış farklı iskelet boyaması yön-
temleri içerisinden Inouye’un metodunun seçilmiş 
olmasının iki önemli nedeni vardır. Bunlardan ilki 
Inouye’un metodunun bir ikili iskelet boyaması meto-
du olması, yani bu metot ile iskeletin sadece kemik 
kısımlarının değil kıkırdak kısımlarının da boyanıyor 
olmasıdır. Inouye’un metodunda iskeletin kıkırdak 
bölümlerinin de boyanıyor olması önemlidir çünkü 
yapılan çalışmalar, teratolojik çalışmalarda sık kulla-
nılan deney hayvanlarının iskeletinin önemli bir bö-
lümünün kıkırdak olduğunu ve bu nedenle de sadece 
kemik kısımların boyanması durumunda kıkırdakta 
oluşan malformasyonların gözden kaçtığını ortaya 
koymuştur5,9,55–59. Inouye’un metodunun tercih edil-
mesinin ikinci nedeni ise metodun tek aşamalı bir 
metot olmasıdır. İskeletin önce kıkırdak bölümlerinin, 
daha sonra kemik bölümlerinin boyandığı iki aşamalı 
metotlardan6–8,60–61 farklı olarak Inouye’un metodun-
da9 hem kemik hem de kıkırdak kısımlar aynı anda 
içerisinde hem Alcian blue’nun hem de Alizarin red–
S’in bulunduğu boya solüsyonu ile boyanır. Bu da 
yöntemin hem daha pratik olmasını hem de daha kısa 
sürede tamamlanmasını sağlar.  

Inouye’un metodunun literatürde yayınlanmış en kısa 
metot olmaması bu metodun seçilmesi ile ilgili olarak 
belirtilmesi gereken bir diğer konudur ve bu çalışmada 
Inouye’un metodunun tercih edilmesinin eleştirilmesi-
ne neden olabilir. Bugüne kadar rodentlerin iskelet 
sistemlerinin boyanmasına yönelik yayınlanmış metot-
lar arasında, en kısa boyama süresine sahip olan metot 
Kimmel ve Trammell11 tarafından yayınlanan metottur. 
Ancak yapılan ön çalışmalarda Kimmel ve 
Trammell'in11 metodu ile boyanan örneklerde kemik 
ve kıkırdak boyanmalarının yetersiz olduğu ve 
maserasyon ile saydamlaştırmanın tam olmadığı gö-
rüldüğü için çalışmada Inouye'un metodunun kulla-
nılmasına karar verildi. 

Literatür incelendiğinde, iskelet boyamalarının daha 
ilk yıllarında bile işlem süresini kısaltmaya yönelik 
araştırmaların planlandığı görülmektedir. Bu amaçla 
yapılması düşünülen ilk değişiklikler fiksasyon aşa-
masının atlanması ve maserasyon aşamasında yüksek 
konsantrasyonlarda KOH kullanılması olmuştur. 

True10 hem fiksasyon aşamasını atlayarak hem de %5–
10 gibi yüksek konsantrasyonlarda KOH kullanarak 
maserasyon işlemini hızlandırmayı denemiştir.  Aynı 
araştırmacı tarafından önerilen bir diğer yenilik de 
maserasyon sıvısına, dokuları ağartıcı ajan olarak, 
hidrojen peroksitin (H2O2) eklenmesidir.  

Jensh ve Brent13 ise KOH konsantrasyonları, 
maserasyon süreleri ve asetonda bekleme süreleri 
birbirinden farklı olan gruplarla yaptıkları çalışmaları-
nın sonucunda iki farklı metot önermişlerdir. Bunlar-
dan ilki 9 günde tamamlanan hızlı metottur. Araştır-
macılar bu prosedür ile boyanan preparatların iyi say-

damlaşmadığını, ancak zamanın son derece önemli 
olduğu ve detaysız incelemelerin amaçlandığı çalışma-
larda kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Önerdikleri 
ikinci metot ise detaylı incelemenin amaçlandığı ça-
lışmalar için uygundur ve 14 günde tamamlanmaktadır. 

Selby12 erişkin farelerde yaptığı çalışmasında hızlı ve 
kaliteli bir kemik boyaması metodu geliştirebilmek 
için; örneklerin fikse edilmediği, maserasyon aşama-
sında KOH'in farklı konsantrasyonlarının denendiği, 
daha iyi ve hızlı saydamlaştırma için gliserin, benzil 
alkol, etanol ve su karışımının kullanıldığı metotlar 
denemiştir ve çalışmalarının sonucunda iki farklı yön-
tem önermiştir. Bunlardan ilki kısa olan 3 günlük 
kemik boyaması metodudur. Araştırmacı bu metodun 
tek dezavantajının elde edilen örneklerin daha kırılgan 
olması olduğunu bildirmiştir ve bu nedenle de zama-
nın uygun olması durumunda 11–14 gün süren ikinci 
prosedürün tercih edilmesini önermiştir. 

Hem kemiğin hem de kıkırdağın boyandığı ilk hızlı 
boyama metodu ise Kimmel ve Trammell11 tarafından 
1981’de yayınlanmıştır. Kimmel ve Trammell de fikse 
edilmemiş fetuslar kullanmışlar ve boyama işlemini 
39 saatte tamamlamışlardır. 

Boyanmanın daha kısa zamanda tamamlanması için 
düşünülen bir diğer yol ısının kimyasal reaksiyonları 
hızlandırıcı etkisinden yararlanmak olmuştur ve bu 
amaçla iskelet boyamasının etüvde gerçekleştirildiği 
araştırmalar planlanmıştır. Hood ve Neill14 
maserasyon ve saydamlaştırma aşamasında, Sedra15 
ise hem maserasyon hem de boyama aşamalarında 
konvansiyonel etüvden yararlanmışlardır. Hood ve 
Neill’in çalışmasında maserasyon ve saydamlaştırma 
aşaması daha önce yayınlanmış metotlar ile karşılaştı-
rıldığında kısalırken, Sedra aynı sonucu elde edeme-
miştir. Bu durumun sebebi, büyük olasılıkla, önceki 
çalışmalarda kullanılan fiksatifin etanol olması ve 
buna karşılık Sedra’nın kullandığı fiksatifin 
maserasyon işlemini geciktirici etkiye sahip olduğu 
bilinen %10’luk formalin olmasıdır. Bu iki çalışma da 
sadece kemiğin boyandığı çalışmalardır. Inouye’un 
metodu ise boyama aşamasında ısının kullanıldığı ilk 
ikili iskelet boyaması metodudur. 

Histopatoloji laboratuarlarında gerçekleştirilen çok 
sayıda işlemin süresini kısaltmada kullanılan bir diğer 
ısı kaynağı da mikrodalga fırınıdır. Mikrodalga ile 
ısıtma konvansiyonel ısıtmadan daha üstündür çünkü 
konvansiyonel ısıtma metotları dıştan ısıtmaya başlar. 
Mikrodalga ile ısıtma ise bir materyalin iç kısımlarının 
ısıtılmasında son derece etkilidir ve ısıtılan bu mater-
yal doku gibi işlem sırasında karıştırılması mümkün 
olmayan bir materyal ise bu önemli bir avantajdır62. 
Bu avantaj sayesinde histopatoloji laboratuarlarında 
kullanılan pek çok yöntemin, işlem kalitesinde azalma 
görülmeksizin, daha kısa zamanda tamamlandığını 
bildiren çok sayıda çalışma yayınlanmıştır. Biz çalış-
mamızda ikili iskelet boyaması metotlarından biri olan 
Inouye metodunun boyama aşamasını kısaltmak için 
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ısı kaynağı olarak mikrodalga ışınımını kullandık. Her 
ne kadar literatürde bütün bir fetusun mikrodalga 
ışınımı ile kısa sürede başarılı olarak fikse edildiği 
çalışmalara16, 17 rastladıksa da çalışmamızda fiksasyon 
aşamasını mikrodalgada gerçekleştirmeyi düşünmedik. 
Çünkü sözü edilen araştırmalarda kullanılan 
fiksatif %10’luk tamponlu nötral formalindi. Oysaki 
Inouye’un metodunda kullanılan fiksatif %95’lik 
etanoldür ve konsantrasyonu %50’nin üzerinde olan 
alkollerin mikrodalga fırınlarında kullanılması güvenli 
değildir63. Sonuç olarak yöntemimiz, 72 saat olan 
boyama aşamasını, mikrodalga ışınımının kullanılması 
ile 8 saate indirdi ve boyanmanın kalitesinde herhangi 
bir azalmaya neden olmadı.  

Sonuç olarak; sahip olduğu tüm kısıtlılıklara ve son 
yıllarda önerilen yeni metotlara rağmen, gelişimsel 
teratoloji çalışmalarında fetusların iskelet anomalileri-
nin incelenmesi için iskelet boyamalarının, tercihen de 
ikili iskelet boyamalarının yapılması gereklidir. Bu 
nedenle ikili iskelet boyaması tekniklerinin kısıtlılıkla-
rını ortadan kaldıracak her türlü yöntem son derece 
değerlidir. Bizim çalışmamız, boyanma kalitesinde 
bozulmaya neden olmaksızın, boyama işleminin süre-
sinin kısalmasını sağlayarak tekniğin önemli bir deza-
vantajının, uzun sürede tamamlanıyor olmasının, gide-
rilmesine katkıda bulunmuştur. Bu nedenle elde etti-
ğimiz sonucun önemli olduğu düşüncesindeyiz. Bu-
nunla beraber, sadece boyama aşamasının kısaltılma-
sının tek başına yeterli olmadığı görüşündeyiz ve 
fiksasyon, maserasyon ve saydamlaştırma aşamaları-
nın da mikrodalga ışınımından yararlanılarak kısaltıl-
masını sağlayacak yeni çalışmaların faydalı olacağına 
inanıyoruz.  
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