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OZET

Bu caligmanin amaci, teratoloji arastirmalarinda sik kullanilan ikili iskelet boyamasi yontemlerinden birisi olan Inouye’un metodunda 4872
saat olarak belirtilmis olan boyama asamasini mikrodalga 1sinimindan yararlanarak kisaltmaktir. 24 adet bir giinliik Swiss albino cinsi fare iki
gruba (mikrodalga grubu ve kontrol grubu) ayrildi. Mikrodalga grubunda yer alan deneklerin iskelet boyamasi mikrodalga firinda,
40.47+4.8 °C’de, 8 saat siireyle yapilirken kontrol grubundaki deneklerin iskelet boyamasi Inouye’un metodunda belirtildigi gibi etiivde,
37 °C’de, 72 saat siireyle yapildi. Deneklerin boyanma kalitesi incelendiginde gruplar arasinda onemli farklilik gozlenmedi. Boylece
Inouye’un metodunda 72 saat olan iskelet boyamas: siiresi, mikrodalga 1gimim kullanildiginda, boyanmanin kalitesinde azalmaya neden
olmadan, 8 saate indirildi. ikili iskelet boyamalarinda, islemin siiresini kisaltmak igin, mikrodalga 1gtnimindan yararlanilabilecegi sonucuna
varildi

Anahtar Kelimeler: Mikrodalga. Kikirdak. Kemik. Iskelet. 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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Gelis Tarihi: 17.07.2009 Endiistriyel ve farmakolojik ajanlarin teratojenik etki-
Kabul Tarihi: 30.10.2009 lerinin incelenmesinin vazgegilmez asamalarindan
birisi de  iskelet sisteminde  olusturduklar
malformasyonlarin belirlenmesidir. Bu amag¢ igin en
stk kullamilan yontem iskelet boyamasi yontemidir'~.

Bu calisma 28 - 31 Agustos 2000 tarihlerinde gerceklesti-
rilen V.Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresinde ve 7 -
10 Eylul 2005 tarihlerinde gergeklestirilen 4. Uluslararasi
Asya-Pasifik Anatomistler Kongresinde sézIii bildiri olarak  jskelet sistemi tizerindeki teratojenik etkilerin aragti-
sunulmugtur. rildig1 ilk g¢alismalarda kullanilan iskelet boyamasi
yontemleri Alizarin red-S ile kemik dokusunun bo-
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' anar yandigi yontemlerdir. Ancak, termdeki deney hay-
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hem de kemik boéliimlerinin boyanmasimi saglayan
yeni yontemler gelistirilmistir’ ®. Giiniimiizde, ikili
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iskelet boyamasinda sik kullanilan ve son derece gii-
venilir sonuglar veren yontemlerden birisi de iskeletin
kemik kisimlarinin Alizarin red-S ile kikirdak kisimla-
rinin ise Alcian blue ile boyandigi Inouye’un metodu-

dur’.

Teratoloji galismalarinin sonuglarmin objektif olma-
sinda, yeterli ve giivenilir bir ikili iskelet boyamasi
yonteminin kullanilmasinin yani sira, denek sayisinin
miimkiin oldugunca fazla olmasi da son derece dnem-
lidir. Bu noktada, mevcut boyama yontemlerinin uzun
siirede tamamlaniyor olmasi kullanimlarma kisitlilik
getirmekte ve boyama yontemlerinin daha kisa za-
manda tamamlanmasini amaglayan arastirmalara
onem kazandirmaktadir. Literatiir incelendiginde,
islem siiresini kisaltmak icin fiksasyon agamasinin
atlanmasinin'®'?,  maserasyon asamasinda yiiksek
konsantrasyonlarda KOH kullamlmasmm'*'*"  ve
isinin kimyasal reaksiyonlari hizlandiricr etkisinden
yararlanmak amaciyla iskelet boyamasinin g¢esitli
asamalarinin oda 1sis1 yerine inkiibatdrde gergeklesti-
rilmesinin®'*"> denendigi ve basarili sonuglarm alin-
dig1 goriilmektedir.

Histopatoloji laboratuarlarinda gergeklestirilen gesitli
islemlerin kisaltilmasinda kullanilan bir diger 1s1 kay-
nag1 da mikrodalga firinlardir. Mikrodalga 1sinimi;
15tk ve elektron mikroskobik fiksasyon'®?’, doku
takibi’' %, boyama24’34, dekalsiﬁkasyon%’”,
histokimya ve immiinohistokimya®®™*, in situ
hibridizasyon***® ve antijen retrivali* > gibi pek ¢ok
islemde kullanilmistir ve iglem siirelerini konvansiyo-
nel 1s1 kaynaklarindan daha fazla oranlarda kisalttigi
gOrilmiistiir.

Bu c¢alismanin amaci, teratoloji arastirmalarinda sik
kullanilan ikili iskelet boyamasi yontemlerden birisi
olan Inouye’un metodunda’ 4872 saat olarak belirti-
len boyama asamasini mikrodalga 1gmimindan yarar-

lanarak kisaltmaktir.

Gereg ve Yontem

Bir giinliik 24 adet Swiss albino tiirii fare eter
inhalasyonu ile 6ldiiriildiikten sonra evissere edildi ve
derileri soyuldu. Deneklerin her biri, %95'lik etanolde
4 giin siireyle fikse edildi ve yag dokusunun uzaklasti-
rilmasi amaciyla, 24 saat absolii asetonda bekletildi.

Alcian blue 8GX (C.I. 74240, Sigma Chemical Co., St.

Louis, USA.) ile %70’lik etanolde %0,3’liik (gr/ml)
Alcian blue stok soliisyonu 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 sollisyonu hazirlandi. Boyama soliisyonu, 1 ha-
cim Alcian blue stok soliisyonu, 1 hacim Alizarin
red—S stok soliisyonu, 17 hacim %70'lik etanol ve 1
hacim glacial acetic asit kullanilarak hazirlandi.
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Iskelet boyamasima baslamadan once denekler her bir
grupta 12 hayvanin bulundugu 2 gruba ayrildi. Kont-
rol grubunda yer alan denekler, Inouye'un’ metodunda
tarif edildigi sekilde, 37 °C'deki etiivde 72 saat boyan-
di. Mikrodalga grubunda yer alan deneklerin iskelet
boyamasi ise, frekanst 2450 MHz, maksimum ¢ikis
giicli 900 W, magnetron 1sinma siiresi 4 sn, magnetron
siklus siiresi 25 sn olan gaz ekstraksiyon ve seramik
thermocouple sicaklik probuna (PT100) sahip Bosch
HMT 882G marka modifiye mikrodalga firinda ger-
ceklestirildi. Mikrodalga 1ginimina dayanikli cam sale
icine boya soliisyonu ve denekler konuldu. Sale firmin
hot spot noktasina yerlestirildi. 250 ml'lik beher i¢inde
100 ml distile su water load olarak kullanild1 ve beher
firmin sag orta kismina yerlestirildi. Firmm maksi-
mum giicte (900 W) 20 saniye c¢alistirilmasiyla boya
soliisyonunun sicakligt 40 °C'ye yiikseltildi. Daha
sonra boyanin sicakligi 36 °C'ye diisene kadar 1ginla-
maya ara verildi. Boyama iglemine, 1simnlama ve ara
vermelerin tekrarlanmasi ile boya sollisyonunun 1sist
3648 °C arasinda tutularak, 8 saat devam edildi.

Boyama isleminin tamamlanmasinin ardindan tiim
deneklerin  maserasyonu ve saydamlastirilmast,
Inouye'un metodunda’ tarif edildigi sekilde yapildi.
Denekler makro (1:4 1000 mm) objektif takili Pentax
marka govdeyle, negadoskop iizerinde reprodiiksiyon
aletiyle ve Nikon FX-35W gdvde takili Nikon SMZ—
2T Stereoskopik Mikroskop ile fotograflandi.

Bulgular ve Sonuglar

Kontrol grubunda yer alan fareler konvansiyonel
etiivde, 37 °C'de, 72 saat, mikrodalga grubunda yer
alan fareler ise mikrodalga firinda, 40.47+4.8 °C'de, 8
saat boyandilar.

Her iki grupta yer alan dencklerin iskeletlerinin hem
kemik kisimlarmin hem de kikirdak kisimlarinin esit
kalitede boyandigi gozlendi. Bu boyanma, her iki
grupta da, iskelette bulunabilecek malformasyonlarin
belirlenmesinde yeterli olacak diizeylerdeydi (Sekil 1-
6).
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Sekil-1:
Kontrol grubuna ait bir denegin genel gériintimii
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Sekil-2:
Mikrodalga grubuna ait bir denegin genel gortiniimii

Sekil-5:
Kontrol grubuna ait bir denegin torakal
vertebralarimin boyanmasini gosteren fotomikrograf.

Sekil-3:
Kontrol grubuna ait bir denegin kafatasinin boyanma-
s gosteren fotomikrograf. Sekil-6:
Mikrodalga grubuna ait bir denegin torakal
vertebralarinin boyanmasini gésteren fotomikrograf

Tartisma

Iskelet sistemindeki malformasyonlarm incelenmesi,
hem deneysel teratolojik ¢alismalarin hem de piyasaya
yeni siiriilecek olan endiistriyel ya da farmakolojik
ajanlarin zararl etkilerinin incelendigi caligmalarin
zorunlu asamalarindan birisidir. Her ne kadar, son
yillarda iskelet sisteminin incelenmesinde kullanilabi-
lecek yeni teknikler 6nerilmisse de’'>*, bu amag i¢in
hala en sik tercih edilen yontem iskelet boyamasidir.

Sekil-4: Iskelet boyamasi yéntemlerinin en 6nemli dezavantaj-
larindan birisi uzun zamanda tamamlantyor olmalari-
dir. Teratoloji ¢aligmalarinda giivenilir sonuglarin
alinabilmesi i¢in ¢ok sayida denegin kullanilmasinin
gerekliligi metodun bu olumsuz yanini daha da 6nemli
kilmaktadir. Bu ¢alismada ikili iskelet boyamast me-
totlarindan birisi olan Inouye’un metodu’ mikrodalga

Mikrodalga grubuna ait bir denegin kafatasinin bo-
yanmasini gésteren fotomikrograf.
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1stmimindan yararlanilarak daha kisa zamanda tamam-
landz.

Calismada, yaymlanmig farkli iskelet boyamasi yon-
temleri icerisinden Inouye’un metodunun secilmis
olmasmin iki dnemli nedeni vardir. Bunlardan ilki
Inouye’un metodunun bir ikili iskelet boyamas1 meto-
du olmasi, yani bu metot ile iskeletin sadece kemik
kisimlarimin degil kikirdak kisimlarmin da boyaniyor
olmasidir. Inouye’un metodunda iskeletin kikirdak
bolimlerinin de boyaniyor olmasi onemlidir ¢linkii
yapilan c¢aligmalar, teratolojik caligmalarda sik kulla-
nilan deney hayvanlarinin iskeletinin énemli bir bo-
liimiiniin kikirdak oldugunu ve bu nedenle de sadece
kemik kisimlarin boyanmasi durumunda kikirdakta
olusan malformasyonlarin gozden kagtigini ortaya
koymustur™>>. Inouye’un metodunun tercih edil-
mesinin ikinci nedeni ise metodun tek asamali bir
metot olmasidir. Iskeletin 6nce kikirdak béliimlerinin,
daha sonra kemik bdliimlerinin boyandigi iki asamali
metotlardan®*¢*¢" farkli olarak Inouye’un metodun-
da’ hem kemik hem de kikirdak kisimlar ayni anda
igerisinde hem Alcian blue’nun hem de Alizarin red—
S’in bulundugu boya soliisyonu ile boyanir. Bu da
yontemin hem daha pratik olmasimi hem de daha kisa
stirede tamamlanmasini saglar.

Inouye’un metodunun literatiirde yaymlanmis en kisa
metot olmamasi bu metodun secilmesi ile ilgili olarak
belirtilmesi gereken bir diger konudur ve bu ¢alismada
Inouye’un metodunun tercih edilmesinin elestirilmesi-
ne neden olabilir. Bugiline kadar rodentlerin iskelet
sistemlerinin boyanmasina yonelik yayinlanmis metot-
lar arasinda, en kisa boyama siiresine sahip olan metot

Kimmel ve Trammell'' tarafindan yayinlanan metottur.

Ancak yapilan 0On calismalarda Kimmel ve
Trammell'in'' metodu ile boyanan 6rneklerde kemik
ve kikirdak boyanmalarinin yetersiz oldugu ve
maserasyon ile saydamlastirmanin tam olmadigi go-
rildiigii i¢in ¢alismada Inouye'un metodunun kulla-
nilmasina karar verildi.

Literatiir incelendiginde, iskelet boyamalarmin daha
ilk yillarinda bile islem siiresini kisaltmaya yonelik
arastirmalarin planlandig1 goriilmektedir. Bu amagla
yapilmasi diisiiniilen ilk degisiklikler fiksasyon asa-
masinin atlanmasi ve maserasyon asamasinda yiiksek
konsantrasyonlarda KOH kullanilmas1 olmustur.

True'® hem fiksasyon asamasini atlayarak hem de %5—
10 gibi yiiksek konsantrasyonlarda KOH kullanarak
maserasyon islemini hizlandirmay1 denemistir. Ayni
arastirmaci tarafindan Onerilen bir diger yenilik de
maserasyon sivisina, dokular1 agartici ajan olarak,
hidrojen peroksitin (H,0,) eklenmesidir.

Jensh ve Brent” ise KOH konsantrasyonlar,
maserasyon siireleri ve asetonda bekleme siireleri
birbirinden farkli olan gruplarla yaptiklari ¢aligmalari-
nin sonucunda iki farkli metot dnermislerdir. Bunlar-
dan ilki 9 giinde tamamlanan hizli metottur. Arastir-
macilar bu prosediir ile boyanan preparatlarin iyi say-
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damlasmadigini, ancak zamanin son derece Onemli
oldugu ve detaysiz incelemelerin amaglandig ¢calisma-
larda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Onerdikleri
ikinci metot ise detayli incelemenin amaglandig1 ¢a-
ligmalar i¢in uygundur ve 14 giinde tamamlanmaktadir.

Selby'? eriskin farelerde yaptig1 calismasinda hizli ve
kaliteli bir kemik boyamasi metodu gelistirebilmek
icin; Orneklerin fikse edilmedigi, maserasyon asama-
sinda KOH'in farkli konsantrasyonlarmin denendigi,
daha iyi ve hizli saydamlastirma igin gliserin, benzil
alkol, etanol ve su karigimmin kullanildigi metotlar
denemistir ve ¢aligmalarinin sonucunda iki farkli yon-
tem Onermistir. Bunlardan ilki kisa olan 3 giinliik
kemik boyamasi metodudur. Arastirmaci bu metodun
tek dezavantajinin elde edilen 6rneklerin daha kirilgan
olmasi oldugunu bildirmistir ve bu nedenle de zama-
nin uygun olmasi durumunda 11-14 giin siiren ikinci
prosediiriin tercih edilmesini dnermistir.

Hem kemigin hem de kikirdagin boyandig: ilk hizli
boyama metodu ise Kimmel ve Trammell'' tarafindan
1981°de yayinlanmigtir. Kimmel ve Trammell de fikse
edilmemis fetuslar kullanmislar ve boyama islemini
39 saatte tamamlamslardir.

Boyanmanin daha kisa zamanda tamamlanmasi i¢in
diistiniilen bir diger yol 1sinin kimyasal reaksiyonlari
hizlandirict etkisinden yararlanmak olmustur ve bu
amagla iskelet boyamasinin etiivde gergeklestirildigi
arastirmalar  planlanmistir.  Hood  ve  Neill"
maserasyon ve saydamlastirma asamasinda, Sedra'’
ise hem maserasyon hem de boyama asamalarinda
konvansiyonel etiivden yararlanmiglardir. Hood ve
Neill’in ¢aligmasinda maserasyon ve saydamlagtirma
asamasi daha once yayinlanmis metotlar ile karsilagti-
rildiginda kisalirken, Sedra ayni sonucu elde edeme-
mistir. Bu durumun sebebi, biiylik olasilikla, 6nceki
caligmalarda kullanilan fiksatifin etanol olmasi ve
buna karsilik Sedra’min  kullandig1  fiksatifin
maserasyon islemini geciktirici etkiye sahip oldugu
bilinen %10’luk formalin olmasidir. Bu iki ¢alisma da
sadece kemigin boyandigi calismalardir. Inouye’un
metodu ise boyama asamasinda isinin kullanildig ilk
ikili iskelet boyamast metodudur.

Histopatoloji laboratuarlarinda gergeklestirilen g¢ok
sayida iglemin siiresini kisaltmada kullanilan bir diger
1s1 kaynagi da mikrodalga firmidir. Mikrodalga ile
1sitma konvansiyonel isitmadan daha iistlindiir ¢iinkii
konvansiyonel 1sitma metotlart distan 1sitmaya baslar.
Mikrodalga ile 1sitma ise bir materyalin i¢ kisimlarinin
1sitilmasinda son derece etkilidir ve 1sitilan bu mater-
yal doku gibi islem sirasinda karigtiritlmasi miimkiin
olmayan bir materyal ise bu 6nemli bir avantajdir®.
Bu avantaj sayesinde histopatoloji laboratuarlarinda
kullanilan pek ¢ok yontemin, islem kalitesinde azalma
goriilmeksizin, daha kisa zamanda tamamlandigini
bildiren ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmistir. Biz calig-
mamizda ikili iskelet boyamasi metotlarindan biri olan
Inouye metodunun boyama asamasini kisaltmak igin
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1s1 kaynagi olarak mikrodalga 1gimnimin1 kullandik. Her
ne kadar literatiirde biitiin bir fetusun mikrodalga
isinimu ile kisa siirede basarili olarak fikse edildigi
calismalara'® '’ rastladiksa da ¢alismamizda fiksasyon

asamasini mikrodalgada gerceklestirmeyi diisiinmedik.

Ciinkti  sozii edilen aragtirmalarda  kullanilan
fiksatif %10’luk tamponlu nétral formalindi. Oysaki
Inouye’un metodunda kullanilan fiksatif %95°1ik
etanoldiir ve konsantrasyonu %350’nin iizerinde olan
alkollerin mikrodalga firinlarinda kullanilmasi giivenli
degildir®. Sonu¢ olarak yontemimiz, 72 saat olan
boyama asamasini, mikrodalga 1sinimimin kullanilmasi
ile 8 saate indirdi ve boyanmanin kalitesinde herhangi
bir azalmaya neden olmadi.

Sonug olarak; sahip oldugu tiim kisitliliklara ve son
yillarda onerilen yeni metotlara ragmen, gelisimsel
teratoloji caligmalarinda fetuslarin iskelet anomalileri-
nin incelenmesi i¢in iskelet boyamalarinin, tercihen de
ikili iskelet boyamalarinin yapilmasi gereklidir. Bu
nedenle ikili iskelet boyamasi tekniklerinin kisitlilikla-
rin1 ortadan kaldiracak her tiirlii yontem son derece
degerlidir. Bizim c¢aligmamiz, boyanma kalitesinde
bozulmaya neden olmaksizin, boyama igleminin siire-
sinin kisalmasini saglayarak teknigin 6nemli bir deza-
vantajinin, uzun siirede tamamlaniyor olmasinin, gide-
rilmesine katkida bulunmustur. Bu nedenle elde etti-
gimiz sonucun onemli oldugu diisiincesindeyiz. Bu-
nunla beraber, sadece boyama asamasinin kisaltilma-
sinin tek bagma yeterli olmadigi gorisiindeyiz ve
fiksasyon, maserasyon ve saydamlastirma agamalari-
nin da mikrodalga 1sinimindan yararlanilarak kisaltil-
masini saglayacak yeni ¢aligmalarin faydal olacagina
inantyoruz.
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