MAKALE

KALKAN BALIGINDA
KIKIRDAK VE KEMIK BOYAMA YONTEMi

ilhan AYDIN, Ercan KUCUK— SUMAE

Kikirdak ve Kemik Boyama Teknigi

1927°den 1968’e kadar metilen mavisi ve
toluidin mavisi, kikirdak dokulari, alizarin red S,
kemik dokulari boyamak, KOH ise dokularin
seffaflagtinimasi igin tavsiye edilmekteydi.
Ancak daha sonralari, bu tekniklerin guvenilir
sonu¢ vermedigi dugsunulmeye baslandi. 1971
yiinda E.V. Simons ve J.R. Van Horn taze
embriyonik civciv 6rneklerinde alician blue
kullanimini ~ 6nermisti.  Bu  teknik  bazi
degisikliklerle birgcok balik tliriinde mikemmel
sonuglar vermistir. Bahsi gegen c¢alismalari
takiben 1976’da alician blue kullanarak formalin
ile fiske edilmis érneklerin kikirdak dokularinin
boyanmasi teknigini R.J. Wassersug
uygulamistir. 1977 yilinda G. Dingerkus ve L.D.
Uhler yukarida bahsedilen tekniklerden de
yararlanarak, kemik ve kikirdak dokuyu izlemek
istemislerdir. Bunun i¢in hem suda hem de
karada yasayan ylz civarinda omurgali (balik,
suringen, kus, memeli) Ornedi Uzerinde
calismiglar ve glvenilir sonuglar elde
etmislerdir. Bu yontem ile vicut temiz ve seffaf,
kikirdak doku koyu mavi ve kemik doku koyu
kirmizi renk almaktadir. Tripsin veya KOH
ornegin seffaflasmasini ve dokulardaki asir
mavi rengin uzaklastirlmasini saglamaktadir
(1). Bu teknik 3 mm’den 500 mm’ye kadar tim
boylar icin kullanilabilmekte fakat kullanilan
solusyonlardaki muamele slresi drnek boyuna
bagli olarak degisebilmektedir (2).

Kullanim Sahasi

Kemik ve kikirdak boyama teknigi
baliklarda mize calismalarinda ve 6zellikle de
arastirma c¢alismalarinda kullaniimaktadir. Bu
teknik baliklarin kemiksi yapisini incelemekte,
karsilastirmali anatomide, kikirdak ve kemik
dokularin incelenmesinde kullaniimaktadir (1).
Bu ydéntemler, yetistiriciligin ilk asamasi olan
larva evresinin  incelenmesinde  &zellikle
anormalliklerin tespitinde kullanilabilir. Cene
yapilarindaki  bozukluklarin neden oldugu
beslenememe ve larva olimlerinin birbiriyle
iligskisi incelenebilecegi gibi, hava kesesi olusum
sorununun neden oldugu lordosisin de ortaya
cikarilabilmesinde kullanilabilmektedir. Diger
taraftan ikili boyama teknidi, larva survey

g¢alismalarinin ardindan yapilan tir tespitlerinde
de vazgecilmez yardimci durumundadir.

Uygulanisi

Kalkan baliginda kikirdak dokularin
boyanmasi igin alician blue, kemik dokularin
boyanmasi igin alizarin red S kullaniimigtir.
Dokularin  saydamlastiriimasinda KOH, yag
dokularinin  uzaklastirimasinda ise ksilen
uygulanmistir (3).

Formaline tabi tutulmus 6rnekler; alician
blue, KOH ve alizarin red S sollsyonu
icerisinde farkli sirelerde tutularak her biri igin
gerekli olan bekleme sureleri tespit edilmistir.
Bu amagla enstitimizde yetistirilen 0, 7, 14, 21,
28, 35, 42 gunluk kalkan yavrulari kullaniimistir

(Sekil 1).

Sekil 1. Kalkan baligi yavrusu

1) Numunenin formalin ile muamele
edilmesi (fixation)

Yeni ornekler %10’luk formalin iginde 2-3
gun bekletilir. Daha 6nceden alkolde tutulmus
ornekler ise yeniden %10’luk formalin ile
muamele edilir.

2) Numuneden formalinin

uzaklastinnimasi (washing)

Kiguk baliklar 2-3 gin havalandirilan
suda bekletilir.
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3) Kikirdak boyama (cartilage staining)

o Kikirdak dokuyu boyamak icin asagidaki
solisyon hazirlanir: Alician blue: Glacial
asetik asit: %96’lik Etanol = 1:1:4 oraninda
karistirilir.

o Kagitla kurutulan 6rnekler sollsyona
batirihr.

o Ornekler her iki tarafta da kikirdak doku
gérilene kadar (2 saat-1 giin) 25°CIlik
ortamda muhafaza edilir.

4) Suyun alinmasi (dehidration)

Ornekler %50'lik ethanol igine koyularak
25°C’de yaklasik 2 glin bekletilirler.

5) Dokularin
(maceration)

yumusatiimasi

Etanolden c¢ikarilan oOrnekler saf su ile
yikanir ve %2-4’lik KOH iginde 25°C’de 2 giin
(6rneklerin omurgasi gorilene kadar) bekletilir.

6) Kemik boyama (bone staining)

e Kemik dokuyu boyamak icin alizarin red S
solUsyonu asagidaki gibi hazirlanir; Glacial
asetik asit ile alizarin red doyurulur. Sonra
glacial asetik asitli alizarin redg: gliserol ve
%71’lik Kloral hidrat, 1:2:12 oraninda
kanistirilir.

e Ornekler saf su ile yikandiktan sonra
%0,5’lik KOH c¢o6zeltisine koyulur ve
Uzerine alizarin red S solisyonundan
birkag damla (¢dzeltinin rengi koyu mor
olana kadar) damlatilir.

e Ornekler 25°C'de 2 saat (kemik doku
kirmiziya boyanana kadar) bekletilir. Sonra
temiz %0,5'lik KOH c¢dzeltisinde 12 saat
tutulur.

7) Suyun alinmasi (dehidration):

Ornekler 1-2 giin icin %50'lik etanol
icinde ve 25°C’de bekletilir.

8) Yag ve ksilenin uzaklastirilmasi

Eger gerek gorulurse yagdi uzaklastirmak
icin 6rnekler saf su ile yikanir, % 100’lik ksilen
icinde 0,5-2 saat bekletilir. Ksileni uzaklastirmak
icin ise ornekler % 70’lik etanol icinde ve
25°C’de 1-2 gln tutulur.

9) Seffaflagtirma (clearing)

Ornekler %96'lik etanol ve saf gliserinin
sirasiyla 2:1, 1:1, 1:2 oranda karigsmalariyla
25°C’de ikiser gun bekletilir.

10) Saklama (preservation)

Ornekler calisilana kadar  oda
sicakliginda saf gliserin icine muhafaza edilir.
Ornekte mantar ve bakteri olusumunu énlemek
igin bir damla tymol ilave edilir (Sekil 2).

Sekil 2. Kemik ve kikirdak boyama yontemi
uygulanmis kalkan balig1 yavrusu

Tesekkiir

Kikirdak ve kemik boyama tekniginin
enstitimizde kullanilabilmesi icin, bizlere
fikirleri ve uygulamadaki igbirligi ile destek
saglayan Japon uzman sayin  Hiroshi
Iwamoto’ya tesekkiri bir borg biliriz.
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