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Meniskiisiin Histolojik Degerlendirme Metodlar

Histological Analyses Methods of Meniscus
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Ozet

Deneysel ortopedik caligmalarda, kikirdak iyilesme
modellerinin degerlendirilmesinde, biyokimyasal,
biyomekanik incelemelerin histolojik incelemeler
ile desteklenmesi oOnerilmektedir. Dokularin
histolojik degerlendirilmesinde genellikle kalitatif
incelemeler yapilirken kantitatif incelemeler sinirlt
miktarlarda yapilmakta ya da hi¢ yapilmamaktadir.
Calismanin bilimsel gecerliliginin saglanmasi,
amaca uygun analitik metodlarin seg¢ilmesi,
degerlendirilecek parametrelerin kantite edilmesi ve
bunlarin yorumlanmasiyla dogrudan iligkilidir. Bu
noktadan yola ¢ikarak bu derlemede, meniskds
dokusunun histolojik preparasyonu ve inceleme-
sinde kullanilabilecek metodoloji ortaya konulmaya
calistimustir.
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Abstract

In the experimental orthopaedic studies, it has been
suggested to support biochemical, biomechanics
analyses with histological analyses in the evaluation
of cartilage healing models. In the histological
evaluation of tissues, generally qualitative analyses
have been applied, whereas qualitative analyses have
been done on a limited scale or have never been done.
Providing a scientific validity for the study is directly
related to the choice of analytic methods in accordance
with the aim, quantitation the parameters evaluated.
And their interpretations. From this point of view in
this review, it has been attempted to present the
methodology that can be applied in the histological.
Preparation and analysis of meniscus tissue.

Keywords: meniscus; quantitative evaluation;
histologic techniques
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Giris

Fonksiyonel meniskiis dokusunun olusturulmasina
yonelik, in vivo, in vitro ve ex vivo ¢alismalar son yillarda
artig gostermektedir. Planlanan c¢alismalarda biyokim-
yasal, biyomekanik incelemelerin histolojik incelemeler
ile desteklenmesi Onerilmektedir. Bu nedenle ¢alisma
amacina uygun histolojik metodoloji ve degerlendirme
yontemlerinin belirlenmesi ¢alismanin 6nemli bir
asamasini olusturmaktadir. Meniskiisiin histolojik
degerlendirmesinde; kikirdak yapisi, hiicre morfolojisi
ve tipleri, ekstraselliller matriks morfolojisi, matrikste
kollajen liflerin diizenlenisi géz oniinde bulundurul-
malidir. Son yillarda yapilan calismalarda, meniskiis
dokususunun morfolojik 6zelliklerini degerlendirmede
kullanilabilecek semikantitatif ve kantitatif degerlen-
dirme metodlar gelistirilmistir. Bu histolojik degerlen-
dirme yontemlerinin kalitatif histolojik degerlendirme
metodlartyla birlikte yapilmasi ile ¢alismalarin bilimsel
gecerliligi artirtlmistir. Bu derlemede meniskiis
dokusunun histolojisi, histolojik preparasyonu ve
kikirdak iyilesme modellerinde kullanilabilecek kalitatif
-kantitatif histolojik degerlendirme yontemleri
aciklanmaya ¢aligilmstir.

Meniskiis Histolojisi

Meniskiis dokusu yaklagik olarak %72 su, %22
kollajen, non-kollajen proteinler, glikozaminoglikanlar
ve farkli tipte hiicreleri igerir. Hiicreler sekillerine,
territorial matriksin bulunmasi veya bulunmamasina
gore kondrosit, fibroblast ve ara tip morfolojili hiicreler
olarak smiflandirilmistir. Meniskiistin 1/3 dis kisminda
fibroblast ve fibroblast benzeri hiicreler yogun bag
dokusu igerisinde bulunurken, meniskiisiin orta ve i¢
kisminda yogun ekstraselliiler matriks ile ¢evrelenmis
yuvarlak veya oval gekilli hiicreler gézlenir (1,2). Bu
hiicreler fibroblast ve kondrosit 6zelligi gosterdiginden
fibrokondrosit olarak da isimlendirilir. Fibrokondrositler
toplam doku hacminin %10'nunu olusturacak kadar
kii¢iik miktarda oldugundan matrikste seyrek dagilim
gosterir (2). Ekstraselliiler matrikste bulunan kollajenin
%90'n1 tip I kollajen, geri kalann tip I1, tip II1, tip V ve
tip VI kollajen olusturur (3,4). Glikozaminoglikanlar
kantitatif olarak dokuda ¢ok kii¢ciik miktarlarda
bulunsalar da dokunun hidrasyonunu, basinca karsi
direncini ve elastisitesini saglama gibi Onemli
fonksiyonel rolleri vardir (4). Ekstraselliiler matrikste
agrekan major proteoglikandir, dekorin, biglikan,
versikan, fibromodulin ise mindr glikozaminogli-
kanlardir (2). Proteoglikan makromolekiillerinin
biliylkligi, su tutmasi ve elektrostatik itme 6zelliginin
tamami1 meniskiisiin basinca karsi direncini belirler (4).
Meniskiisiin, 2/3'lik dis kismimi dairesel ve iginsal
dizilimli tip I kollajen lifleri olusturur. Bu bolge
hiicrelerin ve tip 1 kollajenin yogun olmasi nedeniyle
fibréz doku ozelligindedir. Meniskiisiin i¢ kismi ise
hiyalin kikirdaga benzer, bu bdlgede az sayida hiicre

bulunurken yiiksek oranda proteoglikan ve tip Il kollajen
bulunur (5) Meniskdisiin 1/3 dig kismu vaskiiler bolgedir,
bu alanda damarlarla iligkili kalin sinir lifleri ve duyusal
reseptorler goriliirken, 2/3 i¢ kismi ise avaskiiler bolge
olup, burada sinir lifleri ve reseptorler gorillmez(6,7).

Isik Mikroskobik Degerlendirme

Dokularin mikroskobik degerlendirilmesinde,
doku biitiinliigliniin saglanmis olmas1 ve incelenecek
hiicresel komponentin korunmus olmasi ¢ok dnemlidir.
Dokularm alinmasindan incelemenin yapilmasina kadar
her agamanin ayri bir 6nemi olmakla birlikte en 6nemli
asamanin doku ve hiicresel yapinin korundugu, tespit
(fiksasyon) asamasi oldugu sdylenebilir. Farkli
fiksatifler kullanilmakla birlikte meniskiis dokusunun
fiksasyonunda siklikla %10'Tuk tamponlanmig nétral
formalin kullanilmaktadir (8-12). 24-48 saat fikse olan
doku, sirastyla dehidrasyon (sirasiyla %70, %80, %90,
%96'lik alkollerle), seffaflastirma (ksilol) isleminden
gectikten sonra parafine gomiiliir. Mikrotom ile 4 um ile
8 um arasi kalinlikta alinan kesitler farkli boyalar ile
boyanarak morfolojik degerlendirme yapilir (9-14).
Histolojik incelemede hematoksilen—eosinboyasi (9-12)
ile genel morfolojik degerlendirme yapilabilir ancak
dokunun farkli komponentlerini gosteren 6zel boyalarin
kullanilmas1 arastirmaya katki saglayacaktir. Ekstrasel-
liler matrikste bulunan anyonik proteoglikanlarin,
glikozaminoglikanlarin yogun olarak bulundugu bolge-
yi belirlemek ve boyanmanin yogunluguna gore
degerlendirmek amaciyla toluidin mavisi (8,10,13),
safranin-O (10,11,14), alcian mavisi (15-17) kullanila-
bilir. Boyanmanin yogunluguna gore; boyanmanin
olmamasi (-), normal boyanmanin olmasi (++++) olarak
semi-kantitatif degerlendirme yapilabilmektedir (18).
Ayrica goriintii analiz programlari kullanilarak boyanan
alan (mm’) ve boyanma yiizdesi kantitatif olarak da
hesaplanabilir (11). Ekstraselliller matrikste histolojik
olarak degerlendirilen 6nemli bir komponentte
kollajendir. Kollajenin histokimyasal degerlendiril-
mesinde van Gieson (14,16,17), masson trikrom
(12,16,17), mallory trikrom (16,17), cason trikrom (17)
gibi 6zel boyalar kullanilabilir. Bu boya teknikleri
formaldehit ile tespit edilmis dokularda optimal sonuglar
vermez. Buna karsin zenker soliisyonu, formol-merkuri,
bouin soliisyonu veya picro-merkurik alkol gibi tespit
soliisyonu kullanildiginda tatmin edici sonuglar
aliabilmektedir (16,17). Bu boyama tekniklerinde
genellikle semi-kantitatif sonuclar verilmektedir.
Boyanan kollajenin miktarina gore;

- Dokuda seyrek olarak hafif pozitif boyanma

alanlarmin goriilmesi; 1+

- Dokuda dagilmig olarak orta derecede pozitif

boyanma alanlarinin gériilmesi; 2+

- Dokunun tamaminda giglii pozitif boyanma

alanlarmin goriilmesi; 3+ olarak degerlendi-
rilebilir (12).
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Kollajenin semi-kantitatif degerlendirilmesine ek
olarak polarizer (1s1k kaynagi ve incelenecek ornek
arasina konulan) ve analizer (objektif lens ve gz arasina
konulan) filtreler kullanilarak gelistirilen polarize 151k
mikroskobunda kalitatif inceleme de yapilabilmektedir.
inceleme oncesinde pikrosirius kirmizisi ile boyanan
dokuda kollajen dizilimi ve yeni olusan kollajen ayirt
edilebilmektedir (8). Ayrica arastirmanin amacina gore
yapilan histolojik degerlendirmelerde; yeni damar
olusumu, fibroblastik proliferasyon, lokosit infiltras-
yonu, graniilasyon dokusu olusumu, dokuda goézlenen
yariga gore meniskiis iyilesmesi de degerlendirilebilir.
Henning iyilesme kriterlerine(19) gore;

- Meniskiis dokusunda iyilesmenin olmamasi

(%50'den fazla rezidiiel yarik goriilmesi)

- Meniskiis dokusunda parsiyel iyilesme olmasi
(%10-50 arasindarezidiiel yarik goriilmesi)

- Meniskiis dokusunda tam iyilesme olmasi
(%10'dan az rezidiiel yarik goriilmesi) olarak
belirtilmigtir.

Iyilesme alanindaki inflamatuar hiicreler
(polimorfoniiklear 16kositler, lenfositler, doku
makrofajlart) ise inflamatuar hiicre skalasina gére (20);

- Degerlendirme alaninda inflamatuar hiicre

bulunmamasi: 0

- 1-10aras1 inflamatuar hiicre bulunmasi; 1

- 10-20 arast inflamatuar hiicre bulunmasi; 2

- 20 veya daha fazla inflamatuar hiicre
bulunmast; 3 olarak degerlendirilir.

Buna ek olarak degerlendirme sirasinda her bir
hiicre tipi igin ayri ayn skala yapilip akut veya kronik
inflamasyon yaniti1 da saptanabilir.

Isik mikroskopi degerlendirme yontemlerinden bir
digeri immunohistokimyasal inceleme yontemidir. Bu
yontemde isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve
dokuda arastirilmak istenen protein veya peptit gosterilir.
Temel olarak antijen-antikor etkilesiminden faydalani-
larak direkt igaretleme veya ikincil isaretleme teknigi ile
antikorun baglandigr bolgeler tanimlanir (20).
immunohistokimya, rutin formaldehit iceren fiksatiflerle
tespit edilmis parafin kesitlere, fikse edilmemis ve fikse
edilmis kriyostat kesitlere, fikse edilerek rezine
gomiilmiis materyalden alinmig yart ince ve ince
kesitlere uygulanabilir (21). Siklikla tespit soliisyonu
olarak aldehit grubu (paraformaldehit, formaldehit,
gluteraldehit) fiksatifler kullanilmaktadir(16).

Meniskiis dokusunda immunohistokimyasal
olarak; kollajen tipleri, non kollajendz proteinler ve
proteoglikanlar gosterilebilir. Incelenecek yapinin farklt
epitoplarina kars1 olusturulmusg ¢ok sayida poliklonal ve
monoklonal antikorlar kullanilabilir.

Immunohistokimyasal degerlendirmeler genellikle
kalitatif ve semi-kantitatif yapilmaktadir. Bu degerlen-
dirmelerde;

1. Tmmunisaretlenen bolgenin pozitif veya negatif

boyanma olarak tanimlanmasi

2. Isaretlenmenin tipi ve dagiliminin (hiicre
nlikleusu, hiicre sitoplazmasi, ekstraselliiler

matriks) belirlenmesi

3. Manuel skorlama sistemleri kullanilarak pozitif
boyanan hiicre sayist ve boyanma yogunlugu (-,
+, ++, +++ olarak)

4. Gorintii analiz programlart kullanilarak

boyanma genisligi ve yogunlugu incelenmek-
tedir (22).

Kiltiire meniskiis hiicrelerinde ve meniskiis
dokusunda yapilan bazi ¢alismalarda; tip I (8,14,15,23),
11(8,14,15,23),1V (14,23), V(23) ve VIkollajen (14,23),
agrekan (8), perlekan (8), proteoglikan 4 (24), substans P
(SP)(7) ve protein gene product (PGP9.5)ndropeptiti (7)
(mekanoreseptorler ve duyusal reseptorleri belirlemede)
immunohistokimyasal olarak gosterilmis ve yukarida
belirtilen degerlendirme yontemleri kullanilmistir.
Benzer olarak Marsano ve ark. (14) yaptigi calismada
meniskiis dokusunda kollajen immun isaretlenmesinin
lokalizasyonunu ve yogunlugunu semi-kantitatif
degerlendirmis ve:

- Matrikste boyanmanin olmamast; (-)

- Matrikste bdlgesel boyanmanin olmasi

(matriksin <%50'sinden azi1); (-/+)

- Matriksin yaygin fakat zayif boyanmanin

olmasi (matriksin >%350'sinden fazlas1); (+/-)

- Matriksin gii¢li boyanmasi; (+) olarak

belirtmistir.

Kollajenin immunohistokimyasal incelenmesinden
farkli olarak McDougall ve ark. (25) calismalarinda
immunohistokimyasal isaretleme teknigi ile
vaskiilarizasyonu degerlendirmislerdir. Arastirmacilar
medial kollateral ligamentte anti-trombomodulin
antikoru ile damar endotelini isaretleyip X200
blyltmede 40 farkli alanda damarlar1 (anti-
trombomodulin antikoru ile isaretlenen endoteli iceren)
saymislardir. Buna gore olusturulmus semi-kantitatif
degerlendirmede:

- Alanda damar gbzlenmemesi; -

- Birkag damar gézlenmesi; 1+

- Bir¢ok damar gézlenmesi; 2+

- Cok fazla damar gbzlenmesi; 3+ olarak kabul

etmislerdir.

Bu degerlendirme skorunu referans alan Peterson ve ark.
(26) meniskiis iyilesmesi ¢aligsmalarinda anti-faktor VIII
antikoru kullanarak damar endotelini isaretlemislerdir.
Kantitatif degerlendirmede goriintli analiz program ile
pozitif boyanmanin oldugu alandan secilen 5 bolgede
(toplam alan pm’ olarak) immun isaretlenen endotelyal
hiicreler sayilip gruplar arasinda karsilastirma
yapmuslardir.

Meniskiis yaralanmalart 6nemli ortopedik
sorunlardan biridir. Ozellikle avaskiiler bolgede olan
meniskiis yaralanmalart kotii prognozlu olup yetersiz
iyilesme ile sonuglanmaktadir. Giiniimiizde zedelenme
sonrast fonksiyonel meniskiis dokusunun tekrar
olusturulabilecegi etkili bir tedavi ydntemi bulunma-
maktadir. Bu nedenle son yillarda yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi ve biyolojik meniskiis yapisi
olusturmak i¢in doku miihendisligi teknolojileri
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Tablo 1. Polimer ve dokunun kalitatif derecelendirmesi (27)

Hematoksilen-Eosin ile matriks boyanmasi Grade 1
Grade 2
Grade 3
Grade 0
Grade 1
Gradc 2
Grade 0
Grade 1
Grade 2
Gradce 0
Grade 1
Grade 2
Grade 3
Grade 4
Grade 0
Grade 1
Grade 2

I¢ kisima genisleyen dokunun belirgin tabiat:

Vaskiiler dokunun i¢ kisima biiyiimesi

Hiicre tabakasinin, kapsiil yapisimn kalinligt

Inflamatuar hiicre tipinin dagilim:

Grade 3
Grade 4

Grade 0
Grade 1
Grade 2
Grade 3

Polimerin pargalanmasi/dagiimasi

Acik kirmizi

Kirmizi

Koyu kirmizi/pembe

nflamatuar doku

inflamatuar ve fibroz

Fibr6z doku

Vaskdiler doku yok

Az miktarda

Fibrovaskiiler doku

Gozlenmemesi

5 tabakaya kadar

10 tabakaya kadar

15 tabakaya kadar

15 tabakadan fazla

inflamasyon yok

Birka¢ makrofaj ve dev hiicre bulunan hafif inflamasyon
Bircok makrofaj ve dev hiicre bulunan, fakat PMN lokosit
bulunmayan inflamasyon

Grade 2 deki gibi orta inflamasyon fakat birkag PMN lokosit
Agir inflamasyon, ¢ok fazla sayida makrofaj, dev hiicre ve PMN
1okosit

Dagilma belirtisi yok

Sudan Black ile boyanma yogunlugunun azalmasi

Polimerin pargalanmasi

Polimersiz alanlar

kullanilarak bir¢ok ¢aligsma yapilmaktadir. Tienen ve ark.
(27) tarafindan yapilan caligmada, polimer implantas-
yonu sonrast meniskiis dokusu histolojik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 1).

Bir bagka ¢alismada Tienen ve ark. (15) meniskiis
zedelenmesinin  oldugu alanda implantasyon islemi
sonrast iyilesmeyi;

- lyilesme yamtiin olmamast; iyilesme yok

- Lezyon alaninin en azindan %A50'sinin yeni

olusan doku ile dolmasi; kismi iyilesme

- Lezyon alanimin en azindan %75'inin yeni

olusan doku ile dolmasi; iyilesme olarak
degerlendirmistir.

Ayrica implant-defect bolgesinde implanta dogru
genisleyen dokunun ylizdesi ve hiicresel fenotipi
(fibroblastik, kondroblastik) belirlenmis, proteoglikan
ve tip II kollajen sentezi incelenmistir. Goriintii analiz
programi araciligiyla;

- 200 pm mesafede implant merkezi boyunca

gegen 2 kesitte tip II kollajen antikoru ile isaretli
toplam implant ylizeyi (%)

Tablo 2. Histolojik puanlama sistemi (9)

- 200 pm araliklarda 3 kesitte implantin toplam
¢evresinin meniskiis dokusu ile temas ettigi
mesafe (%) ve toplam implant ylizeyinde,
genisleyen dokunun alani (%) olarak
hesaplanmistir.

Kobayashi ve ark. (28) meniskiis organ kiiltlri
caligmasinda alic1 doku ve greft arasinda iyilesmeyi; alict
doku ve grefti gevreleyen hiicrelerin bulunmasina,
ekstraselliiler matriks sentezinin yapilmasina, her iki
doku arasinda matriks ile birlesmenin olmasina ve her iki
doku arasinda biitiinliigiin olusmasina gore histolojik
olarak degerlendirmis ve semi-kantitatif skorlama
yapmustir. Bu skorlamada;

- Iki doku arasmda mesafenin bag doku ile

devamliliginin olmasi; 2

- Dokular arasinda bazi etkilesimler olmasina
ragmen, baglantili alanlarin olmamast; 1

- Dokular arasinda farkedilebilir bir degisikligin
olmamasi; 0 olarak puanlanmuistir.

Rodeo ve ark. (9) otolog meniskiis trasplant

calismasinda; implant bolgesinde mevcut hiicrelerin

Mevcut hiicrelerin yapisal ve sayisal niteligi

Aselliiler goriinim 0

inkomplet olarak hiicrelerin yeniden ¢ogalmaya baglamast 1

Normal hiicresel goriintim 2
Yogun olarak goriilen hiicre tipi

Mononiiklear veya inflamatuar hiicrelerin goriilmesi 0

Fibroblastlarin gorilmesi 1

Fibrokondrositlerin goriilmesi 2
Kollajenin diizenlenisi

Diizensiz goriimiin 0

Tyi diizenlenmis goriiniim 1
Matriks morfolojisi

Kondromukoid dejenerasyon goriilmesi 0

Fibroz goriintim 1
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niteligine, baskin hiicre tipine, kollajen diizenlenisi ve
matriks morfolojisine gore olusturulmus puanlama
tablosu (0-6 arast) kullanmiglardir (Tablo 2).

Zhang ve ark. (29) meniskiis implant ¢aligmasinda
Schreiber ve ark. (30) tarafindan olusturulmus histolojik
degerlendirme skalasini degistirerek kullanmiglardir
(Tablo 3).

Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Ultrastriikttirel incelemeler, gecirmeli elektron
mikroskobu (Transmission Elecron Microscopy: TEM)
ve taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron
Microscopy: SEM) ile hiicre-hiicre, hiicre-matriks
etkilesimini ve tim bu yapilarin iki-iic boyutlu
diizenlenigini, kompozisyonunu degerlendirmek
amactyla yapilir (22). Elektron mikroskobik inceleme-
lerde kullanilan fiksatiflerin doku penetrasyon hizi yavas
oldugundan alman doku biyiikliginin 1mm"ii
geememesi gerektigi  Onerilmektedir. Postmortem
degisikliklerin en hassas belirtegleri mitokondriyon ve
endoplazmik retikulumdaki degisikliklerdir. Bu
organellerde osmotik dengesizlikte goriilen gisme
belirtileri, kan akiminin kesilmesinden birka¢ dakika
sonra baglamaktadir. Bu nedenle dokunun en kisa siirede
alinip fiksatife konmasi c¢ok Onemlidir. Standart
protokolde; proteinleri fikse etmek icin %1.5-4
gluteraldehitle 2-6 saat primer fiksasyon ve bunu takiben
lipidleri korumak i¢in %1 osmium tetroksit ile 60-90
dakika sekonder fiksasyon yapilmaktadir. Etkin
fiksasyonun elde edilmesi i¢in fiksatifin pH'sinin,
tampon soliisyonu ile 7.2-7.6 araligina getirilmesi ve
osmolitesinin 300-330 mOsm olmasi gerckmektedir.
Otolitik degisiklikleri engellemek i¢in ise fiksasyonunu
+4°C de yapilmast Onerilmektedir (16,31). Siklikla
caligmalarda %2-2.5 konsantrasyonda kullanildig:
belirtilmistir (10,14). Doku fikse edildikten sonra,
sirasiyla dehidrasyon (artan derecede alkoller),
seffaflagtirma (1,2-epoksipropan) isleminden gegirilir ve
rezine gomiiliir. Ultrakmikrotom 70 nm kalinliginda
alman kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile
kontrastlanarak TEM ile incelenir. SEM incelemeleri
icin dokularin fiksasyonu ve dehidrasyonundan sonra
kurutulmasi (critical point drying) gerekmektedir. Bu
islemde kurutma cihazi (critical point dryer) yardimiyla
dokudaki su veya solvent, dokuda biiziisme olmaksizin
uzaklastirilmis olur daha sonra incelenecek doku ytizeyi
altin-karbon ile kaplanir(16,31).

Elektron mikroskopi incelemelerinde hiicre
morfolojisi, sitoplazma ve niikleus ozellikleri,
organellerin yapisal degisiklikleri tanimlanabilir.
Siklikla literatiirde hiicresel Ozelliklere ek olarak
meniskiis dokusunun 6nemli komponenti olan kollajen
liflerin kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirildigi
gozlenmistir. Normal meniskiis dokusundaki kollajen
liflerin ¢apt 50-100 nm arasinda olup, bunlar yogun
paketler olarak gézlenirler (10). Shibuya (10) allojenik
meniskiis transplantasyonu c¢aligmasinda meniskiis

dokusunda kollajen liflerinin ¢capini karsilagtirmislardir.
20-50 nm capindaki kollajen lifler F1, 50-100 nm
capindaki kollajen lifler F2 olarak gruplandirilmis ve
F1/F2 orami hesaplanmistir. “Gelber ve ark. (32)”.
meniskiis dokusundan alinan longitudinal ve transvers
kesitlerde 400 kollajen lif, X19000 biiylitmede
goriintillemigler ve elektronik digital cetvel yardimiyla
kollajen ¢aplart 6l¢miistiir. Ayrica Tablo 4 de goriilen 5
degiskene gore grade 1: 0-2 puan, grade 2: 3-4 puan,
grade 3: 5-7 puan olarak derecelendirmislerdir.

Fliioresans Mikroskobik ve Konfokal
Mikroskobik Degerlendirme

Fliioresans mikroskobu ultraviyole 15181 altinda
belirli molekiillerin fliioresans verme kabiliyetini
degerlendirir. Bu nedenle arastirilan protein veya
peptidin immunofliioresans isaretleme teknigiyle
gosterilmesi gerekmektedir. Immunohistokimyasal
teknikte oldugu gibi bu teknikte de temel mekanizma
antijen-antikor etkilesimi iizerine kurulmustur (16,33).
Farkli cksitasyon ve emisyon dalga boylarina sahip
fliiorokromlar (floresein izotiosiyanat, rodamin,
fikoeritrin, akridin oranj, teksas kirmizisi) ile konjuge
edilmis antikorlar kullanilir(16,21,33).

Incelenecek dokularin dondurulmasi ve sonrasida
alinan kriyo kesitlerde bu teknigin optimum sonuglar
verdigi saptanmustir (16,33). Bu nedenle dokularin
fiksasyonunda; sivi nitrojen (-190°C), sivi nitrojen ile
sogutulmusg isopental (2-metilbutan) (-150°C), kuru buz
(-70°C), karbondioksit gazi (-70°C) gibi ajanlar
kullanilmaktadir (33). Siklikla fliioresans mikroskobik
incelemeler sonrasinda yapilan degerlendirmeler
kalitatif olmaktadir (34.35). Hiicre morfolojisi ve
lokalizasyonu arastirtlan molekiiliin-yapmin ekstrasel-
liler matrikste bulunmasi, bulunmamasi ve dagilimi gibi
kalitatif parametreler kullanilmakla birlikte semi-
kantitatif sonuclarda verilebilmektedir(16,25).

Dokularin histolojik degerlendirilmesinde doku
takip yontemleri mutlaka kullanilmalidir. Ancak
kullanilan kimyasal malzemeler ve fiziksel sartlar
minimalde olsa hiicresel sisme, biiziisme, goriintii
artefaktina neden olabilmektedir. Gelistirilen konfokal
laser mikroskopi inceleme teknigi ile bu sorunlar ortadan
kaldirilmig ve dokularin in vivo sartlarda incelenmesi
saglanmigtir (36). Konfokal mikroskobunda laser ve
bilgisayar kullanilarak hiicre ve dokularin ii¢ boyutlu
goriintiisii olusturulur. Sistem ile dokudan yaklasik 1 pm
kalinliginda optik kesitler alinir ve ayni fokal diizlemde
bulunan pek ¢ok nokta taranir, bilgisayar bu noktalar
kullanarak bir gorintii olusturur (37). Incelemeler
tampon soliisyonuna alinan dokuda yapilabilecegi gibi
flioresans boyalar (akridin oranj, akriflavin/kalsein-
AM, floresein) eklenmis besiyelerinde inkiibe edilmis
hiicrelerde ve dokularda da yapilabilmektedir. Dokunun
kompozisyonuna bagli olarak doku yiizeyinden 150-300
um derinligine kadar olan alanda hiicre morfolojileri,
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Tablo 3. Meniskiis Iyilesmesi Histolojik Puanlama Skalasi (29)

Doku iyilesmesinin 6zelligi Puan
Baskin olan dokunun yapisi
Tipik fibroz kikirdak 5
%50 den fazla fibr6z kikirdak 4
%50 fibroz kikirdak/%50 fibroz doku 3
%50 den fazla fibréz doku 2
Fibroz doku 0
Matriksin toluidin mavisi ile boyanmasi
Normal boyanma 3
Orta 2
Hafif 1
Boyanma yok 0
Yiizey
Diiz ve intakt yiizey 3
Yiizeyel laminasyon 2
Hafif bozulma 1
Agir bozulma 0
Biitiinliik
Normal yap1 2
Hafif bozulma 1
Agir bozulma 0
Kalmlhk
Bitisik dokunun %75-100 2
%50-74 @ 1
%0-49 u 0
Alict dokuya tutunma
Tutunmus 2
Kismi tutunma 1
Tutunma yok 0
Defektte iyilesme dokusu
Normal hiicre morfolojisi ve matriks boyanmasi 3
Hiicre kiimelenmesi ve normal matriks boyanmasi 2
Hiicre dejenerasyonu ve azalmig matriks boyanmasi 1
Agir hiicresel deenerasyon, matrikste zayif boyanma veya boyanma yok 0

Komsu alict doku

Normal hiicre mortfolojisi ve matriks boyanmasi 3
Hiicre kiimelenmesi ve normal matriks boyanmasi 2
Azalmig matriks boyanmasi 1
Matrikste zayif boyanma veya boyanma yok 0
Tamamen saglikli kikirdak hiicre sayisi
Normal fibréz kikirdaga benzer 3
Normal fibroz kikirdaga goére hafif azalmis 2
Normal fibroz kikirdaga gére oldukca azalmig 1
Hemen hemen kikirdak hiicresi yok 0
Matriks gozenekliligi
Gozenekli kalin matriks 5
Bir miktar gozenekli kalin matriks 4
Cok gozenekli yar1 kalinlikta matriks 3
Gozenekli matriks 2
Fibroz matriks 0
Maksimum puan 31
Tablo 4. Meniskal Kollajen Yap1 Skorlama Sistemi (31)
0 puan 1 puan 2 puan
Kollajen liflerin diizensiz
goriilmesi-harabiyeti/ Hafif Orta Agir
Bantlagmanin kaybolmas1
Lifler aras1 dem Var Yok -
Paketlenme Yiiksek yogunluk Orta Distik yogunluk
Bantlasma Var Yok -
Lif ¢aplarinda diizensizlik Diisiik Yiiksek -




Meniskiisiin Histolojik Degerlendirmesi

hiicredeki voliim degisiklikleri, canlilik orani, kollajen
ve elastik liflerin morfolojisi-diizenlenisi, damarlar ve
sinir sonlanmalar1 degerlendirilebilir (25,35,38-40).

Sonu¢ olarak, meniskiis dokusunda c¢esitli

histolojik preparasyon ve degerlendirme yontemleri
kullanilmaktadir. Bu nedenle planlanan g¢alismalarda,
calismanin amacina uygun histolojik preparasyonun
belirlenmesi, kalitatif degerlendirme yo6ntemlerinin
kantitatif degerlendirme yontemleriyle desteklenmesi
g6z oniinde bulundurulmalidir.
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