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Streszczenie

Gtownym celem pracy byto okre$lenie procento-
wego sktadu pierwiastkowego Scian zdrowej aorty
brzusznej (NAA) i tetniaka aorty brzusznej (AAA) na
podstawie mikroanalizy rentgenowskiej (Rtg) dla duzej
populacji materiatu badawczego, azeby sprawdzic¢
uzyteczno$¢ metody do réznicowania (na poziomie
molekularnym) materiatu biologicznego pod katem
zmian chorobowych. Dla Zzadnego z analizowanych
pierwiastkoéw nie odnotowano, na poziomie istotnosci
p=0,05, istotnych statystycznie zmian w procentowym
rozktadzie pierwiastkbw miedzy preparatami $cian
zdrowych aort brzusznych oraz tetniakow. Na podsta-
wie uzyskanych wynikow wykazano, biorgc pod uwage
wielko$¢ grup badawczych, Zze zastosowana metoda
nie umozliwia réznicowania materiatu biologicznego
na zatozonym poziomie istotnos$ci.

[Inzynieria Biomateriatow, 89-91, (2009), 186-188]

Wprowadzenie

Tetniak aorty brzusznej (AAA) to trwate i postepujace,
lokalne poszerzenie aorty brzusznej o minimum 50%
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Abstract

The main aim of paper was evaluation of chemical
elements composition of normal abdominal aortic
walls (NAA) and abdominal aortic aneurysms walls
(AAA) based on X-ray microanalysis for a numerous
and diversified population in order to differentiate (on
molecular level) biological materials according pat-
hological changes. For neither of analyzed elements
were noticed statistically significant on the confidence
level p=0,05 differences between NAA walls and
AAA walls. On the basis of the obtained results it
can be concluded that used methods isn’t sufficient
to differentiation of biological materials according
pathological changes.

[Engineering of Biomaterials, 89-91, (2009), 186-188]

Introduction

An abdominal aortic aneurysm (AAA) is a permanent and
progressive dilatation (widening or bulge) of the abdominal
aorta by at least 50% relative to its normal diameter [1-3].
AAA arises as a result of the many-factor pathologic remod-
elling of the aorta’s connective tissue [4]. The cause leading
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w stosunku do jej prawidtowej srednicy [1-3]. AAA powsta-
je w wyniku wieloczynnikowej, patologicznej przebudowy
tkanki tacznej sciany aorty [4]. Przyczyna prowadzaca do
powstania tetniaka nie jest jeszcze znana, ale powoduje
obnizeniem wytrzymatosci sciany naczynia i wzrost jej
sztywnosci [5,6]. Potencjalnie, proces rozwoju AAA moze
by¢ wywotany przez deficyt miedzi, cynku lub kwasu askor-
binowego [7,8]. Wiele badan przeprowadzonych w ciaggu
ostatnich kilku lat wskazuje, ze inicjacje, rozwdj oraz pek-
niecie tetniaka powoduje proteolityczna degradacja biatek
strukturalnych Sciany aorty, czyli elastyny i kolagenu [9-13].
Pierwiastki sladowe, takie jak miedz (Cu), cynk (Zn) i mo-
libden (Mo) zwigzane sg z procesami biodegradacji biatek
macierzy pozakomoérkowej, gtéwnie widkien elastynowych.
Ocena procentowego sktadu pierwiastkowego za pomocg
metody mikroanalizy rentgenowskiej (Rtg) moze umozliwi¢
réznicowanie, na poziomie molekularnym, materiatu biolo-
gicznego pod katem zmian chorobowych. Stad celem pracy
byto okreslenie procentowego skfadu pierwiastkowego scian
aorty brzusznej i tetniaka aorty brzusznej na duzej grupie
materiatu badawczego.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity preparaty $cian niezmie-
nionych patologicznie aort brzusznych oraz $cian tetniakéw
aorty brzusznej. Preparaty $cian tetniakow aorty brzusz-
nej (AAA) oraz $cian niezmienionych patologicznie aort
brzusznych (NAA) pobrano odpowiednio: srédoperacyjnie
od 96 pacjentow oraz podczas autopsji od 67 dawcow
(na podstawie decyzji Komisji Bioetycznej przy Akade-
mii Medycznej we Wroctawiu na podstawie decyzji nr
KB — 764/2004). Kazdorazowo z materiatu badawczego
pobierano przy pomocy skalpela skrawek wielkosci okoto
10 mm2 petnej grubosci Sciany naczynia w celu przepro-
wadzenia analizy sktadu pierwiastkowego analizowanych
tkanek. Analiza sktadu pierwiastkowego wykonana zostata
przy zastosowaniu techniki mikroanalizy rentgenowskiej.
Badanie przeprowadzono z zastosowaniem skaningowego
mikroskopu elektronowego Leo 435 VP (Zeiss) z przystawkg,
do mikroanalizy (Réentec).

Materiat utrwalano przez okres 7 dni w 2,5% roztworze
aldehydu glutarowego na buforze fosforanowym. Na-
stepnie utrwalony materiat odwadniano w szeregu kapieli
acetonowych o stopniowo rosnacych stezeniach; od war-
tosci 50% az do 100%; po czym suszono je i naklejano
na stoliki uzywajgc kleju weglowego. Pojedynczy pomiar
procentowego udziatu pierwiastkdw w strukturze poszcze-
golnych preparatéw prowadzono w punkcie o wymiarach:
0,5um x 0,5um. Dla kazdego analizowanego przypadku,
wykonano 10 pomiaréw, w losowo wybranych obszarach
badanego preparatu. Wyniki przeprowadzonych badan
usredniano dla kazdego preparatu.

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci wartosci
Srednich wraz z odchyleniami standardowymi (X + SD).
Statystyczng analize danych przeprowadzono na podstawie
testu t-Studenta dla préb niezaleznych (pakiet Statistica 8.0,
StatSoft). Testy prowadzono przy zachowaniu zatozenia, ze
wartos$¢ graniczna poziomu istotnosci (p) wynosi 0,05.

Wyniki i dyskusja

Analiza sktadu pierwiastkowego scian zdrowych aort
brzusznych oraz $cian tetniakow aorty brzusznej wy-
kazata, ze zdecydowanie najwyzszy procentowy udziat
w strukturach obu grup majg pierwiastki budujgce struk-
tury biatkowe (gtéwnie: elastyne i kolagen), tj. wegiel (C)
oraz tlen (O) (TABELA 1.), przy czym zakres zmiennos$ci

to an AAA is still unknown although causes strength reduc-
tion and stiffness increase [5,6]. Potentially, the development
of an AAA can be induced by, among other things, copper,
zinc or ascorbic acid deficiency [7,8]. Many researches done
in recent years indicate that the initiation, development and
rupture of the aneurysm are caused by the degradation of
the aortic wall structural proteins, i.e. elastin and collagen
[9-13]. Vestigial components like cup rum (Cu), zinc (Zn) and
molybdenum (Mo) are connected with biodegradation proc-
esses of extracellular matrix proteins, mainly elastin fibers.
Proportional evaluation of elemental composition by X-ray
microanalysis may enable differentiation of biological ma-
terials according pathological changes on molecular level.
Hence, the main aim of paper was proportional evaluation
of elemental composition of normal abdominal aortic walls
and abdominal aortic aneurysms walls based on a numerous
and diversified population.

Material and methods

The experimental material had the form of preparations
of normal abdominal aortas (NAA) and abdominal aorta
aneurysm walls (AAA). The abdominal aorta aneurysm
walls (AAA) were intraoperatively taken from 96 patients and
the normal abdominal aorta walls (NAA) were taken during
autopsies from 67 donors (the permission was granted by
the Bioethical Committee at Wroctaw Medical University on
the basis of decision KB — 764/2004). Vascular wall seg-
ments 10 mm2 in area constituted the material for chemical
composition analysis, based on X-ray microanalysis. The
investigations were performed on a Leo 435 VP (Zeiss)
electron microscope with additional equipment to X-ray
microanalysis (Réentec).

The biological material were fixed in a 2,5% phosphate-
buffered glutaraldehyde for 7 days. Afterwards fixed materi-
als were dehydrated in an acetone series, then dried and
stuck onto microscope stages, using carbon glue. Every
single measurement of chemical composition of particular
specimen structure was conducted in a point dimension
0,5um x 0,5um. For every single case 10 measurements
were performed at random chosen areas analyzed speci-
men. The results were presented in the form of averages
with standard deviations (X + SD). The statistical analysis
of the data was based on Student’s t-test for independent
samples (Statistica 8.0, StatSoft package). The statistical
tests were performed assuming the confidence level limit
value (p) of 0,05.

Results and conclusions

On the basis of the conducted research on normal
abdominal aortic walls and abdominal aortic aneurysms
walls, the obtained results indicate the highest proportional
contribution had composition constructed protein structures
(mainly: elastin and collagen), i.e. carbon (C) and oxygen
(O) (TABLE 1.). A change of variability was determinedly
wider for abdominal aortic aneurysms walls than for normal
abdominal aortic walls. The calcium (Ca) content in analyzed
preparations structures was extremely variable; it was in-
dicated on a various development level of atherosclerotic
alteration in blood vessels walls; normal and pathologically
changed. In AAA walls were noted presence of vestigial
chemical element connected with biodegradation of elastin
fibers, mainly cuprum (Cu). The contribution of zinc (Zn) and
molybdenum (Mo) weren’t noticed. Neither of this compo-
nents were prevailing in NAA walls.
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w przypadku $cian tetniakow byt zde-
cydowanie szerszy niz w przypadku

Udziat / Contribution[%]

For neither of ana-
lyzed elements were

$cian zdrowych naczyn krwionosnych. =i NAR =~ S noticed statistically
Zawarto$¢ wapnia (Ca) w strukturze ||Pierwiastek Average| SD Zakres Average| SD Zakres || significant on the con-
analizowanych preparatow jest wyso- || Element |07 2 Range | . Range || fidence level p=0,05
ce zmienna, co wskazuje na rozny sto- C 55,97 |6,8840,28-7051| 56,53 [11,36/2088+73,95 differences between
pien rozwoju zmian miazdzycowych 0 34,70 |5,34|2263-4390| 36,04 |9,67[1872-5362/|normal abdominal
w $cianie zaréwno aorty, jak i tetniaka. Na 1,39 [0,94/0,44-3,39] 1,20 |0,85/0,26-4,48]||aortic walls and ab-
W przypadku scian tetniakéw, od- Si 0,70 |0,67]|0,23:2,69| 0,55 |0,30/0,04-1,04 || dominal aortic aneu-
notowano obecnos$¢ pierwiastkow P 2,84 11,7210,73-7,64] 1,81 [2,14]0,44-11,50|] rysms walls. Although
$ladowych zwigzanych z procesami S 098 [019]0,75-1,44] 1,02 |0,32|0,48+1,78 | the range of obtained
biodegradacji widkien elastynowych, I\C/IZ (2)"2‘1 (2)28 g'lrg'ij (1)22 gg %101:200;‘727 results for AAA speci-
SO LI iy o] e . 1o MM L WS
. . . . Fe 6,14 |1483/0,05+39,73[ 0,15 ]0,08|0,05+0,37|| ". : )

i r.nollb(’jenu. (Mo). Zaden z tych pier- Cu 0 0 . 0.10 [0,02]0,08-0,11]| S of the experimen-
wlgstko(;/v nie blz/% obecr]y w strukturze Cl 0,64 |020[044-085| 0,53 |015|0.30-0.68|ta! resullttsdlncll:cdmg
scian zdrowych naczyf. 7n 0.88 - 0 0 - a magnitude of ex-
e tanee £ snavzonaryen | e ar7 Ismalomsamal o o [ ||vernenis e o
poziomie is'totnoé'ci p=0,05, istotnych % 883 093/031-163 ggg : : methods. isn’t §u_ffi-
statystycznie zmian w procentowym Mo 274 N 0 0 5 cient to differentiation
rozktadzie pierwiastkéw miedzy prepa- Sn 0 0 B} 0 0 _ of biological materials
ratami $cian zdrowych aort brzusznych | 119 _ 0 0 - according pathological
oraz tetniakow, aczkolwiek zakres F 4,63 : 0 0 : changes.

uzyskanych wynikéw w przypadku
tetniakow byt zdecydowanie szerszy.
Na podstawie uzyskanych wynikéw
wykazano, biorgc pod uwage wielkosé
grup badawczych, ze zastosowana
metoda nie umozliwia réznicowania
materiatu biologicznego (na zatozo-
nym poziomie istotnosci).

TABELA 1. Udziat procentowy pierwiastkéw w strukturze
$cian preparatéw zdrowych aort brzusznych (NAA) oraz
w strukturze preparatéw scian tetniakow aorty brzusznej
(AAA).

TABLE 1. Contribution of chemical elements in normal
abdominal aortic walls (NAA) and abdominal aortic an-
eurysms walls (AAA).
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