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Streszczenie

Rozwdj tetniakow, w tym aorty brzusznej (AAA)
Jest dynamicznym procesem, ktéry zachodzi w wyniku
wieloczynnikowego, patologicznego remodelingu
tkanki tgcznej Sciany aorty. Badania strukturalne
Scian naczyn tetniczych (zdrowych i z tetniakiem)
przeprowadzono w oparciu o analize histologiczng
i ultrastrukturalng. Analiza poréwnawcza wynikow
wykazata, Zze w przypadKu preparatow Scian tetniakow
aorty brzusznej odnotowano caty szereg zmian, ktore
sg charakterystyczne dla rozwazanego schorzenia,
w tym: wzmozony proces neowaskularyzacji oraz
obecnos$¢ nacieku zapalnego. Ponadto, odnotowano
zatarcie granic miedzy warstwami oraz redukcje ich
grubosci, co szczegdlnie zaznaczyto sie w przypadku
btony wewnetrznej. Zaobserwowano istotny ubytek
wtokien elastynowych oraz zmienny co do inten-
sywnosci w poszczegolnych przypadkach ubytek
wtokien kolagenowych. Wykazano takze, Ze zmiany
w liczbie wtdkien tkanki tgcznej odgrywajg kluczowg
role w procesie rozwoju AAA.

Stowa kluczowe: aorta brzuszna, tetniak, witdkna
elastynowe, wtokna kolagenowe

[Inzynieria Biomateriatéw, 99-101, (2010), 83-87]

Wprowadzenie

Tetniak aorty brzusznej (AAA) to trwate i postepujace,
lokalne poszerzenie aorty brzusznej o minimum 50%
w stosunku do jej prawidtowej srednicy. AAA wystepuje
gtéwnie w podnerkowej czesci aorty brzusznej [1,2]. Tetniak
aorty brzusznej powstaje w wyniku wieloczynnikowego,
patologicznego remodelingu tkanki tacznej Sciany aorty
[3]. Przyczyna prowadzaca do powstania tetniaka nie jest
jeszcze znana. Potencjalnie, proces rozwoju AAA moze
by¢ wywotany miedzy innymi przez deficyt miedzi, cynku
lub kwasu askorbinowego [4,5]. Wiele badan przeprowa-
dzonych w ciggu ostatnich kilku lat wskazuje, ze inicjacje,
rozwoj oraz pekniecie tetniaka powoduje degradacja biatek
strukturalnych Sciany aorty, czyli elastyny i kolagenu [6-8],
wywotana przez proteolityczne enzymy z rodziny endopep-
tydaz, gtdwnie reprezentowane przez metaloproteinazy
macierzy pozakomorkowej (MMP) [1,9].
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Abstract

The development of abdominal aortic aneurysm
(AAA) is a dynamic process proceeding as a result of
the multi-factor pathological remodelling of the con-
nective tissue. Structural investigations of normal and
aneurismal vessels were carried out on the basis of
histological and ultrastructural examinations. A com-
parative analysis of the experimental results revealed
a whole series of changes characteristic of the AAA
walls (intensified neovascularisation and inflammatory
infiltrations). In addition, the boundaries between the
layers were found to be blurred and the thickness of
the layers was reduced. A substantial loss of elastin
fibres and a case-specific loss of collagen fibres were
observed. The number of connective tissue fibres play
a key role in the AAA development.

Key words: abdominal aorta, aneurysm, elastin
fibres, collagen fibres

[Engineering of Biomaterials, 99-101, (2010), 83-87]

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. The AAA
occurs mainly in the infrarenal part of the abdominal aorta [1,
2]. An abdominal aortic aneurysm arises as a result of the
many-factor pathologic remodelling of the aorta’s connec-
tive tissue [3]. The cause leading to an AAAis still unknown.
Potentially, the development of an AAA can be induced by,
among other things, copper, zinc or ascorbic acid deficiency
[4, 5]. 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 [6-8], induced by proteo-
lytic enzymes from the endopeptydase family, represented
mainly by matrix metalloproteinases (MMP) [1,9].

Material and methods

The experimental material had the form of 87 prepara-
tions of normal abdominal aortas (NAA) (average age of
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Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity 87 preparatéw $cian nie-
zmienionych patologicznie aort brzusznych (NAA) (Sredni
wiek dawcow: 66111 lat) oraz 96 preparatéw sScian tetnia-
kow aorty brzusznej (AAA) (Sredni wiek dawcow: 68+9 lat).
Zgode na przeprowadzenie badan oraz pozyskanie w tym
celu materiatu biologicznego wydata Komisja Bioetyczna
przy Akademii Medycznej we Wroctawiu na podstawie de-
cyzji nr KB—220/2010. Bezposrednio po pobraniu, materiat
biologiczny umieszczano w roztworze soli fizjologicznej
i przechowywano w temperaturze 4°C.

donors: 66111 years) and 96 abdominal aorta aneurysm
walls (AAA) (average age of donors: 6819 years). The per-
mission to carry out the experiments and to acquire biologi-
cal material for this purpose was granted by the Bioethical
Committee at Wroctaw Medical University on the basis of
decision KB—220/2010. Immediately after it was taken, the
biological material was placed in a physiologic salt solution
and stored at a temperature of 4°C.

For the purpose of histological analysis, vascular wall seg-
ments 10mm? in area were fixed in a 4% solution of formalin
for 48 hours, washed under running water, dehydrated in an
alcohol series, cleared in methyl benzoate and xylene and

Normal abdominal aorta

RYS.1. Obrazy histologiczne scian zdrowych aort brzusznych (NAA) i scian
preparatow tetniakow aorty brzusznej (AAA): a) Sciana zdrowej aorty brzusz-
nej (P — przydanka; BS — btona srodkowa) w barwieniu wedtug Verhoff’a;
b) wtékna elastynowe (E) i kolagenowe (K) w obrazie histologicznym btony
srodkowej sciany NAA (barwienie wedlug Verhoff’a); c) sciana tetniaka aorty
brzusznej z rozréznionymi warstwami (P — przydanka; BS — btona srodkowa;
BW - btona wewnetrzna); d) pojedyncze widkna elastynowe (E) w Scianie
AAA (w barwieniu Van Gieson’a); e) fragmentacja widkien elastynowych (E)
w blonie srodkowej sSciany AAA (w barwieniu technika Van Gieson’a).

FIG.1. Histological images of normal abdominal aortic walls (NAA) and abdo-
minal aortic aneurys.m walls (AAA): a) Verhoff’s stain of normal abdominal
aortic wall (P — adventitia, BS — media), b) elastin (E) and collagen (K) fibres
in histological image of NAA wall media (Verhoff’s stain), c) abdominal aortic
aneurys.m wall with differentiated layers (P — adventitia, BS — media, BW
— intima), d) single elastin fibre (E) in AAA wall (Van Gieson’s stain), e) frag-
mentation of elastin fibres (E) in AAA wall media (Van Gieson’s stain).

then embedded in paraffin. The cubes
of experimental material were sliced
in a Micron (Zeiss) microtome into
5 ym sections which were stained with
haematoxylin and eosin according to
Delafield, by the Azan-Novum method
according to Geidies and by using
Verhoff's method and Van Gieson’s
method to differentiate the collagen
and elastin fibres in the connective
tissue. The stained preparations were
viewed under an Axiolmager M1m
(Zeiss) microscope. Aortic wall frag-
ments 10 mm? in area constituted the
material for ultrastructural examina-
tions. The experimental material was
fixed in a 2,5% phosphate-buffered
glutaraldehyde, dehydrated in an
acetone series, then dried and stuck
onto microscope stages, using carbon
glue. For the purpose of ultrastructural
analysis the previously dried mate-
rial had to be sprayed with gold. The
preparations were viewed under a Leo
435 VP (Zeiss) electron microscope
and the image was recorded in high
vacuum.

Results and discussion

No significant pathological changes
were found in the histological images
of the healthy abdominal aortic walls.
All the layers were normally formed
and no atrophy or significant struc-
tural disorders were observed in them
(FIG.1a). Numerous elastin fibres (E)
were present within the aortic media
of the NAA walls (FIG.1a,b). The
collagen fibres (K) observed in both
the aortic media and the adventitia
were morphologically normal (wavy)
(FIG.1b). Numerous changes were
discovered in the histological images
of the abdominal aortic aneurysm
walls. Disorders in the laminar struc-
ture were observed (FIG.1c). In most
cases, the boundaries between the
AAA wall layers had become blurred.
Most of the aneurysms were found
to lack a distinct intima layer. Single
elastin fibres (E) randomly occurred
in the full histological picture of the
aneurysm walls (FIG.1d). In a few
cases, elastin fibres fragmentation
was observed (FIG.1e). The arrange-



Analizy histologiczne przeprowadzono na wycinkach ment of collagen fibres in the media of the AAA walls was 85
$cian naczyn o powierzchni 10 mm?, ktére utrwalano w 4% disordered (FIG.1d,¢e,f). LRI
roztworze formaliny przez 48 godzin, ptukano w wodzie bie- Inflammatory infiltrations, located on the boundary
zgcej, odwadniano w szeregu alkoho-
lowym, przeswietlano w benzoesanie
metylu i ksylenie, a nastepnie zatapia-
no w parafinie. Bloczki z materiatem
badawczym krojono na mikrotomie .-f |
Micron (Zeiss) na skrawki o grubosci
5 um, ktére barwiono: hematoksyling i | i
eozyng wedtug Delafield’a oraz meto- |
dg Azan-Novum wedtug Geidies’aoraz | = | &}
metodami Verhoff'a i Van Gieson’a, || ©
réznicujgcymi w tkance tgcznej widkna | |
kolagenowe i elastynowe. Zabarwione
preparaty oglgdano w mikroskopie ||
Swietlnym Axiolmager M1m (Zeiss).
Materiat do badan ultrastrukturalnych
stanowity fragmenty $ciany aorty o po- | -
wierzchni 10 mm?. Materiat badawczy | ©
utrwalono w 2,5 % roztworze aldehydu |-
glutarowego na buforze fosforanowym,
odwodniono w szeregu acetonowym,
nastepnie suszono i naklejano na sto-
liki uzywajac kleju weglowego. Analiza
ultrastruktury wymagata napylenia zto-
ta na uprzednio wysuszony materiat. |-
Preparaty ogladano w skaningowym | -
mikroskopie elektronowym Leo 435 VP | ¢
(Zeiss), a powstaty obraz rejestrowano | .
w warunkach wysokiej prézni.

Wyniki i dyskusja

W obrazach histologicznych pre- ‘ :
paratéw zdrowych $cian aort brzusz- |
nych nie odnotowano istotnych zmian
patologicznych. Wszystkie warstwy
uksztattowane byty prawidtowo i nie
obserwowano ich zaniku ani innych
istotnych zaburzen w ich budowie
(RYS.1a). W obrebie btony srodkowej
preparatow $cian NAA obserwowano
licznie wystepujace witdkna elastynowe
(E) (RYS.1a,b). Widkna kolagenowe
(K), obserwowane zaréwno w btonie
srodkowej, jak i przydance, miaty
poprawny morfologicznie, pofalowany
przebieg (RYS.1b). W obrazach histo-
logicznych preparatéw $cian tetniakow
aorty brzusznej odnotowano liczne
zmiany. Obserwowano zaburzenia
w budowie warstwowej (RYS.1c).
W wiekszosci przypadkéw doszio do
zatarcia granic miedzy warstwami
Scian AAA. Wiekszos¢ Scian tetniakow
jest pozbawiona rozpoznawalnej war-

RYS.2. Obrazy preparatéw scian tetniakow aorty brzusznej: a) naciek zapalny
umiejscowiony na granicy miedzy btong srodkowa (BS) i wewnetrzng (BW)
(w barwieniu technikg H&E) b) naciek zapalny w sasiedztwie ztogoéw wapnia
(w barwieniu technika H&E) c) rozlegly naciek zapalny (NZ) (w barwieniu:
Azan-Novum); d) naciek zapalny z rozréznialnymi makrofagami (M) oraz lim-
focytami (L) (w barwieniu technikg H&E); e) naczynia naczyn (NN) w barwieniu
H&E; f) naczynia naczyn (NN) w barwieniu Verhoff’a; g) przesgcz osocza
i sktadnikow morfotycznych krwi (Er — erytrocyty) do wnetrza sciany naczynia
) X w barwieniu Verhoff’a oraz h) przesacz osocza i sktadnikéw morfotycznych
stwy wewnetrznej. W petnym obrazie | ki (Er—erytrocyty) do wnetrza $ciany naczynia w barwieniu Azan-Novum.

histologicznym preparatéw uzyska- = F|G.2, Images of abdominal aortic aneurys.m walls: a) inflammatory infiltra-
nych ze scian tetniakow wystepowaty = tion located on boundary between media (BS) and intima (BW) (H&E stain),
losowo pojedyncze widkna elastynowe | p) jnflammatory infiltration in vicinity of calcium deposits (H&E stain), c)
(E) (RYS.1d). W nielicznych przypad- | extensive inflammatory infiltration (NZ) (Azan-Novum stain), d) inflammato-
kach obserwowano réwniez fragmen- ' ry infiltration with discernible macrophages (M) and lymphocytes (L) (H&E
tacje wiokien elastynowych (RYS.1e). ' stain), e) vasa vasorum (NN) (H&E stain), f) vasa vasorum (NN) (Verhoff’s
Uktad wiokien kolagenowych w prepa- | stain), g) infiltration of blood plasma and morphotic blood components (Er
ratach $cian AAA w blonie $rodkowej = -erythrocytes) into vascular wall (Verhoff’s stain) and h) infiltration of blood
naczynia byt zaburzony (RYS.1d,e,f). | plasma and morphotic blood components (Er—erythrocytes) into vascular

W obrazach histologicznych prepa- | wall (Azan-Novum stain)
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ratow Scian tetniakow
aorty brzusznej ob-
serwowano obecnosé
naciekow zapalnych, |
ktore umiejscawiaty ||
sie na granicy miedzy
blong $rodkowg (BS)
i wewnetrzng (BW) |§
(RYS.2a), ewentu- |
alnie w sasiedztwie
ztogéw wapnia oraz
catkowicie uksztat-
towanych blaszek
miazdzycowych (rys.
2. b). Nacieki zapalne
ztozone byly w prze-
wazajgcej czesci
z limfocytéw oraz ma-
krofagéw (RYS.2d).
Obserwowano takze
wzmozony proces
neowaskularyza-
cji $cian tetniakow
(RYS.2e,f). Naczynia
naczyn (vasa vaso-
rum) wystepowaly za-
rowno w przydance,
co jest cechg fizjolo-
giczna, jak réwniez
w warstwie srodkowe;j |
Scian tetniakow aorty | 4
brzusznej, co jest zde-
cydowanie patologia.
Nieliczne przypadki |
preparatéow $cian tet-
niakow wykazywaty
cechy pekania. W tych
preparatach zaobser-
wowano we wnetrzu
$ciany naczynia obec-

Normal abdominal aorta

between the
media (BS)
and the intima
(BW) (FIG.2a)
or in the vicin-
ity of calcium
deposits or fully
formed athero-
matous plaques
(FIG.2b), were
observed in
the histologi-
cal images of
the abdominal
aortic aneu-
rysm walls.
The inflam-
matory infiltra-
tions consisted
mainly of lym-
phocytes and
macrophages
(FIG.2d). Also
« | intensified ne-
» | ovasculariza-
tion of the an-
eurysm walls
was observed
(FIG.2e,f).
Vasa vasorum
occurred in
both the ad-
ventitia (which
is normal) and
‘| the abdominal
aortic aneu-
rysm wall me-
dia (which is
clearly patho-
logical). Only

nos¢ osocza, a nawet
sktadnikéw morfotycz-
nych krwi (RYS.2g,h).
Przesgcz osocza do
wnetrza $ciany wy-
wotywat rozsuniecie
sie wiokien kolage-
nowych i powstanie
przestrzeni, ktére wy-
petniat tworzgcy sie
skrzep (RYS.2h).

W obrazach pre-
paratow $cian zdro-
wych aort brzusznych
w skaningowym mikroskopie elektronowym obserwowano
charakterys.tyczne, poprawne morfologicznie utozenie
wtékien, ktore tworzg tréjwymiarowg sie¢ (RYS.3a).
W zdecydowanej wiekszosci preparatow scian NAA ob-
serwowano wystepowanie blaszek miazdzycowych lub
ztogbéw wapnia, zlokalizowanych na granicy miedzy btong
wewnetrzng a srodkowa. Obrazy SEM $cian tetniakéw aort
brzusznych wykazaty, ze przebieg widkien kolagenowych
w przydance byt zaburzony i w wigkszosci analizowanych
przypadkow uktad widkien kolagenowych miat charakter
wyprostny (zblizony do liniowego) (RYS.3b). Obserwowano
réwniez wystepowanie komodrek nacieku zapalnego — od-
notowano obecnos$¢ limfocytow w Scianach tetniakdw aorty
brzusznej (RYS.3c). W przypadkach, w ktérych zauwazono
cechy pekania Sciany tetniaka rejestrowano wystepowanie

(Er — erytrocyty).

—erythrocytes).

RYS.3. Obrazy SEM scian zdrowych aort brzusznych (NAA) i tetniakéw aort
brzusznych (AAA): a) wiékna elastynowe (E) i kolagenowe (K) w btonie srod-
kowej sciany NAA; b) wyprostny przebieg wtékien kolagenowych w przydance
sciany AAA; c) limfocyt (L) widoczny w $cianie AAA; d) rozpadajacy sie
i degradujacy erytrocyt (Er); e) krwiak objety przez elementy tacznotkankowe

FIG.3. SEM images of walls of normal abdominal aortas (NAA) and abdomi-
nal aortic aneurys.ms (AAA): a) elastin (E) and collagen (K) fibres in NAA
wall media; b) straight-linear shape of collagen fibres in adventitia of AAA
wall; c) lymphocyte (L) visible in AAA wall; d) disintegrating and degrading
erythrocyte (Er); e) thrombus enveloped by connective tissue elements (Er

in a few cases,
the aortic an-
eurysm walls
showed rup-
ture symptoms.
In such prepa-
rations blood
plasma, and
even morphotic
blood compo-
nents, were
found to be
present inside
the vascular
wall (FIG.2g,h). The infiltration of blood plasma into the
wall resulted in the separation of collagen fibres and the
creation of a space which would be filled with a forming
thrombus (FIG.2h).

The characteristic morphologically normal arrangement of
fibres (forming a three-dimensional network) was observed
in SEM images of the normal abdominal aortic walls (FIG.
3a). Atheromatous plaques (or at least calcium deposits),
located on the boundary between the intima and the media,
were found in most of the NAA walls. SEM images of the
abdominal aortic aneurysm walls showed that the shape
of collagen fibres in the adventitia was disordered and in
most of the examined cases it was almost straight-linear
(FIG.3b). Also inflammatory infiltration cells (lymphocytes
in the walls of the abdominal aortic aneurysms) were found
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elementow morfotycznych, ktére degradujac w Scianie
naczynia otaczane sg przez tgcznotkankowe komponenty
strukturalne, co nadaje Scianie naczynia specyficzny wyglad
przypominajgcy obszar nekrozy (RYS.3d,e).

W procesie rozwoju tetniaka dochodzi do ubytku wtdkien
elastynowych oraz kolagenowych, przy czym ubytek widkien
elastynowych jest pierwszym zjawiskiem obserwowanym
w procesie rozwoju AAA, natomiast znamienne zmniej-
szenie liczby wtokien kolagenowych, ktore poczatkowo
przejmujg funkcje widkien elastynowych w procesie prze-
noszenia obcigzen, zachodzi dopiero w koncowym etapie
rozwoju tetniaka. Potwierdza to wczesniej wysunietg teze,
ze ubytek wiékien elastynowych w Scianie tetniaka aorty
brzusznej zwigzany jest gtdwnie z rozwojem tetniaka,
natomiast przerwanie ciggtosci sciany tetniaka odnoszone
jest do procesu degradacji wtékien kolagenowych [10-13].
Degradacja wtdkien elastynowych i kolagenowych moze
by¢ zwigzana z procesami zapalnymi [7,14]. Badania hi-
stologiczne Scian tetniakow wykazaty istnienie rozlegtych
naciekoéw zapalnych w wiekszos$ci analizowanych przypad-
kow, co potwierdzity takze obserwacje innych autoréw [15].
Przyczyna powstawania procesu zapalnego nie jest znana.
Mozliwe, ze jest to wynik reakcji autoimmunologicznej lub
odpowiedz na dziatania réznego typu czynnikéw zapal-
nych lub zakaznych, jak np.: Chlamydia pneumoniae [16].
Komorki zapalne w warstwie Srodkowej i przydance mogg
pochodzi¢ bezposrednio z krwi, ktéra dostarczana jest do
Sciany przez nowo powstajgce naczynia naczyn, w wyniku
wzmozonego procesu neowaskularyzacji [1].
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time intervals for surveillance. Circulation, 2004; 110: 16-21.

[8]. Eriksson, P., K. Jones, L. Brown, R. Greenhalgh, A. Hamsten,
and J. Powell, Genetic approach to the role of cysteine proteases
in the expansion of abdominal aortic aneurysms. Brit J Surg, 2004;
91: 86-89.

to be present (FIG.3c). In the cases when symptoms of
aneurysm wall rupture were noticed, morphotic elements
occurred which as they degrade are enveloped by structural
connective tissue components whereby the vascular wall
acquires a characteristic appearance resembling a necrotic
area (FIG.3d,e).

As the AAA develops, the number of elastin and collagen
fibres decreases. First the loss of elastin fibres is observed
while a reduction in the number of collagen fibres, which
initially take over the load bearing functions of the elastin
fibres, takes place only in the final stage in the development
of the AAA. This corroborates the thesis proposed earlier
that the loss of elastin fibres in the AAA wall is connected
mainly with the development of the aneurysm while the
breaking of AAA wall continuity is linked with the degrada-
tion of collagen fibres [10-13]. The degradation of elastin
and collagen fibres may be linked with the inflammatory
process [7,14]. Our histological examinations of the walls
of aneurysms revealed extensive inflammatory infiltrations
in most of the cases, which other authors observations
corroborated [15]. The cause of the inflammatory process
is unknown. It could be the result of an immune response
or a response to various inflammatory or infectious agents,
e.g. Chlamydia pneumoniae [16]. The inflammatory cells
in the media and in the adventitia may come directly from
the blood which is supplied to the wall by the newly forming
(as aresult of intensified neovascularization) vessels of the
vessels (vasa vasorum) [1].
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