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Abstract

Background. Minerdlization is a chemical process that supervenes on specific environmental conditions. Condi-
tions in tissues of the human body foster the creation of different sorts of crystalline phases. The aim of this
research was to indicate the mineral composition of carotid sclerosis lodgement in a group of patients in which
critical narrowing of carotids reducing blood vessel lumen by 75-80% was diagnosed.

Material and methods. The material for the research was retrieved from 43—7 | -year-old patients, 6 women
(average age: 67 years) and 20 men (average age: 6 1.3 years). All of them had atheromatosis. The patients
were qudlified to operation of thromboendarterectomy methodology. In |3 of 26 samples mineral grains
were observed. The examination was conducted with a Scanning Microscope (SEM) coupled with an Energy
Dispersive Spectroscope (EDS), X-ray Diffraction Analysis (XRD), and Infrared Absorption Spectroscopy (IR).
Results. Mineral grains were observed in |3 of 26 samples. Scanning microscope observations allowed us
to ascertain that the mineralization of carotids manifest itself in the form of mineral-organic agglomera-
tions. Chemical analyses that were carried out in the EDS system proved the existence of calcium and phos-
phate in sclerosis lodgement. X-ray diffraction analysis also proved that the sclerosis lodgement contained
phosphates represented by hydroxyapatite and fluoroapatite. Spectra obtained from examinations of samples
carried out by infrared absorption spectroscopy indicated PO43~ group existence, organic material, and hy-
droxyl groups. Organic material from the examined samples is represented by phospholipids and cholesterol.
The performed analyses prove that wide waves coming from hydroxyl complexes can originate from OH—ions
as well as from H,0 particles.

Conclusions. The inorganic phase of the sclerosis lodgement is composed of calcium phosphate, while the
organic phase is composed mainly of cholesterol. Research suggests that both organic and inorganic miner-
dlization is created primarily at locations of biological structure damage. Patients with critical structures, who
necessitate surgical treatment, are dominated by “soft” and fibrous atherosclerotic plaques with low content
of non-organic mineralization.
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Streszczenie

Wstep. Mineralizacja jest procesem chemicznym zachodzqcym w okreslonych warunkach srodowiskowych.
Warunki panujgce w tkankach organizmu cztowieka sprzyjajq tworzeniu sie réznego rodzaju faz krystalicznych.
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Celem pracy bylo okreslenie skiadu mineralnego ztogow miazdzycowych tetnic szyjnych w grupie pacjentéw,
u ktorych rozpoznano krytyczne zwezenia tetnic szyjnych, redukujgcych swiatfo w naczyniach krwionosnych
nawet o 75-80%.

Materiat i metody. Materiat do badar zostat pobrany od 26 pacjentéw w wieku 43—7 | lat — 6 kobiet (sr.
wieku — 67 lat) i 20 mezczyzn (3r. wieku — 61,3 roku) podczas operacji metodg trombendarteriektomii
przez wynicowanie. Badaniom poddano ziarna mineralne wyseparowane z prébek. VWykonano analizy metodg
mikroskopii skaningowej (SEM) wraz z mikroanalizq EDS, rentgenowskiej andlizy dyfrakcyjnej (XRD) oraz
spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni (IR).

Whyniki. Ziarna mineralne zaobserwowano w |3 na 26 prébek. Obserwacje w SEM pozwolity stwierdzi¢, ze
mineralizacja tetnic przejawia sie w formie skupiert mineralno-organicznych. Analiza chemiczna EDS wykazata
zwiekszone stezenie wapnia i fosforu, a XRD potwierdzita obecnos¢ fosforanéw wapnia, reprezentowanych
gtéwnie przez hydroksyapatyt i fluorapatyt. Widma otrzymane w wyniku przeprowadzonych badan metodq
IR wskazujg takze na wystepowanie w probkach grupy PO43-, materii organicznej oraz ugrupowar wodoro-
tlenowych. Materia organiczna w prébkach jest reprezentowana przez fosfolipidy oraz cholesterol. Wykonane
analizy dowodzg, ze szerokie pasma pochodzgce od komplekséw wodorotlenowych mogg pochodzic¢ zaréwno
od jonu OH-, jak i od czgsteczki H.,0.

Whioski. Faze nieorganiczng zlogéw miazdzycowych tetnic szyjnych stanowiqg gfdwnie fosforany wapnia,
natomiast organicznq — przede wszystkim cholesterol. W badaniach sugeruje sie, ze mineralizacja powstaje
gfdwnie w miejscach uszkodzenia struktur biologicznych. U chorych z krytycznymi zwezeniami, wymagajgcymi
leczenia operacyjnego, dominujq ,mickkie”, widkniste blaszki miazdzycowe o stosunkowo matej zawartosci
mineralizacji nieorganicznej.

Stowa kluczowe: miazdzyca, mineralizacja, tetnice szyjne, fosforany wapnia
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Background

Mineralization is a chemical process that supervenes
on specific environmental conditions, which include,
among others, temperature, pH, and concentration of
the substance participating in the reactions [1]. Condi-
tions in the tissues of the human body foster the creation
of different sorts of crystalline phases. Similarly, in envi-
ronments like seawater or lake water, volcanic magma,
or the atmosphere, as well as in the human body, crystals
are formed. In favour of this phenomena are constant
temperature and specific chemical conditions [2].

Substances that crystallize in the human body can be
generally divided into two groups:

— essential substances, without which the organism
cannot function. These are crystallizing substances
in bones and teeth;

— substances that have a negative influence on the
human body. These are substances crystallizing in
pathological states or those that are formed during
the body’s aging process.

The circulatory system is a basic net of transport in
an organism. All disorders in the functioning of this sys-
tem or its elements lead to deterioration in the function-
ing of the whole body. The main factor deteriorating the
function of the circulatory system is its mineralization,

Wstep

Mineralizacja jest procesem chemicznym zacho-
dzacym w okreslonych, sprzyjajacych warunkach $ro-
dowiskowych, obejmujacych miedzy innymi: tempe-
rature, pH, stezenie substancji uczestniczacych w re-
akcjach [1]. Warunki panujace w tkankach organizmu
cztowieka sprzyjaja tworzeniu sie réznego rodzaju
faz krystalicznych. Podobnie jak w innych $rodowi-
skach, takich jak woda morska lub jeziorna, magma
wulkaniczna czy atmosfera, w tkankach organizmu
ludzkiego powstaja krysztaty. Zjawisku temu sprzyja
stafa temperatura organizmu oraz panujace tu warunki

chemiczne [2].

Krystalizujace w organizmie czlowieka substancje
mineralne mozna ogdlnie podzieli¢ na dwie grupy:

— substancje niezbedne, bez ktérych organizm nie
moze sprawnie funkcjonowac. Sg to substancje kry-
stalizujgce w kosciach i zebach;

— substancje niekorzystnie wptywajace na ludzki or-
ganizm. S3 to substancje krystalizujace w stanach
patologicznych oraz tworza si¢ w czasie starzenia
sie organizmu.

Uktad krwionosny stanowi podstawowsg siec¢ trans-
portowa organizmu. Wszelkie zaburzenia w funkcjo-
nowaniu tego uktadu lub jego elementéw prowadza do
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which develops along with aging and is called calcifica-
tion [3].

The basic pathomorfological changes in sclerosis
are sclerotic lamina (plaques) on the internal artery
membrane. [4]. Atheromatous plaques, on which base
mineral lodgement develops, cause stenosis or can lead to
closure of an artery by thrombus. Mineralization develops
mainly within imperforate segments of arteries. In seg-
ments, where the velocity and the volume of the blood
changes, atheromatous changes cumulate most commonly.
Examples of this are sites of artery ramification. In the case
of carotids, mainly places of ramification of common carotid
artery to internal and external carotid.

Damage to vessel walls and the formation of ath-
eromatous plaques bring about perfect conditions for
mineralization development. Moreover, inflammatory
states, electrolytic disorders, and genetic factors are
favourable to this process [, 5, 6].

Stenosis and occlusion of the carotid artery are
crucial reasons for central nervous system ischaemia.
Sclerosis is, in 90% of cases, the reason for stenosis and
occlusion of the internal carotid artery. Atheromatous
plaques are usually placed at ramifications of common
carotid artery and at initial segments of external and
internal carotid arteries [6-9].

Reduction of the blood flow through any of carotid
arteries can cause partial cerebral ischaemia by this
carotid. The same result is observed after avulsion of
thrombus from atheromatous plaques and their trans-
mission with blood flow to the brain [6].

The aim of this research was to indicate the mineral
composition of carotid sclerosis lodgement in a group of
patients in which critical narrowing of carotids reducing
blood vessel lumen by 75-80% was diagnosed.

Material and methods

The material for the research was gathered from
a group of 43-7 | -year-old patients, 6 women (average
age: 67 years) and 20 men (average age: 61.3 years).
All of them had atheromatosis. In all of the patients
critical narrowing of the carotids was recognized. The
narrowing reduced blood vessel lumen by 75-80%.
The patients were qualified to operation of thrombo-
endarterectomy methodology. Mineral-organic sclerosis
lodgement removed during surgery was kept in formalin
(Figure 1-4). In 13 of 26 samples mineral grains were
observed. From the received material, crystals were
separated (with a scalpel and tweezers) and then dried.
The grains were not bigger than 3 mm. Consequently,
examination with polarization microscope was rejected.
The examination was only conducted with a Scanning
Microscope coupled with an Energy Dispersive Spec-

Figure I. Sclerosis lodgement removed from carotid.
A 63-year-old woman

Rycina |. Ztég miazdzycowy usunigty z tetnicy szyjnej. Kobieta
63 lata

Figure 2. Sclerosis lodgement removed from carotid.
A 65-year-old woman

Rycina 2. Zt6ég miazdzycowy usuniety z tetnicy szyjnej. Kobieta
65 lat

Figure 3. Sclerosis lodgement removed from carotid.
A 62-year-old man

Rycina 3. Zi6ég miazdzycowy usuniety z tetnicy szyjnej.
Mezczyzna 62 lata
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Figure 4. Sclerosis lodgement removed from carotid.
A 66-year-old man

Rycina 4. Ziég miazdzycowy usuniety z tetnicy szyjnej.
Mezczyzna 66 lat

troscope (EDS), X-ray Diffraction Analysis (XRD), and
Infrared Absorption Spectroscopy (IR).

The method of Electron Scanning Microscopy was
used for the observation of the morphological surface
of the sclerosis lodgement. The observation was carried
out on 10 separated samples. Because of the poor elec-
tric conductivity of the examined material, the examples
were sputtered with carbon in a vacuum. As well as the
micro-pictures that were taken to observe this phe-
nomena, qualitative chemical analysis of samples in the
EDS system was also carried out. In the EDS spectrum
diagrams C peaks might have increased intensity because
of the prior sputtering of the samples. The large depth
of focus of the scanning microscope enabled observa-
tion the morphology of the examined samples. In the
study a scanning microscope FEI, QUANTA 200 FEG
model, was used.

X-ray Diffraction analysis is a phase method, which
allows the identification of minerals. It is especially help-
ful in identifying microcrystalline substances [I]. This
method was used for 4 samples. The size of the rest of
the samples was too small to conduct XRD examina-
tions. The optimal size of crystallite at x-ray analysis
should be in the order of | um magnitude. That is why
the minerals were ground first. Radiographic examina-
tions were conducted using and X-ray diffractometer
APD X’PERT PW 3020 (Phillips), which was equipped
with a reflective graphite monochromator. Characteris-
tic CuKa radiation, step registration (| step = 0.05 ©),
and counting time (| step = | s) were applied. Values
of inter-surface distances allowed the identification of
mineral phases in samples.

Infrared Absorption Spectroscopy is used to identify
different types of substances, including minerals. By

pogorszenia funkcjonowania catego organizmu. Waznym
czynnikiem powodujacym pogorszenie funkcjonowania
uktadu krwionosnego jest jego mineralizacja, rozwijajaca
sie z wiekiem, nazywana zwapnieniem [3].

Podstawowa zmiana patomorfologiczng w miazdzy-
cy sa blaszki (ptytki) miazdzycowe w btonie wewnetrznej
tetnic [4]. Ptytki miazdzycowe, na podtozu ktérych roz-
wijaja sie ztogi mineralne, powoduja zwezenia tetnicy,
a nawet moga prowadzi¢ do zamknigcia tetnicy przez
skrzepling. Mineralizacja rozwija sie gtéwnie w obrebie
zwezonych i niedroznych odcinkéw tetnic. W miejscach,
gdzie dochodzi do zmiany predkosci i objetosci przepty-
wu krwi, najczesciej gromadzg sie zmiany miazdzycowe.
Przyktadem sa miejsca rozgatezien tetnic, a w przypad-
ku tetnic szyjnych najczesciej powstaja one w miejscu
rozwidlenia tetnicy szyjnej wspdlnej na tetnice szyjne
wewnetrzng i zewnetrzna. Uszkodzenie $ciany naczy-
nia oraz tworzenie si¢ ptytek miazdzycowych stwarza
doskonate warunki do rozwoju mineralizacji. Ponadto
sprzyjaja temu stany zapalne, zaburzenia elektrolitowe,
czynniki genetyczne [1, 5, 6].

Zwezenie i niedroznos¢ tetnic szyjnych s3 wazna
przyczyna niedokrwienia osrodkowego ukfadu nerwo-
wego. Miazdzyca jest powodem 90% zwezen i niedroz-
nosci tetnicy szyjnej wewnetrznej. Blaszki miazdzycowe
umiejscowione sa zwykle w rozwidleniach tetnicy szyjnej
wspdlnej i poczatkowych odcinkach tetnic szyjnych we-
wnetrznej i zewnetrznej [6-9].

Zmniejszenie przeptywu krwi przez ktérakolwiek
z tetnic szyjnych moze spowodowac niedokrwienie frag-
mentu mdzgu zaopatrywanego przez te tetnice i udar.
Podobne bywaja nastepstwa oderwania sie skrzepliny
od blaszki miazdzycowej i przeniesienie jej z pradem
krwi do moézgu [6].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie sktadu mine-
ralnego ztogéw miazdzycowych tetnic szyjnych w grupie
pacjentow, u ktérych rozpoznano krytyczne zweze-
nia tetnic szyjnych, redukujacych $wiatto w naczyniach
krwiono$nych nawet w 75-80%.

Materiat i metody

Materiat do badan zostat pobrany od 26 pacjentéw
w wieku 43-71 lat — 6 kobiet ($r. wieku — 67 lat)
i 20 mezczyzn ($r. wieku — 61,3 roku) chorujacych na
miazdzyce. U 6 pacjentéw rozpoznano krytyczne obja-
wowe (TIA) zwezenia tetnic szyjnych, ktére w 75-80%
zredukowaly $wiatto w naczyniach krwionosnych. Roz-
poznanie krytycznych zwezen tetnic szyjnych wewnetrz-
nych ustalono na podstawie badan ultrasonograficznych
oraz angiotomografii komputerowej. Chorzy zostali
poddani leczeniu operacyjnemu metoda trombendar-
teriektomii przez wynicowanie. Usuniete chirurgicznie
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means of this, the atomic structure of the examined
phases can be recognized [I, 10]. Infrared Absorption
Spectroscopy examination consists of the measurement
of infrared light wave absorption by the ground sample
and the sample mixed with KBr, and the measurement
of clear KBr preparation. Both materials were formed
in tablet shape. IR method was used for 10 samples. In
order to more accurately identify the hydroxyl groups
one of the samples was prepared by IR method in two
ways. The first of the tablets was prepared by direct
grinding of the sample with KBr, while the second one
was made from a sample that was dried in 140°C within
3 hours and then ground with KBr. In this way hydra-
tion water was removed from the sample. To conduct
these analyses Infrared Fourier Spectroscopy (BIO-RAD
production, FTS 165 model) was employed.

Results

Mineral grains were observed in |3 of 26 sam-
ples. Scanning microscope observation allowed us to
deduce that mineralization of carotids manifests in the
form of mineral-organic agglomerations. At the site of
inorganic formations, identified as calcium phosphate,
no distinct crystalline formations are observed (Figure 5).
Objects of this kind appear in lumpy form (Figure 6) and
very rarely in plate form (Figure 7). Organic mineraliza-
tion is observed as mixed forms along with inorganic
mineralization. Both elements stay in an unstable ratio. In
some samples, organic formations exist as characteristic
needle agglomerations (Figure 8). Chemical analyses that
were carried out in the EDS system proved the existence
of calcium and phosphate in sclerosis lodgement (Figures
9-14). In some energetic spectra of the examined sam-
ples, some vestigial quantities of other elements were
also revealed (sodium, magnesium, sulphur).

X-ray diffraction analysis indicate on the presence
of apalite in the examined material. The inter-plane dis-
tances marked at the diffraction graphs (Figures |15 and
16) are characteristic for two mineral phases: hydroxy-
lapatite and fluorapatite. All X-ray photographs have
peaks the height and width of which indicate the poor
grade of internal structure arrangement of the identified
mineral phases.

Spectra received from IR method in examined sam-
ples indicate PO 3~ groups, organic material, and hydroxyl
groups (Figures 17—19). The most intensive absorbing
bands come from the phosphate group and their maxima
vary between 1035and 1040 cm™!. The bands at 471.468—
—962.6 cm™' also give evidence of PO,3~ presence. The
organic material in the examined samples is represented
by phospholipids and cholesterol. The peaks at 1235.76—
—1508.7 cm™! and 2861.12-2931.85 cm™' absorbing lines

Figure 5. Mineralization of a carotid. A 66-year-old man. SEM,
1000 X zoom. Points | and 2 indicate the places where EDS
analysis was carried out

Rycina 5. Mineralizacja tetnicy szyjnej. Mezczyzna 66 lat. SEM,
powiekszenie X 1000. Punkt | i 2 oznaczajg miejsca wykonania
analizy EDS

Figure 6. Mineralization of a carotid. A 67-year-old woman.
SEM, 400 X zoom. Point | indicates the place where EDS
analysis was carried out

Rycina 6. Mineralizacja tetnicy szyjnej. Kobieta 67 lat. SEM,
powiekszenie X 400. Punkt | oznacza miejsce wykonania
analizy EDS

ztogi miazdzycowe, mineralno-organiczne, przechowy-
wane byty w formalinie (ryc. 1-4). W |3 z 26 prébek za-
obserwowano ziarna mineralne. Z uzyskanego materiatu
wyseparowano krysztatki za pomoca skalpela i pincety,
a nastepnie wysuszono. Uzyskane ziarna mineralne miaty
wielko$¢ do 3 mm. Z tego powodu zrezygnowano z ba-
dan za pomoca mikroskopu polaryzacyjnego. Wykonano
badania metoda mikroskopii skaningowej (SEM) z mi-
kroanaliza EDS (Energy Dispersive Spectroscope), rentge-
nowskiej analizy dyfrakcyjnej (XRD) oraz spektroskopii
absorpcyjnej w podczerwieni (IR).

Metode skaningowej mikroskopii elektronowej wy-
korzystano do obserwacji powierzchni morfologicznej
ztogdw miazdzycowych. Obserwacjom poddano wyse-
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Figure 7. Mineralization of a carotid. A 62-year-old man. SEM,
220 X zoom. Point | indicates the place where EDS analysis
was carried out

Rycina 7. Mineralizacja tetnicy szyjnej. Mezczyzna 62 lata.
SEM, powiekszenie X 220. Punkt | oznacza miejsce wykonania
analizy EDS

Figure 8. Mineralization of a carotid. A 63-year-old man. SEM,
2000 X zoom. Points | and 2 indicate the places where EDS
analysis was carried out
Rycina 8. Mineralizacja tetnicy szyjnej. Mezczyzna 63 lata.
SEM, powiekszenie X 2000. Punkt | i 2 oznaczajg miejsca
wykonania analizy EDS
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Figure 9. Energetic EDS spectrum of the area marked in Figure 5
(point 1). A 66-year-old man

Rycina 9. Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 5 (punkt I). Mezczyzna 66 lat
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Figure 10. Energetic EDS spectrum of the area marked in
Figure 5 (point 2). A 66-year-old man

Rycina 10. Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 5 (punkt 2). Mezczyzna 66 lat
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Figure 1. Energetic EDS spectrum of the area marked in
Figure 6 (point 1). A 67-year-old woman

Rycina I . Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 6 (punkt |). Kobieta 67 lat
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Figure 12. Energetic EDS spectrum of the area marked in
Figure 7 (point I). A 62-year-old man

Rycina 12. Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 7 (punkt I). Mezczyzna 62 lata

parowane ziarna mineralne z | 0 prébek. Ze wzgledu na
zte przewodzenie elektryczne badanego materiatu préb-
ki napylono w prézni weglem. Oprécz mikrofotografii,
za pomoca ktérych dokumentowano obserwowane
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Figure 13. Energetic EDS spectrum of the area marked in
Figure 8 (point 1). A 63-year-old man

Rycina 13. Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 8 (punkt |). Mezczyzna 63 lata
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Figure 14. Energetic EDS spectrum of the area marked in
Figure 8 (point 2). A 63-year-old man

Rycina 14. Widmo energetyczne EDS obszaru zaznaczonego
na rycinie 8 (punkt 2). Mezczyzna 63 lata

indicate organic formation presence whereas the bands at
1652.53-1658.16 cm~' and 3357.88-3418.21 cm~! show
saturation of the sample. The peaks of the absorbing lines
at 3357.88-3418.21 cm™' are very large bands and are due
to both water and hydroxyl groups. Infrared spectropho-
tometric analysis before drying (Figure 17) and after drying
(Figure 18) confirm the fact that absorbing bands that come
from hydroxyl groups can indicate both the presence of
OH-groups and water absorbed superficially. During the
observation of spectroscopic spectra of the samples, the
movement of a wide band, originating from the water in
adried sample, in the direction of lower wave numbers was
noticed. This information can indicate stronger chemical
bonding in the sample before drying.

Discussion
Mineralization in a living body is a process that leads
to the enlargement or saturation of some structures in
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Energy [keV]
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Figure 15. X-ray diffraction graph of mineral grains of the

sclerosis lodgement removed from a carotid. A 62-year-old man

Rycina 5. Dyfraktogram rentgenowski ziaren mineralnych ztogu
miazdzycowego usunietego z tetnicy szyjnej. Mezczyzna 62 lata
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Figure 16. X-ray diffraction graph of mineral grains of the
sclerosis lodgement removed from a carotid. A 66-year-old man

Rycina 16. Dyfraktogram rentgenowski ziaren mineralnych ztogu
miazdzycowego usunigtego z tetnicy szyjnej. Mezczyzna 66 lat

zjawiska, wykonano takze jakosciowe analizy chemiczne
probek w systemie EDS. Na wykresach widm EDS piki C
moga by¢ o podwyzszonej intensywnosci ze wzgledu
na wczesniejsze napylenie preparatéw weglem. Duza
gtebia ostrosci mikroskopu skaningowego umozliwita
obserwacje morfologii badanych probek. W badaniach
postuzono sie mikroskopem skaningowym firmy FEI,
model QUANTA 200 FEG.

Rentgenowska analiza dyfrakcyjna jest metoda fa-
zowa pozwalajacy identyfikowaé mineraty. Okazuje sie
szczegdlnie przydatna dla substancji bardzo drobnokry-
stalicznych [1]. Ta metoda poddano badaniom 4 prébki
(pozostate byty zbyt mate). Poniewaz optymalna wiel-
kos¢ krystalitow w analizie rentgenograficznej powinna
by¢ rzedu | um, ziarna uprzednio rozdrobniono. Badania
rentgenograficzne przeprowadzono, wykorzystujac dy-
fraktometr rentgenowski APD X’PERT PW 3020 firmy
Phillips wyposazony w monochromator refleksyjny gra-
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Figure 17. Infrared spectrophotometric spectrum of mineral
grains in sclerosis lodgement removed from carotid. A 60-year-
old man (sample before drying at 140°C)

Rycina 17. Widmo spektroskopowe w podczerwieni ziaren
mineralnych ztogu miazdzycowego usunietego z tetnicy
szyjnej. Mezczyzna 60 lat (prébka przed wysuszeniem
w temp. 140°C)

—_ =
o
1 I

Absorbance
Absorbancja

o oo el
B OO0 = N
I TR TR N N1

o
no
L

o

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
cm™

Figure 18. Infrared spectrophotometric spectrum of mineral
grains in sclerosis lodgement removed from carotid. A 60-year-
old man. (sample after drying at 140°C)

Rycina 18. Widmo spektroskopowe w podczerwieni ziaren
mineralnych ztogu miazdzycowego usunietego z tetnicy
szyjnej. Mezczyzna 60 lat (probka po wysuszeniu w temp.
140°C).
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Figure 19. Infrared spectrophotometric spectrum of mineral
grains in sclerosis lodgement removed from carotid. A 65-year-
old woman

Rycina 19. Widmo spektroskopowe w podczerwieni ziaren
mineralnych ztogu miazdzycowego usunietego z tetnicy szyjnej.
Kobieta 65 lat

fitowy. Zastosowano promieniowanie charakterystyczne
CuKa, rejestracje krokowa: krok = 0,05 ©, czas zliczania
na | krok = I s. Otrzymane z rentgenograméw wartosci
odlegtosci miedzyptaszczyznowych pozwolity na identyfi-
kacje faz mineralnych wystepujacych w prébkach.

Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni stuzy do
identyfikacji réznego typu substancji, w tym takze mine-
ratéw. Za jej pomoca rozpoznaje sie strukture atomowa
badanych faz [I, 10]. Badanie metoda spektroskopii
absorpcyjnej w podczerwieni polegato na pomiarze ab-
sorpcji fal $wiatta podczerwonego przez probke utarta
i zmieszang z KBr oraz preparatu czystego KBr. Oba
materiaty formowane byty w postaci pastylek. Metoda IR
przebadano |0 probek. W celu dokfadniejszej identyfika-
cji ugrupowan wodorotlenowych jedng z probek przy-
gotowano na dwa sposoby. Jedng z pastylek wykonano
przez bezposrednie utarcie prébki z KBr, natomiast dru-
ga pastylka powstata z prébki, ktéra uprzednio suszono
w temperaturze |40°C przez 3 godziny, a kolejno utarto
z KBr. W ten sposéb z probki zostata usunieta woda
hydratacyjna. W celu przeprowadzenia analiz postuzo-
no sie spektrometrem fourierowskim w podczerwieni,
produkcji BIO-RAD, model FTS 165.

Wyniki

Ziarna mineralne zostaty zaobserwowane jedynie
w |3 preparatach. Wielkos¢ najwiekszych z nich osia-
gata 3 mm. Z obserwacji prowadzonych przy pomocy
mikroskopu skaningowego wynika, ze mineralizacja
tetnic szyjnych przejawia sie¢ w formie skupien mine-
ralno-organicznych. W formacjach nieorganicznych,
zidentyfikowanych jako fosforany wapnia, nie zaob-
serwowano wyraznych form krystalicznych (ryc. 5).
Obiekty te wystepowaly w formach gruzetkowatych
(ryc. 6), bardzo rzadko w formach tabliczkowych
(ryc. 7). Mineralizacje organiczna obserwuije sie jako
formy mieszane z mineralizacja nieorganiczna. Oba
skfadniki pozostaja w zmiennych wzajemnych propor-
cjach ilosciowych. W niektérych prébkach formacje
organiczne tworzg charakterystyczne skupienia igiet-
kowe (ryc. 8). Wykonane analizy chemiczne probek
w systemie EDS wykazaty obecnos¢ wapnia i fosforu
w ztogach miazdzycowych (ryc. 9-14). W niektérych
widmach energetycznych badanych préobek pojawiaja
sie réwniez w sladowych ilosciach inne pierwiastki:
séd, magnez i siarka.

Rentgenowska analiza dyfrakcyjna wskazuje na obec-
no$¢ apatytéw w badanym materiale. Odlegtosci mig-
dzyptaszczyznowe zaznaczone na dyfraktogramach (ryc.
151 16) sa charakterystyczne dla dwdch faz mineralnych:
hydroksyapatytu oraz fluorapatytu. Wszystkie rentgeno-
gramy maja piki, ktérych wysokos¢ i szerokos¢ wskazuja
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minerals. Living organisms bring about perfect conditions
for crystallizing different sorts of organic and inorganic
compounds. Many factors have an influence on this
process, for example pH, oxidation-reduction potential
(ORP), temperature, and hydrogen ion concentration
[I, 11]. Minerals created in a natural way by biological
tissues are the source of elements for an organism.
They contain mainly phosphorus and calcium, but also
small amounts of other elements: magnesium, strontium,
barium, fluorine, chlorine, lead, zinc, iron, and oth-
ers. The basic mineral mass of the human body consists
of tricalcium phosphate, especially bioapatites. That is
why the metabolism of calcium and phosphorus play
the main role in mineralization processes, especially
since the amount of other elements taking part in these
processes is very small. In the mineral structure of bio-
apatite, as well as Ca and P, also Na, K, Pb, Sr, Ra, Cu,
Mn, Fe and other cations can be found, and they can be
built into a particle in small quantities. At the same time,
phosphate residue can be replaced by C,H:O,3"sodium
citrate anion, CO32*carbonate anion, etc., and OH- by
F-. Therefore, the general notation of bioapatite chemi-
cal construction can be presented in the following way:
(Ca, Na, Sr, Pb, K), (PO, CO;, HPO,); OH,E CI[I, I I].

The collagen of damaged structures is regarded as
the main factor that initiates the crystallization of min-
eral grains of apatite in an organism and is a part of the
composition of cartilage and connective tissue. In the
1930s, research regarding collagen protein structure
had begun and corroborated that collagen can have
a partially mineral structure. Long-term research proved
that collagen largely initiates connecting phosphorus
and calcium ions into crystallites. Nucleation of apatite
microcrystals is brought about, most often, in the space
between collagen fibres. A very important observation
was described by Neuman, who proved that systemic
liquids can contain phosphates in excess. In the opinion
of the scientist, this phenomena appears because it
comes to the division of intra- and extra- cellular liquids
between biological membranes, which is connected
with different concentrations of Ca and P ions in the
tissues. Phosphates are also easily caught by

The electrostatic charge which exists on the collagen
fibre surface [ 1. Another very important factor that takes
part in apatite crystal formation is cellular mitochondria.
While the calcium is collected by mitochondria, phospho-
rus is automatically collected from surroundings. Conse-
quently, organic and inorganic compounds are created. In
these compounds, the ratio of Ca and P is similar to that
seen in hydroxyapatite. Firstly, micro crystals of apatite are
formed in the hypochondria and then in micro-inclusions
and in large areas of cytoplasm [1 1, 12].

na niski stopien uporzadkowania struktury wewnetrznej
zidentyfikowanych faz mineralnych.

Otrzymane widma metoda IR wskazuja na wystepo-
wanie w badanych prébkach grupy PO 3-, materii orga-
nicznej oraz ugrupowan wodorotlenowych (ryc. 17-19).
Najintensywniejsze pasma absorpcyjne pochodza od
grupy fosforanowej, ktérych maksima mieszcza sie w za-
kresie 1035-1040 cm~'. O obecnosci grupy PO 3~ $wiad-
cza réwniez pasma: 471,468-962,6 cm~'. Materia
organiczna w badanych prébkach jest reprezento-
wana przez fosfolipidy oraz cholesterol. Piki o liniach
absorpcyjnych: 1235,76-1508,7 cm~' oraz 2861,12-
-2931,85 cm™! wskazuja na obecnosé¢ formacji orga-
nicznej. Natomiast pasma 1652,53—1658,16 cm~! oraz
3357,88-3418,21 cm™! $wiadcza o uwodnieniu pré-
bek. Piki o liniach absorpcyjnych w zakresie 3320,89—
—-3418,21 cm! s3 bardzo szerokimi pasmami i pochodza
zaréwno od wody, jak i od grup hydroksylowych. Analizy
widm spektrofotometrycznych w podczerwieni prébki
przed suszeniem (ryc. |7) oraz po suszeniu (ryc. 18)
potwierdzaja fakt, ze pasma absorpcyjne pochodzace od
grup wodorotlenowych moga wskazywaé na obecno$é
zaréwno grup OH-, jak i wody zaadsorbowanej po-
wierzchniowo. Podczas obserwacji widm spektroskopo-
wych prébki mozna zauwazy¢ przesunigcie szerokiego
pasma pochodzacego od wody w prébce wysuszonej
w kierunku nizszych liczb falowych. Informacja ta moze
$wiadczy¢ o silniejszym wigzaniu chemicznym wystepu-
jacym w prébce przed suszeniem.

Dyskusja

Mineralizacja w obrebie zywego organizmu jest pro-
cesem prowadzacym do wzbogacenia lub wysycenia
pewnych jego struktur mineratami. Zywe organizmy
stwarzaja doskonate warunki do krystalizacji réznego
rodzaju zwigzkéw organicznych i nieorganicznych. Na
ten proces ma wptyw wiele czynnikéw: pH, potencjat
oksydacyjno-redukcyjny (Eh), temperatura oraz steze-
nie jonéw wodorowych [1, | |]. Mineraty wytworzone
w naturalny sposéb przez tkanki biologiczne stanowia
najwazniejsze zrédio pierwiastkéw dla organizmu.
Zawieraja one gtéwnie fosfor oraz wapn, ale réwniez
w niewielkich ilosciach inne pierwiastki: magnez, stront,
bar, fluor, chlor, otéw, cynk, zelazo i inne. Podstawowa
mase mineralng organizmu cztowieka tworza fosforany
wapnia, zwlaszcza bioapatyty. Stad metabolizm wapnia
i fosforu odgrywa kluczowa role w procesach minerali-
zacji, zwtaszcza ze inne pierwiastki uczestniczace w nich
wystepuja w matych ilosciach. W strukturze mineralnej
bioaptytéw, oprécz Ca i B moga wystepowac kationy:
Na, K, Pb, Sr, Ra, Cu, Mn, Fe itd., ktére w niewielkiej ilo-
$ci moga by¢ wbudowane w strukture aptytu. Natomiast
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The pathological states of carotids have high clini-
cal significance because of the prevalence of possible
serious complications, especially neurological ones [7,
8, 9, 13]. The estimation of the morphology of carotid
walls, especially the measurement of thickness of the
intima-media complex, allows for risk assessment of the
appearance of arteriosclerosis of the coronary artery
and other areas [14-16].

Mineralogical research has helped in describing the
mineralogical and chemical composition of calcification,
as well as the morphology of mineralogical agglom-
eration. Scanning microscope observation allowed the
realisation that the mineralization of carotids manifests
in the form of mineral-organic agglomerations. Cal-
cium phosphate creates tubercular and rarely tablet
forms. Organic mineralization, which sometimes forms
needle agglomerations, is observed as mixed forms with
inorganic mineralization. Both elements remain in a vari-
able mutual ratio of quantities. Chemical sample analysis
carried out in the EDS system proved that calcium and
phosphorus exist in sclerosis lodgement. In some ener-
getic spectra of the examined samples trace amounts of
other elements were also revealed - sodium, magnesium
and sulphur. X-ray diffraction analysis also proved that
the sclerosis lodgement contains phosphates repre-
sented by hydroxyapatite and fluoroapatite. Spectra
received from examinations of samples carried out by
infrared absorption spectroscopy indicate PO 3~ group
existence, organic material, and hydroxyl groups. Or-
ganic material in the examined samples is represented
by phospholipids and cholesterol. The analyses that
were carried out prove that wide waves coming from
hydroxyl complexes can originate from OH-ions as well
as from H,O particles.

Non-organic mineralization of carotid arteries is
represented by calcium phosphate, which has a variable
degree of saturation. As well as mineral grains, organic
agglomerations (to which sclerosis belongs) also exist
here. Research and literature data [I, 2] suggest that
both organic and inorganic mineralization is created
primarily at sites of biological structure damage.

The mechanism for creating phosphatic mineraliza-
tion is not sufficiently known. Until now, it has been
thought that the main factors which support the creation
of mineral lodgement are: vitamin D, diet, and P, Mg, and
Fe transported by blood plasma. It can be supposed that
blood vessel mineralization is be connected with dem-
ineralization of bones, as a potential source of Caand P
It is also considered that a precursor of mineral apatite
creation is amorphous calcium phosphate [17, 18].

The mineralization that was found in patients causes
widening of the carotid lumen and contributes to the hard-

reszty fosforanowe moga by¢ podstawione anionem
cytrynianowym C,H.O,3-, weglanowym CO,%" itd.,
a OH~ przez F~. Dlatego tez ogoélny zapis budowy che-
micznej bioapatytu mozna wyrazi¢ nastepujaco: (Ca,
Na, Sr, Pb, K)5 (PO,, CO,, HPO,); OH, F CI[I, I 1].

Za czynnik inicjujacy krystalizacje ziaren mineralnych
apatytu w organizmie uwaza si¢ kolagen o uszkodzonej
strukturze, wchodzacy, na przykfad, w sktad chrzastek
i tak zwanej tkanki tacznej. W latach 30. rozpoczeto
badania nad struktura biatkowga kolagenu, ktére potwier-
dzity fakt, ze kolagen moze mie¢ miejscami strukture
krystaliczng. W wieloletnich badaniach dowiedziono, ze
kolagen w duzym stopniu inicjuje taczenie jonéw fosforu
i wapnia w forme krystalitéw. Do nukleacji mikrokrysz-
tatéw apatytu najczesciej dochodzi w przestrzeniach
pomiedzy wiéknami kolagenu. Bardzo wazna obserwa-
cje opisat Neuman, ktéry wykazat, ze ptyny ustrojowe
moga zawiera¢ nadmiar fosforanéw. Jego zdaniem zja-
wisko to ma miejsce, poniewaz nastepuje oddzielenie
ptynéw zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych bfonami
biologicznymi, co niesie ze soba zréznicowanie stezenia
jonow Cai P w roznych tkankach. Fosforany sa rowniez
tatwo przechwytywane przez fadunki elektrostatyczne
wystepujace na powierzchni wiékien kolagenowych
[11]. Innym, bardzo waznym czynnikiem odgrywajacym
role w formowaniu krysztatéw apatytu sa mitochondria
komérkowe. Absorpcji wapnia przez mitochondria to-
warzyszy pobranie fosforu z otoczenia [I 1].

W konsekwencji prowadzi to do tworzenia sie
nieorganicznych i niekrystalicznych zwiazkéw wapnia
i fosforu. W zwiazkach tych stosunek Ca/P jest bardzo
zblizony do tego, jaki wystepuje w hydroksyapatycie.
Mikrokrysztatki apatytu formuja sie najpierw w mito-
chonderiach, nastepnie w mikroinkluzjach oraz w duzych
obszarach cytoplazmy [1 1, 12].

Patologia tetnic szyjnych ma istotne znaczenie kli-
niczne ze wzgledu na rozpowszechnienie oraz mozli-
wosé wystapienia powaznych powikfan, zwtfaszcza neu-
rologicznych [7-9, 13]. Ocena morfologii $ciany tetnic
szyjnych, nawet nieuwapnionych, a przede wszystkim
pomiar grubosci kompleksu intima—media, pozwala na
okreslenie ryzyka miazdzycy tetnic wiencowych oraz
innych obszaréw [14—16].

Przeprowadzone badania mineralogiczne pozwolity
okresli¢ sktad mineralny i chemiczny zwapnien, a takze
morfologie skupien mineralnych. Z obserwacji prowa-
dzonych przy uzyciu mikroskopu skaningowego wy-
nika, ze mineralizacja tetnic szyjnych przejawiata sie
w formie skupiert mineralno-organicznych. Fosforany
wapnia tworza tu formy gruzetkowe, rzadko tablicz-
kowe. Mineralizacje organiczng, tworzaca niekiedy sku-
pienia igietkowe, obserwuje sig jako formy mieszane
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ening of their walls, which hampers blood flow [16]. The
conducted examinations proved that Ca;[PO,];(OH, F
Cl) apatite is a final product of inorganic haematogenous
mineralization. Apatite scores 5 points on the Mohs hard-
ness scale, which poses a threat to surrounding tissues. The
existence of mineralization can contribute to mechanical
damage of surrounding cells because of the occurrence
of sharp-edged forms. Especially dangerous are crystals
formed on the endothelium. They can be torn off from
the endothelium during arterial pressure increases. Conse-
quently, such a situation can lead to blood vessel blockade
during microcrystal transport [1, | I, 12]. The carried out
examinations proved that arterial mineralization can be ad-
vanced to different extents. Research on carotid calcification
fully confirms the information contained in literature about
fast sclerosis development in the last decades of human life
[5, 6, I 1. The relatively limited advancement of mineraliza-
tion found in the material is characteristic of so-called soft
changes. The occurrence of such changes in carotid shows
the high dynamics of the formation of sclerotic plaque within
the carotid artery and the formation of critical stenoses, even
before advanced mineralization occurs.

Conclusions

I. The development of atherosclerotic lesions within
carotid arteries is characterized by great dynamism.

2. Patients with critical structures, who necessitate
surgical treatment, are dominated by “soft” and
fibrous atherosclerotic plaques with low content of
non-organic mineralization.

3. Non-organic mineralization of carotid arteries is
represented by calcium phosphate.

4. Mineralization of early phases with nonorganic-or-
ganic complexes is predominant.
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mikrokrysztatéw [I, |1, 12]. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze mineralizacja tetnic szyjnych moze by¢ za-
awansowana w réznym stopniu. Badania nad procesem
zwapnienia tetnic szyjnych w petni potwierdzaja dane
z pis$miennictwa o szybkim rozwoju miazdzycy w ostat-
nich dekadach zycia cztowieka [5, 6, | 1]. Stosunkowo
ograniczone zaawansowanie mineralizacji, stwierdzo-
ne w badanym materiale, jest charakterystyczne dla
tak zwanych zmian miekkich. Wystepowanie takich
zmian w tetnicach szyjnych $wiadczy o duzej dynamice
tworzenia sie ptytek miazdzycowych w obrebie tetnicy
szyjnej i powstawania krytycznych zwezen, jeszcze za-
nim pojawi sie mineralizacja zaawansowana.

Whioski

I. Rozwoj zmian miazdzycowych w obrebie tetnic szyj-
nych charakteryzuje si¢ duza dynamika.

2. U chorych z krytycznymi zwezeniami, wymagaja-
cymi leczenia operacyjnego, dominuja ,,miekkie”,
widkniste blaszki miazdzycowe o stosunkowo matej
zawartosci mineralizacji nieorganiczne;j.

3. Mineralizacja nieorganiczna tetnic szyjnych repre-
zentowana jest przez fosforany wapnia.

4. Dominuje mineralizacja wczesnych faz z komplek-

sami nieorganiczno-organicznymi.
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