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in aortic wall according to clinical manifestation
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Abstract
Background. The aim of the study was the estimation of histological parameters in association with the clinical
manifestation of aortic aneurysm, mainly the intensity of angiogenesis and inflammatory infiltration.
Material and methods. Material was obtained from patients operated on in the Department of General
and Vascular Surgery at the Medical University of tédz in 1998-2000. The samples of aortic wall were
fixed in formalin. 98 cases were selected for the study and divided into 5 groups: |. Patients with aneu-
rysms undergoing elective surgery (n = 50); 2. Patients with aneurysms symptomatic and ruptured (n =
= 18); 3. Patients with aneurysms coexisting with aorto-iliac occlusion (n = 9); 4. Patients with aorto-iliac
occlusion without aneurysm (n = 14); 5. Control group with normal aorta obtained from organ donors (n =
= 7). Slides were stained with h + e, the presence of inflammatory reaction was estimated according to
conditions described in Histologic Inflammatory Scale Aneurysm. The numbers of T-cells, B-cells and mac-
rophages were calculated after immunohistochemistry. The number of blood vessels was described semi-
quantitatively, using the 3-degree scale.
Results. The intensity of angiogenesis in the second group was significantly higher than in the other groups.
In this group we found the highest number of macrophages in adventitia (M = 47 vs. M = 37 in the first
group; p < 0.01), T-cells in media (M = 447 vs. 292; p < 0.01), B-cells in adventitia (M = 633 vs. M =
=431, p < 0.01) and neutrophiles (M = 26 vs. M = 7; p < 0.01). The symptomatic group also had the
biggest intensity of inflammatory reaction estimated in HISA.
Conclusions. We show the correlation between angiogenesis and inflammatory intensity and clinical mani-
festation of aneurysm.
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Streszczenie

Wstep. Celem pracy jest ocena parametréw histologicznych w zaleznosci od obrazu klinicznego tetniaka
ze szczegdlnym uwzglednieniem obecnosci i jakosci procesu zapalnego oraz nasilenia angiogenezy.

Materiat i metody. Materiat pobierano od chorych operowanych w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Naczyniowej
AMw todziw latach 1998-2000. Fragmenty sciany aorty utrwalano w 9-procentowym formaldehydzie. Do
badan zakwalifikowano 98 przypadkdw. Wyrézniono 5 grup badawczych: |. Chorzy z tetniakami operowa-
nymi planowo (n = 50); 2. Osoby z tetniakami objawowymi i peknietymi (n = 18); 3. Pacjenci z tetniakami
aorty wspdfistniejgcymi z niedroznoscig aortalno-biodrowg (n = 9); 4. Chorzy z niedroznoscig aortalno-
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-biodrowq bez tetniaka (n = 14); 5. Grupa kontrolna — osoby z prawidlowq aortq pobrang od dawcéw
narzqdéw (n = 7). Preparaty barwione h + e oceniano pod wzgledem obecnosci iflub nasilenia procesu zapal-
nego, stosujqc skale HISA, okreslano liczbe limfocytéw T, limfocytéw B, makrofagdw oraz liczbe naczyr krwionos-
nych. W badaniach pétilosciowych oceniano liczbe naczyh w skali [-3. Wyniki poddano andlizie statystycznej
z uzyciem testu Manna-Whitneya.

Whyniki. Nasilenie angiogenezy w grupie 2 bylo znamiennie statystycznie wyzsze niz w pozostatych grupach.
W grupie tej stwierdzono takze najwiekszq liczbe makrofagéw w blonie zewnetrznej (M = 47 vs. M = 34
wgrupie |; p < 0,01), limfocytéw T w bfonie srodkowej (M = 447 vs. M = 292; p < 0,01), limfocytéw B
w blonie zewnetrznej (M = 633 vs. M = 431, p < 0,01), a takze granulocytow (M = 26 vs. M = 7;p < 0,01).
Grupe chorych z tetniakami objawowymi charakteryzowalo takze najwieksze nasilenie procesu zapalnego
w $cianie aorty oceniane w skali HISA.

Whioski. Wykazano korelacje pomiedzy nasileniem procesu zapalnego i angiogenezy w scianie aorty a Kii-
nicznymi objawami tetniaka.

Stowa kluczowe: tetniak aorty brzusznej, angiogeneza, makrofagi, limfocyty

Introduction

Today, the majority of authors consider that an ab-
dominal aortic aneurysm of a diameter below 50-55 mm
should be observed and periodically controlled with
sonography or CT. The surgery should be performed
when the diameter crosses beyond the limit and the
risk of rupture is higher than the risk of operation [I].
But following these rules demands an acceptance of the
fact that some small aneurysms may rupture earlier. The
clinical management of patients with high surgery risk
(mainly because of heart diseases) remains unresolved.
These patients are often refused elective surgery, which
may condemn these people to emergency operation.

The search for any parameter to estimate more pre-
cisely the risk of rupture may be important to improve
the results of treatment of AAA. Precise analysis of geo-
metric data based on imaging techniques and evaluation
of the changes indicating the risk of rupture are now
the field of interest. However the latest investigations
showed that aneurysm formation and its development
is rather more dependent on aorta wall remodelling than
on strictly haemodynamic changes. It seems to be re-
asonable to study the processes of aorta wall destruc-
tion and to look for their biochemical indicators.

The aim of this study is an estimation of histological
parameters and their correlation with clinical history of
abdominal aortic aneurysm, mainly an evaluation of the
presence and composition of inflammatory infiltration
and intensity of angiogenesis.

Material and methods
Material was obtained from |47 patients operated
on in the Department of General and Vascular surgery

Wstep

Obecnie wigkszo$¢ autoréw uwaza, ze tetniaki po-
nizej 50-55 mm wymagaja obserwaciji klinicznej oraz
okresowej kontroli ultrasonograficznej, a decyzje o pla-
nowej operacji nalezy podija¢, kiedy ich poprzeczny
wymiar przekroczy powyzsza warto$¢ graniczna, przy
ktorej ryzyko pekniecia tetniaka jest wieksze niz ryzy-
ko zabiegu [1]. Takie postepowanie wymaga zaakcep-
towania faktu, ze u pewnej liczby chorych wczesniej
rozpoznany i obserwowany maty tetniak aorty peknie
przed osiagnieciem granicznej wielkosci. Problem kli-
niczny stanowi dotychczas sposdb postepowania
u chorych z tetniakiem aorty nalezacych do grupy wy-
sokiego ryzyka operacyjnego (zwykle spowodowane-
go obcigzeniami kardiologicznymi). U takich chorych
czesto nie przeprowadza sie planowej operacji, co
wobec braku mozliwosci doktadnej oceny ryzyka pek-
niecia, ,,skazuje” ich na ewentualna operacje w trybie
nagtym.

Dlatego poszukiwania parametréow okreslajacych
ryzyko pekniecia tetniaka doktadniej niz jego poprzecz-
ny wymiar prawdopodobnie ma istotne znaczenie dla
poprawy wynikdw leczenia tetniakéw aorty brzuszne;.
Obecnie poszukiwania te gtéwnie prowadzi sig, korzys-
tajac z coraz doskonalszych badan obrazowych tetnia-
kow, ktére umozliwity bardzo precyzyjng ocene ich geo-
metrii oraz zmian w $cianie $wiadczacych o zwiekszo-
nym ryzyku pekniecia. Jednak badania przeprowadzo-
ne w ciagu ostatnich 20 lat wykazaty, ze powstanie i roz-
wadj tetniaka aorty bardziej wiaze sie ze zmianami w $cia-
nie naczynia niz z czysto mechanicznym rozktadem sit
w aorcie. Dlatego celowe wydaje sie badanie zjawisk
i proceséw prowadzacych do destrukcji $ciany aorty
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in 1998-2000, because of abdominal aortic aneurysm

(AAA) or aorto-iliac occlusion (AlO). We collected:

I. Clinical data (age, sex, clinical symptoms, aneurysm
size, estimated sonography, computer tomography).

2. The specimen fragments of aorta wall were taken
during surgery and were fixed in 9% formalin.

After the initial histological analysis we took 98 ca-
ses for study. Patients were divided into 5 groups, as
presented in Table I.

Tissue specimens were fixed in formalin and em-
bedded in paraffin, later cut and stained with haemato-
xilin and eosine (h + e). The quality of the specimen
was examined, and 98 cases were accepted for the stu-
dy. The presence and intensity of the inflammatory pro-
cess was classified in the 4-degree Histologic Inflamma-
tory Scale of Aneurysm (0-3) [2].

With immunohistochemistry we estimated the num-
ber of T, B cell and macrophages, using antibodies anti-
-CD3, anti-CD20 and anti-CDé68, respectively, with the
LSAB visualisation system from DAKO. Morphometric
analysis was done in 4 um thick slides. We counted po-
sitive cells in 10 fields in every layer of the aorta wall
(intima, media, adventitia). In the same way we coun-
ted the number of neutrophiles stained h + e. For sta-
tistical analysis we used the Mann-Whitney test with
Bonferroni inequality (p index was lowered to p < 0.01).

Immunohistochemistry was performed with anti-von
Willebrand factor to show vascular walls. For vascular
counting we used the semiquantitative method with the
3-degree scale: +, ++, +++. The results were analy-
sed with the statistical Mann-Whitney test.

Table 1. Patients and procedure characteristics
Tabela 1. Charakterystyka chorych i postepowanie

oraz poszukiwanie parametréw biochemicznych od-
zwierciedlajacych ich intensywnosé.

Celem niniejszej pracy jest ocena parametréw his-
tologicznych w zaleznosci od klinicznego przebiegu tet-
niaka ze szczegdlnym uwzglednieniem obecnosci
i jakosci procesu zapalnego i nasilenia angiogenezy.

Materiat i metody
Zebrano materiat od 147 pacjentéw operowanych
w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Naczyniowej w latach [998—
—2000 z powodu tetniaka aorty brzusznej (AAA, abdo-
minal aortic aneurysm) lub niedroznosci aortalno-biodro-
wej (AlO, aorto-iliac occlusion). Materiat obejmowat:
|. Dane kliniczne (wiek, pte¢, wystapienie objawow kli-
nicznych tetniaka, wielkos¢ tetniaka w ocenie ultra-
sonograficznej i/lub tomografii komputerowej, tryb
operacji).

2. Fragmenty $ciany aorty pobrane w czasie operacji,
utrwalane w 9-procentowym formaldehydzie.

Po wstepnej analizie histologicznej, do badan zakwa-
lifikowano 98 przypadkéow. W tabeli | przedstawiono
charakterystke chorych podzielonych na 5 grup.

Materiat utrwalany w formalinie przeprowadzano
do bloczkéw parafinowych, skrawano i barwiono he-
matoksyling i eozyng (h + e). Nastepnie oceniano ja-
kos¢ pobranego wycinka i jego przydatnos$¢ do badan
immunohistochemicznych. Preparaty zakwalifikowane
do dalszych badan (n = 98) oceniano pod wzgledem
obecnosci i/lub nasilenia procesu zapalnego, stosujac
4-stopniowa skale HISA (Histologic Inflammatory Scale
Aneurysm 0-3) [2].

Group (abbrev.) Diagnosis Procedure mode = Number of Aneurysm diameter:
Grupa (skrot) Rozpoznanie Tryb operacji patients extremal values/(modal)
Liczba Wielkos¢ tetniaka:
pacjentéw wartosci skrajne/(modalna) [mm]
Group | (elective AAA) Asymptomatic aneurysms Elective 50 42-120/(61)
Grupa | (AAA planowe) Tetniaki bezobjawowe Planowy
Group 2 (symptomatic AAA) Symptomatic and ruptured Emergency 18 48-120/(95)
aneurysms
Grupa 2 (AAA objawowe)  Tetniaki objawowe i pekniete Pilny
Group 3 (AAA + AIO) Abdominal aortic aneurysms Elective 9 34-70
and aorto-iliac occlusion
Grupa 3 Tetniaki aorty wspdtistniejace Planowy
z niedroznoscia aortalno-biodrowa
Group 4 (AIO) Aorto-iliac occlusion Elective 14
Grupa 4 Niedroznos¢ aortalno-biodrowa Planowy
Group 5 (control) Normal aorta obtained — 7

from organ donors
Prawidtowa aorta pobrana
od dawcow narzadow

Grupa 5 (kontrolna)
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Results

We revealed that the intensity of the inflammatory
process was especially high in the group of symptoma-
tic AAA (group 2) (Il degree — 61%; n = 11), high
intensity was sometimes observed in electively opera-
ted AAA (group 1) (lll degree — 32%; n = 16). Low
intensity was typical in AlO (group 4) (I degree — 64.3%;
n = 9). Almost no inflammatory cells were found in con-
trol group (grade 0 — 86%; n = 6). Results are presen-
ted in Table II.

Statistical differences were seen in macrophage num-
bers between studied groups. The highest macrophage
number in adventitia and media was found in group 2
(M., = 47 and 29). The macrophage number was lower
in group | (M,,, = 34 and 22; p < 0.01). Differences of
statistical significance were observed also between pa-
tients from group 2 and | versus others one (group 3 —
AAA + AIO: M, = 15 and 14; p < 0.01; group 4 —
AlO: M,,, = 8and 10; p < 0.01; control group — M,,, =
= 0and 0; p < 0.01). Macrophages were most abundant
in intima in the group 3 and in the group 4 (respectively
Mn, = 49 and M,,, = 36). These cells were significantly
more numerous in intima than in adventitia (respectively
M = 15 and M, = 10; p < 0.01). A lower number
of macrophages in intima was found in group 2 than in
other groups, excluding control (M,,, = 20; p < 0.0l)
(Table 11I).

Significant differences were shown in T-cell num-
bers, especially clearly between groups 2 and | but in
media only (Mix = 447 vs. Mz = 292; p < 0.01). We
revealed significant differences in the numbers of T-cells
in adventitia between group | (M;r = 337) and group 3
(Mg = 64;p <0.01),group4 (M= 1 I;p <0.0l)and
control (M = 7; p< 0.01). Differences in T-cell num-
bers between groups | and 2 versus others were signi-
ficant too (Table IV).

Za pomoca badan immunohistochemicznych oce-
niono liczbe limfocytéw T, limfocytéw B oraz makrofa-
géw, stosujac odpowiednio przeciwciata anty-CD3,
anty-CD20, i anty CD-68 z systemem wizualizacji LSAB
firmy DAKO. Badania wykonywano w preparatach o sta-
tej grubosci 4 um. Analizy morfometrycznej dokonywa-
no, zliczajac liczbe komorek dodatnich w 10 polach wi-
dzenia, osobno w kazdej warstwie $ciany naczynia (we-
whnetrznej, sSrodkowej i zewnetrznej). W podobny spo-
séb obliczano liczbe granulocytéw barwionych h + e.
Analize statystyczna przeprowadzono, stosujac test
Manna-Whitneya z korekta Bonferroniego (poziom
istotnosci zmniejszono do p < 0,01)

Wykonywano takze odczyny immunohistochemicz-
ne z przeciwciatami przeciw czynnikowi VIl (anti-von
Willebrand factor) na obecnos$¢ naczyn krwionosnych.
Oceny liczby naczyn dokonano na podstawie badania
potilosciowego w skali +, ++, +++. Wyniki poddano
analizie statystycznej z uzyciem testu Manna-Whitneya.

Wyniki
W przebadanym materiale stwierdzono, ze nasile-
nie procesu zapalnego bylo szczegdlnie wysokie w gru-

pie 2 (AAA objawowe) (stopien Il — 61%; n = [1),
wysokie odnotowano takze w grupie | (AAA planowe)
(stopien Il — 32%; n = 16). Niewielkie nasilenie zapa-

lenia wystepowato w grupie 4 (z AlIO) (stopien |
— 64,3%; n = 9). W grupie kontrolnej (grupa 5) pra-
wie nie obserwowano nacieku zapalnego (stopien 0 —
86%; n = 6). Wyniki przedstawiono w tabeli Il.

W badaniach morfometrycznych stwierdzono istot-
ne réznice w liczbie makrofagéw pomiedzy badanymi gru-
pami. Najwieksza srednig liczbe makrofagéw w btonie
zewnetrznej i $rodkowej zaobserwowano w grupie 2
My = 47 129). W grupie | stwierdzano ich znamiennie
mniej (M., = 34 22; p < 0,01). Istotne statystycznie

Table Il. Evaluation of inflammatory infiltration intensity in HISA scale

Tabela Il. Ocena intensywnosci nacieku zapalnego w scianie aorty wedtug skali HISA

Grade 0 Grade | Grade I Grade Il Neutrophiles occurrence (A)
Stopien 0 Stopien | Stopien Il Stopien Il Obecnos¢ granulocytow (A)

Group | (n = 50) 0 8 (16%) 26 (52%) 16 (32%) 18 (36%)

Grupa |

Group 2 (n = 18) 0 0 7 (39%) I'1(61%) 14 (77.8)

Grupa 2

Group3 (n=9) I (11%) 2(22%) 5 (56%) I (11%) 0

Grupa 3

Group 4 (n = 14) 2(14.3%) 9 (64.3%) 3(21.4%) 0 0

Grupa 4

Control (n =7) 6 (86%) | (14%) 0 0 0

Grupa kontrolna

Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe; Group 2/Grupa 2 — symptomatic AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3 — AAA+AIO; Group 4/Grupa 4 — AIO; AAA
— abdominal aortic aneurysm/tetniak aorty brzusznej; Al0 — aorto-iliac occlusion/niedrozno$¢ aortalno-biodrowa
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Table IIl. Average number of macrophages (M, ;) in 10
fields of vision
Tabela lll. Srednia liczba makrofagow (M,,;) na 10 pol

widzenia

Intima Media Adventitia
Group | 34# 2°# 34#
Grupa |
Group 2 20 29 47"
Grupa 2
Group 3 49"# 14# |5#
Grupa 3
Group 4 36"# 10# 10#
Grupa 4
Control (1} 0# 0#

Grupa kontrolna

*Statistically significant differences in comparison with control group/réznice is-
totne statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng; #Statistically significant dif-
ferences in comparison with symptomatic aneurysms group (p < 0.01)/istotne
réznice statystyczne w poréwnaniu z grupg chorych z tegtniakami objawowymi

(p < 0,01); Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe; Group 2/Grupa 2
— Symptomatic AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3 — AAA+AIO; Group 4/
/Grupa 4 — AlO; AAA — abdominal aortic aneurysm/tetniak aorty brzusznej;
Al0 — aorto-iliac occlusion/niedroznos$¢ aortalno-biodrowa

Table IV. Average number of T-cells (M) in 10 fields of
vision

Tabela IV. $rednia liczba limfocytow T (M¢7) w 10 polach
widzenia

Intima Media Adventitia

Group | 17 292"# 337
Grupa |

Group 2 13 447" 381"
Grupa 2

Group 3 10 52°# 64°#
Grupa 3

Group 4 <10 23°# In#
Grupa 4

Control 0 < l10# < |10#

Grupa kontrolna

*Statistically significant differences in comparison with control group/réznice istotne
statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng; #Statistically significant differences
in comparison with symptomatic aneurysms group (p < 0.01)/istotne réznice
statystyczne w poréwnaniu z grupg chorych z tetniakami objawowymi (p < 0,01);
Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe; Group 2/Grupa 2 — Symptomatic
AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3 — AAA+AIO; Group 4/Grupa 4 — AIQ;
AAA — abdominal aortic aneurysm/tetniak aorty brzusznej; Al0 — aorto-iliac
occlusion/niedrozno$¢ aortalno-biodrowa

B-cells in adventitia were most numerous in symp-
tomatic AAA (group 2) (Mg = 633), less numerous in
elective AAA (group |) (Mg = 431; p < 0.01). Lym-
phocyte B number in group 3 (Mg = 198; p < 0.01)
was significantly lower than in these two mentioned
above, but higher than in group 4 (Mg = 21; p < 0.01)
and than in control (Mz = 6; p < 0.01).

B-cells in media were less abundant than in adventi-
tia, but followed similar differences to those in adventi-

réznice odnotowano takze pomiedzy grupami | i2 a po-
zostatymi grupami (grupa 3 — AAA + AIO: M, =15
il14,p<0,0l;grupa4 —AIO:M,,,=8i10,p<0,0lI;
grupa 5 — kontrolna: M, = 0i 0, p < 0,01. W blonie
wewnetrznej makrofagi byly najliczniejsze w grupie 3i4
(odpowiednio M,,, = 49 i M., = 36). W grupach tych
makrofagi w btonie wewnetrznej wystepowaty znamien-
nie czegsciej niz w zewnetrznej (odpowiednio M,,, = |5
iMy = 10; p < < 0,01). W grupie 2 obserwowano
istotne nizsza liczbe makrofagéw w btonie wewnetrz-
nej niz w pozostatych grupach, oprécz grupy kontrol-
nej (M = 20; p < 0,01) (tab. IlI).

Stwierdzono takze znamienne réznice w sredniej licz-
bie limfocytéw T. Réznice te byly szczegdlnie wyrazne
pomiedzy grupami 2 i |, ale tylko w btonie srodkowej
My = 447 vs. Mr = 292; p < 0,01). Istotne statystycz-
nie réznice wykazano w liczbach limfocytéw T w btonie
zewnetrznej pomiedzy grupa | (M = 337) a grupa 3
My =64, p <0,0lI),grupa4 (M= 11;p <0,0l) oraz
grupa kontrolng (Mx = 7, p < 0,01). Réznice w liczbie
komorek T pomiedzy grupa | i 2 a pozostatymi takze
byly znamienne statystycznie (tab. V).

Najwiecej limfocytéw B w btonie zewnetrznej odno-
towano w grupie 2 (Mg = 633), a mniej — w grupie |
(Mg = 431, p < 0,01). Liczba limfocytéw B w grupie 3
byfa istotnie mniejsza (M = 198; p < 0,01) niz w po-
wyzszych grupach, ale wyzsza niz w grupie 4 (Mg = 21;
p < 0,01) i w grupie kontrolnej (M = 6; p < 0,01).

Zaobserwowano nieco mniejsza liczbe komorek B
w btonie $rodkowej niz w zewnetrznej, ale stwierdzono
podobne, istotne statystycznie réznice pomiedzy grupa-
mi (tab. V). Nie wykazano réznic w liczbie limfocytéw B
w bfonie wewnetrznej miedzy badanymi grupami.

Najwiecej granulocytow wystepowato w grupie 2
w bfonie zewnetrznej pobranych tetniakow (Myewr = 26),
mniej licznie w grupie | (Mnew = 7; p < 0,01). W pozos-
tatych grupach granulocyty obserwowano sporadycznie
(tab. VI).

Angiogeneze w $cianie aorty oceniano po wykona-
niu odczyndw z przeciwciatami przeciw czynnikowi VIII.
Liczbe naczyn oceniano pétilosciowo w trdjstopniowej
skali (+, ++, +++). Najwieksze nasilenie angiogene-
zy obserwowano w grupie 2 (++ +: 77,8%), mniejsze
— w grupie | (+++:56%; p < 0,01). W pozostatych
grupach nasilenie tworzenia naczyn byto istotnie mniej-
sze: w grupie 3 dominowato $rednie nasilenie (++:
66,7%), w grupie 4 sftabe nasilenie odnotowano
w 85,7% przypadkéw (tab. VII).

Dyskusja
Tworzenie sig tetniaka aorty wiaze sie z przebudowa
$ciany naczynia. Dochodzi do niszczenia elementéw spre-
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tia between the groups (Table V). There were no signi-
ficant differences between groups in intima.

Neutrophils were most abundant in adventitia of gro-
up 2 (Muewr = 26), less abundant in group | (Myewr = 7;
p < 0.01). Granulocytes were rare in the other groups
(Table VI).

To estimate the angiogenesis, we performed immu-
nohistochemistry with antibodies against the von Wille-

Table V. Average number of B-cells (M,;;) in 10 fields of
vision

Tabela V. Srednia liczba limfocytow B (M) na 10 pal
widzenia

Intima Media Adventitia
Group | 22 263" 491+#
Grupa |
Group 2 25 429 633"
Grupa 2
Group 3 15 137°# 198°#
Grupa 3
Group 4 <10 48™# 21
Grupa 4
Control 0 < |10# < |10#

Grupa kontrolna

*Statistically significant differences in comparison with control group/réznice is-
totne statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng; *Statistically significant dif-
ferences in comparison with symptomatic aneurysms group (p < 0.01)/istotne
réznice statystyczne w poréwnaniu z grupg chorych z tetniakami objawowmi
(p < 0,01); Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe; Group 2/Grupa 2
— symptomatic AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3 — AAA+AIO; Group 4/
/Grupa 4 — AlO; AAA — abdominal aortic aneurysmy/tetniak aorty brzusznej; AIO
— aorto-iliac occlusion/niedrozno$¢ aortalno-biodrowa

Table VI. Average number of neutrophiles (M) in 10
fields of vision

Tabela VI. Srednia liczba neutrofilow (Meue) M 10 pol
widzenia

Intima Media Adventitia
Group | 2 5# 7#
Grupa |
Group 2 6" 12" 26"
Grupa 2
Group 3 2 I# < I#
Grupa 3
Group 4 < I# < I# < I#
Grupa 4
Control < I# < I# < I#

Grupa kontrolna

*Statistically significant differences in comparison with control group/réznice istot-
ne statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng; #Statistically significant differ-
ences in comparison with symptomatic aneurysms group (p < 0.01)/istotne
réznice statystyczne w poréwnaniu z grupa chorych z tgtniakami objawowymi
(p < 0,01); Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe; Group 2/Grupa 2
— symptomatic AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3 — AAA+AIO; Group 4/
/Grupa 4 — AIO; AAA — abdominal aortic aneurysmy/tetniak aorty brzusznej; AlO
— aorto-iliac occlusion/niedrozno$¢ aortalno-biodrowa

zystych, naptywu komorek zapalnych, rozplemu mtodych
naczyn, a takze znacznego osfabienia wytrzymatosci $cia-
ny, co moze prowadzi¢ do jej pekniecia. Niektérzy auto-
rzy podkreslaja role angiogenezy jako procesu umozli-
wiajacego naptyw komoérek zapalnych do gtebszych
warstw $ciany aorty, a tym samym prowadzacego do
zwiekszonego rozpadu elastyny i uposledzenia wytrzy-
matosci $ciany zmienionej tetniakowato [3-5].

Angiogeneza to zjawisko o fundamentalnym zna-
czeniu w procesach przebudowy tkanek, takich jak go-
jenie sie ran, rozrost nowotworowy, embriogeneza
czy organizacja zawaltow i zakrzepdéw. Przebieg tego
procesu wiaze sie z proliferacja i migracja komérek
$rédbionka, tworzacych nastepnie nowe naczynia ka-
pilarne. Angiogeneza podlega regulacji przez wiele
czynnikdéw, takich jak naczyniowy czynnik wzrostu
$rédbtonka (VEGF, vascular endothelial growth factor)
czy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF, basic fibro-
blast growth factor) [6]. Tworzenie nowych naczyn
$cisle wiaze sie ze zwiekszona produkcja enzymoéw
o aktywnosci proteolitycznej rozktadajacych tkanke
taczna, np. metaloproteinazy czy aktywator plazmi-
nogenu typu urokinazy [7].

Uwaza sig, ze wiele chorob naczyn krwionosnych,
w tym miazdzyca, wiaze sie z tworzeniem nowych na-
czyn w $cianie zmienionej tetnicy [8].

W tetniakach aorty liczba naczyn krwionosnych
wzrasta we wszystkich warstwach $ciany, a gtéwnie
— w btonie srodkowej [9]. Holmes przypuszcza, ze pro-
ces miazdzycowy moze uposledza¢ utlenowanie komé-

Table VII. Semiquantitative evaluation of angiogenesis
intensity (grades: +, ++, +++)

Tabela VII. Ocena nasilenia angiogenezy w $cianie aorty
oceniona pdtilosciowo, w stopniach od + do +++

+N@%) ++N(@%) +++ N (%)

Group |

Grupa | 3(6) 19 (38)"# 28 (56)"#
Group 2

Grupa 2 I (5.5 3(l6.7) 14 (77.8)
Group 3

Grupa 3 2(223)*  6(66.7)°* o*
Group 4

Grupa 4 12(85.7)%  2(14.3)"# o*
Control

Grupa kontrolna 7 (100) # 0* 0#

*Statistically significant differences in comparison with control group/istotne
réznice statystyczne w pordwnaniu z grupg kontrolna; #Statistically significant
differences in comparison with symptomatic aneurysms group (p < 0.01)/
[istotne réznice statystyczne w poréwnaniu z grupa chorych z tetniakami
objawowymi (p < 0,01); Group 1/Grupa 1 — elective AAA/AAA planowe;
Group 2/Grupa 2 — symptomatic AAA/AAA objawowe; Group 3/Grupa 3

— AAA+AIO; Group 4/Grupa 4 — AlO; AAA — abdominal aortic aneurysm/
/tetniak aorty brzusznej; Al0 — aorto-iliac occlusion/niedrozno$¢ aortalno-
-biodrowa
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brand factor. The number of vessels was evaluated se-
miquantitatively in the three-degree scale (+, ++,
+ ++). The highest intensity of angiogenesis was obse-
rved in group 2 (+++: 77.8%), lower in group |
(+++:56%). In the other groups angiogenesis intensi-
ty was significantly lower. In the group 3 we observed
predominantly grade ++ (66.7%). In group 4 low in-
tensity was predominant (+: 85.7%) (Table VII).

Discussion

Aneurysm formation is due to aortic wall remodel-
ling. Degradation of elastic fibres, inflammatory cells in-
filtration and neovascularisation lead to a marked atte-
nuation of aortic wall strength. Some authors emphasi-
sed the role of angiogenesis as a process enabling the
influx of inflammatory cells into the aortic wall and in
this way leading to elastin degradation [3-5].

Angiogenesis is a fundamental process in wound he-
aling, neoplasm infiltration, embriogenesis, infarct and
thrombus organisation. It consists of the migration and
proliferation of endothelium and new capillaries forma-
tion. Angiogenesis is controlled by many humoral fac-
tors, such as VEGF or bFGF [6]. Neovascularisation is
also due to the increased production of proteolytic en-
zymes degrading connective tissue, especially matrix pro-
teins, such as metalloenzymes or uPA [7].

The widely accepted opinion is that many vascular
diseases, including atherosclerosis, are due to the neo-
vascularisation of the vascular wall [8].

In the aortic aneurysm wall the quantity of blood ves-
sels increases in all layers, especially in media [9]. Holmes
suggests that atheromatic plaque formation may dimi-
nish oxygenation of the cells in the deeper layer of the
aortic wall. These conditions are fulfilled in the abdomi-
nal aorta, below the renal arteries. Some factors stimula-
ting angiogenesis may be generated due to anoxia [9].

There is some evidence that angiogenesis in the aor-
tic wall may be induced by the biologically active low mo-
lecular weight peptides which are released by elastin de-
gradation such as VGVAPG. In the animal experimental
aneurysm infusion of VGVAPG evoked neovascularisa-
tion in the aortic wall and inflammatory cell influx [10].

In our material we have shown that the intensity of
neovascularisation was mostly intense in symptomatic and
ruptured aneurysms. This indicates that angiogenesis may
be of essential importance in aortic wall destruction. The
intensity of neovascularisation was lower in aneurysms
submitted to elective surgery, but in these cases signifi-
cantly higher than in atherosclerotic groups. Many au-
thors emphasised the role of angiogenesis in atherosc-
lerosis as the factor responsible for the development
and evolution of atheromatic plaque as well as for some

rek w gtebszych warstwach $ciany aorty ponizej tetnic
nerkowych, ktére czerpia tlen z krwi przeptywajacej
przez naczynie. Niedotlenienie moze stymulowaé pro-
dukcje czynnikdw inicjujacych angiogeneze [9].

Prawdopodobnie w stymulacji angiogenezy pewna
role moga odgrywa¢ fragmenty biatkowe pochodzace
z roztozonych enzymatycznie widkien elastyny (produkty
degradacji elastyny). Jednym z takich peptydéw jest frag-
ment o sekwencji VGVAPG. W eksperymentalnym
modelu tetniaka u zwierzat infuzja VGVAPG powodo-
wata rozwdj naczyn krwionosnych w $cianie aorty oraz
naptyw komérek zapalnych [10].

W materiale zebranym przez autoréw niniejszego
artykutu wykazano, ze nasilenie procesu angiogenezy
byto najwieksze w grupie chorych z tetniakami obja-
wowymi i peknietymi, co wskazuije, ze proces ten moze
mie¢ zasadnicze znaczenie w destrukcji $ciany aorty.
Nasilenie procesu byto nieco mniejsze w grupie oséb
z tetniakami operowanymi planowo, ale znamiennie
wieksze niz w grupach chorych z miazdzyca bez tet-
niaka. Coraz bardziej podkresla sie role angiotensyny
w miazdzycy, jako czynnika odpowiedzialnego za roz-
wdj ogniska miazdzycowego i wielu zwigzanych z tym
powiktan, takich jak wylew do blaszki miazdzycowej,
bedacy czesta przyczyng zawatow, czy zakrzepica przy-
$cienna [8]. W preparatach pobranych od pacjentéow
z grupy kontrolnej naczynia krwionosne wystepowaty
tylko w btonie zewnetrznej i byto ich znacznie mniej
niz w pozostatych grupach.

Zaobserwowano takze, ze nasilenie nacieku zapal-
nego jest znamiennie wigksze w grupie tetniakéw obja-
wowych niz w pozostalych. Jednoczesnie stwierdzono,
Ze rodzaj i rozktad komdrek w $cianie naczynia rézni
sie pomiedzy grupami chorych z tetniakami a pozosta-
tymi. Makrofagi w tetniakach czesciej pojawiaty sie w ze-
wnetrznych warstwach $ciany w przeciwienstwie do
grup z miazdzyca, w przypadku ktérych dominowaty
w bfonie wewnetrznej. Najprawdopodobniej ich obec-
nos¢ w aorcie miazdzycowej wiaze sie raczej z groma-
dzeniem estréw cholesterolu, natomiast w tetniakach
moga spetnia¢ inne funkcje.

W materiale zebranym przez autordw niniejszej
pracy makrofagi byty widoczne gtéwnie w okolicy mio-
dych naczyn, wsréd skupisk tkanki chfonnej, co zga-
dza sie z obserwacjami Kocha [ |]. Komérki te odgry-
waja bardzo istotna role we wszystkich etapach angio-
genezy. Makrofagi uwalniajg aktywator plazminogenu
i urokinaze, stymulujac konwersje plazminogenu do pla-
zminy, ktéra katalizuje konwersje nieaktywnych form
metaloproteinaz do aktywnych postaci enzymatycz-
nych [12, 13]. Ponadto aktywowane makrofagi produ-
kuja wiele czynnikdw wzrostu wywotujacych migracje
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complications such as haemorrhage into a plaque or
parietal thrombosis [8]. In control slides blood vessels
were present only in adventitia and were significantly
less numerous than in other groups.

We have also observed that the intensity of inflam-
matory infiltration is significantly higher in the sympto-
matic aneurysms group than in others. We have noti-
ced that the composition of cells in the vascular wall
differs between groups. In aneurysms macrophages
were seen in media, in contrast to the atherosclerotic
group, where they occurred in intima. Most likely in athe-
rosclerosis macrophages are involved in cholesterol es-
ters accumulation, and in aneurysms they have another
function.

In our material, macrophages were seen mainly sur-
rounding new blood vessels and in lymphatic tissue con-
centration. This was also observed by Koch [ I 1]. These
cells play an important role in all stages of angiogenesis.
Macrophages release a plasminogen activator, urokina-
se, stimulating conversion to plasmin, which activates
metalloproteinases [12, |3]. Furthermore, activated ma-
crophages produce many growth factors, such as VEGF,
bFGF, TGF-a, inducing the migration and proliferation
of endothelial cells [14].

The highest number of all evaluated inflammatory
cells was found in the group of symptomatic and rup-
tured aneurysms. Very intensive inflammatory reac-
tion was seen in adventitia and media. Moreover, lym-
phatic follicles were seen mainly on the border be-
tween adventitia and media, i.e. on the site of degra-
ded elastic lamina. We observed numerous tiny blood
vessels among lymphocytes and macrophages demon-
strating MMP 2 activity (non-published data).

Probably intensive inflammatory infiltration in aneu-
rysm wall is due to elastin degradation as well as to an-
giogenesis. Neovascularisation may be stimulated by di-
rect binding of CD40 ligand on activated lymphocytes
surface with CD40 on endothelial cells surface [15]. Re-
combined human CDA40 ligand or CD40 on activated T
lymphocytes stimulates expression or increases activity
of metalloproteinases of endothelial cells. Furthermo-
re, CDA40 ligand stimulates the tubular structure forma-
tion of endothelial cells [15].

Besides T-lymphocytes, we have noticed numerous
B-lymphocytes concentrated very often in lymphatic fol-
licles. This may be due to the reaction of CD40 on lym-
phocytes B and CDA40 ligand on lymphocytes T in cyto-
kines attendance [16].

Granulocytes were observed mainly in symptoma-
tic and ruptured aneurysms and they may occur in re-
sponse to microruptures of the aortic wall and may be
the sign of a performing rupture of the aneurysm.

i proliferacje komoérek srodbtonka, takich jak VEGF,
bFGF, TGFa [14].

Liczba wszystkich ocenianych komérek nacieku za-
palnego byfa najwyzsza w grupie chorych z tetniakami
objawowymi i peknietymi. W preparatach mikroskopo-
wych zwracato uwage ogromne nasilenie reakgji zapalnej
w bfonie zewnetrznej i srodkowej, a takze tworzenie
grudek chtonnych, gtéwnie na granicy btony srodkowej
i zewnetrznej, czyli w miejscu niszczonej blaszki sprezy-
stej wewnetrznej. Pomiedzy limfocytami byty widoczne
drobne naczynia o najmniejszych przekrojach (dane nie-
publikowane) oraz liczne makrofagi czesto wykazujace
aktywno$¢ metaloproteinazy |12 (dane niepublikowane).

Prawdopodobnie obecnos¢ tak obfitego nacieku za-
palnego wiaze sie zaréwno z degradacja elastyny, jak
iz procesem angiogenezy. Nowotworzenie naczyn
moze by¢ stymulowane przez bezposredni kontakt po-
miedzy ligandem CD40 na powierzchni aktywowanych
limfocytéw T i CD40 na powierzchni komoérek $rod-
btonka [15]. Rekombinowany ludzki ligand CD40 lub
CD40 na aktywowanych limfocytach T stymuluje ko-
moérki $srédbtonka do ekspresiji lub wzrostu aktywnosci
metaloproteinaz. Ligand CD40 stymuluje takze formo-
wanie struktur rurkowatych z komérek srodbtonka [ 15].

Oprocz licznych limfocytéw T stwierdzono takze duza
liczbe komorek B tworzacych czesto grudki chtonne.
Formowanie grudek moze zaleze¢ od reakcji pomiedzy
CD40 na limfocytach B a CD40L na limfocytach T
w obecnosci cytokin [16].

Granulocyty obserwowano gtéwnie w tetniakach
peknietych i objawowych. By¢ moze ich obecnos¢ wia-
ze sie z reakcja na mikropeknigcia znacznie zmienionej
$ciany aorty i jest oznaka dokonujacego sie pekniecia
tetniaka.

Zaobserwowane w zebranym materiale zjawiska
potwierdzaja spostrzezenia innych autoréw, ze angio-
geneza oraz proces zapalny stanowia stata ceche tet-
niaka aorty. Wykazano réwniez, ze nasilenie nowotwo-
rzenia naczyn oraz nacieku zapalnego, zwtaszcza w bfo-
nie srodkowej, koreluje z dynamika proceséw destruk-
cji $ciany aorty prowadzacych do jej pekniecia. Zalez-
no$¢ ta jest wyrazna, niezaleznie od wielkosci tetnia-
ka. Czynniki stymulujace rozwéj mtodych naczyn oraz
naptyw komorek zapalnych nie s3 doktadnie poznane,
ale wydaje sie, ze farmakologiczne hamowanie angio-
genezy moze spowolni¢ procesy destrukgji $ciany aorty
i zmniejszy¢ ryzyko pekniecia tetniaka.

Whioski
I. Nasilenie angiogenezy jest znamiennie wieksze w $cia-
nie tetniakéw w poréwnaniu ze $ciang aorty zmie-
nionej miazdzycowo i prawidiowej.
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The results of our study support the observations of
other authors, suggesting that angiogenesis and inflamma-
tion represent the constant feature of aortic aneurysm wall.
Moreover, we have demonstrated that the intensity of
neovascularisation and inflammation, especially in media,
correlate with progression of aortic wall destruction le-
ading to rupture. This correlation was found as very di-
stinct, independently of aneurysm diameter. The factors
stimulating neovascularisation and inflammatory cells in-
filtration to the aortic wall are not sufficiently recognised
but it seems possible that the pharmacological inhibition
of angiogenesis may slow down destructive processes in
the aortic wall and diminish the risk of rupture.

Conclusions

I. The intensity of angiogenesis is significantly higher in
patients with aortic aneurysm wall than in atheroscle-
rotic and healthy aorta.

2. The intensity of angiogenesis is significantly higher in
symptomatic and ruptured abdominal aortic aneurysm
than in asymptomatic aneurysm wall.

3. The degree of inflammatory infiltration intensity is sig-
nificantly higher in aortic abdominal aneurysm wall
than in atherosclerotic and healthy aorta.

4. The degree of inflammatory infiltration intensity is sig-
nificantly higher in symptomatic and ruptured abdom-
inal aortic aneurysm wall than in asymptomatic aneu-
rysm.

5. The composition of inflammatory infiltration signifi-
cantly differs between symptomatic and asymptomat-
ic abdominal aortic aneurysm wall. The number of
neutrophils, B-cells in intima and media, T-cells in
media and macrophages in adventitia is significantly
higher in symptomatic and ruptured aneurysm wall.
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