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Abstract
Background. Disturbances in the regulation of vessel wall homeostasis are a potential factor initiating varicose
vein development. Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) may play a hypothetic role in this process. The
aim of the study was to evaluate mRNA expression and protein content of VEGF-A and its receptors (VEGF
R1, VEGF R2) in varicose veins and varicose veins complicated by thrombophlebitis.
Material and methods. Walls of varicose veins and varicose veins complicated by thrombophlebitis were the
studied material. Walls of normal saphenous veins, which were harvested from patients with chronic limb
ischaemia undergoing infrainguinal by-pass grafting, were the control material. The RT-PCR method was
employed to assess MRNA expression of VEGF-A and its receptors, whereas the ELISA method was used to
evaluate contents of VEGF-A and its receptors.
Results. VEGF-A and VEGF RZ mRNA expression is increased, whereas VEGF Rl mRNA expression is un-
changed in the wall of varicose veins in comparison with the wall of normal ones. VEGF-A and VEGF R mRNA
expression is increased in the wall of varicose veins complicated by thrombophlebitis in comparison with
walls of normal and varicose veins. VEGF R2 mRNA expression is also increased in the wall of varicose veins
complicated by thrombophlebitis in comparison with control veins, but it is comparable to that in the wall of
varicose veins. Changes in mRNA expression are correlated with appropriate changes in protein contents of
VEGF-A, VEGF R, and VEGF R2.
Conclusions. The demonstrated changes in mRNA expression, as well as in the contents of VEGF-A, VEGF R1,
and VEGF R2, in the wall of varicose veins may be accepted as one of the reasons for the clinical symptoms
of the disease and can predispose to its progression.
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Streszczenie
Wstep. Zaburzenia regulacji homeostazy sciany naczyniowej sq potencjalnym czynnikiem inicjujgcym rozwdj
zylakéw konczyn. Hipotetycznq role w tym procesie moze odgrywac czynnik wzrostu srédbfonka naczyniowe-
go A (VEGF-A). Celem pracy byta ocena ekspresji mRNA i zawartosci VEGF-A oraz jego receptorow (VEGF
RI, VEGF R2) w scianie zylakéw niepowiktanych i zylakéw powikianych zakrzepowym zapaleniem.
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Materiat i metody. Materiatern badanym byly sciany Zylakéw niepowikfanych i zylakéw w stanie zakrzepowego
zapalenia. Materiatem kontrolnym byly sciany prawidfowych zyt odpiszczelowych, pobrane od chorych na prze-
wlekfe niedokrwienie koriczyn, u ktdrych wykonano zabieg pomostowania udowo-podkolanowego. Na podstawie
metody reakdji polimerazy faricuchowej w potgczeniu z odwrotng transkrypcjg (RT-PCR) oceniono ekspresje mRNA
VEGF-A i jego receptordw, natomiast wykorzystujgc metode ELISA, zbadano zawartos¢ VEGF-A i jego receptordw.
Whyniki. W Scianie zylakéw w poréwnaniu ze $ciang zyt prawidfowych ekspresjia VEGF-A mRNA oraz
VEGF R2 mRNA jest wieksza, podczas gdy ekspresja VEGF R mRNA nie ulega istotnym zmianom. W $cia-
nie zylakéw powiktanych zakrzepowym zapaleniem ekspresja VEGF-A mRNA i VEGF RI mRNA jest wieksza
w poréwnaniu ze sciang zyt prawidtowych i sciang zylakow niepowiktanych. Natomiast ekspresja VEGF
R2 mRNA jest réwniez wieksza niz w $cianie zyt prawidfowych, ale poréwnywalna z ekspresjg w scianie zylakéw
niepowikfanych. Zmianom w ekspresji mRNA odpowiadajg zmiany w zawartosci biatka VEGF-A, VEGF R|
i VEGF R2 w Scianie zylnej.

Whioski. Wykazane zmiany w ekspresji mRNA i zawartosci VEGF-A, VEGF R1 i VEGF R2 w scianie zylakéw

konczyn mogg by¢ jedng z przyczyn objawdw klinicznych choroby oraz predysponowac do jej postepu.

Stowa kluczowe: VEGF-A, VEGF RI, VEGF R2, zakrzepowe zapalenie zyt, zylaki kornczyn

Acta Angiol 201 1; 17, 2: 141-149

Introduction

Varicose veins are among the most common diseases
in societies of developed countries, which influence to
agreat extent patients’ quality of live. The disease is asso-
ciated with numerous complications, which are present
in 10% of patients, including thrombophlebitis [1-3].
Despite its great social impact, the disease pathogenesis
still has not been clearly explained and is associated with
numerous controversies [4-8].

Loss of ability of homeostasis regulation of the vessel
wall is a potential factor initiating varicose vein develop-
ment. One of the key factors involved in the maintenance
of vessel wall integrity is vascular endothelial growth
factor A (VEGF-A). It increases endothelial cell fenestra-
tion and permeability 50 000 times more than histamine
does [9-11]. The process plays an important role in
oedema formation, deposition of fibrinogen in extravas-
cular space, fibrin cuff formation, and development of
skin changes, characteristically found in chronic venous
insufficiency (CVI) [12]. VEGF-A also activates nitric
oxide synthase (eNOS). The process decreases vessel
wall tone and may predispose to blood stasis and venous
hypertension development. Furthermore, generated
oxygen free radicals lead to destruction of the vessel
wall [I1]. However, biological activity of VEGF-A de-
pends on its receptor expression. Among them a key
role in endothelial cells is played by VEGF R2, whereas
in inflammatory cells it is played by VEGF R1 [10, 13].

Previous studies on the VEGF-A role in varicose vein
pathogenesis demonstrated increased plasma levels of
the growth factor in patients with varicose veins in diffe-
rent clinical stages of CVI[12, 14, |5]. Increased plasma

Wstep

W spoteczenstwach krajéw rozwinietych zylaki
konczyn s3 jedng z najbardziej rozpowszechnionych
choréb, ktéra w istotny sposob wptywa na jakos¢ zy-
cia pacjentéw. U 10% z nich rozwijaja sie powiktania
choroby, do ktérych zalicza sie zakrzepowe zapalenie
zyt powierzchownych [1-3]. Pomimo duzego znacze-
nia spotecznego choroby jej patogenezy dotychczas
w petni nie wyjasniono i wciaz budzi ona wiele kon-
trowersji [4-8].

Potencjalnym czynnikiem inicjujacym rozwoj zyla-
kéw konczyn jest utrata zdolnosci regulacji homeostazy
$ciany naczyniowej. Jedng z kluczowych rél w zachowa-
niu jej integralnosci odgrywa czynnik wzrostu srédbton-
ka naczyniowego A (VEGF-A). Zwigksza on fenestracje
komérek $rédbtonka i ich przepuszczalnosé 50 000 razy
silniej od histaminy [9-1 |]. Proces ten odgrywa istotna
role w powstawaniu obrzekéw, odktadaniu fibrynogenu
W przestrzeni pozanaczyniowej i tworzeniu mankietéw
fibrynowych oraz rozwoju zmian troficznych skéry cha-
rakterystycznych dla przewlektej niewydolnosci zylnej
(CVI) [12]. Czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowe-
go A aktywuje réwniez syntaze tlenku azotu (eNOS),
ktéry zmniejszajac napiecie Sciany naczyniowej, pre-
dysponuje do zastoju krwi zylnej i rozwoju nadci$nienia
Zylnego, a poprzez generacje wolnych rodnikéw pocho-
dzenia tlenowego do destrukgji $ciany naczyniowej [ I 1].
Jednak dziafanie biologiczne VEGF-A jest uwarunkowane
ekspresja jego receptoréw, sposrod ktérych kluczowa
role w komérkach srodbfonka odgrywa receptor 2 dla
VEGF (VEGF R2), zas w komérkach zapalnych — re-
ceptor | dla VEGF (VEGF RI) [10, I3].
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VEGF-A levels were also found in patients with varicose
veins and leg oedema. However, such a relation was not
confirmed in patents with varicose veins and other CVI
symptoms [ |4]. Furthermore, it was demonstrated that
increased VEGF gene expression in varicose veins was
related to sapheno-femoral junction incompetence [ | I].

However, plasma VEGF-A levels do not reflect in
areliable way its content in the vein wall [1 1, 14]. Thus,
the aim of the study was to evaluate mRNA expression
and protein content of VEGF-A and its receptors (VEGF
RI, VEGF R2) in varicose veins and varicose veins com-
plicated by thrombophlebitis.

Material and methods

The investigation protocol was approved by the
Committee for Ethics and Supervision on Human and
Animal Research of the Medical University of Bialystok.
A total of 24 patients (16 women and 8 men; mean age
52.9 + 9.2; range 48-65) undergoing surgery for primary
varicose veins complicated by thrombophlebitis were
enrolled in the research. All patients in the studied group
exhibited sapheno-femoral junction incompetence with
reflux in the femoral region of the greater saphenous vein
(GSV). The lesser saphenous vein was affected in two
patients (896). Patients with the history of sclerotherapy
or deep vein thrombosis, as well as those with deep
vein reflux, were excluded from the study. Segments
of varicose veins and varicose veins complicated by
thrombophlebitis, which were collected during classical
varicose vein operations, comprised the studied materi-
als. The control material consisted of segments of normal
GSV harvested from 12 patients (8 women and 4 men;
mean age 57 * 5,1; range 48-65) with chronic limb
ischaemia, who underwent infrainguinal by-pass grafting.
Varicose veins and pathological vein reflux were absent
in the control group of patients. All collected samples
were washed with 0.9% NacCl solution, weighed, cut,
and stored at —70°C.

Evaluation of VEGF-A, VEGF RI, and VEGF R2
mRNA expression

A total of 50 mg of harvested tissue was pulverized
after immersion in liquid nitrogen. RNA was isolated
with AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit
(catalog no. AP-MN-MS-RNA-50; Axygen Bioscience,
Union City, CA, USA). The total RNA concentration
was determined by densitometry. The quality of RNA
was checked with a UV transilluminator after staining
with ethidium bromide.

A total of | ug RNA was reverse-transcribed with
the use of a RevertAid™ First Stand cDNA Synthesis Kit
(catalog no. K1622; Fermentas, Vilnius, Lithuania) and

W dotychczasowych badaniach nad rola VEGF-A w pa-
togenezie zylakéw koriczyn stwierdzono zwigkszone ste-
Zenie tego czynnika wzrostu w osoczu chorych na zylaki
korczyn w réznych stopniach klinicznego zaawansowania
CVI[12, 14, 15]. Zwiekszenie stezenia VEGF-A w osoczu
wystepuije rowniez u chorych na zylaki koriczyn z towa-
rzyszacymi obrzekami. Nie stwierdzono natomiast takiej
zaleznosci w przypadku innych objawow CVI [14]. Poza
tym wykazano zwigzek niewydolnosci ujscia zyty odpisz-
czelowej ze zwigkszong ekspresja genu VEGF-A w $cianie
zylakéw konczyn [1 1].

Stezenie VEGF-A w osoczu nie odzwierciedla jednak
w wiarygodny sposob zawartosci tego czynnika wzro-
stu w Scianie zylnej [1 1, 14]. Dlatego celem pracy byta
ocena ekspresji mRNA i zawartosci VEGF-A oraz jego
receptoréw (VEGF RI, VEGF R2) w $cianie zylakéw
niepowikfanych i zylakéw powiktanych zakrzepowym
zapaleniem.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Ko-
misji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatym-
stoku. Wiaczono do nich 24 chorych (16 kobiet i 8 mez-
czyzn) w wieku 48-65 lat (52,9 = 9,2) operowanych
z powodu pierwotnych zylakéw korczyn powiktanych
zakrzepowym zapaleniem. U wszystkich chorych w ba-
danej grupie stwierdzono niewydolnos¢ ujscia zyty od-
piszczelowej z patologicznym refluksem w jej odcinku
udowym. Niewydolno$¢ zyty odstrzatkowej odnoto-
wano u 2 chorych (89%). Z badania wytaczono osoby
z wywiadem skleroterapii, zakrzepowego zapalenia zyt
gtebokich oraz niewydolnoscia uktadu zyt gtebokich.
Materialem badanym byty odcinki zylakowato rozsze-
rzonych zyt oraz odcinki zylakowato rozszerzonych
zyt w stanie zakrzepowego zapalenia pobrane podczas
klasycznej operacji zylakéw konczyn. Materiatem kon-
trolnym byty prawidtowe zyty odpiszczelowe pobrane
od 12 chorych (8 kobiet i 4 mezczyzn) w wieku 48—65 lat
(57 = 5,1) na przewlekte niedokrwienie konczyn, u kté-
rych wykonano zabieg pomostowania udowo-podkola-
nowego. W grupie kontrolnej nie stwierdzono zylakéw
koriczyn oraz patologicznego refluksu w uktadzie zylnym
konczyn. Bezposrednio po pobraniu materiat tkankowy
ptukano 0,9-procentowym roztworem NaCl, wazono,
porcjowano i przechowywano w temperaturze —70°C.

Ocena ekspresji VEGF-A, VEGF RI
i VEGF R2 mRNA

Badana tkanke (50 mg) poddawano pulweryzacji
w ciektym azocie; RNA izolowano z wykorzystaniem
AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit (nr kat.
AP-MN-MS-RNA-50; Axygen Bioscience, Union City,
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oligo(dT),g primers. For cDNA amplification, pairs of
primers for the following nucleotide sequences were
used: homo sapiens VEGF mRNA (NM_001025366),
homo sapiens fms-related tyrosine kinase | (FLT |-VEGF
R1) mRNA (NM_002019), and homo sapiens kinase
insert domain receptor (KDR — VEGF R2) mRNA
(NM_002253). Polymerase chain reaction (PCR) was
carried out under standard conditions [6, 7]. The results
were analysed with QuantityOne software (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Optical density of bands corre-
sponding to mRNA expression of VEGF-A, VEGF RI,
and VEGF R2 was normalized to optical density of bands
corresponding to 3-actin mRNA expression in each of
the examined tissues. The normalized gene expression
in normal veins was accepted as 100%.

Content evaluation of VEGF-A, VEGF RI,
and VEGF R2

The harvested tissue samples were cut into pieces,
suspended in a 0.05 M Tris-HCI buffer (pH = 7.6) in
a |:3 (w/v) ratio, homogenized with a knife homogenizer
(25,000 rpm for 45 s at 4°C), and sonicated (20 kHz,
4 X 15 s at 4°C). After centrifugation (10,000 X g for
15 minutes at 4°C) the protein content was determined
according to the Bradford method in the obtained super-
natants [16]. Contents of VEGF-A, VEGF RI, and VEGF
R2 were assessed according to the ELISA method with
the following commercially available kits: Quantikine
Human VEGF Immunoassay (catalog no. DVE0O; R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), Quantikine Hu-
man Soluble VEGF RI/Flt-1 Immunoassay (catalogue
no. DVRIOOB; R&D Systems Inc.), and Quantikine
Human soluble VEGF R2 Immunoassay (catalog no.
DVR200; R&D Systems Inc.). Measurements were car-
ried out according to the manual provided by the manu-
facturer. The results were expressed per gram of protein

Statistical analysis

Statistical analysis of the obtained results was carried
out by one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey’s test. For all tests, a p value < 0.05 was con-
sidered as statistically significant. Mean values =+ standard
deviations (SD) are presented.

Results

Expression of VEGF-A mRNA, VEGF Rl mRNA,
and VEGF R2 mRNA was demonstrated in the walls of
normal veins (column 1), varicose veins (column 2), and
varicose veins complicated by thrombophlebitis (column
3) (Figure IA). Its densitometric analysis is shown in
figure IB (Figure 1B). VEGF-A mRNA expression was
increased (p < 0.001) in the walls of varicose veins

CA, Stany Zjednoczone). Catkowita zawartos¢ RNA
oceniano za pomoca densytometrii. Jakos¢ wyizolo-
wanego RNA sprawdzano w ultrafiolecie po barwieniu
bromkiem etydyny.

Jeden mikrogram RNA poddano odwrotnej transkryp-
cji za pomoca RevertAid™ First Stand cDNA Synthesis
Kit (nr kat. K1622; Fermentas, Wilno, Litwa) i starterow
oligo(dT)18. Do powielenia cDNA wykorzystano pary
starteréw do nastepujacych sekwencji nukleotydowych:
homo sapiens VEGF mRNA (NM_001025366), homo sa-
piens fms-related tyrosine kinase | (FLT |-VEGF RI) mRNA
(NM_002019) oraz homo sapiens kinase insert domain
receptor (KDR-VEGF R2) mRNA (NM_002253). Reakcje
polimerazy tancuchowej (PCR) przeprowadzano w stan-
dardowych warunkach [6, 7]. Wyniki analizowano za
pomoca QuantityOne software (Bio-Rad, Hercules, Ca,
Stany Zjednoczone). Gestos$¢ optyczng pasm odpowia-
dajacych ekspresji VEGF-A, VEGF RI i VEGF R2 mRNA
znormalizowano w stosunku do gestosci optycznej pasm
odpowiadajacych ekspresji mMRNA g-aktyny w kazdej
z badanych tkanek. Znormalizowana ekspresje genéw
w zytach kontrolnych przyjeto za 100%.

Ocena zawartosci VEGF-A, VEGF Rl i VEGF R2

Pobrane tkanki cieto na skrawki, zawieszano
w 0,05 M buforze Tris-HCI, pH = 7,6 (w stosunku | g
tkanki na 3 ml buforu) i homogenizowano za pomoca ho-
mogenizatoréw nozowego (25 000 obrotéow/min, 45 s,
4°C) oraz ultradzwiekowego (20 kHz, 4 X 155, 4°C). Po
odwirowaniu (10 000 X g, 15 min, 4°C) w ptynie nado-
sadowym oznaczano zawartos¢ biatka metoda Bradforda
[16]. Zawartos¢ VEGF-A, VEGF R1 i VEGF R2 oceniano
metodg ELISA, wykorzystujac nastepujace komercyjne
zestawy: Quantikine Human VEGF Immunoassay (nr kat.
DVEOQO; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, Stany Zjed-
noczone), Quantikine Human Soluble VEGF RI /Flt-1 Im-
munoassay (nr kat. DVR100B; R&D Systems Inc.) oraz
Quantikine Human soluble VEGF R2 Immunoassay (nr
kat. DVR200; R&D Systems Inc.). Oznaczenia wykonano
w sposéb zalecany przez producenta. Wyniki przeliczo-
no na gram biatka.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, wy-
korzystujac jednoczynnikowy test wariancji ANOVA
i nastepnie test Tukeya. Za znamienne statystycznie
przyjmowano réznice przy p < 0,05. Na rycinach przed-
stawiono wartosci srednie = odchylenie standardowe.

Wyniki
Ekspresje VEGF-A mRNA, VEGF R mRNA i VEGF
R2 mRNA stwierdzono w $cianie zyt prawidtowych (ko-
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Figure 1. A. Expression of VEGF-A, VEGR R1, and VEGF R2 mRNA in the wall of normal veins (column 1), varicose veins
(column 2), and varicose veins complicated by thrombophlebitis (column 3). B. Densitometric analysis of VEGF-A, VEGR RI,
and VEGF R2 mRNA expression in the investigated tissues. Optical densities of bands corresponding to VEGF-A, VEGR RI,
and VEGF R2 mRNA expression were normalized to the optical density of the appropriate band corresponding to S-actin
mRNA expression. The normalized expression in control veins was accepted as 100%. Statistically significant differences when
compared to the wall of normal veins ("p < 0.001). Statistically significant differences when compared to the wall of varicose

veins (fp < 0.001)

Rycina I. A. Ekspresja mRNA czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego A (VEGF-A) oraz jego receptoréw VEGR RI

i VEGF R2 w $cianie zyt prawidtowych (kolumna 1), zylakéw niepowiktanych (kolumna 2) i zylakéw powiktanych zakrzepowym
zapaleniem (kolumna 3). B. Densytometryczna analiza ekspresji VEGF-A, VEGR R1 i VEGF R2 mRNA w badanych tkankach.
Gestosci optyczne pasm odpowiadajacych ekspresji VEGF-A, VEGF R-1 i VEGF R-2 mRNA znormalizowano w stosunku

do gestosci optycznej wiasciwego pasma odpowiadajacego ekspresji mMRNA S-aktyny. Znormalizowang ekspresje w zytach
kontrolnych przyjeto za 100%. Réznice istotne statystycznie w poréwnaniu ze $ciang zyt prawidtowych ("p < 0,001). Réznice
istotne statystycznie w poréwnaniu ze $ciang zylakéw niepowiktanych (fp < 0,001)

and varicose veins complicated by thrombophlebitis,
when compared to the normal vein wall. Furthermore,
VEGF-A mRNA expression in the wall of varicose veins
complicated by thrombophlebitis was enhanced in com-
parison with the wall of varicose veins (p < 0.001). VEGF
R1 mRNA expression was increased (p < 0.001) in the
wall of varicose veins complicated by thrombophlebitis in
comparison with walls of normal and varicose veins. No
difference (p > 0.05) in VEGF RI mRNA expression was
found between walls of normal and varicose veins. VEGF
R2 mRNA expression was increased in walls of varicose
veins and varicose veins complicated by thrombophlebi-
tis, when compared to control ones (p < 0.001). How-
ever, it was similar in both examined groups (p > 0.05).
No gender related differences in mRNA expression were
found in the control and examined groups (p > 0.05).
VEGF-A content in the vein wallis shownin Figure 2. Its
content was increased (p < 0.001) in the varicose vein
walls (41.76 + 3.43 ng / g of protein) in comparison
with the normal vein wall (25.79 *+ 2.93 ng/g of protein).
Furthermore, its content in the wall of varicose veins
complicated by thrombophlebitis (84.19 + 26,22 ng/g of
protein) was increased (p < 0.001) in comparison with
walls of normal and varicose veins. No gender related

lumna 1), zylakéw niepowiktanych (kolumna 2) i zylakow
powiktanych zakrzepowym zapaleniem (kolumna 3)
(ryc. 1A). Jej densytometryczna analize przedstawiono
na rycinie 1B. Ekspresja VEGF-A mRNA jest wigksza
(p < 0,001) w $cianie zylakéw niepowiktanych oraz
zylakéw powiktanych zakrzepowym zapaleniem w po-
réwnaniu ze $ciang zyt prawidiowych. Ponadto eks-
presja VEGF-A mRNA w $cianie zylakéw powiktanych
zakrzepowym zapaleniem jest wieksza niz w $cianie
zylakéw niepowiktanych (p < 0,001). Ekspresja VEGF
RI mRNA jest wieksza w $cianie zylakéw powiktanych
zakrzepowym zapaleniem w poréwnaniu ze $ciang zyt
prawidtowych i zylakéw niepowiktanych. Nie stwierdzo-
no istotnych réznic w ekspresji VEGF Rl mRNA pomig-
dzy $ciang zyt prawidfowych i zylakéw niepowiktanych
(p > 0,05). Ekspresja VEGF R2 mRNA w $cianie zylakow
niepowikianych i zylakéw powiktanych zakrzepowym
zapaleniem jest wieksza niz w $cianie zyt kontrolnych
(p < 0,001) i poréwnywalna w obu grupach badanych
(p > 0,05). W grupie kontrolnej i grupach badanych
nie wykazano réznic pod wzgledem ekspresji mMRNA
zaleznych od pici (p > 0,05).

Zawartos¢ VEGF-A w $cianie zylnej przedstawiono
na rycinie 2. Zawarto$¢ czynnika wzrostu jest wiek-
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Figure 2. VEGF-A content in the vein wall expressed as ng/g
of protein. Statistically significant differences when compared
to the wall of normal veins ("p < 0.001). Statistically
significant differences when compared to the wall of varicose
veins (tp < 0.001)

Rycina 2. Zawarto$¢ czynnika wzrostu $rédbfonka
naczyniowego A (VEGF-A) w $cianie zylnej w ng

w przeliczeniu na g biatka. Réznice istotne statystycznie
w poréwnaniu ze $ciang zyt prawidtowych (p < 0,001).
Réznice istotne statystycznie w poréwnaniu ze $ciang
zylakéw (fp < 0,001)

differences in VEGF-A content were found in the control
and examined groups (p > 0.05).

Content of VEGF RI in the vein wall is shown in
Figure 3. No difference (p > 0.05) was found between
walls of normal (1.44 + 0.36 ug/g of protein) and vari-
cose veins (1.9 *= 0.39 ug/g of protein). However, its
content was increased (p < 0.001) in the wall of varicose
veins complicated by thrombophlebitis (3.36 = 0.48 ug/g
of protein) in comparison with walls of normal and
varicose veins. No gender related differences in VEGF
Rl content were found in the control and examined
groups (p > 0.05).

The content of VEGF R2 in the vein wall is shown
in Figure 4. It was increased (p < 0.001) in walls of
varicose veins (57.47 * 5.63 ng/g of protein) and
varicose veins complicated by thrombophlebitis
(69.29 * 6.63 ng/g of protein), when compared to
control ones (28.92 =+ 3.7 ng/g of protein). No difference
in VEGF R2 content was found between varicose veins
and varicose veins complicated by thrombophlebitis
(p > 0.05). No gender related differences in VEGF
R2 content were found in the control and examined
groups (p > 0.05).

Discussion
One of the key roles in the maintenance of vessel wall
integrity is played by vascular endothelial growth factor
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Zyta prawidiowa Zylak Zylak zakrzepowy

Figure 3. VEGF RI content in the vein wall expressed as
ug/g of protein. Statistically significant differences when
compared to the wall of normal veins ("p < 0.001).
Statistically significant differences when compared to the wall
of varicose veins (fp < 0.001)

Rycina 3. Zawarto$¢ receptora VEGF R| w $cianie zylnej

w ug w przeliczeniu na g biatka. Réznice istotne statystycznie
w poréwnaniu ze $ciang zyt prawidtowych (p < 0,001).
Réznice istotne statystycznie w poréwnaniu ze $ciang
zylakéw (fp < 0,001)
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Figure 4. VEGF R2 content in the vein wall expressed as
ng/g of protein. Statistically significant differences when
compared to the wall of normal veins ("p < 0.001)

Rycina 4. Zawarto$¢ receptora VEGF R2 w $cianie zylnej
w ng w przeliczeniu na g biatka. Réznice istotne statystycznie
w poréwnaniu ze $ciang zyt prawidiowych (‘p < 0,001)

sza (p < 0,001) w S$cianie zylakéw niepowiktanych
(41,76 = 3,43 ng/g biatka) w poréwnaniu ze sciang zyt
prawidtowych (25,79 * 2,93 ng/g biatka). Natomiast jego
zawartosc¢ w Scianie zylakéw powiktanych zakrzepowym
zapaleniem (84,19 *+ 26,22 ng/g biatka) jest wieksza niz
w $cianie zyt prawidtowych i zylakéw niepowiktanych
(p < 0,001). W grupie kontrolnej i grupach badanych
nie wykazano réznic w zawartosci VEGF-A zaleznych
od ptci (p > 0,05).
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A (VEGF-A), which may be of potential significance in
varicose vein pathogenesis [9—11].

Increased plasma levels of VEGF-A were shown
previously in patients with varicose veins [12, 14, 15].
Whereas, the results of our study demonstrated in-
creased VEGF-A content in the wall of varicose veins,
and varicose veins complicated by thrombophlebitis in
particular, when compared to the normal vein wall. We
also found that changes in VEGF-A content are related to
changes in VEGF-A mRNA expression. These results are
of particular importance because plasma VEGF-A levels
did not reflect the growth factor role in the disease
pathogenesis in a reliable way [1 1, 14].

Hypoxia can be thought of as a key factor leading
to enhanced VEGF mRNA expression and its content
increase in the wall of varicose veins [17, 18]. However,
the inflammatory process should be emphasized among
other factors responsible for changes in gene expression
and protein content of the investigated growth factor in
the wall of varicose veins complicated by thrombophlebi-
tis. It was shown that proinflammatory cytokines — with
interleukin | (IL-1) and tumor necrosis factor alpha
(TNFa) among them — led to increased VEGF mRNA
expression and to increased VEGF-A tissue content,
respectively [18, 19].

A significant role in the disease pathogenesis can be
assigned to increased VEGF-A content in the varicose
vein wall because the growth factor possesses mul-
tiple biological activities. It increases vessel wall per-
meability, which predisposes to fibrinogen deposition
in the extravascular space and tissue oedema [9, 12].
VEGF-A activates eNOS in endothelial cells. This process
results in decreased tone of the vein wall, which may
lead, respectively, to blood stasis in the lower extremi-
ties vein system and venous hypertension development
[14]. Furthermore, the examined growth factor influ-
ences extracellular matrix remodelling through regula-
tion of numerous proteolytic enzyme synthesis [19]. It
was shown that VEGF increased expression of MMP-1,
MMP-2, and MMP-3 [20-22]. Increased expression of
these enzymes was also demonstrated in the varicose
vein wall in other studies [5, 23, 24].

The key role of VEGF in neointimal hyperplasia de-
velopment cannot be passed over [22]. Thus, demon-
strated changes in mRNA expression and content of
VEGF-A in the varicose vein wall are another argument
against using varicose saphenous veins as a material for
vascular by-pass grafting, because of the increased risk
of neointimal hyperplasia development.

Biological activity of VEGF-A depends on its recep-
tor expression. VEGF R2 plays a key role among them,
whereas VEGF R1 is present mostly in inflammatory cells

Zawartos¢ receptora | dla VEGF w $cianie zylnej
przedstawiono na rycinie 3. Nie stwierdzono réznicy
(p > 0,05) w zawartos¢ VEGF RI w $cianie zyt prawidto-
wych (1,44 = 0,36 ug/g biatka) i zylakéw niepowiktanych
(1,9 = 0,39 ug/g biatka). Natomiast w $cianie zylakow
powiktanych zakrzepowym zapaleniem zawartos¢ VEGF
R1 (3,36 = 0,48 ug/g biatka) jest wieksza w poréwnaniu
ze $ciang zyt prawidtowych i zylakéw niepowiktanych
(p < 0,001). W grupie kontrolnej i grupach badanych
nie wykazano réznic pod wzgledem zawartosci VEGF
RI zaleznych od ptci (p > 0,05).

Zawartosc¢ receptora 2 dla VEGF w $cianie zylnej
przedstawiono na rycinie 4. Zawartos¢ VEGF R2 jest
wieksza (p < 0,001) w $cianie zylakéw niepowikfanych
(57,47 = 5,63 ng/g biatka) i zylakéw powiktanych za-
krzepowym zapaleniem (69,29 * 6,63 ng/g biatka) w po-
réwnaniu ze $ciang zyt prawidtowych (28,92 = 3,7 ng/g
biatka). Nie stwierdzono réznicy w zawartosci VEGF
R2 w $cianie zylakow niepowikfanych i zylakéw powi-
ktanych zakrzepowym zapaleniem (p > 0,05). Poza tym
w grupie kontrolnej i grupach badanych nie wykazano
takze réznic pod wzgledem zawartosci VEGF R2 zalez-
nych od pici (p > 0,05).

Omodwienie

Jedna z kluczowych rél w zachowaniu integralnosci
$ciany naczyniowej odgrywa czynnik wzrostu srédbfon-
ka naczyniowego A (VEGF-A), ktéry moze miec¢ poten-
cjalne znaczenie w patogenezie zylakéw konczyn [9-11].

W dotychczasowych badaniach wykazano zwiek-
szone stezenie VEGF-A w osoczu chorych na zylaki
[12, 14, I5]. Wyniki opisanych w niniejszej pracy badan
wskazuja natomiast na zwiekszong zawartos¢ VEGF-A
w $cianie zylakow, a zwtaszcza zylakow powikianych
zakrzepowym zapaleniem, w poréwnaniu ze $ciang zyt
prawidtowych. Autorzy wykazali réwniez, ze zmiany
w zawartosci VEGF-A w $cianie zylnej wiaza sie ze zmie-
niong ekspresja VEGF-A mRNA. Spostrzezenia te maja
istotne znaczenie, poniewaz stezenie VEGF-A w osoczu
nie odzwierciedlato w wiarygodny sposéb roli badanego
czynnika wzrostu w patogenezie choroby [I 1, 14].

Hipoksja jest prawdopodobnie kluczowym czynni-
kiem odpowiedzialnym za zwigkszenie ekspresji VEGF
mRNA i zawartosci VEGF-A w $cianie zylakéw [17,
18]. Natomiast wsréd przyczyn zmian w ekspresji genu
i zawartosci biatka badanego czynnika wzrostu w $cianie
zylakow powikfanych zakrzepowym zapaleniem nalezy
takze podkresli¢ role stanu zapalnego. Stwierdzono bo-
wiem, ze cytokiny zapalne, a przede wszystkim interleu-
kina I (IL-1) i czynnik martwicy nowotworu alfa (TNFc),
zwiekszaja ekspresje VEGF mRNA i w konsekwencji
zawartos¢ VEGF-A w tkankach [18, 19].
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[13, 20]. We demonstrated increased mRNA expression
and protein content of VEGR R2 only in the wall of vari-
cose veins. Other authors have reported that hypoxia
led to 10-times greater expression of VEGF R2 and
lack of such a relation with VEGF RI [18]. The results
of our study reflect that observation. However, mRNA
expression and protein content of VEGF RI in the vein
wall increased in the course of thrombophlebitis. VEGF
RI activation in macrophages may have an important
clinical implication because it results in increased tis-
sue factor expression and coagulation activation [25].
Consequently, thrombotic complications seem to be
a secondary phenomenon to the inflammatory process
in the wall of varicose veins; however, to prove the
hypothesis, further studies are required.

Conclusions

The results of our study indicate that VEGF-A gene
expression and the growth factor content increase in the
wall of varicose veins, and varicose veins complicated by
thrombophlebitis in particular. Increased gene expres-
sion and content of VEGF R2 are present in the varicose
vein wall; whereas, development of the inflammatory
process in the vein wall leads to increased gene expres-
sion and content of VEGF RI. These changes may be
accepted as one of the reasons for the clinical symptoms
of the disease and can predispose to its progression.
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