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Abstract
Background. Background. Background. Background. Background. Reactive oxygen species (ROS) generation plays a crucial role in chronic venous disorders (CVD).
The aim of this study was to investigate whether ROS generation is changed or decreased in patients affected by
varicose disease.
Material and Material and Material and Material and Material and mmmmmethods.ethods.ethods.ethods.ethods.The local vein production of ROS was assessed by measuring the Ferric Reducing Ability of
Plasma (FRAP) levels and malondialdehyde (MDA) plasma concentrations in blood collected from the varicose
veins and antecubital veins of 31 subjects (23 women and 8 men).
Results. Results. Results. Results. Results. An oxidant-antioxidant misbalance was detected, which displayed itself through a level of MDA concen-
tration higher in plasma samples of varicose veins than in ulnar blood samples in both compared groups (women
and men) (p £ 0.007; Wilcoxon test) as well as through a reduced Ferric Reducing Ability of Plasma of samples
of varicose veins. FRAP concentration was higher in plasma samples of ulnar blood than in varicose veins (p £
£ 0.002; Wilcoxon test).
Conclusions. Conclusions. Conclusions. Conclusions. Conclusions. The study results point out the important role of oxidative stress developing in the capillary angiogen-
esis and varicose transformation of the surface veins in the legs.

Key words: varicose veins, antioxidant status, ferric reducing ability of plasma (FRAP) level,
malondialdehyde (MDA) plasma concentrations

Streszczenie
Wstęp.Wstęp.Wstęp.Wstęp.Wstęp. Wiele wskazuje na to, że reaktywne formy tlenu odgrywają kluczową rolę w patogenezie przewlekłej
choroby żylnej. Celem pracy było określenie, czy u pacjentów z przewlekłą chorobą żylną istnieją zmiany
związane z tworzeniem reaktywnych form tlenu.
Materiały i metody. Materiały i metody. Materiały i metody. Materiały i metody. Materiały i metody. Zdolność tkanki żył do produkcji reaktywnych form tlenu oceniano za pomocą ozna-
czenia poziomu całkowitego potencjału antyoksydacyjnego (wyrażonego jako FRAP) oraz malonylodialdehy-
du (MDA) w osoczu krwi pobranej z żylaków kończyn dolnych oraz żył przedramienia u 31 chorych
(23 kobiet i 8 mężczyzn).
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Introduction
Varicose veins are one of the most common lower

limb vein pathologies. In developed countries almost
every second person aged over 40 suffers from this form
of chronic venous disease [1, 2]. The incidence rate of
varices differs among men and women. The propor-
tion of individuals with varicose veins ranges between
40 and 60% for women and from 25 to 30% for men
[1, 2]. The aetiology of this disease is elusive, which
makes effective preventive interventions difficult, con-
sequently affecting the increase in the number of new
cases.

In order to recognize the aetiology of varicose ve-
ins several theories have been created, each of them
assuming that they originate from a single initial factor
e.g. venous valves insufficiency [3, 4], hereditary weak-
ness of the venous walls, arteriovenous fistula (AV fi-
stula) [5], and „leukocyte trap” phenomenon i.e. accu-
mulation of trapped leukocytes [6]. The above-men-
tioned theories converge at one point; they all assume
increased blood pressure in the superficial vessels,
which become enlarged, followed by secondary insuf-
ficiency of the venous valves. However, the causes of
these phenomena are still unclear. Epidemiological stu-
dies indicate several additional risk factors other than
those of genetic character. These studies emphasize the
differences regarding the incidence of varicose veins
with respect to age, gender, profession, and undergo-
ne pregnancies [7]. Regarding the major mechanism
responsible for the incidence of varicose veins, inclu-
ding disorders in the venous system followed by blood
stagnation and hypertension in the lower limb circula-
tory system, it is well recognized that the biochemical
processes connecting haemostasis with changes in va-
ricosity walls have not been explained so far.

The adverse effects of free radicals (extremely re-
active and destructive forms of molecules causing many
diseases) were proven many years ago [8].

Wstęp
Żylaki stanowią jedno z najczęściej występujących

schorzeń kończyn dolnych. W społeczeństwach krajów
uprzemysłowionych praktycznie co druga osoba powy-
żej 40 roku życia cierpi na tę postać przewlekłej choro-
by żylnej [1, 2]. Częstość występowania żylaków jest
różna u obu płci. Odsetek kobiet, u których występują
żylaki, waha się w granicach 40–60%. W wypadku
mężczyzn wynosi on 25–30% [1, 2]. Niejasna etiologia
choroby utrudnia podjęcie skutecznych działań prewen-
cyjnych, co z kolei wpływa na wzrost zachorowań.

Wraz z próbami ustalenia etiologii żylaków pojawi-
ło się kilka różnych teorii, każda z nich wiąże powsta-
wanie żylaków z jakimś początkowym czynnikiem, na
przykład z niewydolnością zastawek żylnych [3, 4], dzie-
dzicznym osłabieniem ścian żył, przetokami tętniczo-
żylnymi [5] czy też gromadzeniem uwięzionych leuko-
cytów („pułapką leukocytarną”) [6]. Powyższe teorie
łączy jedno założenie — istnienie zwiększonego ciśnie-
nia w żyłach powierzchownych oraz ich rozszerzenie,
a następnie występująca wtórnie niewydolność zasta-
wek żylnych — jednak przyczyn powstawania tego zja-
wiska nadal nie wyjaśniono. W badaniach epidemiolo-
gicznych wskazuje się na istnienie dodatkowych czyn-
ników ryzyka poza genetycznymi. Zwraca się uwagę
na różnice występujące pod względem częstości zacho-
rowań w zależności od wieku, płci, zawodu czy prze-
bytej ciąży [7]. O ile główny mechanizm odpowiadają-
cy za powstawanie żylaków, polegający na zaburzeniu
funkcji układu żylnego z następowym zastojem i nadciś-
nieniem w krążeniu żylnym kończyn dolnych, uznaje
się za poznany, to procesy biochemiczne wiążące za-
stój krwi ze zmianami w ścianie żylaka dalej pozostają
niejasne.

Od dawna wiadomo, że wolne rodniki — wysoce
reaktywne formy niszczycielskich cząsteczek — mają
niekorzystny wpływ, przyczyniając się do powstania licz-
nych chorób [8].

Wyniki.Wyniki.Wyniki.Wyniki.Wyniki. Stwierdzono zaburzenie w równowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej manifestujące się poprzez
zwiększone stężenie MDA w osoczu krwi z próbek pobranych z żylaków względem stężenia we krwi z próbek
pochodzących z żyły przedramienia zarówno w grupie kobiet, jak i mężczyzn (p £ 0,007; test Wilcoxona)
oraz zmniejszoną zdolność antyoksydacyjną osocza (FRAP) w próbkach z żylaków. Poziom FRAP był większy
w próbkach z żyły przedramienia niż w żylakach (p £ 0,002; test Wilcoxona).
Wnioski. Wnioski. Wnioski. Wnioski. Wnioski. Na podstawie uzyskanych wyników można wnioskować o ważnej roli stresu oksydacyjnego w pato-
genezie przewlekłej choroby żylnej.

Słowa kluczowe: żylaki, potencjał antyoksydacyjny, całkowita zdolność antyoksydacyjna osocza
(FRAP), osoczowe stężenie malonylodialdehydu (MDA)
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Many authors studied the influence of anoxia, re-
sulting from blood stagnation on the interactions be-
tween epithelium and multinuclear macrophages, mo-
nocytes, and neutrophils during saphenous vein perfu-
sion. These studies showed that the adhesion of multi-
nuclear cells to anoxic epithelium is much stronger than
for tissue with normal levels of oxygen. This phenome-
non may be responsible for activating multinuclear cells
with Angiotensin II, which may later activate NAD(P)H
oxidase and potentiate the production of superoxide
anion radicals [9]. These radicals oxidize lipids and, the-
refore, lead to the depletion of both enzymatic and non-
enzymatic antioxidant mechanisms [10, 11]. The pre-
sence of reactive oxygen species (ROS) was proven by
many different methods examining oxidation and an-
tioxidation capability.

Our results suggest increased lipid oxidation, pro-
ven by a higher concentration of malonyldialdehyde
(MDA), and decreased levels of enzymatic and non-
enzymatic antioxidants manifesting as the total plasma
antioxidant capacity (FRAP, ferric reducing ability of
plasma), which may play a significant role when the
symptoms of chronic venous insufficiency are develo-
ped.

Malonyldialdehyde is a three-carbon low-molecu-
lar weigh aldehyde, a product of degradation of pero-
xides generated when free radicals react with polyun-
saturated fatty acids [12–14].

The FRAP method allows the evaluation of both
enzymatic and non-enzymatic plasma anti-oxidants
(small peptides containing the reactive thiol groups, bi-
lirubin, uric acid, and proteins i.e. albumins). Lowered
antioxidant concentration plays a significant role in the
development of oxidative stress resulting from the de-
pletion of anti-oxidant defence mechanisms.

The objective of this study was to assess the level of
lipid oxidation significative of free radical concentration
in blood from varicose veins, and to compare those va-
lues with the total plasma antioxidant capacity measu-
red with FRAP.

Material and methods
Thirty-one patients (23 women and 8 men aged

from 26 to 68 years, with mean age 49.9 years ± 12.5
SD) were enrolled in this study. All of them were tre-
ated in the 2nd Chair of General Surgery of the Jagiello-
nian University in Cracow because of chronic venous
disease grade 2 or 3 according to CEAP classification
[15]. All participants underwent a medical interview as
well as physical examinations, and duplex sonography.
The symptoms of chronic venous disease were obse-
rved for more than one year in all patients.

Wielu autorów badało wpływ niedotlenienia po-
wstałego w wyniku zastoju krwi na interakcje pomię-
dzy śródbłonkiem a wielojądrzastymi makrofagami
monocytami i neutrofilami w poddawanej perfuzji żyle
odpiszczelowej. W badaniach tych wykazano, że przy-
leganie komórek wielojądrzastych do niedotlenionego
śródbłonka żył jest dużo silniejsze niż przyleganie do
prawidłowo natlenionego śródbłonka. Zjawisko to
może powodować aktywację komórek wielojądrzastych
zawierających angiotensynę II i może stać się z kolei sy-
gnałem do aktywacji oksydazy NAD(P)H i wytwarza-
nia anionorodników ponadtlenkowych [9]. Rodniki po-
wodują utlenianie lipidów i wyczerpanie zarówno en-
zymatycznych, jak i nieenzymatycznych mechanizmów
antyoksydacyjnych [10, 11].

Obecność reaktywnych form tlenu (ROS) wykaza-
no za pomocą wielu metod służących do ustalania zdol-
ności utleniającej i przeciwutleniającej.

Autorzy niniejszej pracy na podstawie zwiększone-
go stężenia malonylodialdehydu (MDA) oraz zmniejszo-
nych poziomów enzymatycznych oraz nieenzymatycz-
nych antyoksydantów [co manifestuje się jako całkowi-
ta pojemność antyoksydacyjna osocza (FRAP)] zaobser-
wowali w swoim badaniu nasilenie zjawiska utleniania
lipidów, które może odgrywać istotną rolę w powsta-
waniu objawów przewlekłej choroby żylnej.

Malonylodialdehyd jest 3-węglowym małocząstecz-
kowym aldehydem, produktem rozpadu nadtlenków
powstających w wyniku oddziaływania wolnych rodni-
ków na wielonienasycone kwasy tłuszczowe [12–14].

Oznaczenie FRAP jest metodą, która pozwala osza-
cować zarówno enzymatyczne, jak i nieenzymatyczne
antyoksydanty osoczowe (niskocząsteczkowe peptydy
zawierające grupy tiolowe, bilirubiny i kwas moczowy
oraz białka: albuminy), których obniżone stężenia od-
grywają znaczącą rolę w rozwoju stresu oksydacyjne-
go związanego z wyczerpaniem się mechanizmów obro-
ny antyoksydacyjnej.

Celem pracy było zmierzenie poziomu utlenienia li-
pidów świadczącego o stężeniu wolnych rodników we
krwi znajdującej się w żylakach oraz porównanie tych
wartości z całkowitą zdolnością antyoksydacyjną oso-
cza wyrażoną przez FRAP.

Materiał i metody
Badaniami objęto 31 chorych (23 kobiety i 8 męż-

czyzn w wieku 26–68 lat; średnia wieku wynosiła 49,9
roku ± 12,5 SD) leczonych w II Katedrze Chirurgii
Ogólnej Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie z
powodu przewlekłej choroby żylnej w stopniu 2 i 3
według klasyfikacji CEAP [15]. U wszystkich chorych
przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmioto-
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Blood samples were taken from the forearm vein
during medical procedures preceding surgical anaesthe-
sia. The samples of blood from varicose veins were
withdrawn from the great saphenous vein (GSV) du-
ring the surgical intervention.

Consents was obtained from all patients, and the
study procedure was approved by the Bioethical Com-
mittee of the Jagiellonian University in Cracow (KBET/
/125/B/2007).

Blood samples were added to test tubes containing
K3EDTA and then centrifuged at 2000 ¥     g for 15 minu-
tes within 4 hours after collection.

Blood samples were stored at a temperature of
–30∞C until the level of FRAP and MDA concentration
was assessed.

Measurement of malonyldialdehyde concentration
MDA concentration in blood was measured using

fluorimetric assay as suggested by Buege and Aust in
their method [16]. First, sample derivatization with
thiobarbituric acid (TBA) was performed followed by
fluorimetric measurements of the obtained red-colo-
ured chromatophore adduct. The samples were pre-
pared for analysis in the following manner. Half a mil-
lilitre of plasma (properly diluted) was mixed with
1.5 ml of working solution mixture [working reagent;
TBA/TCA/HCL diluted four times]. After shaking, the
tubes were placed in a water bath for 15 minutes at
a temperature of 100°C. Later, the tubes were cooled
under water and vigorously shaken for one minute in
order to extract the pigment to 3 ml of n-buthyl alco-
hol. The separation of the organic phase was accele-
rated by centrifugation at 1000 ¥ g for 10 minutes.
The standard solution was obtained after hydrolysis
of 1,1,3,3-tetramethoxypropane. The concentration of
hydrolyzed TBA-MDA adduct was measured as the
emission of 553 nm wave with the excitation source
generating waves of 532 nm length. Results were gi-
ven in nmol/ml of plasma.

Measurement of the total antioxidant capacity
measurement of plasma

Non-enzymatic antioxidants in blood plasma were
examined through a measure of ferric reducing ability
(FRAP test) using the methodology developed by Ben-
zie and Strain [17]. FRAP level was evaluated by me-
asurement of Fe3+ reduction in low pH solution (aceta-
te buffer in concentration of 300mmol/L and pH = 3.6)
containing 2,4,6-tripirydyl-s-triazyne (TPTZ) to blue
coloured Fe2+ form. Subsequently, spectrophotometric
analysis was performed with maximum absorption at
lmax = 593 nm. The 0.1 ml sample was mixed with 3

we oraz badanie ultrasonograficzne metodą podwój-
nego obrazowania. U wszystkich chorych objawy prze-
wlekłej choroby żylnej występowały dłużej niż rok.

Próbki krwi z żyły przedramienia pobrano podczas
procedur przeprowadzanych przed znieczuleniem
do operacji. Próbki krwi z żylaków pobrano z okolicy
żyły odpiszczelowej (VSM) w trakcie zabiegu opera-
cyjnego.

Na przeprowadzenie badań uzyskano świadomą
zgodę pacjentów, a procedurę badań zaaprobowała
Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellońskiego
w Krakowie (KBET/125/B/2007).

Próbki krwi pobierano do probówek zawierających
K3EDTA i w przeciągu 4 godzin od pobrania wirowano
przy przyśpieszeniu 2000 ¥ g przez 15 minut. Próbki
krwi przechowywano w temperaturze –30∞C do czasu
oznaczenia poziomu FRAP i stężenia MDA.

Pomiar stężenia malonylodialdehydu
Pomiaru stężenia MDA w osoczu krwi dokonano

za pomocą oznaczenia fluorymetrycznego zgodnie
z metodą według Buege i Aust [16]. Najpierw wykona-
no derywatyzację kwasem tiobarbiturowym (TBA),
a potem dokonywano pomiarów fluorymetrycznych
powstałego różowego ugrupowania chromatoforowe-
go. Przygotowanie próbki do analizy polegało na zmie-
szaniu 0,5 ml próbki osocza (w odpowiednim rozcień-
czeniu) z 1,5 ml mieszaniny roztworu roboczego (od-
czynnik roboczy: TBA/TCA/HCL rozcieńczony 4-krot-
nie wodą). Po wytrząśnięciu próbówki umieszczano
w łaźni wodnej na 15 minut w temperaturze 100∞C.
Po ochłodzeniu pod zimną wodą powstały barwnik
ekstrahowano do 3 ml alkoholu n-butylowego, inten-
sywnie wstrząsając przez minutę. Oddzielenie fazy
organicznej przyśpieszono poprzez wirowanie przy
1000 ¥ g przez 10 minut. Roztwór wzorcowy otrzy-
mano przez hydrolizę 1,1,3,3-tetrametoksypropanu.
Pomiaru stężenia powstałego adduktu TBA-MDA do-
konano, mierząc emisję na poziomie 553 nm, stosując
źródło wzbudzenia o długości fali 532 nm. Wyniki wy-
rażano w nmol/ml osocza.

Pomiar całkowitej zdolności antyoksydacyjnej
osocza

W celu oznaczenia nieenzymatycznych antyoksy-
dantów w osoczu krwi dokonano pomiaru zdolności
całkowitego potencjału antyoksydacyjnego osocza do
redukowania jonów żelaza (FRAP). Pomiar wykona-
no zgodnie z metodą według Benzie i Strain [17]. Po-
ziom FRAP zbadano poprzez oznaczenie redukcji
Fe3+ Æ Fe2+ w niskim pH (bufor octanowy 300 mmol/L
pH = 3,6) sprzężonej z tripirydylotriazyną, dającą nie-
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ml of working solution [working reagent: 25 ml of 300
mM acetate buffer, pH = 3.6; 2.5 ml of tripirydyl-s-
triazyne, 5 mM solution; 2.5 ml of FeCl3, 20 mM solu-
tion]. Standard solutions were water solutions of Fe2+

containing from 100 to 1000 umol/L of FeSO4. The tem-
perature was the same for all reactions (37∞C). FRAP
value was given in mmol/L.

Statistical analysis
Analysis of variance (ANOVA, p £ 0.05) was used

to evaluate the statistical significance of the differences
between groups. When the variances were inhomoge-
neous, Wilcoxon nonparametric test for related varia-
bles was applied. The presented values are medians ±
± percentiles (from 5 to 95). Statistical analysis was per-
formed in R language and the statistical environment
designed for this language (R, version 2.6.2, Vienna,
Austria) [18]. Statistical significance of variances was
confirmed by Wilcoxon test. P £ 0.05 was recognized
as statistically significant.

Results

Lipid peroxidation
MDA concentration in the samples containing peri-

pheral blood (0.062 ± 0.02–0.18 nmol/ml) was signifi-
cantly lower than in the samples of blood from lower
limb varicose veins (0.088 ± 0.03–0.29 nmol/ml; p £
£ 0.002; Wilcoxon test) (Figure 1).

biesko zabarwiony kompleks, oznaczany spektrofoto-
metrycznie przy długości fali wykazującej maksimum
absorpcji (lmax) = 593 nm. Próbkę w ilości 0,1 ml mie-
szano z 3 ml roztworu roboczego (odczynnik robo-
czy: 25 ml buforu octanowego 300 mM o pH = 3,6;
2,5 ml 5 mM roztworu tripirydylo-S-triazyny; 2,5 ml
20 mM roztworu FeCl3). Jako roztworu wzorcowego
użyto wodnych roztworów wzorcowych Fe2+ zawie-
rających 100–1000 umol/L FeSO4. Wszystkie reakcje
przeprowadzano w temperaturze 37∞C. Wartość
FRAP wyrażano w mmol/l.

Analiza statystyczna
Aby określić istotność statystyczną różnic pomię-

dzy grupami zastosowano analizę wariancji (ANOVA;
p £ 0,05). Przy braku jednorodności wariancji zasto-
sowano nieparametryczny test Wilcoxona dla zmien-
nych powiązanych. Wartości przedstawiono jako me-
diany ± (5–95) percentyl. Analizę statystyczną prze-
prowadzono w języku R i środowisku do analizy staty-
stycznej z językiem R (R wersja 2.6.2; Wiedeń, Austria)
[18]. Istotność różnic statystycznych potwierdzono za
pomocą testu Wilcoxona. Wartość p £ 0,05 uznawano
za istotną statystycznie.

Wyniki

Peroksydacja lipidów
Stężenie MDA w próbkach osocza krwi obwodo-

wej (0,062 ± 0,02–0,18 nmol/ml) było znacząco mniej-
sze niż w próbkach osocza krwi pochodzącej z żyla-
ków kończyn dolnych (0,088 ± 0,03–0,29 nmol/ml)
(p £ 0,002; test Wilcoxona) (ryc. 1).

Stężenie MDA w próbkach osocza krwi obwodo-
wej (0,05 ± 0,02–0,16 nmol/ml) było znacząco mniej-
sze niż w próbkach osocza krwi pochodzącej z żyla-
ków kończyn dolnych (0,08 ± 0,04–0,19 nmol/ml)
w grupie kobiet (p £ 0,007; Wilcoxon test) (ryc. 2).

Nie zaobserwowano zwiększonego stężenia MDA
w próbkach osocza krwi z żylaków w porównaniu
z odnotowanym w osoczu krwi obwodowej mężczyzn
(ryc. 3).

Zmienność stężenia MDA była większa w próbkach
osocza krwi z żylaków niż w próbkach krwi obwodo-
wej w obu porównywanych grupach (grupie kobiet
i mężczyzn) (ryc. 4).

Wartości potencjału antyoksydacyjnego
Wartości całkowitego potencjału antyoksydacyjnego,

wyrażonego jako FRAP w próbkach osocza krwi pocho-
dzącej z żylaków, były znacząco mniejsze (0,89 ±
± 0,68–1,85 nmol/l) niż w próbkach osocza krwi ob-

Figure 1.  Concentration of malondialdehyde (MDA) in ulnar
venous plasma samples and varicose veins plasma samples.
Values are medians ± 5–95% percentile. Differences are sig-
nificant (p £  0.002)
Rycina 1.  Stężenie malonylodialdehydu (MDA) w próbkach
osocza krwi obwodowej oraz próbkach osocza krwi
z żylaków. Wartości wyrażono jako mediany ± 5–95% per-
centyl. Różnice są znamienne statystycznie (p £ 0,002)
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In the group of female patients, MDA concentration
in the samples containing peripheral blood (0.05 ±
± 0.02–0.16 nmol/ml) was also significantly lower than
in the samples of blood from lower limb varicose veins
(0.008 ± 0.04–0.19 nmol/ml; p £ 0.007; Wilcoxon test)
(Figure 2).

No such trend was noted when testing the samples
of blood taken from peripheral vessels and varicose
veins in male patients (Figure 3).

MDA concentration variability was higher in the
samples of varicose vein blood than peripheral blood
in both studied groups (women and men) (Figure 4).

Antioxidant capability value
Values of the total antioxidant capacity of blood pla-

sma, expressed as FRAP values, were significantly lower
in varicose vein blood samples (0.89 ± 0.68–1.85 nmol/l)
when compared with peripheral blood tests (1.0 ± 0.78–
–1.92 nmol/l; p £ 0.002; Wilcoxon test) (Figure 5).

The analysis of blood samples taken from women sho-
wed a similar trend, and the values of the total antioxi-
dant capacity of varicose veins and peripheral blood were
0.89 ± 0.68–1.63 nmol/ml and 0.94 ± 0.82–1.63 nmol/
/ml, respectively (p £ 0.00003; Wilcoxon test) (Figure 6).

As far as the male patients group was concerned,
no such tendency was observed, and FRAP values me-
asuring the total antioxidant capacity of blood plasma
were similar in both peripheral and varicose vein blood
samples (Figure 7).

wodowej (1,0 ± 0,78–1,92 nmol/l) (p £ 0,002; test Wil-
coxona) (ryc. 5).

Wartości całkowitego potencjału antyoksydacyjne-
go, wyrażonego jako FRAP w próbkach osocza krwi

Figure 2.  Concentration of malondialdehyde in ulnar venous
plasma samples and varicose veins plasma samples in the fe-
male group. Values are medians ± 5–95% percentile. Diffe-
rences are significant (p £ 0.007)
Rycina 2.  Stężenie malonylodialdehydu w próbkach osocza
krwi obwodowej oraz próbkach osocza krwi z żylaków w gru-
pie kobiet. Wartości wyrażone są jako mediany ± 5–95% Per-
centyl. Różnice są znamienne statystycznie (p £ 0,007) Figure 3.  Concentration of malondialdehyde in ulnar venous

plasma samples and varicose veins plasma samples in the ma-
le  group. Values are medians ± 5–95% percentile. Diffe-
rences are not significant (p > 0.05)
Rycina 3.  Stężenie malonylodialdehydu w próbkach osocza
krwi obwodowej oraz próbkach osocza krwi z żylaków w gru-
pie mężczyzn. Wartości wyrażone są jako mediany ± 5–95%
Percentyl. Różnice nie są istotne statystycznie (p > 0,05)

Figure 4.  Concentration of malondialdehyde in ulnar venous
plasma samples and varicose veins plasma samples in both
compared groups. Values are medians ± 5–95% percentile.
Variabilities of MDA concentrations in ulnar venous plasma
samples and in varicose veins plasma samples in both com-
pared groups
Rycina 4.  Stężenie malonylodialdehydu w próbkach osocza
krwi obwodowej oraz próbkach osocza krwi z żylaków
w grupie kobiet i mężczyzn. Wartości wyrażone są jako
mediany ± 5–95% percentyl. Zmienność stężenia MDA
w próbkach osocza krwi z żylaków oraz w próbkach osocza
krwi obwodowej w obu porównywanych grupach
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Discussion
Chronic venous disease (CVD), also known as chro-

nic venous insufficiency (CVI), is characterized by a com-
plex pathophysiology related to epithelial dysfunction
and the remodelling of vein walls due to smooth musc-
le cell hypertrophy and inflammation caused by proin-
flammatory cytokine secretion from leukocytes. The
activation of white blood cells is related to increased
integrine expression followed by synthesis and produc-
tion of proinflammatory amine molecules, proteolytic
enzymes, leukotrienes, prostaglandins, bradykinin, oxy-
gen free radicals, and possibly other inflammatory me-
diators. Inflammation works as a positive feedback loop,
and leads to epidermal changes and subcutaneous tis-
sue atrophy. The following risk factors for CVD were
recognized: age, gender, undergone pregnancies, sit-
ting lifestyle, and exposure to high temperatures. Cur-
rent research also points to oxidative stress as a factor
influencing the onset of CVD [19, 20].

Oxidative stress is defined as a lack of balance be-
tween free radical production and an organism’s ability
to detoxify them. This status may occur when the pro-
duction of free radicals increases while antioxidant de-
fence mechanisms become weaker.

The endothelial layer in blood vessels contains si-
gnificant amounts of unsaturated fatty acids. Therefo-
re, oxidation cased by free radicals and reactive forms

pochodzącej z żylaków (0,89 ± 0,68–1,63 nmol/ml),
były znacząco mniejsze niż w próbkach osocza krwi ob-
wodowej (0,94 ± 0,82–1,63 nmol/ml) w grupie kobiet
(p £ 0,00003; test Wilcoxona) (ryc. 6).

Figure 5.  FRAP values in ulnar blood plasma samples and vari-
cose veins plasma samples. Values are medians ± 5–95% per-
centile. Differences are significant (p £ 0.002)
Rycina 5.  Stężenie malonylodialdehydu w próbkach osocza
krwi obwodowej oraz próbkach osocza krwi z żylaków w gru-
pie kobiet i mężczyzn. Wartości wyrażone są jako mediany ±
± 5–95% percentyl. Zmienność stężenia MDA w próbkach
osocza krwi z żylaków oraz w próbkach osocza krwi ob-
wodowej w obu porównywanych grupach

Figure 6.  FRAP values in ulnar blood plasma samples and vari-
cose veins plasma samples in the female group. Values are me-
dians ± 5–95% percentile. Differences are significant
(p £  0.00003)
Rycina 6.  Wartości FRAP w próbkach osocza krwi obwodowej
oraz próbkach osocza krwi z żylaków w grupie kobiet. War-
tości wyrażone są jako mediany ± 5–95% percentyl. Różnice
są znamienne statystycznie (p £ 0,00003)

Figure 7.  FRAP values in ulnar blood plasma samples and
varicose veins plasma samples in the male group. Values are
medians ± 5–95% percentile. Differences are not significant
(p > 0.05)
Rycina 7.  Wartości FRAP w próbkach osocza krwi ob-
wodowej oraz próbkach osocza krwi z żylaków w grupie
mężczyzn. Wartości wyrażone są jako mediany ± 5–95% per-
centyl. Różnice nie są istotne statystycznie (p > 0,05)
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of oxygen is believed to be responsible for damages to
the cell membrane and, as a result, impairment of the
entire endothelium cell [21–23].

Reactive oxygen, especially through free radicals
leading to tissue damage, is recognized as a pathogenic
factor for lower limb varicose veins. Lipid oxidation may
be evaluated directly through the concentration me-
asurement of MDA metabolite generated during the
process of oxidation. Meanwhile, the total antioxidant
capacity may be evaluated via measurement of the fer-
ric reducing ability of plasma FRAP [24].

The presented results showed different intensity
levels of oxidative stress measured in the samples of
blood taken from peripheral vessels when compared
with the samples of blood from lower limb varicose
veins in patients who underwent surgical interventions
because of chronic venous insufficiency.

Additionally, the role of evaluation of lipid oxida-
tion as an indicator of endothelium dysfunction and
oxidative stress in patients with lower limb varicose
veins was examined. MDA assessment is one of the most
commonly used methods for lipid oxidation monitoring
in biological samples. The data presented in Figure 1
show that MDA concentration was higher in plasma
extracted from varicose vein blood than in blood sam-
ple taken from the forearm peripheral vein (p £ 0.002).

The FRAP method gives fast and reliable results
when one or more antioxidant factors are present in
both water solution and plasma. The presented results
of this study also suggest that levels of free radicals and
lipid oxidation processes stimulated by those radicals,
are gender-dependent.

The increase of MDA concentration was inversely
proportional to the value of the total antioxidant capa-
city of plasma expressed as FRAP. The highest level of
MDA and the lowest FRAP value was measured in the
blood samples from lower limb varicose veins. More-
over, statistically significant differences between MDA
concentration in plasma extracted from varicose vein
blood and its level in blood taken from the forearm
peripheral vessel, where it was much lower, were fo-
und in the group of female patients.

No statistically significant relation between the level
of MDA measured in the samples of blood from varicose
veins and peripheral vessels was observed in the group
of men participating in this study. Similarly, no relation
between total plasma antioxidant capacity (FRAP) me-
asured in varicose veins and peripheral vein blood from
male patients proved to be of statistical significance.

These results confirm the observations presented
in papers published all over the world. Many resear-
chers emphasize the key role of inflammatory status as

Nie zaobserwowano zwiększonego poziomu całko-
witego potencjału antyoksydacyjnego (FRAP) w prób-
kach osocza krwi obwodowej w porównaniu z osoczem
krwi pochodzącej z żylaków kończyn dolnych w grupie
mężczyzn (ryc.7).

Dyskusja
Przewlekła choroba żylna (CVD) charakteryzuje się

złożoną strukturą patofizjologiczną wynikającą z dys-
funkcji śródbłonka oraz remodelingu ścian żył następu-
jącym w wyniku przerostu komórek mięśni gładkich
i stanu zapalnego powstałego jako efekt działania cyto-
kin prozapalnych wydzielanych przez leukocyty. Akty-
wacji krwinek białych towarzyszy zwiększona ekspre-
sja integryn oraz synteza i wyrzut cząsteczek prozapal-
nych amin, enzymów proteolitycznych, leukotrienów,
prostaglandyn, bradykinin, wolnych rodników tleno-
wych i najprawdopodobniej także innych mediatorów
stanu zapalnego. Stan zapalny działa jak dodatnie sprzę-
żenie zwrotne, powodując zmiany skórne i zanik tkan-
ki podskórnej. Do uznanych czynników ryzyka CVD
należą: wiek, płeć, przebyte ciąże, siedzący tryb życia
i ekspozycja na wysoką temperaturę. Obecnie wskazu-
je się również na stres oksydacyjny jako czynnik wpły-
wający na powstanie CVD [19, 20].

Stres oksydacyjny następuje wówczas, gdy zachwia-
na zostaje równowaga pomiędzy produkcją wolnych
rodników a zdolnościami przeciwutleniającymi organi-
zmu. Stan ten może wystąpić zarówno w wyniku zwięk-
szonej produkcji rodników, jak i osłabienia ochrony
antyoksydacyjnej.

Ze względu na wysoką zawartość nienasyconych
kwasów tłuszczowych w śródbłonku naczyń żylnych ich
utlenianie powodowane przez wolne rodniki i ROS
uznaje się za ważną przyczynę uszkodzenia błony ko-
mórkowej i w konsekwencji — całej komórki [21–23].

Reaktywne formy tlenu w szczególności poprzez
wolne rodniki prowadzące do uszkodzenia tkanki
uznano za czynnik patogenetyczny żylaków kończyn
dolnych. Utlenianie lipidów określa się pośrednio za
pomocą pomiaru stężenia MDA metabolitu powstają-
cego w trakcie procesu utleniania. Natomiast całko-
witą zdolność antyoksydacyjną osocza określa się na
podstawie jego możliwości do redukowania jonów
żelaza — FRAP [24].

W prezentowanym badaniu wskazano na różnice
nasilenia stresu oksydacyjnego u chorych leczonych
operacyjnie z powodu przewlekłej choroby żylnej po-
między próbkami osocza krwi pobranej z żyły przed-
ramienia a krwią pochodzącą z żylaków kończyn dol-
nych. Dodatkowo określono rolę oznaczania utleniania
lipidów jako wskaźnika dysfunkcji śródbłonka oraz stre-
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a mechanism responsible for the progress of chronic
venous disease and the incidence of its symptoms.
Numerous studies have proven that in the course of
chronic venous insufficiency the concentration of mar-
kers activating blood vessel endothelium and leukocy-
tes increases. Moreover, reduced venous blood flow
fosters interactions between leukocytes and endothe-
lium responsible for the production of toxic metaboli-
tes e.g. MDA. Mahmound et al. [25] found an inten-
sified process of lipid peroxidation, expressed by in-
creased concentration of malonyldialdehyde MDA, in
deoxygenated blood vessels with insufficient valves
when compared with vessels not changed by inflam-
matory processes. This phenomenon was also confir-
med in our study.

Tryankina et al. pointed to the decrease in the num-
ber of plasma antioxidants, as well as the intensified li-
pid peroxidation process in patients suffering from lo-
wer limb varicose veins, in comparison to healthy pe-
ople. In addition, Wlaschek et al. proved that oxidative
stress overwhelms the mechanism protecting the or-
ganism from free radicals in patients with chronic ve-
nous disease [26, 27].

Studies by James et al. indicated high level of oxida-
tive stress caused by neutrophils in patients with lower
limb varicose veins. However, no statistically significant
differences in total plasma antioxidant capacity (FRAP)
were found in that group. As far as this issue is concer-
ned, our results suggest the opposite since they differ
significantly from the data presented by James et al. [28].
In our study, the level of FRAP was higher in samples of
peripheral blood than in samples containing plasma from
varicose vein blood, in which the measured values of
FRAP were much lower, and this difference was of sta-
tistical significance.

Conclusions
Analysis of the presented results show significant

differences in the total antioxidant capacity of plasma
(FRAP value) (Figure 5) and MDA concentration (Figu-
re 1) between plasma extracted from blood taken from
the forearm peripheral vein and samples from lower
limb varicose veins. Lower levels of FRAP suggest in-
creased production of oxidative compounds, while in-
creased MDA concentration indicates impaired antio-
xidant defence mechanisms. Both indicators are mar-
kers of strong oxidative stress in patients with lower
limb varicose veins.

This study was supported by research grant no.
k/ZBW/000256 from the Jagiellonian University Medi-
cal College Committee for Scientific Research.

su oksydacyjnego u chorych z żylakami kończyn dol-
nych. Oznaczenie MDA jest jedną z najczęściej stoso-
wanych metod monitorowania utleniania lipidów
w próbkach biologicznych. Z danych zaprezentowanych
na rycinie 1 wynika, że stężenie MDA było większe
w osoczu krwi pochodzącej z żylaków niż w osoczu
z krwi pobranej z żyły przedramienia (p £ 0,002).

Oznaczenie FRAP pozwala otrzymać szybkie i po-
wtarzalne wyniki zarówno przy obecności jednego, jak
i kilku składników antyoksydacyjnych w roztworach
wodnych i osoczu. Na podstawie przedstawionych ba-
dań można sądzić, że poziomy wolnych rodników oraz
wywoływane przez nie utlenianie lipidów zależy rów-
nież od płci. Stężenia MDA miało wartość odwrotnie
proporcjonalną w stosunku do wartości całkowitego po-
tencjału antyoksydacyjnego wyrażonego jako FRAP.
Największe stężenie MDA i najmniejszą wartość FRAP
stwierdzono w osoczu krwi z żylaków kończyn dolnych.
W grupie kobiet stwierdzono istotne statystycznie róż-
nice pomiędzy stężeniem MDA w osoczu krwi pocho-
dzącej z żylaka a stężeniem MDA w osoczu krwi ob-
wodowej z żyły przedramienia, gdzie było ono znacz-
nie mniejsze. Nie stwierdzono istotności statystycznej
w wypadku stężenia MDA we krwi pobranej z żylaka
i krwi obwodowej w badanej grupie mężczyzn. Podob-
nie w grupie mężczyzn nie wykazano istotności staty-
stycznej pod względem wartości całkowitego poten-
cjału antyoksydacyjnego (FRAP) we krwi żylnej obwo-
dowej oraz krwi pobranej z żylaka. Przedstawione wy-
niki są zgodne z danymi z piśmiennictwa światowego.
Wielu badaczy zwraca uwagę na kluczową rolę stanu
zapalnego jako mechanizmu odpowiedzialnego za po-
stęp przewlekłej choroby żylnej i występowanie jej
objawów. W licznych pracach udowodniono wzrost
stężenia markerów aktywacji śródbłonka naczyń żyl-
nych i leukocytów w przebiegu CVD. Zwolniony prze-
pływ żylny sprzyja interakcji leukocytów z endotelium,
w wyniku której powstają toksyczne metabolity, mię-
dzy innymi MDA. Mahmound i wsp. [25] stwierdzili
nasilony proces peroksydacji lipidów, wyrażony zwięk-
szonym stężeniem malonylodialdehydu w niedotlenio-
nych naczyniach żylnych w miejscu niewydolnych za-
stawek, w porównaniu z naczyniami niezmienionymi
procesem zapalnym, co potwierdzono również w ni-
niejszej pracy.

Tryankina i wsp. zwrócili uwagę na zmniejszenie puli
antyoksydantów osoczowych, a także nasilony proces
peroksydacji lipidów u chorych z żylakami kończyn
dolnych w porównaniu z grupą osób zdrowych. Wla-
schek i wsp. w podobnych badaniach dowiedli, że stres
oksydacyjny osłabia mechanizmy obrony przeciwwol-
norodnikowej u chorych na CVD [26, 27].
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W badanich Jamesa i wsp. stwierdzono zwiększe-
nie stresu oksydacyjnego wywołanego przez neutrofi-
le u chorych z żylakami kończyn dolnych, natomiast nie
wykazano w tej grupie chorych znaczących różnic
w zakresie całkowitej pojemności antyoksydacyjnej oso-
cza (FRAP). W tej kwestii wyniki badań autorów nie-
niejszej pracy w istotny sposób różnią się od wyników
przedstawionych przez Jamesa i wsp. [28], gdyż stwier-
dzono istotny statystycznie wyższy poziom FRAP
w osoczu krwi obwodowej w porównaniu z jego po-
ziomem w osoczu krwi pochodzącej z żylaka, gdzie ob-
serwowano znaczący spadek poziomu FRAP.

Wnioski
Analizując uzyskane wyniki badań, wykazano, że

w osoczu krwi pobranej z żył okolicy przedramienia
znaczące różnice pod względem wartości całkowitej
zdolności antyoksydacyjnej osocza (FRAP) (ryc. 5)
i stężenia MDA (ryc. 1) w porównaniu z krwią pocho-
dzącą z żylaków kończyn dolnych. Obniżone poziomy
FRAP mogą wskazywać na zwiększoną produkcję sub-
stancji utleniających, natomiast większe stężenia MDA
— o upośledzeniu ochrony antyoksydacyjnej. Obydwa
wskaźniki wskazują na istnienie silnego stresu oksyda-
cyjnego u chorych z żylakami kończyn dolnych.

Badania sfinansowano z projektu badań własnych
nr K/ZBW/000256 Biura Badań Naukowych Uniwer-
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