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Selected indicators of the antioxidant system
in the blood of patients with lower limb
varicose veins
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z zylakami konczyn dolnych

Wirginia Krzysciak', Mariusz Kézka?, Grzegorz Kazek', Marek Stepniewski'

'Department of Radioligand Laboratory, Faculty of Pharmacy, Jagiellonian University Medical College Cracow,
Poland (Zaktad Radioligandéw Katedry Farmakologii Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie)

2|| Chair of General Surgery, Jagiellonian University Medical College, Cracow, Poland (Il Katedra Chirurgii
Ogodlnej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie)

Abstract
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 methods. 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 3| subjects (23 women and 8 men).
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. 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

Wstep. Wiele wskazuje na to, ze reaktywne formy tlenu odgrywajq kluczowq role w patogenezie przewlekfej
choroby zylnej. Celem pracy bylo okreslenie, czy u pacjentéw z przewlekiq chorobg Zylng istniejg zmiany
zwiqzane z tworzeniem reaktywnych form tlenu.

Materialy i metody. Zdolnos¢ tkanki zyt do produkgji reaktywnych form tlenu oceniano za pomocq ozna-
czenia poziomu catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (wyrazonego jako FRAP) oraz malonylodialdehy-
du (MDA) w osoczu krwi pobranej z zylakéw konczyn dolnych oraz zyt przedramienia u 31 chorych
(23 kobiet i 8 mezczyzn).
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Wyniki. Stwierdzono zaburzenie w réwnowadze oksydacyjno-antyoksydacyjnej manifestujgce sie poprzez
zwiekszone stezenie MDA w osoczu krwi z prébek pobranych z zylakéw wzgledem stezenia we krwi z probek
pochodzqgcych z zyly przedramienia zaréwno w grupie kobiet, jak i mezczyzn (p < 0,007; test Wilcoxona)
oraz zmniejszong zdolnos¢ antyoksydacyjng osocza (FRAP) w prébkach z zylakéw. Poziom FRAP byt wigkszy
w prébkach z zyly przedramienia niz w zylakach (p < 0,002; test Wilcoxona).

Whioski. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac o waznej roli stresu oksydacyjnego w pato-

genezie przewlektej choroby Zylnej.

Stowa kluczowe: zylaki, potencjat antyoksydacyjny, catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna osocza
(FRAP), osoczowe stezenie malonylodialdehydu (MDA)
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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 [I, 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
[I, 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].

Wstep

Zylaki stanowig jedno z najczesciej wystepujacych
schorzen korczyn dolnych. W spoteczenstwach krajow
uprzemystowionych praktycznie co druga osoba powy-
zej 40 roku zycia cierpi na te posta¢ przewlektej choro-
by zylnej [1, 2]. Czesto$¢ wystepowania zylakow jest
rézna u obu pici. Odsetek kobiet, u ktorych wystepuja
zylaki, waha sie¢ w granicach 40-60%. W wypadku
mezczyzn wynosi on 25-30% [, 2]. Niejasna etiologia
choroby utrudnia podjecie skutecznych dziatan prewen-
cyjnych, co z kolei wptywa na wzrost zachorowan.

Wraz z prébami ustalenia etiologii zylakéw pojawi-
to sie kilka réznych teorii, kazda z nich wiaze powsta-
wanie zylakéw z jakim$ poczatkowym czynnikiem, na
przyktad z niewydolnoscia zastawek zylnych [3, 4], dzie-
dzicznym ostabieniem $cian zyt, przetokami tetniczo-
zylnymi [5] czy tez gromadzeniem uwiezionych leuko-
cytéow (,,putapka leukocytarng”) [6]. Powyzsze teorie
taczy jedno zatozenie — istnienie zwigkszonego cisnie-
nia w zytach powierzchownych oraz ich rozszerzenie,
a nastepnie wystepujaca wtérnie niewydolnosé¢ zasta-
wek zylnych — jednak przyczyn powstawania tego zja-
wiska nadal nie wyjasniono. W badaniach epidemiolo-
gicznych wskazuje sie na istnienie dodatkowych czyn-
nikéw ryzyka poza genetycznymi. Zwraca sie uwage
na réznice wystepujace pod wzgledem czestosci zacho-
rowan w zaleznosci od wieku, pici, zawodu czy prze-
bytej ciazy [7]. O ile gtéwny mechanizm odpowiadaja-
cy za powstawanie zylakéw, polegajacy na zaburzeniu
funkgji ukfadu zylnego z nastepowym zastojem i nadcis-
nieniem w krazeniu zylnym korczyn dolnych, uznaje
sie za poznany, to procesy biochemiczne wiazace za-
stoj krwi ze zmianami w $cianie zylaka dalej pozostaja
niejasne.

Od dawna wiadomo, ze wolne rodniki — wysoce
reaktywne formy niszczycielskich czasteczek — maja
niekorzystny wptyw, przyczyniajac sie do powstania licz-
nych choréb [8].
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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 Il, 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, |1]. 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 2™ 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 autoréw badato wptyw niedotlenienia po-
wstatego w wyniku zastoju krwi na interakcje pomie-
dzy s$rédbtonkiem a wielojadrzastymi makrofagami
monocytami i neutrofilami w poddawanej perfuzji zyle
odpiszczelowej. W badaniach tych wykazano, ze przy-
leganie komérek wielojadrzastych do niedotlenionego
$rédbfonka zyt jest duzo silniejsze niz przyleganie do
prawidiowo natlenionego s$rédbtonka. Zjawisko to
moze powodowac aktywacje komorek wielojadrzastych
zawierajacych angiotensyne Il i moze stac sie z kolei sy-
gnatem do aktywacji oksydazy NAD(P)H i wytwarza-
nia anionorodnikéw ponadtlenkowych [9]. Rodniki po-
woduja utlenianie lipidéow i wyczerpanie zaréwno en-
zymatycznych, jak i nieenzymatycznych mechanizméw
antyoksydacyjnych [10, 11].

Obecnos¢ reaktywnych form tlenu (ROS) wykaza-
no za pomoca wielu metod stuzacych do ustalania zdol-
nosci utleniajacej i przeciwutleniajacej.

Autorzy niniejszej pracy na podstawie zwigkszone-
go stezenia malonylodialdehydu (MDA) oraz zmniejszo-
nych pozioméw enzymatycznych oraz nieenzymatycz-
nych antyoksydantéw [co manifestuje sie jako catkowi-
ta pojemnosc¢ antyoksydacyjna osocza (FRAP)] zaobser-
wowali w swoim badaniu nasilenie zjawiska utleniania
lipidéw, ktére moze odgrywac istotng role w powsta-
waniu objawoéw przewlektej choroby zylne;.

Malonylodialdehyd jest 3-weglowym matoczastecz-
kowym aldehydem, produktem rozpadu nadtlenkow
powstajacych w wyniku oddziatywania wolnych rodni-
kéw na wielonienasycone kwasy ttuszczowe [12-14].

Oznaczenie FRAP jest metoda, ktéra pozwala osza-
cowac zaréwno enzymatyczne, jak i nieenzymatyczne
antyoksydanty osoczowe (niskoczasteczkowe peptydy
zawierajace grupy tiolowe, bilirubiny i kwas moczowy
oraz biatka: albuminy), ktorych obnizone stezenia od-
grywaja znaczaca role w rozwoju stresu oksydacyjne-
g0 zwigzanego z wyczerpaniem sie mechanizméw obro-
ny antyoksydacyjnej.

Celem pracy byto zmierzenie poziomu utlenienia li-
pidéw $wiadczacego o stezeniu wolnych rodnikéow we
krwi znajdujacej sie w zylakach oraz poréwnanie tych
wartos$ci z catkowita zdolnoscia antyoksydacyjng oso-
cza wyrazong przez FRAP.

Materiat i metody

Badaniami objeto 31 chorych (23 kobiety i 8 mez-
czyzn w wieku 26-68 lat; $rednia wieku wynosita 49,9
roku = 12,5 SD) leczonych w Il Katedrze Chirurgii
Ogolnej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie z
powodu przewlektej choroby zylnej w stopniu 2 i 3
wedtug 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
K;EDTA and then centrifuged at 2000 x g for |5 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
I.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 |5 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 x g for 10 minutes.
The standard solution was obtained after hydrolysis
of |I,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 Fe’* 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 Fe’* form. Subsequently, spectrophotometric
analysis was performed with maximum absorption at
Am,, = 593 nm. The 0.1 ml sample was mixed with 3

we oraz badanie ultrasonograficzne metoda podwdj-
nego obrazowania. U wszystkich chorych objawy prze-
wlektej choroby zylnej wystepowaly dtuzej niz rok.

Probki krwi z zyty przedramienia pobrano podczas
procedur przeprowadzanych przed znieczuleniem
do operacji. Prébki krwi z zylakéow pobrano z okolicy
zyly odpiszczelowej (VSM) w trakcie zabiegu opera-
cyjnego.

Na przeprowadzenie badan uzyskano $wiadomga
zgode pacjentéw, a procedure badan zaaprobowata
Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie (KBET/125/B/2007).

Probki krwi pobierano do probéwek zawierajacych
KGEDTA i w przeciagu 4 godzin od pobrania wirowano
przy przyspieszeniu 2000 X g przez |5 minut. Prébki
krwi przechowywano w temperaturze —30°C do czasu
oznaczenia poziomu FRAP i stezenia MDA.

Pomiar stezenia malonylodialdehydu

Pomiaru stezenia MDA w osoczu krwi dokonano
za pomoca oznaczenia fluorymetrycznego zgodnie
z metoda wedtug Buege i Aust [ 16]. Najpierw wykona-
no derywatyzacje kwasem tiobarbiturowym (TBA),
a potem dokonywano pomiaréw fluorymetrycznych
powstatego rézowego ugrupowania chromatoforowe-
go. Przygotowanie prébki do analizy polegato na zmie-
szaniu 0,5 ml prébki osocza (w odpowiednim rozcien-
czeniu) z 1,5 ml mieszaniny roztworu roboczego (od-
czynnik roboczy: TBA/TCA/HCL rozciericzony 4-krot-
nie woda). Po wytrzasnieciu préobéwki umieszczano
w fazni wodnej na 15 minut w temperaturze 100°C.
Po ochtodzeniu pod zimna woda powstaty barwnik
ekstrahowano do 3 ml alkoholu n-butylowego, inten-
sywnie wstrzasajac przez minute. Oddzielenie fazy
organicznej przyspieszono poprzez wirowanie przy
1000 x g przez |10 minut. Roztwor wzorcowy otrzy-
mano przez hydrolize 1,1,3,3-tetrametoksypropanu.
Pomiaru stezenia powstatego adduktu TBA-MDA do-
konano, mierzac emisje na poziomie 553 nm, stosujac
zrédto wzbudzenia o dtugosci fali 532 nm. Wyniki wy-
razano w nmol/ml osocza.

Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
osocza

W celu oznaczenia nieenzymatycznych antyoksy-
dantéw w osoczu krwi dokonano pomiaru zdolnosci
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego osocza do
redukowania jonow zelaza (FRAP). Pomiar wykona-
no zgodnie z metoda wedtug Benzie i Strain [17]. Po-
ziom FRAP zbadano poprzez oznaczenie redukcji
Fe’* — Fe’* w niskim pH (bufor octanowy 300 mmol/L
pH = 3,6) sprzezonej z tripirydylotriazyna, dajaca 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 FeClI3, 20 mM solu-
tion]. Standard solutions were water solutions of Fe**
containing from 100 to 1000 umol/L of FeSO,. 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 I).

0.35 4
0.30 A — —

0.25 1

0.20 A

0.15

MDA [nmol/ml]

0.088

0.05 1 ¢
0.00

[ Ulnar venous plasma (5-95% percentile)
0socze krwi obwodowej (5-95% percentyl)

[0 Varicose veins plasma (5-95% percentile)
0Osocze krwi z zylaka (5-95% percentyl)

T Min.-max. <& Median
Min.—maks. Mediana

Figure |. 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 I. Stezenie malonylodialdehydu (MDA) w prébkach
osocza krwi obwodowej oraz prébkach osocza krwi

z zylakéw. Wartosci wyrazono jako mediany * 5-95% per-
centyl. Rdznice s3 znamienne statystycznie (p < 0,002)

biesko zabarwiony kompleks, oznaczany spektrofoto-
metrycznie przy dtugosci fali wykazujacej maksimum
absorpcji (na) = 593 nm. Prébke w ilosci 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 FeCl;). Jako roztworu wzorcowego
uzyto wodnych roztworéw wzorcowych Fe’" zawie-
rajacych 100-1000 umol/L FeSO,. Wszystkie reakcje
przeprowadzano w temperaturze 37°C. Wartos¢
FRAP wyrazano w mmol/I.

Analiza statystyczna

Aby okresli¢ istotnos¢ statystyczng réznic pomie-
dzy grupami zastosowano analize wariancji (ANOVA,;
p =< 0,05). Przy braku jednorodnosci wariancji zasto-
sowano nieparametryczny test Wilcoxona dla zmien-
nych powiazanych. Wartosci przedstawiono jako me-
diany * (5-95) percentyl. Analize statystyczna prze-
prowadzono w jezyku R i srodowisku do analizy staty-
stycznej z jezykiem R (R wersja 2.6.2; Wieden, Austria)
[18]. Istotnos¢ réznic statystycznych potwierdzono za
pomoca testu Wilcoxona. Wartos¢ p < 0,05 uznawano
za istotng statystycznie.

Wyniki

Peroksydacja lipidéow

Stezenie MDA w probkach osocza krwi obwodo-
wej (0,062 =+ 0,02-0, 18 nmol/ml) byto znaczaco mniej-
sze niz w prébkach osocza krwi pochodzacej z zyla-
kéw konczyn dolnych (0,088 = 0,03-0,29 nmol/ml)
(p = 0,002; test Wilcoxona) (ryc. I).

Stezenie MDA w probkach osocza krwi obwodo-
wej (0,05 + 0,02-0,16 nmol/ml) byto znaczaco mniej-
sze niz w prébkach osocza krwi pochodzacej z zyla-
kéw konczyn dolnych (0,08 = 0,04-0,19 nmol/ml)
w grupie kobiet (p = 0,007; Wilcoxon test) (ryc. 2).

Nie zaobserwowano zwiekszonego stezenia MDA
w prébkach osocza krwi z zylakéw w poréwnaniu
z odnotowanym w osoczu krwi obwodowej mezczyzn
(ryc. 3).

Zmiennos¢ stezenia MDA bytfa wieksza w préobkach
osocza krwi z zylakéw niz w prébkach krwi obwodo-
wej w obu poréwnywanych grupach (grupie kobiet
i mezczyzn) (ryc. 4).

Wartosci potencjatu antyoksydacyjnego
Wartosci catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego,
wyrazonego jako FRAP w probkach osocza krwi pocho-
dzacej z zylakéw, byty znaczaco mniejsze (0,89 =+
+ 0,68-1,85 nmol/l) niz w prébkach osocza krwi ob-
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0.35 4
Female
0.30 1 Kobiety

0.25 1 (n=23)

0.20 A

0.15

0.104 0.08

<& 0.05

0.05 &>
|

0.00 T " . :

[T Ulnar venous plasma (5-95% percentile)
0Osocze krwi obwodowej (5-95% percentyl)

—

MDA [nmol/ml]

[X Varicose veins plasma (5-95% percentile)
0Osocze krwi z zylaka (5-95% percentyl)

T Min.—max. <& Median
Min.—maks. Mediana

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. Stezenie malonylodialdehydu w probkach osocza
krwi obwodowej oraz prébkach osocza krwi z zylakéw w gru-
pie kobiet. Wartosci wyrazone s3 jako mediany * 5-95% Per-
centyl. Rdznice s3 znamienne statystycznie (p < 0,007)

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).

Wartosci catkowitego potencjatu antyoksydacyjne-
go, wyrazonego jako FRAP w prébkach osocza krwi
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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. Stezenie malonylodialdehydu w probkach osocza
krwi obwodowej oraz prébkach osocza krwi z zylakéw w gru-
pie mezczyzn. Wartosci wyrazone s3 jako mediany = 5-95%
Percentyl. Réznice nie s3 istotne statystycznie (p > 0,05)
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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. Stezenie malonylodialdehydu w probkach osocza
krwi obwodowej oraz prébkach osocza krwi z zylakow

w grupie kobiet i mgzczyzn. Wartosci wyrazone s3 jako
mediany = 5-95% percentyl. Zmiennos¢ stezenia MDA

w prébkach osocza krwi z zylakdw oraz w prébkach osocza
krwi obwodowej w obu poréwnywanych grupach
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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. Stezenie malonylodialdehydu w probkach osocza
krwi obwodowej oraz prébkach osocza krwi z zylakéw w gru-
pie kobiet i mezczyzn. Wartosci wyrazone sa jako mediany +
+ 5-95% percentyl. Zmienno$¢ stezenia MDA w probkach
osocza krwi z zylakéw oraz w probkach osocza krwi ob-
wodowej w obu poréwnywanych grupach

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
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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. Wartosci FRAP w prébkach osocza krwi obwodowej
oraz probkach osocza krwi z zylakéw w grupie kobiet. War-
tosci wyrazone s3 jako mediany = 5-95% percentyl. Réznice
sa znamienne statystycznie (p < 0,00003)
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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. Wartosci FRAP w prébkach osocza krwi ob-
wodowej oraz préobkach osocza krwi z zylakéw w grupie
mezczyzn. Wartosci wyrazone s3 jako mediany + 5-95% per-
centyl. Rdznice nie s3 istotne statystycznie (p > 0,05)

pochodzacej z zylakow (0,89 + 0,68-1,63 nmol/ml),
byty znaczaco mniejsze niz w prébkach osocza krwi ob-
wodowej (0,94 + 0,82-1,63 nmol/ml) w grupie kobiet
(p = 0,00003; test Wilcoxona) (ryc. 6).
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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 |
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 zwiekszonego poziomu catko-
witego potencjatu antyoksydacyjnego (FRAP) w préb-
kach osocza krwi obwodowej w poréwnaniu z osoczem
krwi pochodzacej z zylakdw koriczyn dolnych w grupie
mezczyzn (ryc.7).

Dyskusja

Przewlekta choroba zylna (CVD) charakteryzuije sie
ztozong struktura patofizjologiczng wynikajaca z dys-
funkcji srodbtonka oraz remodelingu $cian zyt nastepu-
jacym w wyniku przerostu komorek miesni gtadkich
i stanu zapalnego powstatego jako efekt dziatania cyto-
kin prozapalnych wydzielanych przez leukocyty. Akty-
wagcji krwinek biatych towarzyszy zwigkszona ekspre-
sja integryn oraz synteza i wyrzut czasteczek prozapal-
nych amin, enzyméw proteolitycznych, leukotriendéw,
prostaglandyn, bradykinin, wolnych rodnikéw tleno-
wych i najprawdopodobniej takze innych mediatoréw
stanu zapalnego. Stan zapalny dziata jak dodatnie sprze-
Zenie zwrotne, powodujac zmiany skérne i zanik tkan-
ki podskornej. Do uznanych czynnikéw ryzyka CVD
naleza: wiek, pte¢, przebyte ciaze, siedzacy tryb zycia
i ekspozycja na wysoka temperature. Obecnie wskazu-
je sie réwniez na stres oksydacyjny jako czynnik wpty-
wajacy na powstanie CVD [19, 20].

Stres oksydacyjny nastepuje wéwczas, gdy zachwia-
na zostaje réownowaga pomiedzy produkcja wolnych
rodnikéw a zdolnosciami przeciwutleniajagcymi organi-
zmu. Stan ten moze wystapic zaréwno w wyniku zwigk-
szonej produkgcji rodnikéw, jak i ostabienia ochrony
antyoksydacyjne;j.

Ze wzgledu na wysoka zawartos¢ nienasyconych
kwasoéw ttuszczowych w $rédbtonku naczyn zylnych ich
utlenianie powodowane przez wolne rodniki i ROS
uznaje sie za wazng przyczyne uszkodzenia btony ko-
mérkowej i w konsekwencji — catej komérki [21-23].

Reaktywne formy tlenu w szczegdlnosci poprzez
wolne rodniki prowadzace do uszkodzenia tkanki
uznano za czynnik patogenetyczny zylakéw konczyn
dolnych. Utlenianie lipidéw okresla sie posrednio za
pomoca pomiaru stezenia MDA metabolitu powstaja-
cego w trakcie procesu utleniania. Natomiast catko-
witg zdolnos¢ antyoksydacyjna osocza okresla sie na
podstawie jego mozliwosci do redukowania jonéw
zelaza — FRAP [24].

W prezentowanym badaniu wskazano na réznice
nasilenia stresu oksydacyjnego u chorych leczonych
operacyjnie z powodu przewlekiej choroby zylnej po-
migdzy prébkami osocza krwi pobranej z zyty przed-
ramienia a krwig pochodzaca z zylakéw konczyn dol-
nych. Dodatkowo okreslono role oznaczania utleniania
lipidow jako wskaznika dysfunkcji Srodbtonka 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 |) 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 zylakami koriczyn dol-
nych. Oznaczenie MDA jest jedna z najczesciej stoso-
wanych metod monitorowania utleniania lipidéw
w probkach biologicznych. Z danych zaprezentowanych
na rycinie | wynika, ze stezenie MDA byto wigksze
w osoczu krwi pochodzacej z zylakdw niz w osoczu
z krwi pobranej z zyty przedramienia (p < 0,002).

Oznaczenie FRAP pozwala otrzyma¢ szybkie i po-
wtarzalne wyniki zaréwno przy obecnosci jednego, jak
i kilku sktadnikéw antyoksydacyjnych w roztworach
wodnych i osoczu. Na podstawie przedstawionych ba-
dan mozna sadzi¢, ze poziomy wolnych rodnikéw oraz
wywotywane przez nie utlenianie lipidéw zalezy réw-
niez od pici. Stezenia MDA miato wartos¢ odwrotnie
proporcjonalna w stosunku do wartosci catkowitego po-
tencjatu antyoksydacyjnego wyrazonego jako FRAP.
Najwieksze stezenie MDA i najmniejsza wartos¢ FRAP
stwierdzono w osoczu krwi z zylakéw konczyn dolnych.
W grupie kobiet stwierdzono istotne statystycznie réz-
nice pomiedzy stezeniem MDA w osoczu krwi pocho-
dzacej z zylaka a stezeniem MDA w osoczu krwi ob-
wodowej z zyly przedramienia, gdzie byto ono znacz-
nie mniejsze. Nie stwierdzono istotnosci statystycznej
w wypadku stezenia MDA we krwi pobranej z zylaka
i krwi obwodowej w badanej grupie mezczyzn. Podob-
nie w grupie mezczyzn nie wykazano istotnosci staty-
stycznej pod wzgledem wartosci catkowitego poten-
cjatu antyoksydacyjnego (FRAP) we krwi zylnej obwo-
dowej oraz krwi pobranej z zylaka. Przedstawione wy-
niki s3 zgodne z danymi z pi$miennictwa $wiatowego.
Wielu badaczy zwraca uwage na kluczows role stanu
zapalnego jako mechanizmu odpowiedzialnego za po-
step przewlekiej choroby zylnej i wystepowanie jej
objawoéw. W licznych pracach udowodniono wzrost
stezenia markeréw aktywacji srédbtonka naczyn zyl-
nych i leukocytéw w przebiegu CVD. Zwolniony prze-
ptyw zylny sprzyja interakgji leukocytéow z endotelium,
w wyniku ktérej powstaja toksyczne metabolity, mie-
dzy innymi MDA. Mahmound i wsp. [25] stwierdzili
nasilony proces peroksydaciji lipidéw, wyrazony zwigk-
szonym stezeniem malonylodialdehydu w niedotlenio-
nych naczyniach zylnych w miejscu niewydolnych za-
stawek, w poréwnaniu z naczyniami niezmienionymi
procesem zapalnym, co potwierdzono réwniez w ni-
niejszej pracy.

Tryankina i wsp. zwrdcili uwage na zmniejszenie puli
antyoksydantéw osoczowych, a takze nasilony proces
peroksydacji lipidéw u chorych z zylakami konczyn
dolnych w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych. Wla-
schek i wsp. w podobnych badaniach dowiedli, ze stres
oksydacyjny ostabia mechanizmy obrony przeciwwol-
norodnikowej u chorych na CVD [26, 27].
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Whioski
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