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Введение. Реакция иммунной системы на повреждение и восстановление костной ткани, оцениваемая по изменению лабораторных показателей, связана с динамикой концентрации многочисленных цитокинов: IL-1α (интерлейкина), IL-3, IL-4, IL-6, IL-11, TNF-α (фактора некроза опухолей), TNF-β, колониестимулирующих факторов, лейкоз-ингибирующего фактора, INF-γ (интерферона), TGF-β (трансформирующего фактора роста), трансформацией популяционного состава иммунокомпетентных клеток, функционально-метаболической активности микро- и макрофагоцитов [1, 2]. Их анализ позволяет оценить взаимосвязь изменений регистрируемых данных с течением остеогенеза и найти полученным результатам практическое применение. В качестве модели для исследования изменения иммунологических показателей при нормальном и осложненном остеогенезе актуально использовать повреждения лицевого скелета [3]. Это обусловлено небольшим объемом разрушений исследуемой ткани и социальной значимостью проблемы: формированием эстетического дефекта, выраженным нарушением функций жизнеобеспечения (питания, дыхания, общения). Медленная консолидация повреждений усложняет регенерацию костной ткани. Создание системы прогнозирования осложнений остеогенеза в восстановлении переломов нижней челюсти становится важной задачей. Целью данного исследования стало динамическое исследование иммунологических показателей крови при нормальном и нарушенном остеогенезе с разработкой критериев прогнозирования осложнения.
Материалы и методы исследования. Изучение иммунологических показателей проведено у пациентов с повреждениями лицевого скелета (давность травмы составила в среднем – 12±3 суток) до и после стабильного остеосинтеза нижней челюсти в условиях фиксации аппаратом внешней фиксации. Диагноз установлен на основании клинико-рентгенологических критериев. В ходе ретроспективного анализа больные разделены на группы с нормальной (66 пациентов) и замедленной в условиях остеомиелита (17 человек) консолидацией костной ткани. Число лейкоцитов и популяционный состав клеток крови определяли с помощью гематологического анализатора Cеll Dyn 1700, реагенты и оборудование фирмы Abbott (USA). Определение субпопуляций лимфоцитов методом проточной цитофлюориметрии проводили, используя моноклональные антитела фирмы Beckman Coulter (USA). Детекцию лейкоцитов осуществляли, используя линейный дифференцировочный маркер CD45, количество Т-лимфоцитов устанавливали по экспрессии поверхностного CD3 и В-клеток - CD19. Активацию Т-лимфоцитов in vitro осуществляли фитогемагглютинином и оценивали в реакции торможения миграции лейкоцитов. Метаболическую активность нейтрофилов оценивали в реакции восстановления нитросинего тетразолия под действием перекисных радикалов. Способность нейтрофилов к киллингу определяли, используя данные цитохимического исследования клеток: активность миелопероксидазы – по Гренхему-Кноллю, уровень лизосомальных катионных белков цитоплазмы – в реакции с бромфеноловым синим. Содержание лактоферрина, иммуноглобулинов (Ig) основных классов, комплемента в сыворотке определяли методом двух-сайтового «сэндвич»-варианта иммуноферментного анализа на планшетах с использованием наборов реагентов «Лактоферрин-стрип» (фирма «Вектор-Бест», Новосибирск, Complement system MBL, Eurodiagnostica). Активность лизоцима оценивали гель-диффузионным методом по способности лизировать тест-культуру М.lysodeikticus. Содержание цитокинов (IL-1α, IL-8, TNF-α, IL-10 и рецепторного антагониста IL-1) определяли используя тест-системы ООО «Протеиновый контур», ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург), «Вектор-Бест» (Новосибирск), Cytoscreen фирмы BioSourse International (USA). Концентрацию острофазовых белков С-реактивного белка (СРБ)  и церулоплазмина определяли с использованием реагентов Abbott Diagnostics (USA). Статистическая обработка полученных данных проведена с использованием программ «Microsoft Office Excel 2007» и «Statistica for Windows v.6.1». Проверку гипотезы о нормальном распределении, а также о согласии ее с распределением генеральной совокупности выполняли с применением критерия χ2-Пирсона. Оценки полученных результатов проводили используя непараметрические методы. Значимость различий между выборками оценивали попарно, применяя критерий U – Манна-Уитни. При величине p<0,05 нулевая гипотеза (отсутствие отличий между выборками) отвергалась, и статистические различия между группами считались значимыми. 
Результаты исследования и их обсуждение. Для решения вопроса участия иммунологических реакций в восстановлении костной ткани изучали динамику основных лабораторных показателей, отражающих реакцию иммунной системы при нормальной консолидации повреждений нижней челюсти. До операции значения иммунологических параметров сравнивали с известными литературными данными.
1. Особенности иммунологических реакций при нормальной консолидации костной ткани
До операции наряду с небольшим увеличением относительного количества CD3+- и CD19+-клеток было обнаружено увеличение концентрации Ig А и Ig М последними. Наблюдалось также снижение активности кислородзависимых (тест с нитросиним тетразолием) и кислороднезависимых (катионные белки) механизмов киллинга, понижение концентрации сывороточного лизоцима. Основные обнаруженные изменения были обусловлены воспалительной реакцией, вызванной повреждением костной ткани при переломе нижней челюсти, которую оценивали на основании комплекса острофазовых протеинов. До операции, в частности, было выявлено повышение наиболее чувствительного СРБ с увеличением концентрации церулоплазмина и активности комплемента, что свидетельствовало о наличии острого воспалительного процесса. 
На 10 сутки после операции количество моноцитов увеличивалось на 27,8% (р<0,05) в сравнении с дооперационным уровнем, а через 1 месяц после операции на 13,8% (р<0,05) возрастало количество лимфоцитов, популяционный состав лимфоцитов не менялся. Известно, что признанным митогеном для оценки активности Т-системы является фитогемагглютинин. По данным нагрузочных тестов с фитогемагглютинином усиление функциональной активности было выявлено в раннем послеоперационном периоде, то есть на 3 – 10 сутки после операции, в этот же период отмечалось снижение концентрации Ig М на 37,9% (р<0,05) с последующим восстановлением его уровня в крови. В послеоперационном периоде также отмечалось повышение активности «ранних» механизмов киллинга: увеличение уровня лактоферрина на 51,6% (р<0,05) и подъем метаболической активности клеток на 83% (р<0,05). Со стороны гуморального иммунитета выявлено достоверное снижение активности комплемента на 27,7% (р<0,05) с последующим быстрым восстановлением к 10 суткам, что, по-видимому, было связано с его участием в развитии воспалительной реакции. 

В связи с тем, что в регуляции иммунологических реакций важную роль играли не только клеточные и гуморальные реакции, но и отмечалось изменение активности низкомолекулярных пептидов (цитокинов), была изучена динамика некоторых из них. В частности, было установлено, что в послеоперационном периоде наблюдалось повышение концентрации IL-1α (р<0,05), активатора начальных этапов иммунного ответа, что, по всей видимости, определяло развитие и протекание большого числа иммунологических реакций при восстановлении костной ткани. Одновременно с этим, было выявлено повышение концентрации рецепторного антагониста IL-1 – IL-1ra, который ограничивал развитие системной воспалительной реакции. Концентрации IL-1α и IL-1ra увеличивались соответственно в 28,4 раза и 17,3 раза к 10 суткам наблюдения в сравнении с дооперационными значениями. Похожая динамика была характерна и для TNF-α (р<0,05), обладающего сходными с IL-1α флогогенными свойствами. На 10 сутки отмечалось достоверное увеличение уровня еще одного фактора воспаления – IL-8, концентрация которого в крови увеличивалась в 9,7 раза в сравнении с дооперационными значениями. Вместе с тем, в период активации наблюдаемых процессов было выявлено снижение концентрации IL-10, являющегося фактором, угнетающим синтез большей части цитокинов. Его концентрация в сыворотке снижалась более, чем в 100 раз. Воспалительная реакция при нормальной регенерации костной ткани имела небольшую активность и продолжительность.   

Известно, что регенерация костной ткани складывается из нескольких последовательно сменяющихся стадий: воспаления, пролиферации остеобластов, коллагеногенеза и оссификации. В нашем случае дополнительные исследования проводили через 3 месяца после операции, на последнем этапе стационарного наблюдения, когда аппарат был демонтирован, репаративная регенерация завершалась, костная ткань была сформирована, нижняя челюсть функционировала в обычном режиме. К моменту формирования функционально полноценной кости иммунологические показатели находились в пределах нормальных значений.    

Другая часть обследованных больных – 17 человек – была с остеомиелитом. У них на основании клинико-рентгенологических данных детектирована замедленная консолидация костной ткани нижней челюсти, которая наступала в 1,5 раза позднее, чем при нормальной регенерации (р<0,05). 

2. Особенности реакции крови при замедленной консолидации нижней челюсти   

В этой группе людей до операции были выявлены отличия иммунологических показателей от данных, полученных при обследовании пациентов с нормальной консолидацией костной ткани, не осложненной остеомиелитом. В изучаемой когорте больных популяция моноцитов была снижена на 59,3% (р<0,05). Отмечалось достоверное ослабление механизмов бактерицидной активности – уровень лактоферрина был снижен в 3,5 раза (р<0,05) и составлял только 33,6% в сравнении с нормальными значениями; те же данные были установлены и для активности комплемента – 30,2% от нижней границы нормы и ниже в 4,2 раза (р<0,05), чем в группе с нормальной регенерацией костной ткани. Повышенная концентрация Ig М на 37,4% (р<0,05), превышала нормальные значения на 49%. Интересно, что концентрация рецепторного антагониста IL-1ra была ниже концентрации IL-1α, что не отмечалось у больных с нормальной консолидацией костной ткани. Уровень IL-8 был снижен в 1,8 раза (р<0,05) в сравнении с данными больных при неосложненном остеогенезе. 

Послеоперационный период характеризовался активацией лейкопоэза. Возможно, такое изменение количества Т-клеток в раннем послеоперационном периоде привело, в конечном итоге, к нарушению регенерации костной ткани, поскольку известно, что как путем выработки INF-γ, так и через простагландиновый механизм эти клетки участвуют в ингибировании разрушения костного вещества и образования остеокластов. Снижение относительного количества CD19+-клеток на 55,6% (р<0,05) наблюдалось несколько позже – на 10 сутки. 

Важные изменения выявлены со стороны показателей, характеризующих фагоцитарную активность нейтрофилов. Усиление реакций было отмечено на 3 сутки после операции, когда спонтанная и стимулированная продукция перекисных радикалов нейтрофилами превосходила значения в контрольной подгруппе в 1,6 – 1,7 раза (р<0,05). Можно предполагать также, что изменения в системе нейтрофильных фагоцитов в крови отражают процессы, происходящие в костной ткани. Интересным для изучения представлялась динамика содержания лактоферрина на этапах консолидации костной ткани. Как отмечалось ранее, до операции уровень этого метаболита был значительно снижен. В связи с тем, что лактоферрин обуславливает пролиферацию остеобластов и рост кости, не исключается, что понижение уровня лактоферрина в крови также является одной из причин замедленной регенерации костной ткани. В дальнейшем, после операции, содержание лактоферрина было всегда достоверно ниже у больных с нарушенным остеогенезом в сравнении с пациентами, у которых сращение костной ткани проходило в обычные сроки. 

Замедленное формирование костной ткани сопровождалось достоверным, на 72%, увеличением уровня Ig М. Воспалительная реакция характеризовалась выраженной динамикой медленнореагирующих острофазовых белков. В частности, концентрация церулоплазмина на 3 сутки после операции была выше в 1,9 раза (р<0,05), чем у больных с нормальной регенерацией костной ткани. Функциональная активность Т-клеток на протяжении всего периода наблюдения была выше в 2 – 3,3 раза (р<0,05), чем у больных с нормальной консолидацией, при этом она превышала нормальные значения в 1,5 раза. Активность катионных белков и миелопероксидазы была выше соответственно на 33,6% (р<0,05) и в 3,1 раза (р<0,05), а концентрация лизоцима достоверно снижена в 5,4 раза. Динамика цитокинов также отличалась: на 3 сутки после операции значительно, а именно более, чем в 11 раз (р<0,05), возрастала концентрация IL-1α, одного из стимуляторов остеокластов, однако сходные изменения наблюдались и у больных с нормальной регенерацией костной ткани. Скорее всего, в нарушении регенерации важную роль играло соотношение между уровнем IL-1α и IL-1ra после операции (на 10 сутки), когда у больных с нормальной консолидацией костной ткани оно было равным, а при замедленной – уровень IL-1ra был почти в 2 раза ниже концентрации IL-1α. 

Через 1 месяц, когда в другой подгруппе регенерация костной ткани завершилась, у пациентов с замедленной консолидацией она находилась в стадии коллагеногенеза. Особенности динамики иммунологических показателей были следующими. Количество нейтрофилов и лимфоцитов было снижено соответственно на 23% (р<0,05) и 21% (р<0,05) в сравнении с нормальной регенерацией костной ткани. Выявлены признаки угнетения гуморального иммунитета – уровень Ig A был ниже на 35,3%(р<0,05), концентрация Ig M и Ig G – в 2 раза (р<0,05) в сравнении с результатами у больных при нормальной регенерации костной ткани. Через 1 месяц после операции уровень рецепторного антагониста IL-1 был выше концентрации IL-1α, а содержание TNF-α было увеличено в 2,5 раза (р<0,05), при этом функциональная активность СD3+-клеток, как уже упоминалось, была повышена в 8,3 раза (р<0,05).    

Интересно, что в условиях, когда регенерация костной ткани уже завершилась (через 3 месяца после операции) лабораторные показатели, отражающие увеличение костной массы – уровень лактоферрина, популяция Т-клеток – остаются сниженными соответственно на 40,5% (р<0,05) и на 23,4% (р<0,05), а обуславливающие разрушение – TNF-α – продолжают сохраняются в высоких концентрациях – уровень TNF-α был увеличен в 4,2 раза (р<0,05). 
Проведенное исследование позволило разработать критерии прогнозирования замедленной консолидации костной ткани в лечении повреждений нижней челюсти. 
Выводы:

1. Сравнительное изучение динамики иммунологических показателей при нормальном и нарушенном остеогенезе нижней челюсти позволяет установить критерии замедленной консолидации костной ткани.

2. Иммунологическими критериями прогнозирования замедленного остеогенеза нижней челюсти являются: до операции – увеличение уровня Ig М и снижение концентрации СРБ, в раннем послеоперационном периоде – увеличение количества лейкоцитов, концентрации TNF и Ig М, а также снижение числа CD3+ клеток.
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