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Влияние микроструктуры костной ткани по данным атомно-силовой микроскопии на результаты хирургического лечения больных с переломами проксимального отдела плечевой кости. 
Резник Л.Б., Конев В.П., Лифанов А.В.
ФГБОУ ВО ОмГМУ Минздрава России. 644099, г. Омск, ул. Ленина, 12.

Аннотация. 
Переломы проксимального отдела плечевой кости составляют примерно 10% от всех переломов у пациентов старше 65 лет [1]. Значительная часть этих переломов обусловлена остеопорозом, который является ключевой причиной в 13.6% - 13.9% случаев [5].. В последние годы отмечается расширение показаний к хирургическому лечению  переломов проксимального плеча 6,7. Однако, современные принципы оперативного лечения таких переломов не учитывают индивидуальных особенностей кости, в то время как качество кости является ключевым вопросом стабильности остеосинтеза. В этом разрезе продолжается обсуждение вопроса о вкладе кортикальной и спонгиозной кости в итоговый потенциал механической прочности [6]. Кроме степени минерализации, биомеханические свойства кости зависят от размеров кристаллов и прочности их фиксации к матрице, количества и типа связывающего матрицу коллагена, процента содержания в ней белков и жиров, а также от размера и формы самой кости, её микроархитектоники, пористости и структурной морфологии, степени анизоторопии [3]. Поэтому современные методы оценки состояния кости, включая рентгенографию, компьютерную томографию и DEXA, не обеспечивают полной информации в отношении хирургической прочности кости [6]. Возможность оценки микроструктуры кости позволит прогнозировать биомеханические параметры матрикса, включая его строение и взаиморасположение волокон коллагена,  появляется  при использовании метода сканирующей атомно-силовой микроскопии (atomic force microscopy или scanning force microscopy) [4]. Методика позволяет проводить исследование состояния кости в микронном диапазоне  (с увеличением до 1:1 000 000 раз) с оценкой объемного пространственного расположения компонентов органического и минерального матрикса, включая «упаковку» коллагеновых волокон и их соотношение, получать 3D изображение участков кости [7].Структура костной ткани при этом сохраняется. Сравнительная оценка результатов этих исследований для костей с остеопорозом различной степени позволяет уточнить характер взаимоотношений органического и минерального субстрата, прогнозировать стабильность фиксации и выбор металлоконструкций в кости при проведении остеосинтеза. 

Цели исследования:
Провести сравнительную оценку строения костной ткани у больных с переломами хирургической шейки плеча на фоне остеопороза методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) для определения эффективности проводимого хирургического лечения. 
Задачи исследования:
1. На микроструктурном уровне изучить состояние костной ткани у пациентов с переломами хирургической шейки плеча на фоне остеопороза различной степени выраженности

2. Разработать критерии сравнения состояния коллагена у больных с различной степенью остеопорозом по результатам АСМ.
3. Провести рентгенологическую оценку процесса консолидации у больных с различным состоянием коллагенового матрикса по данным АСМ и исходов остеосинтеза переломов хирургической шейки плеча.
Материалы и методы исследования.

В исследование были включены 12 женщин и 3 мужчин в возрасте от 63 до 84 лет с переломом хирургической шейки плеча типа 11А 2-3, 11В 1-3 на фоне остеопении – 6 больных (Т – критерий от – 1,5 до – 2,4) , и системного остеопороза (Т – критерий ≤– 2,5) – 9 больных. Предоперационное обследование включало рентгенографию в двух проекциях в цифровом формате на аппарате «Italray 200» с последующим рентгенологическим контролем 1 раз в 2 месяца.  Всем больным выполнялась остеоденситометрия на аппарате «Lunar».  Остесинтез выполнялось передним междельтовидно-пекторальным доступом. Для фиксации перелома использовались пластины с угловой стабильностью винтов (Рис. 1). Биопсии выполнялись больным в ходе остеосинтеза и повторно при удалении металлоконструкции (через 24- 26 недель после остеосинтеза) с использованием биопсийной фрезы (рис.2). Размеры полученного биоптата составили 5 мм в диаметре, длиной до 4 см (рис.3). После обработки биоптатов выполняли световую (× 6,5 раз) и атомно-силовую микроскопию контактным методом на аппарате  FemtoScan в режиме Hight (×10 6). На основе полученных данных о структуре кости проводился анализ результатов остеосинтеза в аспекте стабильности имплантатов и консолидации перелома. 
Полученные результаты: 
В группе наблюдения у 4 пациентов по данным рентгенографии консолидация перелома наступила в сроки до 2 месяцев. По результатам остеоденситометрии у этих пациентов отмечалась остеопения ( Т критерий  -1,5- -2,4).  У 6 больных с остеопорозом (Т – критерий ≤ – 2,5) было отмечено замедление рентгенологической консолидации, которая была достигнута к сроку 3,5 – 4 месяца. У 3 больных с различными показателями Т – критерия отмечено развитие асептического некроза головки плеча, и в дальнейшем им выполнялось эндопротезирование плечевого сустава, и у 2 больных с остеопенией отмечено формирование ложного сустава, что потребовало повторного оперативного вмешательства. 
Сравнение результатов световой и атомно-силовой микроскопии у больных с остеопорозом выявило разряжением костных балок при увеличении  (×6,5) и выраженно неравномерную структуру коллагенового матрикса кости у этих больных (рис.4). 
При рентгенологической оценке качества костной мозоли отмечено, что в условиях адекватного остесинтеза происходит нормализация оптической плотности кости в зоне консолидации (рис 5 -6).
Сопоставление данных АСЛ с данными остеоденситометрии показывает, что у больных с показателями Т – критерия  от-1,0 до -2,5  фиксированные и контрастированные фибриллы коллагена выглядят поперечно исчерченными с периодом 20 нм, который включает одну тёмную и одну светлую полоски, с диаметром в среднем 70 нм,  расположены разнонаправленно (рис.7). Между продольно ориентированными коллагеновыми волокнами определялись волокна, имеющие другое, диагональное, направление, образуя структуру крест-накрест. На фоне волокон образующих пучки, визуализировались отдельные волокна различной ориентации, контактирующие с этими пучками. Все волокна имели характерную упорядоченную (через равные промежутки) поперечную исчерченность в виде перетяжек, создающих локальное циркулярное сужение волокна, как-бы сохраняющих объем волокна. При 3D визуализации собранные пучки волокон напоминали строение каната (троса) с продольной ориентацией.
При снижении Т-критерия ниже -2,5 до 20% фибрилл коллагена 1 типа практически полностью лишены поперечной исчерченности, имеют больший диаметр и упакованы продольно. По своей форме фибриллы коллагена были приближены к овальной, имеется распластанность волокон, несмотря на сохранение поперечных и циркулярного сужения волокна (рис.8). При этом, у лиц с остеопорозом наблюдаются значительное варьирование длины и поперечника коллагеновых волокон, с увеличением поперечного размера волокон до 100нм (в среднем 90нм), увеличением периода поперечных полос и уменьшением их ширины, а также разволокнение пучков за счет уменьшения площади контакта между волокнами, что нарушало их упорядоченность (рис.9-10). У 2 пациентов с ложными суставами и миграцией металлоконструкций отмечена выраженная разволокненностью коллагена при анализе результатов АСЛ. 

Оценка микроструктуры костной ткани у больных с консолидацией переломов подтвердила гипотезу о высокой степени упорядоченности коллагеновых волокон в костной такни даже при наличии снижения минеральной плотности кости по данным остеоденситометрии. У 9 больных этой группы фибриллы коллагена I типа имели толщину до 80 нм, с выраженной поперечной исчерченностью. В то же время у больных с ложными суставами шейки плеча в биоптатах при проведении реостеосинтеза колагеновые волокна разрыхлена, утолщены, расположены беспорядочно. Так, анализ результатов оценки состояния кости больной Я.73 лет, с переломом проксимального отдела плечевой левой кости, где отмечена миграция металлоконструкций и формирование ложного сустава на фоне остеопороза (Т-критерий -2,5) (рис. 11), показывает определенные закономерности. Данные биопсии, полученные при выполнении реостесинтеза системой БИОС (рис. 12) выявили нарушения структуры упаковки и разрыв связей между фибриллами коллагена в кости проксимального плеча (рис.13).
Обсуждение полученных результатов. Среди причин возникновения и неудач остеосинтеза проксимального плеча остеопороз остается одной из ведущих. Многие исследователи указывают, что миграция металлоконструкций и неудовлетворительные результаты формирования костного регенерата связаны с низкой минеральной плотностью костной ткани. При этом структура костной ткани вообще, и коллагенового матрикса в частности, не подвергалась микроструктурному анализу в условиях остеопороза и остеопении различной степени выраженности. Проведенный нами анализ показывает, что в нормальной кости, даже при снижении МПК (остеопении), упорядоченная (через равные промежутки) поперечная исчерченность коллагена в виде перетяжек, создающая локальное циркулярное сужение волокна, как-бы удерживающее объем волокон, а также продольная ориентация пучков волокон, напоминающая строение каната (троса), повышает сопротивляемость кости к растягивающим и ротационным нагрузкам, обеспечивает достаточную фиксацию металлоконструкций «стягивающим» действием пучков коллагена. В то же время нарушение организации коллагена у лиц с остеопорозом, проявляющееся изменениями в порядке упаковки волокон в компактном и губчатом веществе кости в единице объема, сопровождающееся нарушением монотонно- направленной компоновки коллагена и изменениями минерализации органического матрикса, вызывает ослабление кости к ротационно-компрессионным нагрузкам и повышает риск миграции металлоконструкций и нарушения консолидации при выполнении остеосинтеза переломов проксимального отдела плечевой кости. Важным отличием в структуре кости у пациентов с остеопенией и остеопорозом является увеличение размеров, поперечной исчерченности и монотонность упаковки коллагеновых фибрилл, что, по-видимому, имеет прямую взаимосвязь с изменениями структуры и качества минерального матрикса в единице объема кости. При анализе частоты миграции металлоконструкций у больных со снижением Т-критерия в интервале до -2,5 мы не обнаружили прямой зависимости между снижением МПК и частотой миграции металлоконструкций, что может быть объяснено ролью коллагенового матрикса. Таким образом, улучшение результатов лечения переломов проксимального отдела плеча с учетом данных рентгенологического обследования и анализа микроструктуры кости с использованием АСМ, основано на совершенствовании систем для остеосинтеза с внедрением упруго-деформируемых материалов, обладающих одновременно эластичностью и способностью к объемной динамической фиксации.
Выводы: 
1. При исследовании костных биоптатов проксимального плеча с использованием метода атомно-силовой микроскопии выявлены закономерности пространственной организации упаковки волокон коллагена в пучки, структура которых меняется в зависимости от степени выраженности остеопороза.
2. Результаты хирургического лечения больных с переломами хирургической шейки плеча на фоне остеопороза зависят не только от характера перелома и степени выраженности остеопороза, но также и от типа строения коллагенового матрикса кости.
3. При снижении минеральной плотности костной такни происходит изменение формы волокна коллагена I типа за счет увеличения степени его распластанности, разволокнения и уменьшения поперечной исчерченности, а в пространственной организации уменьшаются свободные пространства между пучками коллагена.
4. Существует возможность улучшения результатов остеосинтеза перелома хирургической шейки плечевой кости у больных с остеопорозом на основе учета строения кости на базе данных атомно-силовой микроскопии путем подбора конструкций с возможностями объемной и динамической фиксации.
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	Рис. 1 Остеосинтез пластиной с угловой стабильностью винтов.
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	Рис.2 Фреза для биопсии
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	Рис. 3 Образец биопсийного фрагмента
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	Световая микросокпия. Ув. 6,5
	АСМ. Препарат губчатой кости. Увеличение в 106

	Рис.4 Состояние костной ткни больной Н. Т-критерий -3,
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	Рис.5  Рентгенограмма больной  Н. T-критерий -3,0. Остеосинтез плечевой кости пластиной с УСВ.
	Рис.6 Рентгенограммы больной Н через 6 месяцев. Пластина удалена. Консолидация перелома.
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	Рис.7. Больная Н. Атомно-силовая микроскопия препарата плечевой кости
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	Рис.8. Состояние кости. Снижение высоты и толщины фибрилл коллагена
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	Рис.9 Разволокнение пучков коллагена  за счет уменьшения площади контакта между волокнами. Т-критерий -3.Ув.106
	Рис.10 Варьирование длины и поперечника коллагеновых волокон, с увеличением  поперечного размера волокон до 100нм  Ув.106


	[image: image12.jpg]



	[image: image13.jpg]



	[image: image14.jpg]3000 '\— A .)
2400
q 200
1800
.
1200 -
"
600
-
—
0 D 0

0 600 1200 1800 2400 3000 nm






	Рис.11 Больная Я. Ложный сустав перелома проксимального плеча. Миграция конструкции. Т-критерий -3. 
	Рис.12. Больная Я. Реостесинтез перелома проксимального отдела плеча системой БИОС. 
	Рис.13 Результаты АСМ биопсии кости при реостесинтезе. Разволокнение и спонтанное расположение пучков коллагена.  Ув.106 
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