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Введение:

 Течение раневого процесса при тяжелых открытых переломах длинных костей часто осложняется не только проблемами с мягкими тканями и инфекционными осложнениями, но и замедленной консолидацией переломов, а также формированием псевдоартрозов (ложных суставов).

 Простагландины (Pg) – это биологически активные липиды, которые являются производными арахидоновой кислоты. Молекулы простагландинов содержат 20 атомов углерода. В зависимости от строения цикла, характера заместителей, количества и положения двойных связей различают несколько типов простагландинов: А, В, С, D, Е, F, G, H, I и J. Простагландины являются медиаторами с выраженным физиологическим эффектом. Строго говоря, являются гормонами, но, как правило, классифицируются отдельно. В малых концентрациях (около1 мкг/г) присутствуют почти во всех органах, тканях и биологических жидкостях высших животных. Влияют на артериальное давление, подавляют секреторную функцию желудка, влияют на железы внутренней секреции (щитовидную железу и др.), водно-солевой обмен (изменяют соотношение ионов Na+ и К+), на систему свёртывания крови (снижают способность тромбоцитов к агрегации) и др. Однако многие имеющиеся сейчас сведения о простагландинах все же довольно противоречивы или недостаточны, но это возбуждает еще больший интерес к простагландинам у самых разных исследователей. Наибольшее распространение в медицине имеют препараты простагландина Е1 (далее - ПГЕ1).  
[image: image1.png]



Рис.1.Строение молекулы простагландина Е1.

(цифра после буквы Е указывает на количество двойных связей в молекуле).

ПГЕ1 имеет довольно широкое фармакологическое действие. Он эффективно снижает активность тромбоцитов, их агрегацию, т.е. склеивание между собой с образованием тромбоцитарного тромба, секрецию продуктов дегрануляции тромбоцитов, синтез тромбоксана, субстанций, стимулирующих агрегацию. В исследованиях in vivo [1;2], например, показаны эти свойства, проявляющиеся в удлинении жизненного цикла тромбоцитов и уменьшении способности тромбоцитов, помеченных радиоизотопным методом,  к образованию тромбоцитарного тромба и присоединению к коллагену субэндотелия  на атеросклеротических бляшках в бедренной артерии.

ПГЕ1 ингибирует активацию гранулоцитарных лейкоцитов (нейтрофилов) [3] . Это проявляется в снижении высвобождения лизосомальных ферментов и медиаторов хемотаксиса (направленного движения клеток вдоль градиента концентрации химического реагента).

Также ПГЕ1 обладает очень сильными вазодилаторными [4] свойствами (расширяет сосуды). Как следствие улучшается кровоток, и снижается риск возникновения ишемии тканей и органов. Степень вазодилатации зависит от размера сосуда и дозы ПГЕ1.

Кроме того  ПГЕ1 увеличивает фибринолитическую активность крови [5] путем стимуляции активатора плазминогена.
ПГЕ1 влияет на метаболизм липидов: ингибирует биосинтез стерола, холестерина и ланостерола. При этом уровень холестерина в крови резко снижается. Основной патогенетический механизм атеросклероза включает в себя увеличение пролиферации гладкомышечных клеток и усиленный синтез межклеточного вещества. ПГЕ1 снижает число митотически активных гладкомышечных клеток в экспериментах как на живых людях (in vivo), так и на препаратах (in vitro), тем самым снижая пролиферацию.
Эти клинические эффекты позволяют с успехом использовать препарат для терапии хронических облитерирующих (т.е. обусловленных закупоркой сосудов) заболеваний артерий в III и IV стадиях.
Также описаны случаи «не традиционного» применения ПГЕ1:

Сузуки с соавторами [7], выполняя эксперименты на кроликах, исследовали кровоток в пересаженных хвостовых лоскутах. Внутривенное введение ПГЕ1 в дозе 3 мкг/кг/ч привело к значительному увеличению кровотока по сравнению с группой плацебо. Большая доза в 20 мкг/кг/ч привела к уменьшению кровотока в тканевых лоскутах. Во второй части исследования определяли время выживания лоскута, как функции поверхности лоскута. Это исследование выявило значительную разницу в улучшении микроциркуляции между группой с препаратом и группой плацебо. 

Шенг-Моу Хоу [8] использовал ПГЕ1 в хирургии реплантации конечности. Проводили 2-часовые инфузии дважды в день в течение 7 дней, используя дозу 40 мкг при растворении в 500 мл глюкозы или растворе глюкозы-хлорида натрия. Васкуляризация (формирование новых кровеносных сосудов) после пересадки свободной ткани зависела от силы сосудистых анастомозов. В исследование вошли 24 микрохирургических случая, в которых ПГЕ1 использовали после операции для предотвращения тромбоза. Был зафиксирован высокий процент (94%) успешных реплантаций конечности.

 Фукуи [9] с соавторами реплантировали 428 верхних конечностей. Кроме других веществ, они использовали внутриартериальные инфузии ПГЕ1 в дозе 40 мкг после операции в течение 10 дней для предотвращения тромбоза. При этом отмечено значительное уменьшение числа тромбоцитов, уровня фибриногена и антитромбина III (белковый фактор, способствующий угнетению свертывания крови). Протромбиновое время, парциальное время тромбопластина, время свертывания также резко уменьшились, хотя при этом оставаясь в пределах нормы. В общем действие ПГЕ1 при этих микрохирургических вмешательствах было оценено как благоприятное. 

Это позволило предположить о возможности применения ПГЕ1 в качестве препарата улучшающего микроциркуляцию тканей у пациентов с открытыми переломами длинных костей сопровождающихся обширным повреждением мягких тканей. А также, как стимулятора регенерации костной ткани.

В клинических условиях невозможно оценить влияние препарата ПГЕ1 на течение патологического процесса из-за комплексного подхода в лечении пациентов с тяжелыми открытыми переломами конечностей и широкого арсенала используемых средств. Поэтому было решено экспериментально изучить влияние ПГЕ1 на консолидацию перелома и течение раневого процесса.
 Цель: 

Экспериментально изучить влияние простагландина Е1 на регенерацию костной ткани в модели перелома большеберцовой кости кролика.
 Задачи: 

1. В экспериментальных условиях сравнить регенерацию костной ткани в модели перелома большеберцовой кости кролика у животных основной группы под влиянием ПГЕ1 и животных контрольной группы.

 2. Сравнить результаты лечения ткани в модели перелома большеберцовой кости кроликов основной и контрольной групп.

Гипотеза: У животных, получающих препарат ПГЕ1, мы будем наблюдать ускоренную консолидацию переломов, не сопровождаемую процессами воспаления мягких тканей,  и формирование относительно большей костной мозоли, нежели у животных контрольной группы.

Материалы и методы
В рамках эксперимента нами было исследовано 2 группы самцов кроликов (Oryctolagus cuniculus) по 7 особей в каждой, что обеспечило статистическую достоверность результатов. 
Состав групп был определен случайной выборкой.  Возраст животных не превышал 2-х лет, вес 3-5 кг. Животные были предоставлены и содержались в стандартных условиях вивария РГМУ.

В силу трудностей ухода за операционной раной у животных и трудностей фиксации костных отломков чрескостными фиксаторами в лабораторных условиях, для эксперимента была выбрана модель малоинвазивного перелома диафиза большеберцовой кости с последующей внутрикостной фиксацией штифтами Богданова, предложенная Сахно Н.В. [10].
В течение самой операции мы ассистировали и внимательно наблюдали за ее ходом. Непосредственная же работа с моделированием перелома выполнялась нашим научным руководителем, как специалистом в области травматологии.

Для вводного наркоза использовали Кетамин 50 мг/кг подкожно. После погружения животного в сон, производилась подготовка операционного поля: стрижка и бритье задней конечности, устанавливался внутривенный катетер на случай необходимости продления анестезии. 

После обработки рук хирурга и задней конечности животного растворами антисептиков (кожный антисептик Лизанин) в проекции собственной связки надколенника производился кожный разрез, длиной до 0,5 см. Шилом вскрывался костномозговой канал большеберцовой кости. По передней поверхности средней трети голени (в проекции места предполагаемого перелома) производился разрез длиной до 0,5 см, обнажался диафиз большой берцовой кости. Сверлом диаметром 3 мм во взаимно перпендикулярных направлениях под углом 90 градусов к диафизу кости формировались 3 канала. Затем механическим нажатием производился перелом кости. Внутрь кости через получившиеся проксимальный и дистальный отломки вводили 2 штифта Богданова, что обеспечивало наибольшую стабильность отломкам, минимизировало болевые ощущения в послеоперационном периоде и позволяло сохранить опороспособность конечности животного. После остановки кровотечения 3% раствором перекиси водорода, кожные раны ушивались наглухо, конечность обрабатывалась кожным антисептиком Лизанином. Асептические повязки на раны не накладывались.

После выхода из наркоза животные содержались в стандартных условиях вивария РГМУ. В ограничениях пищи и воды животные не нуждались. Всем животным после операции один раз в сутки вводили растворы димедрола из расчета 3,0 мг/кг массы тела и анальгина (0,03 г/кг) в течение 4 дней.

Основной группе животных в течение 10-ти дней (включая день операции) нами подкожно вводился Вазапростан 5 мкг/кг/сут. Обеим группам животных на 10, 20 и 30 дни выполнялись рентгенограммы оперированной конечности для оценки динамики формирования костной мозоли. 
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Рис.2. Рентгеновские снимки оперированной конечности у животного из контрольной группы на 10 день после операции.
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Рис.3. Рентгеновские снимки оперированной конечности у животных из основной  группы на 10 день после операции.
На 30 день после операции животные выводились из эксперимента передозировкой наркозных препаратов. После чего забирался макропрепарат костной мозоли большеберцовой кости для гистологического исследования. Утилизация гистологического материала производилась специалистами в соответствии с принятыми стандартами. Рентгенологические исследования проводили мобильным рентгеновским аппаратом «Арман» ТУ 25-06 2565-85 при экспозиции 40-50 КV, 10 мс и фокусном расстоянии в 40-60 см. 

Гистологическое исследование проводилось соответствующими специалистами.

Для последующего морфологического исследования материал фиксировали в 10% нейтральном растворе формалина, затем декальцинировали в 12% растворе азотной кислоты, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и заливали в парафин. Микротомом нарезали препараты толщиной 10 мкм, окрашивали гематоксилином и эозином, а так же по Ван-Гизону и изучали в светооптическом микроскопе. На срезах определяли объем и состав костных мозолей, объем хрящевой ткани и объем новообразованной кости, после чего рассчитывать коэффициент утолщения по формуле: диаметр костной мозоли/диаметр нативной кости.
Результаты

Основываясь на наблюдениях, в первую очередь стоит отметить, как развивались события с момента начала и до окончания эксперимента, и какие визуальные данные были получены.

Во-первых, у животных основной группы на 10 день эксперимента были выявлены признаки формирования костной мозоли (на снимках это – зона небольшого потемнения в районе перелома, см. рис.3, а также исчезновение патологической подвижности конечности). У кроликов контрольной группы признаки формирования костной мозоли на 10 день выявлены не были (см. рис. 2), они были выявлены лишь на 20 день эксперимента.

Во-вторых,  у всех животных основной группы (им кололи препарат ПГЕ1) на 30 день наступила полная консолидация перелома, инфекционных осложнений не было.

 В-третьих, у одного животного контрольной группы на 30 день эксперимента консолидации перелома не наступило.

В-четвертых, в контрольной группе у 2 животных развилось тяжелое нагноение мягких тканей поврежденного сегмента, признаков консолидации перелома и формирования костной мозоли не было. Животные выведены из эксперимента на 20 день.

Ниже, в таблицах приведены результаты гистологического исследования.
	№ животного

По порядку
	           Основная группа
	№ животного по порядку
	    Контрольная группа

	
	Диаметр кости, мм
	Диаметр костной мозоли, мм
	
	Диаметр кости, мм
	Диаметр костной мозоли, мм

	1
	8,7 
	16,5 
	1
	8,6 
	15,2 

	2
	8,8 
	19,4 
	2
	8,3 
	15,3 

	3
	8,2 
	16,7 
	3
	8,7 
	15,2 

	4
	9 
	17,4 
	4
	8,8 
	15,1 

	5
	7 
	16,4 
	5
	Консолидации перелома не наступило

	6
	8,5 
	18,1
	6
	Тяжелое нагноение. Выведен из эксперимента на 20 день. Костной мозоли нет.

	7
	8,8 
	17,5 
	7
	Тяжелое нагноение. Выведен из эксперимента на 20 день. Костной мозоли нет.


Таблица 1. Данные, полученные в результате гистологического исследования.

	№ животного по порядку
	Основная группа
	Контрольная группа

	1
	1,9
	1,77

	2
	2,2
	1,84

	3
	2,04
	1,75

	4
	1,93
	1,72

	5
	2,34
	Консолидации перелома не наступило

	6
	2,13
	Появилось тяжелое нагноение. Выведен из эксперимента на 20 день. Костной мозоли нет.

	7
	1,99
	Появилось тяжелое нагноение. Выведен из эксперимента на 20 день. Костной мозоли нет.

	Среднее значение
	2,08
	
	1,77


. 
Таблица 2. Коэффициент утолщения (диаметр костной мозоли/диаметр нативной кости)

Представленные выше данные нельзя считать параметрическими, поскольку выборка довольно мала, а распределение нельзя считать нормальным, в силу того, что по той же причине мы не можем этого утверждать.

Исходя из этих соображений, мы применили к полученным данным непараметрические тесты: тест Вилкоксона для зависимых переменных и тест Манна-Уитни для независимых. Статистические тесты мы проводили в программах R (R Development Core Team, 2010) и Statistica (StatSoft Statistica 7.0.61.0, 2006).  В качестве критического значения статистической ошибки первого рода мы взяли величину p-value = 0,05. 
Ниже мы приводим диаграммы сравнения тех или иных величин:
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По оси у – диаметр в мм
Диаграмма 1. Диаметр нативной кости у животных основной (1) и контрольной (2) групп.
На диаграмме 1 представлено сравнение диаметров диафизов костей в месте перелома до операции. Как видно из этой диаграммы, эти значения практически равны, а медианы примерно равны (p=0,9).
[image: image6.jpg]arg

Moson 1

onu, 2 - rouTpons

pe0.005007
——"]
o i
+ = [ zswass
T i

2




По оси У – диаметр в мм

Диаграмма 2. Диаметр костной мозоли на 30 день после операции у животных основной (1) и контрольной (2) групп.

На диаграмме 2 представлено сравнение диаметров костных мозолей в месте перелома через 30 дней после операции. Как видно, у животных основной группы диаметр костной мозоли достоверно больше, чем у животных контрольной (p=0.008, статистический тест Манна-Уитни). Также, видно, что значения основной и контрольных групп не пересекаются. Это показывает, насколько значима разница между значениями.
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Диаграмма 3. Коэффициент утолщения кости (диаметр костной мозоли/диаметр кости) на 30 день после операции у животных основной (1) и контрольной (2) групп.

На диаграмме 3 представлено сравнение коэффициентов утолщение костей (отношение диаметра костной мозоли к диаметру кости). Здесь видно, что коэффициент утолщения достоверно выше у животных основной группы (p=0.008151, тест Манна-Уитни), что является прямым следствием из диаграмм 1 и 2. 
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Диаграмма 4. Основная группа. Диаметр кости до операции (1) и диаметр костной мозоли через 30 дней после операции  (2). По оси у – диаметр в мм
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Диаграмма 5. Контрольная группа. Диаметр кости до операции (1) и диаметр костной мозоли через 30 дней после операции (2). По оси у – диаметр в мм.

На диаграммах 4 и 5 представлено сравнение диаметров костей и костных мозолей в основной (диаграмма 4) и контрольной группах (диаграмма 5). Нами был выполнен Тест Вилкоксона, поскольку переменные эти зависимы. Для основной группы тест показал, что достоверное различие непараметрических данных присутствует (p-value=0,01563, что ниже критического значения), для контрольной группы достоверность различия данных также подтвердилось (p-value=0,0294).
Также, мы исследовали данные о 2 случаях нагноения в контрольной группе. Нами был проведен тест хи-квадрат для того, чтобы проверить, случайно ли произошли два случая нагноения в контрольной группе, или нет. Взаимосвязи найти между введением Вазапростана и присутствием нагноения не удалось (p-value=0,18).
Обсуждение
 Как видно из наших результатов, диаметр костных мозолей у животных основной группы заметно больше, чем у животных контрольной.
Кроме того, если посмотреть на диаграмму 3 (Коэффициент утолщения кости (диаметр костной мозоли/диаметр кости)), можно убедиться, что с высокой достоверностью значения коэффициентов для основной и контрольной групп не перекрываются. Это говорит о том, что действие препарата не осталось бесследным, а эффект, достигнутый при его применении, не может быть достигнут организмом животного самостоятельно. Из диаграммы 2 можно увидеть, что диаметры мозолей у животных контрольной группы оказались практически одинаковыми (что говорит о естественной стабильности срастания кости) и намного меньше диаметров мозолей у животных основной группы (которые, в свою очередь, показали довольно большой разброс по значениям, что показывает, правда, менее стабильный, но все же значительный эффект относительно контрольной группы). Диаграммы 4 и 5 наглядно демонстрируют разность между выборками диаметров нативной кости и мозоли у животных из основной и контрольной групп.

Так как эти результаты достоверны, можно говорить о том, что гипотеза, выдвинутая в начале работы, подтвердилась, и поставленные задачи выполнены. Препарат ПГЕ1 является эффективным стимулятором остеогенеза. Он протекает намного быстрее, чем у животных контрольной группы. Это открывает перспективы в клинической травматологии, при лечении переломов костей. Нам не удалось найти достоверной взаимосвязи между ПГЕ1 и частотой нагноений. Однако не стоит упускать из виду то обстоятельство, что выборка была не достаточно велика для того, чтобы действительно статистически подтвердилась взаимосвязь. А среди давно доказанных свойств ПГЕ1 входит улучшение кровоснабжения, благодаря вазодилатирующим свойствам. На основании этого можно предположить, что в действительности эта зависимость присутствует. Но для ее доказательства потребуется несколько большая выборка, нежели была у нас.

Выводы

1.
Применение препарата ПГЕ1 (Вазапростан) в послеоперационном периоде у кроликов с экпериментальной моделью перелома диафиза большеберцовой кости способствует усилению репаративных процессов в поврежденном сегменте.


2.
Как видно из наших результатов, 10-дневный курс простагландина Е1 позволяет образоваться костной мозоли со средним коэффициентом утолщения примерно равным 2. При этом без простагландина Е1 он примерно равен 1,77.
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