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В статье представлены результаты системного и локального исследования фактора некроза опухоли α (ФНОα), интерлейкина-17 (ИЛ-17) и интерлейкина-4 (ИЛ-4) при посттравматическом остеомиелите и неосложненных переломах нижней челюсти. Проведенное исследование свидетельствует о важной роли нарушений в системе про- и противовоспалительных цитокинов в патогенезе посттравматического остеомиелита. На основании данных нами выявлены ранние маркеры диагностики в сыворотке крови и смешанной слюне ФНОα, ИЛ-17.  
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В последние годы внимание исследователей в развитии остеомиелита привлекает изучение состояния системы цитокинов, биологическая роль которых неоспорима при развитии широкого круга патофизиологических процессов: в частности, процессов повреждения и воспаления тканей, с одной стороны, и процессов репарации и регенерации – с другой [2]. Не менее важным представляется изучение продукции цитокинов, о возрастающем интересе к которым свидетельствует развитие представлений о формировании иммунного ответа при различных патологических состояниях как воспалительного, так и невоспалительного характера [5, 6]. 
Известно, что здоровое состояние костной ткани поддерживается балансом костеобразования (под действием остеобластов) и костеразрушения (остеокласты). В механизме резорбции костной ткани большое значение принадлежит увеличению продукции ФНОα, активирующих остеокласты и инициирующих воспалительную реакцию [4, 5]. Это позволяет считать, что резорбция и регенерация костной ткани имеют сходные механизмы иммунорегуляции. Один из малоизученных провоспалительных цитокинов при заболеваниях челюстно-лицевой области является ИЛ-17. Основной функцией ИЛ-17 является стимуляция активности фибробластов, участие в аутоиммунной патологии. Доказано, что он усиливает дифференцировку остеобластов в зрелые остеокласты [3; 6]. ИЛ-4 уменьшает деструктивно-воспалительные процесс в тканях пародонта, сдерживает остеопороз, проявляя противовоспалительные функции. ИЛ-4 стимулирует образование антител, продукцию IgE, угнетает фактор роста В- лимфоцитов, высвобождение провоспалительных цитокинов [4, 5, 6]. ИЛ-4 подавляет синтез ИЛ-1β и ФНОα, является их антагонистом [6].
Целью исследования явилось определение зависимости содержания ФНОα, ИЛ-17, ИЛ-4 в сыворотке крови и смешанной слюне от уровня воспаления у пациентов с посттравматическим остеомиелитом и неосложненными переломами нижней челюсти. 
Материалы и методы. Объектом исследования служили пациенты (32 чел.), находившиеся на стационарном лечении в отделении челюстно-лицевой хирургии ГБУЗ «Краевой клинической больницы №2» г. Владивостока с июня 2017 г. по август 2017 г. На основании ретроспективного анализа, пациенты были распределены на 4 группы. В I группу были включены 11 больных (мужчины-7 чел. (63%), женщины-3 чел. (37%); средний возраст 30 [24;41] лет) с неосложненными переломами нижней челюсти. Во II группу вошли 21 пациент (мужчин-14 чел. (66%), женщины-5 чел. (34%); средний возраст 36 [29;42] лет) с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти. (Тут надо написать в соответствии с нижней таблицей). В группу контроля вошли 26 клинически здоровых добровольцев, сопоставимых по полу и возрасту с пациентами. Уровень цитокинов исследовали с применением реактивов фирмы «R&D Diagnostics Inc.» (США) методом сэндвич-варианта твердофазного иммуноферментного анализа. Забор материала производился в первые сутки госпитализации пациента в стационар и на 10 день лечения. Учет результатов производили с помощью иммуноферментного анализатора «Multiscan» (Финляндия). Уровень статистической значимости, при котором отклонялись нулевые гипотезы, составлял менее 0,05. Статистическую достоверность различий между сравниваемыми группами определяли по методу Манна-Уитни. Были разработаны логистические модели для оценки шансов развития постравматического остеомиелита. Модели построены с помощью простой однослойной нейронной сети пакета nnet R-studio. Для оценки качества моделей применяли следующие метрики: площадь под ROC-кривой (AUC) и относительную ошибку прогноза.. 
Результаты и обсуждение. Содержание ФНОα в сыворотке крови в группе с неосложненными переломами и с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти в первые сутки было существенно выше референсных значений с высоким уровнем статистической значимости. Стоит отметить, что показатели ФНОα у пациентов I группы (неосложненные переломы нижней челюсти) были в 1,5-2 раза ниже значений группы с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти (р<0,01, Таблица 1). Важно отметить, что у группы с неосложненным переломом на 10ый день содержание ФНОα стремилось к норме. В то время как у групп с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти уровень ФНОα оставался таким же высоким как и в 1-ый день. 
У пациентов с острым посттравматическим остеомиелитом и у больных с неосложненными переломами нижней челюсти уровень ИЛ-17 в 4,5-5 раз превышал контрольные значения. Это подтверждает, что ИЛ-17 участвует в развитии противоинфекционной защиты слизистых оболочек, вызывая экспрессию генов кодирующих синтез провоспалительных цитокинов, антимикробных пептидов в эпителиальных клетках [2; 3; 6]. Анализируя содержание противовоспалительного цитокина зафиксировано, что значения ИЛ-4 в исследуемых группах нестатистически значимо превышали контроль, у пациентов с неосложненными переломами нижней челюсти данный показатель в 2 раза превышал значения группы с острым посттравматическим остеомиелитом , (Таблица 1). 
Таблица 1 
Уровень цитокинов в сыворотке крови пациентов с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти в зависимости от стадии заболевания в динамике
	Показатели
	Пациенты с неосложненными переломами челюстей, n=11 (I группа)
Ме (Q25; Q75)
	Острый посттравматический остеомиелит нижней челюсти, n=10 
(II группа) 
Ме (Q25; Q75)
	Хронический посттравматический остеомиелит нижней челюсти в стадии обострения
n=11 (III группа)
Ме (Q25; Q75)
	Группа контроля, n=26
Ме (Q25;Q75)


	
	1 сутки
	10 сутки
	1 сутки
	10 сутки
	1 сутки
	10 сутки
	

	ФНОα
(пг/мл)
18/12/16
	11,8*** (7,2;12,4)
pI-II<0,01
	2,76***
(1,6;4,3)
pI-II < 0,001
	16,3** (12,6;28,9)
pII-III=0,47
	14,35**
(13;19) 
pII-III = 0,058
	20,03***
(16,3;25,3)
pI-III < 0,0001
	20,21***
(16,2;23,6 
pI-III < 0,0001
	1,63** (0,4;2,24)
pk-I,II,III < 0,0001

	ИЛ-17
(пг/мл)
	16,19** (15,1;16,2)
pI-II < 0,001
	15,34**(12,2;16,8) 
pI-II < 0,001
	19,1** (18,3;19,2)
pII-III < 0,05
	18,7** (17,7;19,8)
рII-III = 0,17
	17,14**
(16,5;17,5) 
pI-III< 0,05
	17,5**
(17,4;18,7) 
pI-III< 0,0001
	2,81***
(1,2;5,4) 
pk-I,II,III < 0,0001

	ИЛ-4
(пг/мл)
14/5/17
	6,2*** (3,6;14,7)
pI-II < 0,05
	6,37**
(3,5;9,5)
pI-II= 0,38
	1,56 (1,54;1,76)
pII-III< 0,05
	5,62
(3,2;6,9)
pII-III= 0,27
	6,32***
(2,1;9,2)
pI-III= 0,49
	3,2***
(2,3;4,2)
pI-III< 0,05
	2,11*** (1,9;4,5)
Pk-I=0,09
Pk-II=0,13
Pk-III= 0,02


Примечание. * - р<0,05; ** - р<0,01; *** - р< 0,001 – статистическая достоверность выборочной медианы.

Проведя сравнительную оценку оппозитных цитокинов в первые сутки нами зарегистрировано, что наибольшее содержание ФНОα выявлено в группе с острым остеомиелитом. Известно, что TNFα регулирует иммуно-воспалительную реакцию при травмах или инфекциях, являясь главным стимулятором для нейтрофилов и эндотелиальных клеток, для их взаимодействия и дальнейшего перемещения лейкоцитов, увеличения количества фибробластов и эндотелия при заживлении раны [4]. Содержание ИЛ-17 в сыворотке крови в группе с острым остеомиелитом было достоверно выше показателей группы с неосложненными переломами нижней челюсти (Таблица 1). Значения ИЛ-4 у пациентов с острым и хроническим посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти при поступлении в стационар соответствовали контрольным результатам и в медиане статистически незначимо были ниже показателей пациентов с неосложненными переломам (I группа).
К десятому дню в группе с неосложненными переломами системный уровень ФНОα снизился по сравнению с исходными данными (2,76 пг/мл против 11,8 пг/мл, р<0,0001), а в группе с посттравматическим остеомиелитом сохранился на уровне 1-го дня. Исследуя динамику ИЛ-17 нами зарегистрировано, что его содержание у пациентов во всех группах продолжает сохраняться на уровне первого дня. Уровень ИЛ-4 сохранялся на уровне первого дня во всех группах пациентов (Таблица 1).
	Как показал проведенный анализ, уровни цитокинов ИЛ-17 и ФНОα для дифференциации острого остеомиелита от неосложненного перелома нижней челюсти могут быть значимыми. Используя однослойную нейронную сеть, были построены несколько моделей для оценки значимости различий в уровне между ИЛ-17 и ФНОα у пациентов с неосложненным переломом нижней челюсти и с острым остеомиелитом или хронического остеомиелита в стадии обострения. Вероятность неосложненного перелома нижней челюсти описывается соотношением P=1/(1+e-z), где показатель z определяется через уровни  ИЛ-17 и ФНОα в первый и десятый день наблюдения (Таблица 2).
Таблица 2. 
Модели логистической регрессии дифференциации неосложненного перелом от острого остеомиелита или хронического в стадии обострения
	№
	Модель
	День
	Точность
	AIC
	ROC

	1
	z=-13,8*ИЛ-17 + 4,2
	1
	0,875 (0,71; 0,96)
	42,35
	0,87

	2
	z=-131,1*ИЛ-17 + 59,8
	10
	0,97 (0,84; 0,99)
	9,17
	0,99

	3
	Z=-18,1*ФНОα +2
	1
	0,89 (0,76; 0,96)
	41
	0,89

	3
	Z=-104,5*ФНОα + 14,87
	10
	1 (0,92;1)
	4,3
	1

	4
	Z=-70*ФНОα -34ИЛ-17 + 14,3
	1
	1(0,8; 1)
	10,1
	1



	Моделирование подтвердило высокую прогностическую значимость цитокинов ИЛ-17 и ФНОα. В первый день на основании ФНОα можно дифференцировать неосложненный перелом и острый остеомиелит остеомиелит. Всех пациентов с неосложненным переломом мы выделили со 100% точностью. Достаточно точным может быть прогноз в первый день по двум цитокинам ФНОα и ИЛ-17. Точность предсказания равно 100% при использовании критерия отнесения к одному из двух классов меньше или больше 0,5. На десятый день с помощью ФНОα и логистической регрессии шансов ошибиться у нас нет.  
Важно исследовать уровень цитокинов в смешанной слюне. Так как данная биологическая жидкость – комплексный материал, состоящий из секрета слюнных желез и ряда компонентов неслюнного происхождения (жидкость зубодесневого желобка, сывороточных компонентов и клеток крови, бактерий и продуктов их жизнедеятельности, слущенного эпителия и клеточных компонентов, вирусов и грибов, остатков пищи и бронхиальных секретов) [1], изменение ее состава отражает состояние мукозального иммунитета.
При оценке провоспалительных цитокинов в смешанной слюне пациентов с посттравматическим остеомиелитом и неосложненными переломами нижней челюсти до лечения зарегистрированы высокие показатели ФНОα при остром остеомиелите по сравнению со всеми другими группами: неосложненный перелом, хронический перелом с обострением и контроль (p<0,001) (Таблица 3). При этом ИЛ-17 статистически значимо отличался только в сравнении с группой контроля (p<0,0001), достоверной разницы между анализируемыми группами пациентов не зарегистрировано. Содержание ИЛ-4 в первые сутки в двух группах: неосложненный перелом и острый остеомиелит статистически значимо отличалось от контроля. 
Таблица 3.
Уровень цитокинов в смешанной слюне пациентов с острым посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти в зависимости от стадии заболевания в динамике
	Показатели
	Пациенты с неосложненными переломами челюстей, n=11 (I группа)
Ме (Q25; Q75)
	Острый посттравматический остеомиелит нижней челюсти, n=10 
(II группа) 
Ме (Q25; Q75)
	Хронический посттравматический остеомиелит нижней челюсти в стадии обострения
n=11 (III группа)
Ме (Q25; Q75)

	Группа контроля, n=26
Ме (Q25;Q75)


	
	1 сутки
	10 сутки
	1 сутки
	10 сутки
	1 сутки
	10 сутки
	

	ФНОα
(пг/мл)
15/11/11
	5,01***
(4,87;6,2) 
pI-II< 0,0001
	3,11***
(2,65;3,43)
pI-II < 0,01
	13,45**
(11,23;15) 
pII-III < 0,0001
	5,32**
(4,93;6,65)
pII-III=0,5
	2,2***
(0,65;5,14)
pI-III < 0,05
	5,4***
(1,6;6,4)
pI-III=0,7
	2,25*
(1,8;2,9)
Pk-I< 0,01
Pk-II < 0,001
Pk-III=0,6

	ИЛ-17
(пг/мл)
	12,34**
(9,4;13,8)
pI-II=0,49
	7,32**
(5,4;8,8)
pI-II < 0,01
	13,21
(11,65;14,7)
pII-III=1
	18,54
(17,7;19,5) 
pII-III=0,14
	12,79**
(10,16;15,43) 
pI-III=0,35
	16,22**
(12,4;18,6
pI-III < 0,0001
	3,72*** (1,42;4,44)
Pk-I,II,II < 0,0001

	ИЛ-4
(пг/мл) 
	7,16***
(2;9,9)
pI-II=0,34
	2,39***
(1,7;3,4)
pI-II < 0,001
	3,45
(3,21;3,7)
pII-III=0,28
	18,76
(17,5;19,8)
pII-III < 0,05
	2,62**
(0,28;5,32)
pI-III=0,1
	11,31**
(6,8;13,2)
pI-III < 0,001
	0,95***
(0,95;1,12)
Pk-I < 0,01
Pk-II < 0,001
Pk-III=0,15


Примечание. * - р<0,05; ** - р<0,01; *** - р< 0,001 – статистическая достоверность различий между группами в соответствующие дни.

Исследуя про- и противовоспалительные цитокины на разных стадиях посттравматического остеомиелита в первые сутки нами зарегистрирован низкий уровень ФНОα у пациентов с хроническим посттравматическим остеомиелитом по сравнению с другими пациентами, что соответствует контрольным величинам (Таблица 3). Наибольшие показатели ФНОα выявлены в группе с острым остеомиелитом, что в среднем в несколько раз превышали значения группы с обострением хронического остеомиелита (13,45 пг/мл против 2,2 пг/мл, р<0,0001).  В трех группах пациентов уровень ИЛ-17 также в несколько раз превышал нормальные значения, но достоверной разницы между группами пациентов не выявлено. Это подтверждает, что ИЛ-17 участвует в развитии противоинфекционной защиты слизистых оболочек, вызывая экспрессию генов, кодирующих синтез провоспалительных цитокинов, антимикробных пептидов в эпителиальных клетках [3]. Оценивая показатели ИЛ-4 у обследованных достоверной разницы между группами не зафиксировано (Таблица 3).
В динамике содержание ФНОα в группе с неосложненными переломами нижней челюсти 1,5 раза снизилось в сравнении с исходными данными (3,11 пг/мл против 5,01 пг/мл, против р<0,001), в группе с острым посттравматическим остеомиелитом в 3 раза стало ниже значений первого дня (5,32 пг/мл против 13,45 пг/мл, против р<0,001, Таблица 3). В отличии от двух первых групп содержание ФНОα у пациентов с хроническим остеомиелитом в стадии обострения незначительно повысилось (p=0,24). Локальный уровень ИЛ-17 у пациентов с неосложненными переломами нижней челюсти снизился к десятому дню по сравнению с первым днем (12,34 пг/мл против 7,32 пг/мл, р<0,001). Зарегистрировано достоверное увеличение локального содержания ИЛ-17 у пациентов с острым остеомиелитом на 10 сутки по сравнению с первым днем (p<0,05). Одновременно, показатели ИЛ-17 в группе с хроническим посттравматическим остеомиелитом повысились, но статистически значимо не отличились по сравнению с исходными данными (p=0,08). Содержание ИЛ-4 на десятые сутки в группе с неосложненными переломами челюстей статистически значимо не отличается от первого дня (р=0,12). У пациентов с посттравматическим остеомиелитом нижней челюсти, напротив, данный противовоспалительный цитокин в несколько раз стал выше исходных величин (4,45 пг/мл против 18,76 пг/мл, р<0,05, и  2,62 пг/мл против 11,31 пг/мл, p=0,001, Таблица 3).
[bookmark: _GoBack]	Как показал проведенный анализ, уровни цитокинов ИЛ-17, ИЛ-4 и ФНОα для дифференциации острого остеомиелита от неосложненного перелома нижней челюсти могут быть значимыми. Используя однослойную нейронную сеть, были построены несколько моделей для оценки значимости различий в уровне между ИЛ-17, ИЛ-4 и ФНОα в смешанной слюне у пациентов с неосложненным переломом нижней челюсти и с острым остеомиелитом или хронического остеомиелита в стадии обострения. Показатель z определяется через уровни ИЛ-17, ИЛ-4 и ФНОα в первый и десятый день наблюдения (Таблица 4).
Таблица 4. 
Модели логистической регрессии дифференциации неосложненного перелом от острого остеомиелита или хронического в стадии обострения по показателям слюны
	№
	Модель
	День
	Точность
	AIC
	ROC

	1
	z=-1,48*ИЛ-17 + 0,63
	1
	0,55 (0,35; 0,75)
	40
	0,62

	2
	z=-15,5*ИЛ-17 + 2,5
	10
	0,92 (0,76; 0,99)
	13,4
	0,93

	3
	z=-0,44*ИЛ-4 + 2,7
	10
	0,875 (0,71; 0,96)
	26,7
	0,92

	3
	z=-4,22*ФНОα +1,26
	10
	0,67 (0,5; 0,81)
	48
	0,7



Построенные логистические модели показывают значимость показателей ИЛ-4 и ИЛ-17 на десятый день в смешанной слюне для дифференциации пациентов с неосложненным остеомиелитом от пациентов с острым остеомиелитом и с хроническим в стадии обострения. Уровни цитокинов ИЛ-4 и ИЛ-17 в слюне в первый день и ФНОα являются незначимыми. 
Проведенное исследование свидетельствует о важной роли нарушений в системе про- и противовоспалительных цитокинов при посттравматическом остеомиелите нижней челюсти. Таким образом, выявлены дополнительные маркеры диагностики посттравматического остеомиелита нижней челюсти такие как ФНОα, ИЛ-17 и ИЛ-4, определение которых в начале терапии и в динамике ее проведения позволят наиболее персонифицированно подойти к тактике ведения этой категории больных.
Исследование выполнено при частичной финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-03131. 
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