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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность проблемы. Проблема холодовой травмы является особенно актуальной в северных регионах страны, где зима длится от 6 до 8 месяцев (Липатов К.В., 2005). Отморожения, хотя и носят сезонный характер, до сих пор являются одним их наиболее распространенных видов термической травмы и их удельный вес в общей структуре травмы в зоне с умеренным климатом занимает до 1%, а в Сибири достигает до 10% (Алексеев Р. З., Никулина Г. Н., 2004).
Для регионов Сибири холодовая травма является краевой патологией. По данным Р.З.Алексеева (2002) отморожения в условиях Забайкальского края отличаются преобладанием глубоких поражений (III-IV степень), заканчивающихся ампутацией стоп (46,3%), кистей (46,1%) и пальцев (21,1%) при традиционных методах лечения. При этом инвалидами становятся 30-60% пострадавших. Высокий уровень инвалидности среди пациентов является ярким подтверждением нерешенности проблемы (Целуйко С.С., 2005; Смольников Л. А., Сатыбалдыев В. М, 2003).

При холодовой травме возникают выраженные сдвиги в состоянии основных защитных систем организма - иммунитета и неспецифической резистентности. Известно, что в результате действия холода развиваются состояния, сопровождающиеся тяжелым течением заболевания, снижением репаративных процессов и частыми гнойными осложнениями (Бахнин М. В., Данилов А. К., Гузь П. В., 2007; Seekamp A., Ziegler M., Van Griensven M. et al 2006).
Несмотря на определенные успехи, некоторые вопросы патогенеза  отморожений остаются не разрешенными и требуют дальнейшего изучения, что является особенно актуальным для Забайкальского края (Сизоненко В.А., 2006).
Известно, что в основе функциональной стабильности и регуляции микрокровотока лежат эндотелий-зависимые механизмы. Важную роль играют и механизмы сосудисто-тромбоцитарного гемостаза при отморожениях. Нарушение гемостатических процессов регуляции в сторону гиперкоагуляции способствуют ухудшению микроциркуляциии и усугублению процессов повреждения (Сизоненко В.А., 2006; Sabatier F., Roux V., Anfosso F. et al., 2002). Микроциркуляторный гемостаз и эндотелиальная стенка в условиях любого повреждения, в том числе и холодового, находятся под контролем иммунной системы (Кузник Б.И., 1986-2009; Витковский Ю.А., 1997-2009). Именно поэтому, изучение обмена цитокинов, функций иммунокомпетентных клеток, адгезивности лимфоцитов и тромбоцитов в очаге альтерации позволит углубить понимание патогенеза местной холодовой травмы.   
Цель исследования - оценить патогенетическое значение лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии, агрегации тромбоцитов, цитокинов в развитии микроциркуляторных нарушений при местной холодовой травме 
Задачи исследования:

1. Определить содержание тромбоцитов, оценить агрегационную функцию кровяных пластинок и коллагенсвязывающую активность фактора фон Виллебранда у пациентов в разные периоды местной холодовой травмы.
2. Исследовать концентрацию цитокинов (IL-1β, IL-4, IL-8, IL-18, TNF() в крови интактной и пораженной конечности больных в разные периоды местной холодовой травмы. 
3. Изучить лимфоцитарно-тромбоцитарную адгезию у пациентов с криотравмой.
4. Исследовать состояние микроциркуляции и компонентов регуляции сосудистого тонуса методом ЛДФ у больных с отморожениями.

5. Оценить характер корреляционных взаимосвязей между ЛТА,  коллагенсвязывающей активностью фактора фон Виллебранда, индуцированной агрегацией тромбоцитов, цитокинами и некоторыми параметрами микроциркуляции.
Научная новизна.

Впервые установлено, что у больных с отморожениями конечностей в позднем реактивном периоде и в периоде гранулирования и эпителизации ускоряется спонтанная агрегация тромбоцитов. В раннем и позднем реактивных периодах понижается интенсивность, потенциал и скорость индуцированной агрегации. Уменьшение агрегационной функции кровяных пластинок обратно пропорционально объему повреждения тканей. В плазме больных с местной холодовой травмой возрастает коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда, прямо зависящая от массива пораженной ткани и достигающая своего пика в позднем реактивном периоде. 
Впервые выявлено, что в раннем реактивном периоде холодовой травмы у больных в крови максимально возрастает содержание TNF(, IL-1(, IL-4, IL-8 и IL-18, а в последующие периоды - снижается. Обнаружено, что в раннем и позднем реактивном периодах уровень провоспалительных цитокинов в крови, оттекающей от поврежденной холодом конечности, больше, а IL-4 – меньше,  чем в интактной конечности. 
Впервые установлено, что в дореактивном периоде отморожений у больных возрастает способность к адгезии тромбоцитов к лимфоцитам и достигает наибольшей выраженности в раннем реактивном периоде. Увеличение числа ЛТА и степени ЛТА пропорционально массиву поврежденных холодом тканей. 
Показано, что в раннем реактивном периоде отморожений усиливается приток крови из артериального русла, возрастает активность эндотелиальных факторов релаксации. В позднем реактивном периоде травмы повышается активность миогенного и нейрогенного компонентов регуляции сосудистого тонуса, уменьшается артериальный и нутритивный кровоток. 
 Теоретическая и практическая значимость работы. В результате исследования получены новые данные о патогенезе местной холодовой травмы, включающие продукцию провоспалительных и противовосполительных цитокинов, реакции микроциркуляторного русла, агрегационного потенциала кровяных пластинок и способности лимфоцитов адгезировать тромбоциты на своей поверхности. Изменение агрегационного потенциала тромбоцитов в сочетании с цитокиновыми реакциями и активацией лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии отражают течение деструктивных процессов после воздействия низких температур. Выявленные факты позволяют оценить риск увеличения зоны некроза при местной холодовой травме. По материалам работы получен патент на  «Способ прогнозирования течения раневого процесса при местной холодовой травме» № 2345713; заявка № 2007121162, заявл. 05.06.07, опубликовано 10.02.2009, бюллетень № 4. – 6 с.
Внедрение результатов работы. Теоретические положения, раскрываемые в диссертации, внедрены в учебный процесс на кафедрах нормальной и патологической физиологии, травматологии, ортопедии и военно-полевой хирургии ГОУ ВПО Читинская государственная медицинская академия.
Апробация основных положений работы. Результаты исследования доложены на Всероссийской научно-практической конференции, посвященной 55-летию Читинской государственной медицинской академии (Чита, 2008); на Межобластной научно-практической конференции травматологов и ортопедов Дальнего Востока, Восточной Сибири, Якутии (Благовещенск, 2005); на I съезде комбустиологов России (Москва, 2005); первом Дальневосточном ангиологическом форуме с международным участием (Хабаровск, 2008); на Всероссийской научно-практической конференции «Современные представления об иммунокоррекции» (Пенза, 2008); на II съезде физиологов СНГ (Кишинев, 2008); на заседании Читинского отделения физиологического общества имени И.П. Павлова (Чита, 2009).
Публикации. По теме диссертации опубликовано 20 работ. Из них 3 статьи в ведущих научных рецензируемых журналах и изданиях, определенных ВАК Министерства образования и науки РФ.
    Положения, выносимые на защиту.
1. У пациентов с отморожениями выявляется снижение значения максимального показателя, скорости нарастания агрегации относительно контроля, агрегационного потенциала крови. При холодовой травме возрастает адгезивная активность тромбоцитов и лимфоцитов во все периоды холодовой травмы. Наибольшие отклонения регистрируются в раннем реактивном периоде.
2. У больных с местной холодовой травмой увеличивается содержание TNF(, IL-1β, IL-4, IL-8 и IL-18. Максимальный уровень регистрируется в раннем реактивном периоде и у лиц с наибольшей тяжестью поражения. 

3. Динамика показателей микрокровотока и сосудистого тонуса у больных с отморожениями нижних конечностей зависит от периода местной холодовой травмы. 
Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 157 страницах и состоит из введения, обзора литературы, описания (главы) материалов и методов исследования, четырех глав собствен​ных результатов, обсуждения полученных данных, выводов и указателя литературы, включающего в себя 248 работ, из них – 161 отечественных и 87 зарубежных авторов. Работа иллюстрирована 33 таблицами и 4 рисунками.
Содержание работы

Материалы и методы исследования

В работе с людьми соблюдались этические принципы, предъявляемые Хельсинской Декларацией Всемирной медицинской ассоциации 2000 (World Medical Association Declaration of Helsinki 1964, 2000 ред.)

Всего обследовано 80 больных с различной степенью, тяжестью и периодами местной холодовой травмы. Пациенты находились на стационарном лечении в ожоговом отделении городской клинической больницы №1 в период с 2004 по 2008 гг. Средний возраст пострадавших составил 34±9 лет.

В момент поступления в стационар распределение пациентов было следующим: 17 больных (21%) поступили в дореактивном периоде (до согревания тканей), 40 пациентов (50%) – в раннем реактивном периоде (в первые 48 часов с момента восстановления тканей), 15 пострадавших (18%) – в позднем реактивном (с 3-х до 10 суток), 8 больных (10%) – в период гранулирования и эпителизации (с 10-х суток до полного восстановления кожного покрова). Пациенты обследовались в динамике холодовой травмы и входили в разные группы в зависимости от периода клинического течения.
В исследования не включались лица с алкогольной зависимостью,  ишемической болезнью сердца, гипертонической болезнью, сахарным диабетом, облитерирующим атеросклерозом сосудов нижних конечностей и пострадавшие, у которых холодовая травма осложнилась пневмонией, лимфаденитом, гнойными затеками, флегмоной и сепсисом.

Пациенты были разделены на 3 группы в зависимости от объема поврежденных тканей. В первую группу вошли пациенты с отморожениями пальцев, вторую составили больные с отморожениями до уровня запястий, пястей, предплюсен и плюсен, в третью группу вошли пострадавшие, уровень отморожений у которых находился более проксимально.
Контрольную группу составили 30 практически здоровых мужчин, приблизительно одного возраста.

Исследование состояния микроциркуляторного русла. Состояние микроциркуляторного русла сосудов конечностей оценивалось с помощью метода лазерной доплеровской флоуметрии аппаратом ЛАКК–02. При местной холодовой травме III-IV степени верхней конечности ЛДФ-зонд устанавливался на предплечье в точке, расположенной по срединной линии на 4 см выше основания шиловидных отростков локтевой и лучевой костей. 
У больных с отморожениями нижних конечностей колебания кровотока регистрировали в I межплюсневом промежутке и по передней поверхности в средней трети голени.

Исследования проводились в одно и то же время суток в течение 7 минут. Перед исследованиями пациенты и здоровые люди не принимали пищу или напитки, изменяющее состояние микроциркуляции, не курили.
Определение коллагенсвязывающей активности фактора фон Виллебранда. Коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда в плазме людей определялась методом твердофазного ИФА с использованием наборов фирмы Technoclone GmbH (Австрия).

Изучение концентрации цитокинов. Концентрацию IL-1β, IL-4, IL-8, IL-18, TNF( в сыворотке крови определяли методом трехфазного ИФА с использованием наборов-реагентов фирмы «Вектор-Бест» (г. Новосибирск) в соответствии с инструкцией фирмы производителя.

Оценка лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии. Определение лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии проводилось по методу, предложенному Ю.А. Витковским и соавт. (1999). Подсчитывали показатель ЛТА, как число ЛТА на сто лимфоцитов. Степень адгезии оценивали как среднее число тромбоцитов, адгезированных лимфоцитах.
Исследование агрегационной функции тромбоцитов. Для определения агрегационного потенциала тромбоцитов использовали цитратную плазму, богатую кровяными пластинками. В работе использовали агрегометр «БИОЛА» (РГНЦ, Москва). Агрегационную функцию тромбоцитов оценивали турбидиметрическим методом по G.V.R. Born (1962). В качестве индуктора агрегации использовали раствор АДФ в дозе 5 мкг и 2,5 мкг, коллаген и адреналин. Рассчитывались следующие параметры: А1 – исходное значение показателя агрегации (в относительных единицах); А2 – значение максимального показателя агрегации после стимуляции (при спонтанной агрегации - значение максимального показателя); А% - процент возрастания максимального показателя относительно исходного; А3 - значение минимального показателя агрегации после стимуляции; А4 – значение агрегации по истечении 2-х минут записи агрегатограммы; MaxS - максимальный наклон кривой агрегатограммы (в относительных единицах в мин.); t1 – время, через которое выявлялось минимальное значение показателя агрегации; t2 - время, через которое выявлялось максимальное значение кривой агрегатограммы.
Статистическая обработка материала. Полученные данные обработаны методом вариационной статистики с помощью пакета программ Windows XP Excel  и «Биостат». Параметры приведены в виде средних величин со стандартным отклонением (M±SD). Достоверность различий оценивалась по парному t-критерию Стьюдента. Статистически значимыми считались различия при р<0,05. Корреляционный анализ выполнен с использованием коэффициента линейной корреляции Пирсона.

Результаты собственных исследований
Лимфоцитарно-тромбоцитарная адгезия у пациентов с местной холодовой травмой

Лимфоцитарно-тромбоцитарная адгезия у больных в разные периоды местной холодовой травмы
У всех пострадавших с местной холодовой травмой отмечалось повышение адгезивной способности кровяных пластинок к лимфоцитам. При этом уже в дореактивном периоде травмы количество лимфоцитарно-тромбоцитарных розеток возрастало относительно контроля в 1,4 раза (p<0,01), а степень адгезии – в 1,7 раза (p<0,01) (рис.1).
Установлено, что у больных с отморожениями в раннем реактивном периоде показатель ЛТА превышал уровень здоровых людей в 2,6 раза (p<0,001), а степень адгезии - в 3,1 раза (p<0,001). При этом относительно предыдущего периода процент лимфоцитарно-пластиночных розеток возрастал в 1,9 раза (p1<0,001), а степень адгезии - в 1,8 раза (p1<0,001).
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Рис. 1. Лимфоцитарно-тромбоцитарная адгезия в разные периоды местной холодовой травмы.
Таким образом, у больных с местной холодовой травмой возрастала адгезивность лимфоцитов и тромбоцитов, достигая максимальной выраженности в раннем реактивном периоде отморожений. Важными пусковыми моментами являлись действие холода и повышенная продукция цитокинов.
Состояние лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии у больных с местной холодовой травмой в зависимости от объема пораженных тканей
У пострадавших всех групп с холодовой травмой конечностей усиливалась способность тромбоцитов к адгезии с лимфоцитами. У больных с отморожениями только пальцев конечностей процент ЛТА повышался в 1,3 раза (p<0,05), а степень адгезии – в 1,5 раза (p<0,05) (рис. 2).
Установлено, что у пациентов 2-й группы относительно контроля способность тромбоцитов к адгезии с лимфоцитами возрастала в 1,6 раза (p<0,001), причем среднее число пластинок, которые участвовали в розеткообразовании, увеличивалось в 2,1 раза (p<0,001). Кроме того, по сравнению с показателями пострадавших с минимальным объемом пораженных низкими температурами тканей процент ЛТА повышался в 1,2 раза (p1<0,05), а степень адгезии возрастала в 1,4 раза (p1<0,05).
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У больных с максимальным объемом поражения тканей холодом по сравнению с контрольными значениями способность лимфоцитов и пластинок к адгезии усиливалась в 3 раза (p<0,001), а степень адгезии – в 3,5 раза (p<0,001). Относительно пациентов с минимальной тяжестью отморожения процент ЛТА повышался в 2,3 раза (p1<0,001), а среднее число пластинок, участвовавших в розеткообразовании, увеличивалось в 2,3 раза (p1<0,001). Наконец, по сравнению с параметрами больных 2-й группы способность лимфоцитов к адгезии с тромбоцитами возрастала в 1,8 раза (p2<0,001), а степень адгезии – в 1,7 раза (p2<0,001).
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Рис. 2. Показатель лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезии в зависимости от объема пораженных тканей.
Таким образом, число лимфоцитарно-тромбоцитарных коагрегатов увеличивается пропорционально массиву поврежденных холодом тканей. 

Исследование агрегационной функции тромбоцитов
Состояние агрегационной функции тромбоцитов у больных в разные периоды местной холодовой травмы
Показатели спонтанной агрегации тромбоцитов у больных с отморожениями конечностей в разных периодах травмы мало отличались от контрольных значений. 
Адреналин-индуцированная агрегация у больных с местными поражениями холодом конечностей выявила наиболее значительные изменения исследуемых показателей (табл. 1). Так в РРП травмы происходило уменьшение А2 в 2,3 раза (p<0,001), А% - в 2,5 раза (p<0,01), А3 – в 1,6 раза (p<0,001), А4 – в 2,3 раза (p<0,001), MaxS – в 5,6 раза (p<0,01). При этом время t2 удлинялось в 2,5 раза (p<0,01). 

У пациентов с отморожениями конечностей в ПРП травмы при индукции агрегации адреналином отмечалось дальнейшее снижение показателей А2 – в 2,7 раза меньше группы контроля (p<0,001), А3 – в 1.8 раза (p<0,001), и А4 – в 2,5 раза (p<0,001) (табл. 1). Однако значение t2 приближалось к контролю (p>0,05), при этом оставались меньше данных здоровых людей А% - в 2,5 раза (p<0,01) и MaxS – в 5,3 раза (p<0,05).

Такие сдвиги, безусловно, являются неблагоприятными и в некоторых случаях могут приводить к развитию тромбозов, а также к снижению функции кровяных пластинок в реализации механизмов защиты и замедлению процессов репарации.
Таблица 1

Показатели адреналин-индуцированной агрегации агрегации тромбоцитов у больных в различные периоды местной холодовой травмы (M±SD)
	показатели
	контроль, n=30
	РРП, n=25
	ПРП, n=35
	ПГЭ, n=35

	А1, отн. ед.
	0,84±0,16
	0,92±0,16 
p>0,05
	0,83±0,21
p>0,05
	0,81±0,14
p>0,05

	А2, отн. ед.
	8,67±0,74
	3,73±0,36 
p<0,001
	3,27±0,32

p<0,001
	4,32±0,35
p<0,001

	А, %
	1032±175
	405±138 
p<0,01
	407±131
p<0,01
	533±117

p<0,05

	А3, отн. ед.
	3,55±0,21
	2,13±0,31 
p<0,001
	1,95±0,29
p<0,001
	2,53±0,22

p<0,01

	А4, отн. ед.
	7,23±0,55
	3,19±0,61 
р<0,001
	2,90±0,50
p<0,001
	3,78±0,42
p<0,001

	MaxS, отн. ед./мин
	15,87±5,22
	2,82±1,34 
р<0,05
	3,00±2,17
p<0,05
	5,14±1,88

p<0,05

	t1, мин
	6,55±0,33
	6,82±0,16 
p>0,05
	6,30±0,45
p>0,05
	6,42±0,31
p>0,05

	t2, мин
	1,35±0,21
	3,35±0,63 
p<0,01
	1,65±0,42
p>0,05
	1,47±0,34
p>0,05


p – достоверность разницы показателей относительно контроля.
Состояние агрегационной функции тромбоцитов у больных с местной холодовой травмой в зависимости от массива пораженных тканей
 Установлено, что применение в качестве индуктора агрегации тромбоцитов раствора адреналина у больных с отморожениями конечностей 1-й группы выявляло снижение показателя А2 в 1,9 раза (p<0,001), А% - в 2,4 раза (p<0,01),  и А4 – в 1,6 раза (p<0,05) по сравнению с контрольной группой (рис. 3). Отклонений других исследуемых параметров агрегатограммы не регистрировалось. У пациентов 2-й группы относительно здоровых людей уменьшались показатели А2 – в 2,2 раза (p<0,001), А% - в 2 раза (p<0,05), А3 – в 1,6 раза (p<0,01) и А4 - в 2,2 раза (p<0,001). Время агрегации t2 удлинялось в 2,5 раза относительно здоровых людей (p<0,001). У больных 3-й группы регистрировалось уменьшение А2 – в 1,8 раза (p<0,01), А3 – в 1,9 раза (p<0,001), А4 – в 2,5 раза (p<0,001). Таким образом увеличение массива поврежденных тканей усугубляло сдвиги параметров агрегации кровяных пластинок. 
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Рис. 3. Изменение значений максимального наклона кривой агрегатограммы в зависимости от объема пораженных тканей (отн.ед\мин).
Коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда
Установлено, что в дореактивном периоде местной холодовой травмы коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда не отличалась от контроля. В раннем реактивном периоде показатель увеличивался в 2,4 раза относительно уровня здоровых лиц (p<0,01). 
В плазме больных с местной холодовой травмой коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда достигала своего пика в позднем реактивном периоде, возрастала в 1,7-2,6 раза (p<0,01). Реализация процессов адгезии и агрегации кровяных пластинок сопровождалась максимальным повышением коллагенсвязывающей активности в данном периоде (рис. 4).
Снижение коллагенсвязывающей активности фактора фон Виллебранда выявляется в периоде гранулирования и эпителизации, когда активность фактора фон Виллебранда в 1,7 раз превышает значение группы контроля (p<0,01) (рис. 4).
Установлено, что в плазме крови пострадавших 1-й группы коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда возрастала в 2 раза (p<0,01). У больных 2-й группы коллагенсвязывающая активность фактора Виллебранда увеличивалась в 2,4 раза (p<0,001), однако при этом не отличалась относительно 1-й группы пациентов (p1>0,05). Показано, что у пациентов с наибольшей тяжестью местной холодовой травмы коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда повышалась в 2,6 раза (p<0,001), причем превышала значение таковой у пациентов с отморожениями только пальцев конечностей (p1<0,05).

Увеличение массива пораженных холодом тканей сопровождалось возрастанием коллагенсвязывающей активности фактора фон Виллебранда в плазме крови больных.
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Рис. 4. Коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда у больных в разные периоды местной холодовой травмы (%).
Содержание цитокинов у пациентов с отморожениями

Концентрация  цитокинов в крови больных в разные периоды местной холодовой травмы
Установлено, что в дореактивном периоде местной холодовой травмы содержание IL-18, IL-4 и TNF( не повышалось (p>0,05). При этом возрастала концентрация IL-1β – в 7,7 раза (p<0,01) и IL-8 – в 2,4 раза (p<0,05) по сравнению с группой контроля. 
В раннем реактивном периоде отмечалось возрастание всех исследуемых цитокинов. Уровень IL-18 в крови пострадавших с местной холодовой травмой увеличивался относительно контроля в 2,3 раза (p<0,05), IL-8 – в 5 раз (p<0,01),  IL-4 – в 6 раз (p<0,01), TNF( - в 7 раз (p<0,01), и, больше других,  IL-1β – в 19 раз (p<0,01). При этом относительно предыдущего периода в 2,1 раза повышался уровень IL-8 (p1<0,05), в 5,8 раза - IL-4 (p1<0,01), в 2,5 раза - IL-1β (p1<0,05) и в 4 раза - TNF( (p1<0,01). 

В позднем реактивном периоде, относительно предыдущего,  снижалась концентрация IL-1β - в 3,9 раза в крови больных с отморожениями (p1<0,01), TNF( и IL-8  - в 1,9 раза (p1<0,05). Уровень IL-4 и IL-18 менялся незначительно (p1>0,05). Вместе с тем, оставалась повышенной концентрация в крови  IL-1β – в 4,8 раза (p<0,05), IL-4 – в 4 раза (p<0,05), TNF( - в 3,6 раза (p<0,05) и IL-8 – в 3,3 раза (p<0,05). Содержание IL-18 в этом периоде падало до контрольных значений.
Содержание  цитокинов в крови больных с различной тяжестью местной холодовой травмы
Установлено, что у больных с травмой пальцев конечностей концентрация IL-1β превышает значение контроля в 4,5 раза (p<0,01). Содержание других цитокинов не отличается от здоровых людей.
У пациентов 2-й группы по сравнению с группой здоровых людей в 6 раз увеличивалась концентрация TNF( (p<0,05), IL-1β – в 6,6 раза (p<0,01),  и в 5,1 раза - IL-8 (p<0,05). 
У больных с максимальным массивом пораженных холодом тканей выявлено повышение содержания TNF( в 8,8 раза (p<0,001), IL-1β – в 9,7 раза (p<0,001), IL-8 – в 3,1 раза (p<0,05), IL-4 – в 4,7 раза (p<0,05).
Таким образом, увеличение тяжести отморожений пропорционально концентрации TNF(, IL-1β, IL-18.
Состояние микроциркуляции и тонуса сосудов кожи у пациентов с местной холодовой травмой нижних конечностей

Состояние микроциркуляции и тонуса сосудов кожи оценивалось по показателю микроциркуляции, нейрогенному и миогенному тонусу сосудов, а также по колебаниям сосудистой стенки в различных диапозонах.
Установлено, что в ДП показатель микроциркуляции уменьшался в 2,8 раза (p<0,01), снижалась амплитуда колебаний в эндотелиальном диапазоне в 5 раз (p<0,01).

В раннем реактивном периоде регистрировалось увеличение показателя микроциркуляции в 2,9 раза (p<0,01). Максимальная амплитуда колебаний в эндотелиальном диапазоне увеличивалась в 6,5 раз относительно предыдущего периода (p<0,01). Это косвенно указывает на увеличение активности эндотелиальных факторов релаксации (рис. 5).
В позднем реактивном периоде наблюдалось снижение показателя микроциркуляции в 1,7 раза относительно предыдущего периода (p<0,01). Максимальные амплитуда колебаний в эндотелиальном диапазоне  уменьшается в 1,6 раза (p<0,05).
 Таким образом, изменение параметров микроциркуляции соответствует периодам местной холодовой травмы. Наиболее значимые отклонения регистрируются в дореактивном и позднем реактивном периодах.
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Рис. 5. Изменения показателя микроциркуляции при отморожениях нижних конечностей 
Взаимосвязи некоторых исследуемых параметров у пациентов с местной холодовой травмой
Установлено, что у пациентов с местной холодовой травмой выявлялась прямая сильная связь между лимфоцитарно-тромбоцитарной коагрегацией и уровнем провоспалительных цитокинов (r=0,75-0,77, p<0,01). Это подтверждало установленный ранее in vitro факт усиления ЛТА под действием IL-1β (Витковский Ю.А., Солпов А.В., 2005). У пациентов с отморожениями конечностей регистрировалась прямая средней силы связь между способностью к коагрегации лимфоцитов с тромбоцитами и коллагенсвязывающей активностью фактора фон Виллебранда (r=0,52, p<0,05). По всей видимости, контакт пластинок с лимфоцитами, а также с фактором Виллебранда происходил и при участии рецепторов типа GP 1b, GP IIb/IIIa. Кроме того, процессы взаимодействия тромбоцитов с сосудистой стенкой и лимфоцитами усиливались при повышении напряжения сдвига (Витковский Ю.А., Солпов А.В., 2005).

При повышении уровня и активности фактора фон Виллебранда после холодового воздействия усиливалась агрегация и потребление пластинок крови. Возможно, в этот период в периферической крови циркулировало значительное количество, так называемых, каt-тромбоцитов, которые не способны в полной мере реализовывать свои функции (Кузник Б.И., 2006). Об этом свидетельствует обратная сильная связь коллагенсвязывающей активности фактора фон Виллебранда и потенциала адреналин-индуцированной агрегации тромбоцитов (r=-0,72, p<0,05).

Лимфоцитарно-тромбоцитарные коагрегаты в размере гораздо больше среднего диаметра артериол и прекапилляров (50-100 мкм) (Витковский Ю.А., 2005) и физически не способны миновать микроциркуляторное русло. Создаются все условия для механического тромбоза данного участка сосудистого русла, и, как следствие, усиление шунтового кровотока. (Петрищев Н.Н., 2003). Этот факт подтверждает прямая связь средней силы между лимфоцитарно-тромбоцитарной адгезией и значением показателя шунтирования (r=0,51, p<0,01).
В Ы В О Д Ы
1. У больных с отморожениями конечностей III-IV степени в раннем реактивном периоде уменьшается количество тромбоцитов в крови, а в позднем - превышает их число по сравнению со здоровыми лицами. В периоде гранулирования и эпителизации число кровяных пластинок в крови не отличается от контрольных показателей. Содержание тромбоцитов при холодовой травме находится в обратной зависимости от тяжести поражения.
2. В позднем реактивном периоде и в периоде гранулирования и эпителизации ускоряется спонтанная агрегация тромбоцитов. В раннем и позднем реактивных периодах понижается интенсивность, потенциал и скорость агрегации тромбоцитов. Уменьшение агрегационной функции тромбоцитов обратно пропорционально объему повреждения тканей. В плазме больных с местной холодовой травмой возрастает коллагенсвязывающая активность фактора фон Виллебранда, достигая своего пика в позднем реактивном периоде. Увеличение массива пораженных холодом тканей у пациентов сопровождается повышением коллагенсвязывающей активности фактора фон Виллебранда. 
3. В крови больных с отморожениями конечностей в раннем реактивном периоде травмы максимально возрастает содержание TNF(, IL-1(, IL-4, IL-8 и IL-18, а в последующие периоды - снижается. При этом концентрация IL-1β превышает контрольные значения во всех периодах холодовой травмы, а IL-18 - только в раннем реактивном периоде. В раннем и позднем реактивном периодах отморожений уровень провоспалительных цитокинов в крови, оттекающей от поврежденной конечности, больше, а IL-4 – меньше,  чем в интактной конечности. У больных с местной холодовой травмой пальцев конечностей уровень всех исследуемых цитокинов в крови не отличается от значений у здоровых, а при увеличении зоны повреждения их концентрация возрастает. 
 4. В дореактивном периоде отморожений у больных возрастает способность к адгезии тромбоцитов к лимфоцитам и достигает наибольшей выраженности в раннем реактивном периоде. Увеличение числа ЛТА и степени ЛТА пропорционально массиву поврежденных холодом тканей. 
           5.  У больных с местной холодовой травмой в дореактивном периоде регистрируются признаки тотального спазма сосудов пораженного сегмента конечности. В раннем реактивном периоде отморожений увеличивается приток крови из артериального русла, возрастает активность эндотелиальных факторов релаксации. В позднем реактивном периоде травмы возрастает активность миогенного и нейрогенного компонентов регуляции сосудистого тонуса, уменьшается артериальный и нутритивный кровоток. 
           6. При местной холодовой травме лимфоцитарно-тромбоцитарная адгезия коррелирует с концентрацией провоспалительных цитокинов и некоторыми показателями микроциркуляции, установлена прямая сильная корреляционная связь.  Между концентрацией IL-1β и TNFα и коллагенсвязывающей активностью фактора фон Виллебранда выявляется прямая корреляционная связь средней силы, между уровнем IL-1β и TNFα и индуцированной агрегацией кровяных пластинок – обратная связь средней силы. 
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Список принятых сокращений

IL – интерлейкин

TNF – фактор некроза опухолей
ЛТА – лимфоцитарно-тромбоцитарная адгезия

ДП – дореактивный период
РРП – ранний реактивный период

ПРП – поздний реактивный период

ПГЭ – период гранулирования и эпителизации

ЛДФ – лазерная доплеровская флоуметрия
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