
107

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

 У.А. Фесенко, Г.І. Губіна-Вакулік, 2010

Пропофол (2,6-діізопропілфенол) – анестетич-
ний засіб, який забезпечує швидке засинання, 

приємний сон та швидке просинання з відновленням 
захисних рефлексів. Головний механізм дії пропофо-
лу опосередкований через дію на ГАМК-рецептори. 
Гамма-аміно-масляна кислота (ГАМК)  є природним 
метаболітом, який трапляється в багатьох тканинах 
організму людини. Особливо широко він представлений 
в ЦНС, де він є головним гальмовним нейромедіатором, 
який забезпечує пре- та постсинаптичне гальмування 
в 20-40% усіх синапсів. Існують два підтипи ГАМК-
рецепторів: ГАМКА та ГАМКБ. ГАМКА рецептори 
– це макромолекулярний комплекс, який має ділянки 
для зв’язування з бензодіазепінами, барбітуратами, 
стероїдними анестетиками, а також з деякими про-
конвульсантами. Дія пропофолу опосередкована через 
бета-субодиниці ГАМК-А рецепторів, які відносно не 
чутливі до самої ГАМК. Пропофол також впливає на 
натрієві канали нейрональної мембрани, скорочуючи 
час їх відкривання. Така дія може бути вторинною по 
відношенню до дії на ГАМК-рецептори.  Доведено та-
кож, що пропофол регулює гліцинові рецептори [1].  

Нейротоксичність загальних анестетиків останніми 
роками є темою дискусій на сторінках анестезіологічних 
видань. Багатьма дослідниками в експериментах 
доведено, що вплив інгаляційних та неінгаляційних 

анестетиків, а також їх комбінацій на головний мозок 
на стадії синаптогенезу спричиняє нейродегенерацію та 
апоптоз. У подальшому ці зміни порушують здатність 
до засвоєння навичок та знижують когнітивні функції. 
Більшість авторів вважають, що токсична дія загальних 
анестетиків на центральну нервову систему зумовлена 
апоптозом – запрограмованою загибеллю нейронів [2]. 

Морфологічні зміни в нейронах під впливом анестетиків 
включають зморщування нейронів, конденсацію хрома-
тину, фрагментацію ДНК, пухирчастість мембран та 
утворення апоптотичних тілець [3].

Захисну дію загальних анестетиків при ішемії го-
ловного мозку пов'язують зі зниженням метаболізму, 
хоч і рівень цього зниження не корелює з нейропро-
тективним ефектом цих ліків. Покращення синтезу 
протеїнів, ГАМК-ергічної активності та антиоксидантні 
властивості пропофолу та барбітуратів можуть бути го-
ловними механізмами їх нейропротективної дії [4,5]. 

Загальні анестетики називають одними з головних 
чинників післяопераційних когнітивних дисфункцій [6]. 
Але методи профілактики психоушкоджуючої дії наркозу 
досі не розроблені. Найчастіше з цією метою викори-
стовують препарати групи ноотропів, які покращують 
синтез нуклеїнових кислот у нейронах, медіаторний 
обмін [7-8]. Деякі автори доводять нейропротективні 
властивості сульфату магнію при гіпоксично-ішемічних 
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ушкодженнях головного мозку та пов'язують це з впли-
вом магнію на різні стадії апоптозу  [9-10].

Мета дослідження: вивчення морфологічних, 
імуногістохімічних  змін у нейронах гіпокампа щурів 
під дією пропофолу та оцінка нейропротективних 
властивостей пірацетаму та сульфату магнію під час 
анестезії пропофолом.

Матеріали та методи
Експериментальні дослідження проведені на 39 

двохмісячних щурах лінії Wistar обох статей. Середня 
маса тіла щурів становила 66,5±17,4 г. Тварин утриму-
вали в умовах віварію при кімнатній температурі з 12-
годинним циклом світла-темряви, з вільним доступом до 
води та їжі, на стандартній дієті згідно норм утримання 
лабораторних тварин. Експериментальні дослідження 
виконані згідно з «Правилами виконання робіт з вико-
ристанням експериментальних тварин», затвердженими 
наказом МОЗ України.

Тварини розподілені на дві серії: контрольна серія з 
трьох груп, по 5 щурів в кожній групі (група Ф, яким 
вводили фізіологічний розчин; група ФП – фізіологічний 
розчин та пірацетам; група ФМ – фізіологічний розчин 
та сульфат магнію) та експериментальна серія також з 
трьох груп по 8 тварин в кожній групі (група П, яким 
вводили пропофол; група ПП – пропофол та пірацетам; 
група ПМ – пропофол та сульфат магнію). Дози 
препаратів: пропофол 0,1 мг/г, пірацетам 2 мг/г, сульфат 
магнію 2,5 мг/г. Препарати введені інтраперітонеально. 
Значної різниці між групами  за середньою масою тіла 
та розподілом за статтю тварин не було.

Через годину після введення препаратів тварин ви-
водили з експерименту шляхом декапітації. Головний 
мозок швидко вилучали з черепа та фіксували в 10% 
формаліні. Після фіксації мозок промивали, обробляли 
спиртом для зневоднення, потім заливали у парафін. 
З препарату готували серії сагітальних зрізів товщи-
ною 7-8 мкм, які фарбували 1% метиленовим синім 
та галоціаніном за методикою Ейнарсону для вияв-
лення сумарних нуклеїнових кислот. Мікропрепарати 
мозку досліджували при 400–кратному збільшенні 
світлового мікроскопа «AXIOSTAR Plus» (Zeiss, ФРН) з 
відеокамерою «ProgRes C10plus». Фотографували область 
зубчатої фасції гіпокампа. За методикою  «ВидеоТест» 
(СПтб, РФ) визначали кількість нейронів в 1000 мкм2, 

Таблиця 1 
Морфометричні показники ядер нейронів гіпокампа по групах (M±m)

     Група
Показник Ф ФП ФМ П ПП ПМ

Кількість ядер в 1000 мкм2 17,6±1,2 18,0±1,4 13,8±1,1 14,8±1,7 15,8±1,4 13,6±1,2

Площа перерізу ядер, мкм2 24,66± 1,82 21,02± 0,72 22,02± 2,07 32,62± 1,35 29,2± 1,37 33,94± 2,76

Оптична щільність ядер, у.о. 0,22± 0,009 0,34± 0,013 0,19± 0,008 0,18± 0,008 0,19± 0,007 0,19± 0,007

Вміст нуклеїнових кислот в ядрах, у.о. 5,23± 0,32 7,15± 0,39 4,19±0,42 5,5±0,24 5,32±0,25 6,23±0,37

Середня плоїдність ядер, с. 4,60 ± 0,28 4,86 ± 0,26 3,59 ± 0,36 5,68 ± 0,22 4,39 ± 0,22 5,52 ± 0,34

площу перерізу ядер, оптичну щільність ядер клітин при 
фарбуванні галоціанином, вміст нуклеїнових кислот та 
плоїдність ядер [11]. Для оцінки ступеню нейронального 
апоптозу використовували імуногістохімічну методику. 
Експресію ключового ферменту апоптозу – каспази-3  
визначали за допомогою моноклональних антитіл 
фірми «Abcam» (США). Препарати досліджували для 
визначення інтенсивності люмінесцентного світіння 
під мікроскопом «Axioskop 40» з фотокамерою «Pixera» 
(Zeiss, ФРН).

Статистичний аналіз отриманих даних проводили з 
використанням пакету програм «Excel», за допомогою 
неспарованого двобічного критерію Стьюдента. За 
рівень статистичної значущості приймали значення 
р≤0,05. Для визначення взаємозв'язку між показниками 
використовували кореляційно-регресійний аналіз.

Результати та їх обговорення 
У щурів групи Ф, які отримали ін’єкцію фізіологічного 

розчину, досліджувана ділянка гіпокампа гістологічно 
має вигляд густо, компактно розташованих нейронів 
овальної та округлої форми, з чіткими межами. На 
препаратах, пофарбованих галоціанином, хроматин 
ядер нейронів виглядає дрібнодисперсним, з чіткими 
дрібними глибками; ядришко важко розглядається. Ба-
гато нейронів мають темне компактне ядро, що свідчить 
про їх стан спокою. Площа перерізу ядер нейроцитів 
гіпокампа у групі Ф становить у середньому 24,66 мкм2 
(табл. 1). 

Таблиця 2 
Питома вага ядер різної плоїдності по групах, %

Плоїдність Ф ФП ФМ П ПП ПМ
1с - - 10 - - -
2с 5 - 25 - 10 5
3с 15 15 15 8 23 -
4с 25 30 10 17 25 20
5c 25 20 30 30 23 25
6c 25 25 10 15 7 25
7c 5 10 - 17 5 15
8c - - - 5 4 10
9c - - - 5 - -

10c - - - 2 3 -

Як видно з табл. 2, у зрізах гіпокампа щурів групи 
Ф переважають нейрони, плоїдність ядер яких стано-
вить 4-6с (75%), у 15% нейронів мають - 3с, по 5% - 2с 
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Нейрональний апоптоз у гіпокампі щурів під впливом пропофолу та оцінка захисної дії пірацетаму та сульфату магнію

та 7с. У групі Ф спостерігається зворотна кореляція 
середньої сили між площею та оптичною щільністю та 
пряма висока кореляція між площею та плоїдністю ядер 
нейронів гіпокампа, що є фізіологічною закономірністю. 
Кореляційний зв'язок між оптичною щільністю та 
плоїдністю ядер в цій групі відсутній (табл. 3). При 
постановці імуногістохімічної реакції на каспазу-3 ви-
явлена мінімальна кількість нейронів (1-2 в препараті) 
з високою експресією цього фермента, що демонструє 
рівень фізіологічного апоптозу (табл. 4). 

Таблиця 3.
Значення коєфіцієнту кореляцій (r) між 

морфологічними показниками ядер нейронів 
гіпокампа по групах

Група S – D S – Р D – Р

Ф – 0,52  0,8 0,08
ФП 0,14 0,7 0,79
ФМ 0,08 0,9 0,46
П – 0,57 0,45 0,39

ПП – 0,48 0,33 0,53
ПМ – 0,53 0,87 – 0,09

Примітка: S – площа перерізу ядра; D – оптична щільність; 
P – плоїдність.

Таблиця. 4
Інтенсивність люмінесцентного світіння при 
визначенні експресії каспази-3 в гіпокампі, 

у.о. св. (M±m)
Групи Інтенсивність світіння, у.о. св. 

Група Ф 0,19 ± 0,01
Група ФП 0,24 ± 0,02
Група ФМ 0,3 ± 0,02
Група П 0,18 ± 0,01

Група ПП 0,21 ± 0,01
Група ПМ 0,17 ± 0,01

У групі ФП нейрони розташовані компактно, мають 
невеликі розміри, овальну форму; ядра, в основному,  
середнього ступеню гетерохромності, тобто візуально 
різниці від групи Ф не відмічається. На кількість 
нейронів в 1000 мкм2 у зрізах гіпокампа (табл. 1) 
пірацетам не впливає. Після його введення  площа ядер 
незначно зменшується (р=0,07), оптична щільність та 
вміст нуклеїнових кислот в ядрах нейронів гіпокампа 
значно підвищується (р<0,001). Введення пірацетаму 
істотно не впливає на середню плоїдність ядер, окрім 
того, що зникають диплоїдні нейрони, підвищується 
кількість нейронів с плоїдністю 4с та 7с (табл. 2). У цій 
групі кореляція  між площею та оптичною щільністю 
майже зникає, зберігається пряма висока кореляція 
між площею та плоїдністю ядер нейронів гіпокампа. 
Кореляційний зв'язок між оптичною щільністю та 
плоїдністю ядер є прямим і сильним у групі ФП (табл. 3). Дані 
кореляційні зв'язки прямо вказують на те, що введення 
пірацетаму на фоні фізіологічного розчину викликає 
невелику плоїдизацію ядер нейронів гіпокампа. В 
групі ФП відмічається деяке підвищення кількості 

нейронів з високим рівнем каспази-3 (3-4 в препараті), 
а також спостерігається підвищення інтенсивності 
люмінесцентного світіння при експресії цього ферменту, 
порівняно з групою Ф (табл. 4). 

При введенні сульфату магнію в контрольній серії 
(група ФМ) спостерігаються ділянки «пустоти»; ней-
роцити, які збереглися, овально-округлої форми, ядра у 
більшості еухромні, з глибками хроматину. Трапляють-
ся нейроцити з пікнотичними (маленькими темними) 
ядрами, що свідчить про їх преапоптотичний стан. 
Морфометричні дослідження підтверджують істотне 
зниження кількості нейронів в гіпокампі щурів групи 
ФМ (р<0,05). Сульфат магнію дещо зменшує площу 
ядер (р=0,34) та викликає значне зниження оптичної 
щільності ядер цих нейроцитів (р=0,01), що може бути 
пояснено хроматолізісом в деяких ядрах нейронів. Вміст 
нуклеїнових кислот в ядрах нейронів гіпокампа у групі 
ФМ нижче (р=0,057) порівняно з групою Ф (табл. 1). Вве-
дення сульфату магнію різко змінює картину плоїдності 
нейронів гіпокампа (табл. 2): з’являються гиподиплоїдні 
ядра, що є гинучими, чверть нейронів є диплоїдні, чверть  
–  три- та - тетраплоїдні, 40% нейронів мають плоїдність 
5-6с. Після введення сульфату магнію кореляція  між 
площею та оптичною щільністю майже зникає, що зу-
мовлено процесом апоптозу, спостерігається пряма ви-
сока кореляція між площею та плоїдністю ядер нейронів. 
Кореляційний зв’язок між оптичною щільністю та 
плоїдністю ядер є прямим і помітним у групі ФМ (табл. 
3). Як видно з табл. 4, найвища експресія каспази-3 у 
нейронах гіпокампа спостерігається у щурів групи ФМ, 
що підтверджує морфологічні ознаки нейронального 
апоптозу.

У гіпокампі щурів групи П (після введення пропо-
фолу) відмічається наявність нейронів як з крупними, 
світлими, так і з дрібними, темними, і навіть дефор-
мованими ядрами. Нейропіль дещо розріджений. Про-
пофол істотно знижує кількість нейронів в гіпокампі, 
збільшує площу (р=0,003) та оптичну щільність ядер 
цих нейроцитів (р=0,01), але не впливає на вміст 
нуклеїнових кислот в них (табл. 1). Пропофол значно 
підвищує плоїдність ядер цих нейроцитів (табл. 2): 
більшість ядер мають плоїдність 4-7с, трапляються ядра 
з 8-10с та невелика кількість триплоїдних ядер. Після вве-
дення пропофолу зберігається зворотня помірна кореляція 
між площею та оптичною щільностю ядер. Сила кореляції 
між площею та плоїдністю ядер нейронів гіпокампа в групі 
П дещо слабшає. Кореляційний зв'язок між оптичною 
щільністю та плоїдністю ядер є прямим та помітним у цій 
групі  (табл. 3). У групі П рівень експресії каспази-3 був на 
рівні фізіологічного (табл. 4).  Можна було б припусти-
ти, що пропофол  при окремому введенні не підвищує 
експресію каспази-3. Але зменшення кількості нейронів 
та морфологічні ознаки нейронального апоптозу свідчать про 
загибель нейронів гіпокампа. Можливо, що дія пропофолу є 
короткоплинною і до моменту виведення тварин з експери-
менту апоптотичнозмінені клітини могли бути утилізовані, 
що зумовило виявлене зниження детекції каспази-3. 
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У тварин групи ПП (комбінація пропофолу з 
пірацетамом) спостерігається значно менша кількість 
нейронів з крупними, світлими ядрами; домінують 
нейрони з ядрами середньої еухромності та середнього 
розміру,  хоч і в порівнянні з групою Ф відмічається 
наявність більшої кількості нейронів з пікнотичними 
ядрами. Нейропіль залишається більш розрідженим, 
ніж у групі Ф. Додавання пірацетаму до пропофолу 
незначно підвищує кількість нейронів у фіксованій 
ділянці порівняно з групою П (р>0,05), але цей показ-
ник є істотно нижчим, ніж у групі Ф (р=0,04). У групі  
ПП площа ядер залишається суттево більшою, оптична 
щільність – зниженою, ніж у групах Ф, ФП (р=0,001), але 
ці показники майже не відрізняються від показників гру-
пи П. Пропофол при комбінації з пірацетамом не впливає 
на вміст нуклеїнових кислот в ядрах нейронів гіпокампа 
(табл. 1). Додавання пірацетаму дещо «нейтралізує» 
плоїдизуючу дію пропофолу на нейрони гіпокампа, 
так у групі ПП більшість ядер мають плоїдність 3-5с., 
зменшується кількість поліплоїдних ядер та з'являються 
диплоїдні ядра (табл. 2). У групі ПП зберігаються усі 
кореляційні зв'язки, які мають місце у групі П (табл. 3). 
Рівень експресії каспази-3 у групі ПП займає середню 
позицію між групами ФП та П (табл. 4). Можливо це 
пов'язано з кращим зберіганням дистрофично змінених 
нейронів, їх збільшеною живучістю до моменту виведен-
ня тварин з експерименту, порівняно з групою П. 

У тварин групи ПМ (пропофол+сульфат магнію) 
у внутрішньому шарі зубчатої фасції гіпокампа 
спостерігається виражена розрідженість тканин. Багато 
нейронів, що залишилися, мають темне, маленьке ядро. 
Тоді як у зовнішньому шарі відмічається наявність 
деякої кількості нейронів з дуже великими еухромними 
ядрами. При чому, у деяких з них центральна частина 
ядра виглядає абсолютно порожньою (хроматолізис). 
При комбінації пропофолу з сульфатом магнію площа 
ядер залишається суттево більшою, ніж у групах Ф, ФП 
та ФМ (р=0,001), але  мало відрізняється від показників 
групи П.  У цій групі  оптична щільність ядер у серед-
ньому не відрізняється від групи П, будучи вірогідно 
меншою, ніж у групах Ф та ФП. Вміст  нуклеїнових 
кислот у групі ПМ вище, ніж у групах Ф, ФМ та П. Та-
ким чином, пропофол навіть «нівелює» знижувальний 
ефект магнію на вміст нуклеїнових кислот (табл.1). 
Додавання сульфату магнію зменшує відносну кількість 
нейронів з гіперполіплоїдними ядрами у порівнянні 
з групою П (табл. 2).  Кореляційні відносини морфо-
метричних показників групи ПМ близькі до групи Ф 
(табл. 3). Інтенсивність люмінесцентного світіння при 
детекції каспази-3 була найнижчою у групі ПМ (табл. 
4). Скоріш за все, це є наслідком швидкої елімінації за-
гиблих гіперполіплоїдних нейронів. 

Аналізуючи отримані дані, можна зробити наступні 
узагальнення про вплив досліджуваних ліків та їх 
комбінацій на нейрони гіпокампа:

Пропофол у дозі 0,1 мг/г знижує кількість нейронів, 
оптичну щільність ядер при фарбуванні галоціаніном, 

збільшує розміри та плоїдність ядер, не впливаючи на 
вміст нуклеїнових кислот в ядрах нейронів гіпокампа. 
Низький рівень каспази-3 через одну годину після введен-
ня пропофолу, можливо, пов'язаний з його короткотри-
валим впливом та елімінацією продуктів нейронального 
апоптозу. Тобто виявлені ознаки загибелі шляхом фор-
сованого апоптозу частини нейронів гіпокампа у щурів. 
Через годину після інтраперітонеального введення пропо-
фолу інтенсивність апоптотичного процесу повертається 
до рівня контрольної групи з фізіологічним розчином. 
У нейронах, що залишилися живими, спостерігається 
процес поліплоїдизації. Таким чином, експериментально 
доведена наявність токсичної дії пропофолу на нейрони 
гіпокампа у щурів.

При введенні пірацетаму в дозі 2 мг/г у гіпокампі 
щурів спостерігається тенденція до зменшення розмірів 
ядер нейронів з підвищенням їх оптичної щільності при 
фарбуванні галоціаніном. Кількість та плоїдність цих 
нейроцитів під впливом пірацетаму не змінюються. Отже, 
можна говорити про зниження морфофункціональної 
активності нейронів ядер гіпокампа під дією пірацетаму. 
Введення пірацетаму під час анестезії пропофолом дещо 
знижує інтенсивність форсованого апоптозу нейронів 
гіпокамп на фоні його пролонгації. Плоїдизація ядер 
нейронів, що залишилися живими, також виражена мен-
ше, ніж у групі з використанням пропофолу окремо. 

Уведення сульфату магнію окремо в дозі 2,5 мг/г щу-
рам викликає зменшення кількості, розмірів, оптичної 
щільності при фарбуванні галоціаніном та плоїдності 
ядер нейронів гіпокампа з появою гіподиплоїдних 
ядер, підвищення експресії каспази-3. Тобто, можна 
припустити, що магній у здорових щурів викликає 
апоптоз деякої частини нейроцитів гіпокампа, скоріш 
за все поліплоїдних. Комбінація пропофолу з сульфатом 
магнію, виходячи з оцінки морфологічних, морфоме-
тричних та імуногістохімічних результатів дослідження, 
посилює та прискорює процес форсованого апоптозу 
нейронів гіпокампа.

Висновки  
Експериментальне дослідження реакції нейронів 

гіпокампа головного мозку у щурів з використанням 
гістологічних, морфометричних та імуногістохімічних 
методик дозволяє зробити висновок про наявність по-
шкодження нейронів шляхом апоптозу під дією пропо-
фолу. 

Пірацетам проявляє протективну дію при анестезії 
пропофолом, а сульфат магнію  поглиблює нейрональний 
апоптоз, спричинений пропофолом.

У подальшій перспективі становить інтерес вивчення 
впливу інших анестетиків на головний мозок.
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