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Реферат. На моделі експериментального атеросклерозу у кролів досліджували вплив кріоконсервованої сироватки
плацентарної крові людини (кСПКЛ) на ліпідний обмін і морфофункціональний стан наднирників. Показано, що введення
кСПКЛ підвищує рівень ліпопротеїдів високої щільності в сироватці крові експериментальних тварин і нормалізує
морфологічну структуру наднирників. Однак відновлення функціональної активності наднирників у зазначений термін експе-
рименту не спостерігали.
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Реферат.  На модели экспериментального атеросклероза у кроликов исследовали влияние криоконсервированной

сыворотки плацентарной крови человека (кСПКЧ) на липидный обмен и морфофункциональное состояние надпочечников.
Показано, что введение кСПКЧ повышает уровень липопротеидов высокой плотности в сыворотке крови экспериментальных
животных и нормализует морфологическую структуру надпочечников. Однако восстановления функциональной активности
надпочечников в указанный период эксперимента не наблюдали.

Ключевые слова: атеросклероз, сыворотка плацентарной крови человека, надпочечники, кролик, кортизол, холестерин.
Abstract. In the model of experimental atherosclerosis in rabbits there was studied the effect of human placental blood serum on

lipid spectrum and morphofunctional state of adrenal glands. It has been shown that placental blood serum contributes to an increase
in antiatherogenic fraction of lipoproteids in rabbits blood and recovery of morphological structure of adrenal glands, however does
not result in the restoration of functional activity of glands to the mentioned observation terms.
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Атеросклероз призводить до важких усклад-
нень, тому його лікування – одна з актуальних
проблем сучасної медицини [14]. Основним мето-
дом профілактики і лікування атеросклерозу є
застосування різних груп препаратів, які чинять
гіполіпідемічну дію [3, 5, 6]. Однак кількість випад-
ків виявлення цього захворювання постійно збіль-
шується, що обумовлює необхідність пошуку нових
більш ефективних антиатерогенних препаратів,
одними з таких можуть бути кріоконсервовані біоло-
гічно активні препарати на основі сироватки пла-
центарної (кордової) крові людини (СПКЛ).

Сироватка плацентарної крові людини відріз-
няється від сироватки крові дорослого донора на-
самперед тим, що містить спектр специфічних

Atherosclerosis induces severe complications, that
is why its treatment is one of the actual tasks of modern
medicine [14]. Basic method for prophylaxis and treat-
ment of atherosclerosis is the application of various
medicinal preparations possessing a hypolipidemic
action [3, 5, 6]. However, the number of revealed cases
of this disease constantly rises that stipulate the neces-
sary search for new more effective antiatherogenic
medicinal preparations, and cryopreserved biologically
active preparations on the base of human placental
(cord) blood serum (HPBS) might be the prospective
candidates.

Human placental blood serum differs from the adult
donor’s blood serum foremost by the presence of
spectrum of specific proteins which after introduction
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білків, які при введенні реципієнту сприяють корекції
метаболічних розладів, репаративним процесам в
ушкоджених тканинах, нівелюють порушення,
обумовлені наявністю процесів запалення, ішемією
та ін. [1, 2, 7, 8, 9, 11, 17]. Можна припустити, що
застосування кріоконсервованої сироватки плацен-
тарної крові людини (кСПКЛ) для корекції змін в
організмі, які супроводжують атерогенез, буде
ефективним.

Атеросклероз – складна патологія, в патогенезі
якої одну з провідних ролей відіграє порушення
ліпідного обміну. Доцільно було дослідити морфо-
функціональний стан наднирників, які беруть участь
в метаболічній регуляції, зокрема холестериновому
обміні, порушення якого займає суттєве місце в
атерогенезі [16, 19–23].

У попередній роботі [15] було вивчено вплив
кСПКЛ на ліпідний обмін тварин з експеримен-
тальним атеросклерозом.

Метою даного дослідження було вивчення дії
сироватки плацентарної крові людини на морфо-
функціональний стан наднирників тварин з екс-
периментальним атеросклерозом.

Матеріали та методи
У роботі використовували кріоконсервовану

сироватку плацентарної крові людини, після замо-
рожування і зберігання протягом 6 місяців при
температурі –20°С за технологією, яка дозволяла
повноцінно зберегти її склад і властивості [18].

Для створення моделі атеросклерозу використо-
вували безпородних кролів-самців віком 12–24
місяці, масою 3500–5000 г (n = 29), які були розділе-
ні на групи: 1 – інтактні (n = 8); 2, 3, 4 – тварини,
яким протягом 6 місяців 6 разів на тиждень вводили
per os по 200 мг/кг холестерину (Петербург, Росія)
(n = 21) [6]. Через 6 місяців холестеринової дієти
кролі групи 2 (пік моделі, n = 7) були виведені з
експерименту; у тварин групи 3 (n = 7) після відміни
холестеринового навантаження відбувався  мимо-
вільний регрес експериментального атеросклерозу;
після досягнення піка моделі і відміни холестери-
нової дієти тваринам групи 4 (n = 7) внутрішньо-
м’язово вводили кСПКЛ в дозі 0,3 мл протягом 10
днів. Дозу препарату розраховували відповідно до
методики О.В. Стефанова [12].

Термін спостереження перебігу змін в організмі
тварин після досягнення піка моделі при спонтан-
ному регресі і після введення кСПКЛ становив 6
місяців.

Всі маніпуляції з тваринами проводили згідно з
положеннями «Європейської конвенції про захист
хребетних тварин, які використовуються для експе-
риментальних та інших наукових цілей» (Страсбург,
1986).

into a recipient contribute to the correction of metabolic
disorders, reparative processes in the damaged tissues,
neutralize the disorders stipulated by occurring of
inflammation, ischemia etc. [1, 2, 7, 8, 9, 11, 17]. One
may suggest that application of cryopreserved human
placental blood serum (cHPBS) for correction of
changes in an organism accompanying the atherogene-
sis will be effective.

Atherosclerosis is a complicated pathology, in the
pathogenesis of which the disorder in lipid exchange
plays one of the most important roles. It was reasonable
to investigate the morphofunctional state of adrenal
glands which took part in metabolic regulation, par-
ticularly cholesterol exchange, the disorder of which
was essential at atherogenesis [16, 19-23].

In the previous work [15] we have studied the
impact of cHPBS on lipid exchange in animals with
experimental atherosclerosis.

The research aim was to study the effect of human
placental blood serum on morphofunctional state of
adrenal glands in the animals with experimental
atherosclerosis.

Materials and methods
The research was performed with cryopreserved

human placental blood serum after freezing and storage
during 6 months at –20°C using the approaches allowing
to preserve its composition and properties [18].

To simulate atherosclerosis we used breedless male
rabbits, 12–24 months old, with the weight of 3,500-
5,000 g (n = 29) which were divided into the groups:
1 – intact animals (n = 8); 2, 3, 4 – animals which
during 6 months 6 times per week obtained 200 mg/kg
of cholesterol per os (Saint-Petersburg, Russia) (n =
21) [6]. After 6 months of cholesterol diet the rabbits
of group 2 (peak of model, n = 7) were withdrawn
from the experiment; animals of group 3 (n = 7) had
spontaneous regression of experimental atherosclerosis
after cessation of cholesterol loading; after reaching
the peak of model and cessation of cholesterol diet the
animals of group 4 (n = 7) were intramuscularly
introduced with cHPBS in dose of 0.3 ml during 10
days. The dose of preparation was determined accor-
ding to O.V. Stefanov [12].

Observation for the course of changes in animal
organism after reaching the peak of model, sponta-
neous regression and after introduction of cHPBS
lasted 6 months.

All the manipulations with the animals were
performed in accordance with the regulations of
European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes (Strasbourg, 1986).

Functional activity of adrenal glands was studied
by the level of cortisol in blood serum of rabbits which
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Функціональну активність наднирників дослі-
джували за рівнем кортизолу у сироватці крові кро-
лів, який визначали методом імуноферментного
аналізу (ІФА).

Морфометричні показники наднирників кролів
при експериментальному атеросклерозі (маса,
щільність, об’єм) визначали за стандартними мето-
диками.

Морфологічну структуру наднирників вивчали
на препаратах фрагментів тканин наднирників, за-
барвлених гематоксиліном та еозином за стандарт-
ною методикою.

При статистичній обробці експериментальних
даних використовували критерій Манна-Уітні і
пакет програм Excel [4].

Результати та обговорення
При спостереженні за експериментальними

тваринами в період формування моделі атероскле-
розу виявлена зміна їх поведінки. Тварини були мля-
вими, малорухливими, погіршувався стан хутряного
покрову. Вага тварин не змінювалась.

При дослідженні рівня кортизолу в сироватці кро-
ві тварин, за яким оцінювали функціональну актив-
ність наднирників, було виявлено, що холестеринова
дієта викликала поступове 1,5-кратне збільшення
рівня кортизолу відносно інтактних тварин. Підви-
щення секреції кортизолу може бути викликане
надмірною кількістю холестерину в крові тварин,
який є основним субстратом для синтезу кортико-
стероїдів, у тому числі і кортизолу.

Після досягнення піка моделі і припинення
холестеринової дієти як у групі зі спонтанним регре-
сом, так і у групі тварин, яким вводили кСПКЛ,
спостерігалося різке зниження рівня кортизолу.
Його рівень за 4 місяці спостереження після досяг-
нення піка моделі був у 12 разів нижче відносно
контролю і залишався на цьому рівні до кінця екс-
перименту. Нездатність наднирників синтезувати
кортизол може свідчити про функціональне висна-
ження їх кори внаслідок тривалої гіперхолестери-
немії у процесі розвитку експериментального ате-
росклерозу. Введення кСПКЛ не приводило до
нормалізації рівня кортизолу в сироватці крові екс-
периментальних тварин в зазначений термін спос-
тереження.

Вплив кСПКЛ на морфометричні показники над-
нирників тварин з експериментальним атероскле-
розом оцінювали за об’ємом, масою та щільністю
наднирників кролів (таблиця).

Як видно з таблиці, у тварин групи 2 (пік моделі)
спостерігалося збільшення маси і об’єму наднирни-
ків, однак зменшувалася їх щільність, що могло бу-
ти обумовлено ліпідною інфільтрацією тканини.
Таким чином, розвиток експериментального атеро-

was assessed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

Morphometric indices of rabbit adrenal glands at
experimental atherosclerosis (weight, density, volume)
were determined by the standard methods.

Morphological structure of adrenal glands was
studied in the preparations of adrenal tissue fragments
stained with hematoxylin and eosin by the standard
method.

For statistical processing of experimental data we
used Mann-Whitney criterion and Excel software [4].

Results and discussion
Observing the experimental animals during forma-

tion of atherosclerosis model we have revealed the
changes in their behavior. The animals were weak,
inactive, the quality of fur worsened. The weight of
animals did not change.

Investigating the level of cortisol in the animal blood
serum by which the functional activity of adrenal glands
was assessed we have noted that cholesterol diet
caused stepwise 1.5-fold increase of cortisol level if
compared to the intact animals. The enhancement of
cortisol secretion can be caused by excessive amount
of cholesterol in blood of animals which is a basic
substrate for synthesis of corticosteroids including
cortisol.

After reaching the peak of model and cessation of
cholesterol diet both in the group with spontaneous
regression and group of the animals which were
introduced with cHPBS we observed a dramatic
decrease of cortisol level. Its level for 4 months of
observation after reaching the peak of model was 12
times lower comparing to the control and remained
the same to the end of experiment. Inability of adrenal
glands to synthesize cortisol can testify to the functional
exhaustion of their cortex as a result of long-term
hypercholesteremia under development of experimental
atherosclerosis. Introduction of cHPBS did not lead to
the normalization of cortisol level in blood serum of
experimental animals in the mentioned period of
observation.

Effect of cHPBS on morphometric indices of animal
adrenal glands with experimental atherosclerosis was
assessed by volume, weight and density of adrenal
glands of rabbits (Table).

The data in the Table shows that animals of group
2 (peak of model) were observed to have an increased
weight and volume of adrenal glands but their density
decreased that could be stipulated by lipid infiltration
of tissue. Thus the development of experimental athe-
rosclerosis was accompanied by significant changes
in adrenal glands.

During spontaneous regression of atherosclerosis
after cessation of atherogenic diet no significant chan-
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ліпідної інфільтрації. Для підтвердження цього при-
пущення були проведені гістологічні дослідження.

При гістологічному дослідженні наднирників ін-
тактних кролів (група 1) виявлено, що паренхіма
кори представляє собою сукупність епітеліальних
тяжів, які мають різноманітну орієнтацію на різній
відстані від капсули, що дозволяє диференціювати
їх на зони.

Клубочкова зона наднирників кролів займала
15% товщі кори та складалась з тяжів ендокринних
клітин, які підгортались під капсулу і формували
сферичні скупчення у вигляді клубочків. У клітинах
цієї зони була виявлена невелика кількість дрібних
ліпідних включень, які в нормі синтезуються над-
нирниками (рис. 1, A).

Пучкова зона була добре структурована, скла-
далась з тяжів ендокринних клітин, розташованих
паралельно один одному і кровоносних капілярів,
які знаходились між ними. Цитоплазма клітин цієї
зони мала включення ліпідних крапель, що могло
свідчити про високу синтетичну активність цієї зони
(рис. 1, B).

Сітчаста зона, яка складала 10% товщі кори,
утворена тяжами ендокринних клітин, які в най-
більш глибоких ділянках кори переплітались між
собою (рис. 1, C). Всі клітини кори мали поліго-
нальну форму і характерне для цієї зони розподілен-
ня капілярів (рис. 1, D).

Холестеринова дієта протягом 6 місяців призво-
дила до гіперплазії та ожиріння клітин (рис. 2, A), а
також до дистрофічних змін паренхіми наднирників
і склерозу судин мозкової речовини, що може свід-
чити про зниження функціональної активності залоз
після досягнення піка моделі атеросклерозу і спів-
падає зі зниженням рівня кортизолу в крові тварин
(рис. 2, B).

ges in volume, weight and density of adrenal glands
occured if compared with the control.

Introduction of cHPBS (group 4) resulted in the
decrease of weight and volume of adrenal glands,
however, their density increased comparing to adrenal
glands of the animals from the second and third groups.
We suggest the revealed changes of morphometric
indices as stipulated by the decrease of lipid infiltration.
To prove this suggestion we have carried out the histo-
logical analysis.

Histological analysis of adrenal glands of intact
rabbits (group 1) revealed that parenchyma of cortex
represents the combination of epithelial bands with a
diverse orientation at different distances from capsule
allowing to differentiate them into zones.

Zona glomeruloza of rabbit adrenal glands occupied
15% of cortex width and consisted of endocrine cell
bands turned under capsule and formed spherical
glomerulous clusters. The cells of this zone had a few
small lipid inclusions normally synthesized by adrenal
glands (Fig. 1A).

Zona fasciculata was well structured, and consisted
of endocrine cell bands located parallely to each other
and blood capillaries in between. Cytoplasm of cells in
this zone had the inclusions of lipid drops attesting a
high synthetic activity of this zone (Fig. 1B).

Reticular zone made 10% of cortex width, and was
formed by bands of endocrine cells which were
intertwisted in the deepest zones of cortex (Fig. 1C).
All the cells of cortex were of poligonal shape and had
characteristic for this zone distribution of capillaries
(Fig. 1D).

Cholesterol diet during 6 months caused hyperplasia
and obesity of cells (Fig. 2A) as well as dystrophic
changes of adrenal parenchyma and sclerosis of
medullar vessels. This may testify to the decrease of

Морфометричні показники наднирників експериментальних тварин
Morphometric indices of adrenal glands of experimental animals

Примітка: * – вірогідність відмінностей (p ≤ 0,05) по відношенню до піка моделі.
Note: * – the probability of differences (p ≤ 0.05) if compared to the peak of model.

склерозу супроводжувався
характерними змінами у
наднирниках.

При спонтанному ре-
гресі атеросклерозу після
відміни атерогенної дієти не
відбувалося вірогідної зміни
об’єму, маси та щільності
наднирників у порівнянні з
піком моделі.

З введенням кСПКЛ
(група 4) знижувались маса
та об’єм наднирників, однак
при цьому їх щільність
збільшувалася по відношен-
ню до наднирників тварин
груп 2 і 3. Виявлені зміни
морфометричних показни-
ків, на наш погляд, могли
бути обумовлені зниженням
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Рис. 1. Паренхіма кори наднирників інтактного кроля (контроль): A – клубочкова зона, ×200; B – пучкова зона –
тяжі ендокринних клітин і кровоносних капілярів, які знаходяться між ними і розташовані паралельно у вигляді
пучків, ×200; C – сітчаста зона кори і мозкова речовина, ×100; D – розподілення клітин пучкової зони кори нав-
коло капілярів, ×400. Забарвлення гематоксиліном і еозином.
Fig. 1. Adrenal cortex parenchyma of intact rabbit (control):A – zona glomeruloza,  ×200; B – zona fasciculata with bands
of endocrine cells and blood capillaries in between as parallel glomerules, ×200; C – cortex reticular zone and medulla,
×100; D – distribution of cells of cortex zona fasciculata around capillaries, ×400. Staining with hematoxylin and eosin.

D

Таким чином, тривала гіперхолестеринемія ви-
кликала патологічні зміни морфофункціонального
стану наднирників, що є одним із основних патоге-
нетичних факторів атеросклерозу [17].

У паренхімі кори наднирників кролів з модельо-
ваним атеросклерозом у стані спонтанного регресу
(група 3) спостерігалося часткове відновлення
клубочкової зони, зниження ступеня інтенсивності
інфільтративного ожиріння паренхіми пучкової зони
і збільшення кількості клітин з великими гіпер-
хромними ядрами, що може свідчити про початок
відновлення морфофункціонального стану цих зон
(рис. 3, A, B).

Введення кСПКЛ експериментальним кролям
після відміни холестеринової дієти (група 4) сприяло
адаптаційним перебудовам і зменшенню морфоло-
гічних порушень кори паренхіми наднирників, а саме

functional activity in glands after reaching the peak of
atherosclerosis model and it coincides with the lowering
of cortisol level in blood of the animals (Fig. 2B).

So, the long-term hypercholesteremia induced
pathological changes in morphofunctional state of
adrenal gland, and this is one of basic pathogenic factors
of atherosclerosis [17].

In the adrenal cortex parenchyma of rabbits with
experimental atherosclerosis in the state of spontaneous
regression (group 3) we observed a partial restoration
of zona glomeruloza, decrease in intensity rate of
infiltrative obesity of zona fasciculata parenchyma and
arised number of cells with large hyperchromic nuclei
attesting the initiated restoration of morphofunctional
state of these zones (Fig. 3A and B).

Introduction of cHPBS into experimental rabbits
after cessation of cholesterol diet (group 4) resulted in
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adaptive transformations and decrease of morpholo-
gical disorders of adrenal parenchyma, viz. reduction
of hyperplasia and obesity of cortex parenchyma cells,
recovery of corticocytes number as well as formation
of bands of the endocrine cells (Fig. 4A and B). In the
group of animals with spontaneous regression (group
3) the reparative processes and decrease in degree of
lipid infiltration of adrenal parenchyma occurred in less
extent (see Fig. 3A and B).

зменшенню гіперплазії і ожиріння клітин паренхіми
кори, відновленню кількості кортикоцитів, а також
утворенню тяжів з цих ендокринних клітин (рис. 4,
A, B). У групі тварин зі спонтанним  регресом (гру-
па 3) репаративні процеси та зниження ступеня
ліпідної інфільтрації паренхіми наднирників відбу-
валися в значно меншій мірі (див. рис. 3, A, B).

Зниження рівня ліпідної інфільтрації паренхіми
наднирників тварин після введення кріоконсервова-

Рис. 3. Паренхіма кори наднирників кроля з модельованим атеросклерозом, мимовільний регрес (група 3),
6 місяців після піка моделі; початок відновлення клубочкової зони: A –  зниження інтенсивності інфільтративного
ожиріння паренхіми пучкової зони, ×200; B – збільшення кількості клітин з великими гіперхромними ядрами
(стрілки), ×400. Забарвлення гематоксиліном і еозином.
Fig. 3. Adrenal cortex parenchyma of rabbit with modeled atherosclerosis, spontaneous regression (group 3), 6 months
after peak of model; signs of restoration of zona glomeruloza: A – decrease in intensity of infiltrative obesity of zona
fasciculata parenchyma, ×200; B – increase in number of cells with large hyperchromic nuclei (arrows), ×400. Staining
with hematoxylin and eosin.

A B

Рис. 2. Паренхіма кори наднирників кроля з модельованим атеросклерозом, пік моделі (група 2): A – атрофія
клубочкової зони, інфільтративне ожиріння кори (стрілки),×200; B – склероз судин мозкової речовини (стрілки),
×100. Забарвлення гематоксиліном та еозином.
Fig. 2.  Adrenal cortex parenchyma of rabbit with experimental atherosclerosis, peak of model (group 2): A – atrophia of
zona glomeruloza, infiltrative obesity of cortex (arrows),×200; B – sclerosis of medullar vessels (arrows), ×100. Stain-
ing with hematoxylin and eosin.

A B

80 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 23, №/issue1, 2013



ної сироватки плацентарної крові людини можливо
пояснити збільшенням рівня антиатерогенної фрак-
ції ліпопротеїдів в крові тварин з модельованим ате-
росклерозом, що призводить до так званого зворот-
ного транспорту холестерину з місць його відкла-
дення в кровоносне русло [6, 15].

Корегуюча дія кріоконсервованої СПКЛ при екс-
периментальному атеросклерозі може бути обу-
мовлена дією ростових факторів (соматотропний
гормон, інсуліноподібні фактори росту ІФР1 і ІФР2
та ін.), які зберігаються в її складі і позитивно впли-
вають на метаболізм, ангіогенез, репарацію та ок-
сигенацію ушкоджених тканин, що сприяє віднов-
ленню їх структури [10]. Однак вивчення механізмів
дії кСПКЛ при атеросклерозі потребує подальших
досліджень.

Висновки
1. Введення кСПКЛ тваринам з експеримен-

тальним атеросклерозом  призводить до відбудови
морфологічної структури наднирників, що прояв-
ляється в зниженні ступеня інфільтративного ожи-
ріння паренхіми наднирників та зменшенні в ній
аденоматозних утворень, в порівнянні з морфологіч-
ним станом наднирників тварин групи з атероскле-
розом на піку моделі та групи зі спонтанним регре-
сом того ж терміну спостереження.

2. Ступінь відновлення морфологічної структури
паренхіми наднирників кролів з експериментальним
атеросклерозом, викликаний введенням кСПКЛ,
виявився недостатнім для відновлення їх синте-
тичної активності.

Рис. 4. Паренхіма кори наднирників кроля з модельованим атеросклерозом після введення кСПКЛ (група 4),
6 місяців після піка моделі: A – відновлення клубочкової зони, ×200; B – зниження інтенсивності інфільтрації ожи-
ріння в пучковій зоні (стрілки), ×200. Забарвлення гематоксиліном і еозином.
Fig. 4. Adrenal cortex parenchyma of rabbit with modeled atherosclerosis after introduction of cHPBS (group 4), 6 months
after peak of model: A – restoration of zona glomeruloza; B – decrease in intensity of infiltrative obesity of zona
fasciculata (arrows),  ×200. Staining with hematoxylin and eosin.

Decrease of degree of adrenal parenchyma lipid
infiltration in the animals after introducing the cryo-
preserved human placental blood serum can be explai-
ned by the rise in level of lipoproteid antiatherogenic
fraction in blood of animals with modeled athero-
sclerosis leading to the so-called reciprocal transport
of cholesterol from the places of its deposits into blood
flow [6, 15].

Correcting effect of cryopreserved HPBS at expe-
rimental atherosclerosis can be stipulated by the impact
of growth factors (somatotropin, insulin-like growth
factors IGF1 and IGF2 and others) being preserved in
its composition, they positively affect the metabolism,
angiogenesis, reparation and oxygenation of damaged
tissues, restore their structure [10]. However, the study
of mechanisms of cHPBS effect at atherosclerosis
requires further investigations.

Conclusions
1. Introduction of cHPBS to the animals with expe-

rimental atherosclerosis leads to the restoration of adre-
nal gland morphological structure. This manifests in
the decrease of infiltrative obesity of adrenal paren-
chyma and the decline of adenomatous structures in it
if compared to the morphological state of adrenal glands
in the group of animals with atherosclerosis at the peak
of model and the group with spontaneous regression
of the same observation period.

2. The degree of restoration of morphological struc-
ture in adrenal parenchyma of the rabbits with experi-
mental atherosclerosis caused by introduction of cHPBS
was insufficient to recover their synthetic activity.

A B
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