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Благодаря достижениям криобиологии и криоме-
дицины арсенал лечебных средств регенеративной
медицины пополнился криоконсервированными
биопрепаратами плацентарного происхождения,
созданы их запасы, верифицирована биобезопасность
[1, 3]. Результаты многочисленных эксперименталь-
ных и клинических исследований показали позитив-
ный терапевтический эффект введения плацентарных
препаратов на восстановление пораженных или пато-
логически измененных органов и тканей [4, 6, 7, 9,
11]. Однако влияние имплантации фрагментов алло-
генной плаценты на состояние плаценты реципиента
во время беременности, как на наиболее динамично
развивающуюся биоструктуру, изучено недостаточно
и представляет особый научно-практический инте-
рес. Препараты плаценты широко используются в ре-
генеративной медицине, однако в последнее время в
Европе и США усиливаются акты, регулирующие их
применение [10]. В связи с вышеизложенным яв-
ляются актуальными дополнительные исследования
по влиянию имплантации  фрагментов плаценты на
здоровые органы.

С этой целью были исследованы морфологические
изменения плаценты при физиологической беремен-
ности у крыс на фоне имплантации криоконсервиро-
ванных фрагментов аллогенной плаценты (КФП).

Работу выполняли в соответствии с «Общими
принципами экспериментов на животных», одобрен-
ными VI Национальным конгрессом по биоэтике
(Киев, 2016) и согласованными с положениями «Ев-
ропейской конвенции о защите позвоночных живот-

Progress in cryobiological and cryomedical investi-
gations allowed to supplement medicinal products used
for regenerative medicine with cryopreserved biological
products of placental origin, to establish the collections
and low temperature banks of the samples with verified
biosafety [2, 4]. Numerous experimental and clinical
studies have shown a positive therapeutic effect of the
introduced placental products on restoration of both either
affected or pathologically altered organs and tissues [1,
6, 7, 9, 11]. However, the effect of implantation of allo-
geneic placenta fragments on the recipient’s placenta
during pregnancy as the most dynamically developing
biological structure has been poorly studied and is of
special scientific and practical interest. Placental pre-
parations are widely used in regenerative medicine, howe-
ver recently in Europe and the USA the regulatory acts of
their application have been strengthened [10]. Due to
the above-mentioned additional studies on the effect of
placental fragments on healthy organs are quite relevant.

With this aim we have studied the morphological
changes in the rat placenta during physiological preg-
nancy after implantation of cryopreserved placental frag-
ments (CPF).

The experiments were carried out in accordance with
the General Principles of Experiments in Animals, appro-
ved by the 5th National Congress in Bioethics (Kyiv, 2016)
and statements of the European Convention for the Pro-
tection of Vertebrate Animals Used for Experimental and
Other Scientific Purposes (Strasbourg, 1986).

The research was performed in pregnant female white
outbred rats (n = 30). The animals of the main group
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ных, используемых для экспериментальных и других
научных целей» (Страсбург, 1986).

Эксперимент проводили на беременных самках
белых беспородных крыс (n = 30). Животным основ-
ной группы (n = 20) в сроке одной недели гестации
(оплодотворение определяли по наличию сперма-
тозоидов во влагалищном мазке) под кожу в области
спины имплантировали КФП. Биоматериал получали
в асептических условиях у беременных крыс той же
популяции в конце срока беременности, затем его
фрагментировали и криоконсервировали по разрабо-
танной ранее программе [5]. Контрольную группу
составили 10 интактных беременных крыс.

На 7- и 14-е сутки после введения КФП животных
выводили из эксперимента и извлекали имплантат.
Было исследовано 20 участков имплантации КФП,
20 образцов плацент крыс основной группы (с им-
плантацией КФП) и 10 образцов плацент крыс конт-
рольной группы (без имплантации КФП).

Для морфологического исследования фрагментов
плаценты (имплантированных под кожу и извлечен-
ных из матки) использовали оптический микроскоп
«Axiostar Plus» («Сarl Zeiss», Германия). Препараты
изучали после заливки в парафин и окраски гематок-
силином и эозином по Эйнарсону на нуклеиновые
кислоты и постановки ШИК-реакции [2].

Результаты морфологических исследований пока-
зали, что имплантированный материал был подвержен
лизису. Через 7 суток после имплантации в кусочке
подсаженного КФП микроскопическим методом обна-
руживали сегментоядерную инфильтрацию и фраг-
менты ядер, свидетельствующие о кариорексисе. Через
14 суток лабиринтная часть КФП имела вид эозино-
фильного конгломерата. В губчатой (материнской)
части обнаруживали сохраненные пласты децидуаль-
ных и трофобластных клеток, синцитотрофобласта,
несмотря на наличие лейкоцитарной сегментоядерной
инфильтрации в строме. Ядра трофобласта КФП име-
ли крупный размер (8–20 мкм), овальную форму с
диффузно расположенным мелкодисперсным хрома-
тином. Цитоплазма эозинофильная с незначитель-
ной порозностью. При окрашивании образцов по
Эйнарсону на нуклеиновые кислоты в ядрах клеток
выявлялась ДНК, а в цитоплазме – небольшое коли-
чество РНК.

Ткань плаценты крыс-реципиентов при доношен-
ной беременности имела лабиринтное гемохориальное
строение, свойственное грызунам. В плодовой части
на гистологическом срезе она имела соответствую-
щий  мелкоячеистый вид. Определялись широкие
плодовые капилляры. Ядра эндотелиоцитов имели
овальную форму, строма балок – многоклеточную
структуру (гистиоциты).

(n = 20) got the CPF under the skin in the back area
after the first week of gestation (fertilization was
determined by the presence of spermatozoa in vaginal
smear). The biological samples were derived under
aseptic conditions from pregnant rats of the same
population at the end of pregnancy, then fragmented
and cryopreserved according to the previously developed
protocol [5]. The control group consisted of 10 intact
pregnant rats.

At days 7 and 14 after the CPF administration, the
animals were sacrificed and the implant was taken out.
Twenty sites of CPF implantation, 20 samples of rat
placentas of the main group (with implanted CPF) and
10 placental samples of the control rats (without CPF
implanted) were examined.

Morphological study was performed in the placental
fragments (implanted under the skin and removed from
the uterus) using Axiostar Plus optical microscope (Carl
Zeiss, Germany). Paraffin embedded specimens were
studied after staining with hematoxylin and eosin,
Einarsson technique for revealing nucleic acids, and PAS
reaction [2].

The results of morphological studies showed that
the implanted material was subjected to lysis. Seven days
after implantation, we have found in the graft of
transplanted CPF an infiltration of segmented neutrophils
and presence of nuclei fragments, the indicators of
karyorrhexis. After 14 days the labyrinth part of the CPF
appeared as an eosinophilic conglomerate. In the spongy
(maternal) part, we have observed the preserved layers
of decidual and trophoblast cells, syncytotrophoblast,
at the same time there was a segmented neutrophils
infiltration in stroma. The nuclei of the CPF trophoblast
were large (8–20 microns) and had an oval shape and a
diffusely arranged fine-dispersed chromatin. The cyto-
plasm was eosinophilic and slightly porous. Einars-
son staining for nucleic acids allowed to reveal DNA in
the nuclei of the cells and a small amount of RNA in
cytoplasm.

The placenta tissue of the recipient rats in case of
full-term pregnancy had a labyrinth hemochoric structure
peculiar to rodents. In histological section of fetal part
we saw specific fine mesh pattern. Wide fetal capillaries
were found. The nuclei of the endotheliocytes were of
oval shape, stroma of the bands had a multicellular
structure (mainly of histiocytes).

It was found that after the implantation of CPF
to pregnant rats the number of trophoblast cells with
a large dark nucleus of irregular shape with the nuc-
leolus was increased in the placenta, whereas in the
most placental trophoblast cells of the control animals
no nucleoli were present. This fact may indicate a slo-
wed placental tissue aging, the preservation of its
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Установлено, что после имплантации КФП в
плаценте беременных крыс увеличивалось количество
трофобластных клеток, имеющих крупное темное
ядро неправильной  формы с ядрышком, тогда как в
клетках трофобласта плацент животных контрольной
группы в большинстве случаев ядрышко отсутство-
вало. Этот факт может свидетельствовать о замедле-
нии старения плацентарной ткани, сохранении ее
гормональных и других функций. Кроме того, после
имплантации КФП в плодовой части плаценты и
просвете лабиринта резко уменьшались количество
и объем очагов фибриноида, что может служить дока-
зательством уменьшения повреждений и замедлении
старения синцитиотрофобластной выстилки балок
лабиринтной части плаценты. Трофобласт губчатой
части в основном  сохранялся, при этом, если у
животных без имплантации КФП ядра трофобласта
чаще имели вытянутую форму и интенсивную гипер-
хромную окраску (рис. 1), то после имплантации
КФП размер ядер увеличивался, более четко просмат-
ривались ядрышки с мелкодисперсным хроматином
и определялось небольшое количество двуядерных
трофобластных клеток (рис. 2). Выявлялись также
клетки неправильной формы с темными круглыми
ядрами и крупными оптически прозрачными вакуо-
лями в цитоплазме. Цитоплазма трофобластных клеток
плацент основной группы животных под действием
ультрафиолетовых лучей имела выраженное бело-
желтое свечение, которое свидетельствовало о значи-
тельном содержании РНК, характерном для активных
синтетических процессов. Свечение в клетках трофо-
бласта плацент животных контрольной группы было
менее интенсивным.

Рис. 1. Слабо представленный клеточный элемент
материнской части плаценты у крыс без имплантации
КФП. Окраска гематоксилином и эозином.
Fig. 1. Poorly presented cell element of maternal placental
part of rats with implanted CPF. Hematoxynin-eosin stai-
ning.

Рис. 2. Хорошо сохранившиеся клетки материнской
части плаценты у животных с имплантацией КФП. Ок-
раска гематоксилином и эозином.
Fig. 2. Well preserved cells of maternal part of placenta of
animals with implanted CPF. Hematoxylin-eosin stai-
ning.

hormonal and other functions. In addition, the implan-
tation of CPF resulted in sharp decrease of the num-
ber and volume of fibrinoid foci in the fetal part of the
placenta and the labyrinth lumen, which could be the
evidence of reduced injury and the aging slowing down
of the syncytiotrophoblast lining of the labyrinthine
part of placenta. The trophoblast of the spongy part
was mostly preserved, whereas in the animals without
implanted CPF the trophoblast nuclei were more of-
ten elongated and had intensive hyperchromic co-
lor (Fig. 1). After the implantation of CPF the size of
the nuclei increased, nucleoli with finely dispersed
chromatin were more clearly visible and a small num-
ber of binuclear trophoblast cells was found (Fig. 2). Irre-
gularly shaped cells with dark round nuclei and large
optically transparent vacuoles in the cytoplasm were
noted. The cytoplasm of trophoblastic cells of placen-
tas in the main group animals had a significant white-
yellow fluorescence under the UV excitation, which indi-
cated a significant presence of RNA, characteristic of
active synthetic processes. Fluorescence in trophoblast
placental cells of the animals in the control group was
less intense.

In samples of the placenta of the animals with implan-
ted CPF, the decidual cells that separated from the pla-
centa were large and clearly structured. PAS reaction in
the cytoplasm of placental cells of the animals of the
main group revealed a higher number of glycogen gra-
nules comparing to the cytoplasm of the placental cells
of intact animals.

The experiment allowed the comparison of morpho-
functional state of own rat placenta and the one of im-
planted CPF. The changes in recipient’s placentas were

50 µµµµµm 10 µµµµµm
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В образцах плацент животных с имплантацией
КФП децидуальные клетки, отделившиеся вместе с
плацентой, были крупными и четко структуриро-
ванными. При проведении ШИК-реакции в цито-
плазме клеток плацент животных основной группы
было выявлено большее количество гранул глико-
гена, чем в цитоплазме клеток плацент интактных
животных.

Результаты эксперимента позволили сравнить
морфофункциональное состояние собственных пла-
цент крыс и имплантированных КФП. Изменения в
плацентах животных-реципиентов отмечались как в
ближайшие сроки после имплантации КФП (7-е сут-
ки), так и в более отдаленные (14-е сутки). Полученные
данные подтверждают функциональную сохранность
имплантата КФП в указанные сроки и характеризуют
его воздействие на организм не как одномоментное,
а как пролонгированное. Обнаруженные эффекты
могут быть объяснены поступлением в организм реци-
пиента комплекса биологически активных соединений
из КФП на протяжении всего периода наблюдения.
Такое многоплановое, позитивное и продолжительное
действие КФП обусловлено поступлением в организм
реципиента репродуктивных иммуномодуляторов,
гормонов, ростовых и пролиферативных, релизинг-
и других регуляторных факторов, содержащихся в
плаценте в физиологически сбалансированном соот-
ношении [7, 8].

Следует отметить, что ни в одном из образцов пла-
цент животных, которым во время физиологической
беременности были имплантированы КФП, признаки
гиперстимуляции, патологической пролиферации или
атипические клетки не были обнаружили, что под-
тверждает биобезопасность данного вида терапии.

Таким образом, имплантация криоконсервиро-
ванных фрагментов плаценты оказывает положитель-
ное влияние на морфофункциональное состояние
плаценты крысы при физиологической беременности.

Наши дальнейшие исследования будут направлены
на изучение влияния имплантации КФП на систему
«мать-плацента-плод» в эксперименте, что может
определить перспективу применения данного вида
лечения беременных.
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noted both shortly after implantation of CPF (day 7)
and in more distant terms (day 14). The obtained data
confirm the functional integrity of the CPF graft within
the indicated time periods and characterize its effect
on the body not as ‘one-shot’, but as broad one. The
observed effects can be explained by the transfer of
biologically active compounds from the CPF into the
recipient body during the observation period. This ver-
satile, positive and prolonged effect of CPF we could
associate with the delivery of the reproductive immune
modulators, hormones, growth and proliferative, relea-
sing and other regulatory factors contained in the placenta
in a physiologically balanced ratio [7, 8].

It should be noted that none of the placental samp-
les of the animals implanted with CPF during phy-
siological pregnancy showed signs of hyperstimula-
tion, pathological proliferation or atypical cells, that
confirmed the biological safety of this type of therapy.

Thus, the implantation of cryopreserved fragments
of placenta had a positive effect on morphofunctional
state of rat placenta during physiological pregnancy.

Our further studies will be aimed at investigation of
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fetus’ system in experiment, that could determine the
prospect of using this type of treatment for pregnant
women.
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