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Реферат: В представленной работе исследовали возможность применения криоконсервированных клеток фетальной 
печени (кКФП) как геропротекторного средства, оценивая его влияние на прооксидантно-антиоксидантный баланс, физиоло-
гические параметры и продолжительность жизни стареющих крыс. Установлено, что многократное введение кКФП (каждые
3 месяца) взрослым крысам (с 13- до 22-месячного возраста) предупреждает изменения прооксидантного-антиоксидантного 
баланса печени и крови, которые формируются у старых животных к 25 месяцам жизни. Аналогичные многократные инъ-
екции кКФП старым крысам (с 23 месяцев и до конца жизни) способствуют приросту массы тела, препятствуют ухудшению 
качества шерстного покрова и увеличивают продолжительность жизни на 100 дней. Результаты работы позволяют  рассма-
тривать введение кКФП как перспективный поход для коррекции возрастных изменений, связанных с развитием оксидатив-
ного стресса.

Ключевые слова: криоконсервированные клетки фетальной печени, многократное введение, крысы, старение, прооксидант-
но-антиоксидантный потенциал, продолжительность жизни.

Реферат: У роботі досліджували можливість застосування кріоконсервованих клітин фетальної печінки (кКФП) як геро-
протекторного засобу, оцінюючи його вплив на прооксидантно-антиоксидантний баланс, фізіологічні параметри та тривалість 
життя старіючих щурів. Встановлено, що багаторазове введення кКФП (кожні 3 місяці) дорослим щурам (з 13- до 22-місячного 
віку) попереджає зміни прооксидантно-антиоксидантного балансу печінки та крові, що формуються у старих тварин до 25 
місяців життя. Аналогічні багаторазові ін’єкції кКФП старим щурам (з 23 місяців до кінця життя) сприяють приросту маси тіла, 
перешкоджають зниженню якості шерстного покриву та збільшують тривалість життя на 100 днів. Результати роботи дозво-
ляють розглядати введення кКФП як перспективний підхід для корекції вікових змін, пов’язаних із розвитком оксидативного 
стресу.

Ключові слова: кріоконсервовані клітини фетальної печінки, багаторазове введення, щури, старіння, прооксидантно-антиок-
сидантний потенціал, тривалість життя.

Abstract: In this research the possibility of using the cryopreserved fetal liver cells (сFLCs) as anti-aging agents, as well as 
assessment of their effect on prooxidant-antioxidant balance, physiological parameters and lifespan of rats during ageing was 
investigated. Multiple injections of сFLCs (every 3 months) to adult rats (from 13 to 22 months of age) have been established 
to prevent changes in prooxidant-antioxidant balance of liver and blood, forming in older animals by 25 months. Similar multiple 
injections of сFLCs to aged rats (from 23 months to the end of life) contribute to their body weight gain, increase state of hair 
coat and prolong lifespan by 100 days. The results of research allow considering the сFLC transplantation as a promising 
approach to correct the age-related changes associated with oxidative stress.

Key words: cryopreserved fetal liver cells, multiple injections, rats, ageing, prooxidant-antioxidant potential, lifespan.
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Старение – сложный комплекс процессов, 
включающих биохимические и морфологические 
изменения в клетках, тканях и организме в целом. 
Одной из общепринятых теорий, объясняющей 
процессы старения на молекулярном уровне, яв-
ляется свободнорадикальная теория (или теория 

Ageing is a complex of processes involving 
biochemical and morphological changes in cells, 
tissues and body as a whole. One of the generally 
accepted theories explaining the ageing at molecular 
level is the free-radical theory (or the theory of 
oxidative stress) proposed by D. Harman in 1956, 
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окислительного стреcса), сформулированная D. Har-
man в 1956 г., согласно которой возраст-зависи-
мые изменения происходят за счет окислительной 
модификации макромолекул клеток вследствие 
накопления активных форм кислорода (АФК) и/
или снижения активности антиоксидантных (АО) 
защитных систем [13]. 

Установлено, что действию окислительного 
стресса подвержены не только зрелые оконча-
тельно дифференцированные клетки, но и ре-
зидентные стволовые клетки организма [28].
В процессе естественного старения снижается
их способность к самообновлению, поддержа-
нию постоянства клеточных популяций и функ-
циональной полноценности органов [16]. 

Исходя из этого современные подходы анти-
возрастной терапии предполагают использование 
агентов, обладающих антиоксидантным действи-
ем и/или способностью увеличивать активность 
эндогенных антиоксидантных защитных систем 
[31], а также, возможно, количество и функцио-
нальную активность резидентных стволовых кле-
ток [20]. 

В этом аспекте перспективным направлением 
в медицине является клеточная терапия, особенно 
применение клеток фетального происхождения, 
обладающих пластичностью, высоким пролифе-
ративным потенциалом в сочетании с низкой им-
муногенностью и способностью продуцировать 
стадиоспецифические биологически активные 
соединения, стимулирующие рост и регенерацию 
тканей. Многообещающим объектом для целей 
клеточной терапии является фетальная печень 
раннего срока гестации, которая содержит ство-
ловые и прогениторные клетки мезенхимального, 
мезодермального (гематопоэтические) и энтодер-
мального (гепатические) происхождения, выра-
батывающие уникальный и до конца неизучен-
ный «коктейль» ростовых факторов и цитокинов 
(эндотелиальный фактор роста, интерлейкин-6,
фактор роста гепатоцитов и др.)[25].

Реализация терапевтического потенциала кле-
ток фетальной печени (КФП) подразумевает при-
менение эффективных методов криоконсерви-
рования, обеспечивающих неограниченное по 
времени сохранение их уникальных свойств. Ра-
нее нами [24, 29, 30] было показано, что криокон-
сервирование с медленной скоростью охлаждения 
на первом этапе под защитой диметилсульфок-
сида (ДМСО) позволяет в значительной степени 
сохранить клеточный состав, жизнеспособность 
и функцию (колониеобразующую активность) 
гемопоэтических и мезенхимальных стволовых/
прогениторных клеток, которые преобладают в 
фетальной печени этого срока гестации.

according to which the age-associated changes oc-
cur due to an oxidative modifi cation of cell mac-
romolecules as a result of an accumulation of reac-
tive oxygen species (ROS) and/or reduction in the 
activity of antioxidant defense systems [10].

It has been established that not only terminally 
diff erentiated mature cells, but also resident stem
cells are exposed to oxidative stress [27]. During 
natural ageing their ability to self-renewal, maintai-
ning the constancy of cell populations and functional 
integrity of organs is reduced [13].

On this basis, the current approaches of anti-aging 
therapy involve the use of agents with antioxidant 
activity and/or the ability to increase the activity of 
endogenous antioxidant defense systems [30] and, 
likely, the amount and functional activity of resident 
stem cells [18].

In this aspect, cell therapy is a promising area 
in medicine, especially it concerns the use of fetal 
cells having plasticity, high proliferative potential in 
combination with low immunogenicity and ability
to produce stage-specifi c biologically active com-
pounds, stimulating tissue growth and regeneration. 
Fetal liver of early term of gestation, containing stem 
and progenitor cells of mesenchymal, mesodermal 
(hematopoietic) and endodermal (hepatic) origin 
which produce unique and scantily studied ‘cocktail’ 
of growth factors and cytokines (endothelial growth 
factor, interleukin-6, hepatocyte growth factor, etc.), 
is a promising object for cell therapy [24].

Implementation of therapeutic potential of fetal 
liver cells (FLCs) comprises the use of eff ective 
cryopreservation methods, providing an unlimited 
in time preservation of their unique properties. Pre-
viously, we [22, 28, 29] have shown that cryopreserva-
tion with a slow cooling rate at the fi rst step under
the protection of dimethyl sulfoxide (DMSO) allows 
to substantially save the cell composition, viability
and function (colony-forming activity) of hemato-
poietic and mesenchymal stem/progenitor cells pre-
dominating in fetal liver of this gestation term.

Previously in our laboratory, it has been found
that cryopreserved fetal liver cells (cFLCs) under 
allo- and xenogeneic transplantation normalized 
the balance of prooxidant-antioxidant systems and
activated the recovery processes in animals with 
some experimental pathologies associated with the
development of oxidative stress such as hyper-
cholesteremia in rabbits, liver cirrhosis and chronic 
alcohol intoxication in rats [9, 11, 16, 17]. The main 
direction of such an action of cFLCs supposes that
the transplantation of fetal cells may be a uni-
versal an approach, ensuring the reliability of anti-
oxidant defense systems, and as a consequence, the 
correction of redox balance.
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Ранее в нашей лаборатории в условиях алло- 
и ксеногенной трансплантации было установле-
но, что криоконсервированные клетки фетальной 
печени (кКФП) нормализовали баланс проокси-
дантно-антиоксидантых систем и активизировали 
восстановительные процессы у животных с рядом 
экспериментальных патологий, сопряженных с 
развитием окислительного стресса: гиперхоле-
стеринемия у кролей, цирроз печени и хрониче-
ское отравление алкоголем у крыс [1, 12, 14, 19]. 
Основная направленность такого действия кКФП 
позволяет предположить, что введение клеток фе-
тального происхождения может быть универсаль-
ным подходом, обеспечивающим повышение на-
дежности АО защитных систем организма, и, как 
следствие, коррекцию окислительного-восстано-
вительнего дисбаланса.

Учитывая существенную роль окислительного 
стресса в процессах старения, мы посчитали це-
лесообразным изучить геропротекторный эффект 
кКФП на организм животных при естественном 
старении. 

Цель работы – исследование влияния много-
кратного введения криоконсервированных кле-
ток фетальной печени на прооксидантно-анти-
оксидантный баланс печени и крови, а также на 
продолжительность и качество жизни крыс при 
естественном старении. 

Материалы и методы
В эксперименте использовали 80 крыс-самцов 

линии Вистар двух возрастных групп – взрослые 
половозрелые (13-месячные) и старые (23-месяч-
ные). Исследования проводили в соответствии с 
Законом Украины «О защите животных от жесто-
кого обращения» (№3447-IV от 21.02.2006) при 
соблюдении требований Комитета по биоэтике 
ИПКиК НАН Украины, согласованных с положени-
ями «Европейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей» (Страсбург, 1986). 
Все хирургические вмешательства на животных 
проводили под ингаляционным эфирным наркозом. 

Клетки печени выделяли неферментативным 
методом [23] в стерильных условиях из абортив-
ного материала 8–12 недель гестации (получен-
ного в результате искусственного прерывания 
беременности после письменного согласия проин-
формированных доноров). Криоконсервирование
проводили под защитой 10% ДМСО с началь-
ной скоростью охлаждения 1 град/мин до –80°C 
и последующим переносом проб в жидкий азот, 
где они хранились не менее 2-х месяцев. Непо-
средственно перед использованием образцы отог-
ревали на водяной бане при 37°C. Типичная су-

Considering a signifi cant role of oxidative 
stress in ageing, we found it expedient to study 
geroprotective eff ect of cFLCs on animals’ organism 
under natural ageing.

The research aim was to study the eff ect of multiple 
injections of cFLCs on prooxidant-antioxidant ba-
lance of liver and blood, as well as on duration and 
quality of rat life under natural ageing.

Materials and methods
Experiments were performed in male Wistar rats 

of two age groups, namely adult sexually mature 
(13-month-old) and aged animals (23-month-old). 
The studies were carried out in accordance with 
the Law of Ukraine ‘On the Protection of Animals 
against Cruelty’ (N 3447-IV of February 21st, 2006) 
in compliance with the requirements of the Bioethics 
Committee of the Institute for Problems of Cryobiology 
and Cryomedicine of the National Academy of 
Sciences of Ukraine, agreed with the provisions 
of the ‘European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental and Other 
Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 1986). 

Liver cells were isolated by non-enzymatic me-
thod [21] under sterile conditions using abortive 
material of 8–12 weeks of gestation (obtained as a 
result of artifi cial termination of pregnancy after
the written informed consent of donors). Cryopreser-
vation was carried out under the protection of 10% 
DMSO with an initial cooling rate of 1 deg/min
down to –80°C and subsequent transfer of the 
samples into liquid nitrogen, where they were stored 
for at least 2 months. The samples were thawed in 
a water bath at 37°C immediately before using.
A typical suspension of cFLCs of this gestation pe-
riod is a mixture of hematopoietic, mesenchymal 
stem/progenitor cells and hepatic precursors [22, 
28, 29]. Suspensions of cFLCs with a viability of
(68 ± 6)% (Trypan blue test) were used in the expe-
riment.

Cryopreserved fetal liver cells were injected to
femoral vein of rats (10 m / 0.3 ml) every 3 months.
The dose of injected cells was selected according
to the results of the previous studies, i. e. the 
introduction of 10 million of cFLCs eff ectively 
infl uenced the indices of prooxidant-antioxidant 
balance and the activity of recovery processes in 
rats with liver cirrhosis model [16, 17]. The control 
group of animals received the cell-free medium in 
equivalent volume.

The experiment consisted of two stages. At the 
fi rst stage, the eff ect of multiple injections of FLCs 
on the indices of rat prooxidant-antioxidant blood 
system in dynamics from 13 to 25 months of age, as 
well as on biochemical ones of liver of 25-month-



224 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 29, №/issue 3, 2019

спензия кКФП этого срока гестации представ-
ляет собой смесь гемопоэтических, мезенхималь-
ных стволовых/прогениторных клеток и гепа-
тических предшественников [24, 29, 30]. Для
эксперимента использовали суспензии кКФП с 
жизнеспособностью (68 ± 6) % (тест трипанового 
синего). 

Криоконсервированные клетки фетальной
печени вводили в бедренную вену крыс (10 млн/ 
0,3 мл) с интервалом 3 месяца. Дозу вводимых 
клеток выбирали по результатам предыдущих
исследований – введение 10 млн кКФП эффек-
тивно влияло на показатели прооксидантно-анти-
оксидантного баланса и активность восстанови-
тельных процессов у крыс с моделью цирроза 
печени [1, 19]. Контрольная группа животных
получала среду криоконсервирования клеток в
эквивалентном объеме.

Эксперимент состоял из двух этапов. На пер-
вом этапе оценивали влияние серийного введе-
ния кКФП на показатели прооксидантно-анти-
оксидантной системы крови крыс в динамике с
13- до 25-месячного возраста, а также на биохи-
мические показатели печени 25-месячных жи-
вотных. С учетом полученных данных во второй 
серии экспериментов оценивали влияние много-
кратного введения КФП на выживаемость (про-
должительность жизни), динамику массы тела 
и состояние шерстного покрова старых крыс
(с 23-месячного возраста и до конца их жизни).

Перед каждым введением клеток у 13-, 16-, 
19- и 22-месячных животных, а также в конце экс-
перимента у 25-месячных крыс производили
забор крови из хвостовой вены и получали сыво-
ротку для проведения биохимического анализа. 

Крыс выводили из эксперимента декапитацией
в 25-месячном возрасте. Печень извлекали, ох-
лаждали и выделяли митохондрии и постмито-
хондриальную фракцию (ПМХ) путем дифферен-
циального центрифугирования.

Содержание ТБК-активных продуктов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) в ПМХ фракции
и митохондриях печени определяли по методу H. 
Ohkawa и соавт. [21], а в сыворотке крови – по 
методу T. Asakawa и соавт. [4] и рассчитывали в 
эквивалентном количестве малонового диальде-
гида (МДА), принимая коэффициент молярной 
экстинции равным 1,56 × 105 М–1 × см–1. 

Содержание карбонильных групп сывороточ-
ных белков определяли спектрофотометрически 
с помощью 2,4-динитрофенилгидразинового ме-
тода [15] и рассчитывали с учетом коэффициента 
молярной экстинции 22 × 103 М–1 × см–1. 

Глутатионпероксидазную активность (ГП, GPx,
EC 1.11.1.9) измеряли спектрофотометрически 

old animals was assessed. Based on the obtained 
data in the second series of experiments, the eff ect 
of multiple injections of FLCs on survival (life-
span), body weight gain, state of hair coat in aged
rats (from 23 months to the end of life) was eva-
luated. 

In 13-, 16-, 19- and 22-month-old animals, as well 
as at the end of the experiment in 25-month-old rats 
the blood were sampled from the tail vein and the 
serum was obtained for biochemical analysis before 
each injection of cells.

The rats were decapitated at 25 months of age. 
The liver was extracted and cooled; mitochondria 
and post-mitochondrial (PMC) fraction were isolated
by diff erential centrifugation.

The content of TBA-reactive species of li-
pid peroxidation (LPO) in PMC fraction and liver 
mitochondria was determined by the method of 
Ohkawa et al. [19], and in the blood serum it was
done by the method of Asakawa et al. [1] and 
were calculated in an equivalent amount of malon-
dialdehyde (MDA), taking into account a molar 
extinction coeffi  cient of 1.56 × 105 M–1 × cm–1.

The content of serum protein carbonyl groups 
was determined spectrophotometrically using the
2.4-dinitrophenylhydrazine method [12] and calcu-
lated with a molar extinction coeffi  cient of 22 × 
105 M–1 × cm–1.

Glutathione peroxidase activity (GPx, EC 1.11.1.9)
was measured spectrophotometrically in blood se-
rum, PMC fraction and liver mitochondria [20]. The 
activity was expressed in micromoles of NADPH/
min per 1 ml of serum or nanomoles of NADPH/min 
per 1 mg of protein, taking into account the molar 
extinction coeffi  cient of 6.22 × 105 M–1 × cm–1.

Glutathione reductase activity (GR EC 1.6.4.2) 
was determined spectrophotometrically in PMC 
fraction and liver mitochondria by the method of 
Carlsberg et al. [4] and expressed in nanomoles of 
NADPH/min per 1 mg of protein, taking into ac-
count the molar extinction coeffi  cient of 6.22 × 
105 M–1 × cm–1.

Glutathione-S-transferase activity (GT EC 2.5.1.18)
was measured spectrophotometrically in PMC frac-
tion and liver mitochondria [32] and calculated using 
a molar extinction coeffi  cient of 9.6 × 105 M–1 × cm–1.

Catalase activity (CAT, EC 1.11.1.6) was deter-
mined spectrophotometrically in liver PMC fraction 
[14] and expressed in micromoles of H2O2/min per 
1 mg of protein, taking into account molar extinction 
coeffi  cient for H2O2 39.4 M–1 × cm–1.

Superoxide dismutase activity (SOD, E.C. 1.15.1.1)
was determined spectrophotometrically in blood 
serum and PMC fractions [3]. Inhibition of 50% of 
nitrotetrazolium blue reduction rate was assumed



225проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 3, 2019

в сыворотке крови, ПМХ фракции и митохонд-
риях печени [22]. Активность выражали в микро-
моль НАДФН/мин на 1 мл сыворотки или нано-
моль НАДФН/мин на 1 мг белка с учетом коэффи-
циента молярной экстинкции 6,22 × 103 М–1 × см–1.  

Глутатионредуктазную активность (ГР, GR 
EC1.6.4.2) определяли спектрофотометрически в 
ПМХ фракции и митохондриях печени по мето-
ду I. Carlsberg и соавт. [7] и выражали в наномоль 
НАДФН/мин на 1 мг белка с учетом коэффициен-
та молярной экстинкции 6,22 × 103 М–1 × см–1.  

Глутатион-S-трансферазную активность (ГТ, 
GT EC 2.5.1.18) измеряли спектрофотометричес-
ки в ПМХ фракции и митохондриях печени [32]. Ак-
тивность рассчитывали с использованием коэффи-
циента молярной экстинкции 9,6 × 103 М–1 × см–1.  

Каталазную активность (КАТ, E.C 1.11.1.6) 
определяли спектрофотометрически в ПМХ
фракции печени [17] и выражали в микромоль 
Н2О2/мин на 1 мг белка, принимая коэффициент 
молярной экстинции для Н2О2 39,4 М–1 × см–1. 

Супероксиддисмутазную активность (СОД, 
SOD, E.C. 1.15.1.1) определяли спектрофотоме-
трически в сыворотке крови и ПМХ фракции [6]. 
За единицу активности СОД принимали 50%-е 
ингибирование скорости восстановления нитро-
тетразолия синего и рассчитывали на 1 мл сыво-
ротки или 1 мг белка. 

НАДФ+-изоцитратдегидрогеназную актив-
ность (ИЦДГ, IDH, EC 1.1.1.42) измеряли спект-
рофотометрически в митохондриях и ПМХ
фракции печени [5] и выражали в наномоль 
НАДФН/мин на 1 мг белка с использованием коэф-
фициента молярной экстинции 6,22 × 103 М–1 × см–1. 

Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназную актив-
ность (Г6ФДГ, G6PDH, EC 1.1.1.49) определяли 
спектрофотометрически в ПМХ фракции [34] и 
выражали в наномоль НАДФН/мин на 1 мг белка 
с использованием коэффициента молярной экс-
тинции 6,22 × 103 М–1 × см–1.  

Н А Д Ф +-малатдегирогеназную активность 
(МДГ, MDH, EC 1.1.1.40) измеряли в ПМХ фрак-
ции спектрофотометрически [3] и выражали в
наномоль НАДФН / мин на 1 мг белка с учетом коэф-
фициента молярной экстинции 6,22 × 103 М–1 × см–1.

Содержание белка в сыворотке крови, ПМХ 
фракции и митохондриях печени определяли по 
методу Лоури в модификации G. Miller [18].

Все измерения проводили на двулучевом спек-
трофотометре «UV VIS» («Jena», Германия).

Показатель выживаемости старых крыс во вто-
рой серии экспериментов рассчитывали по методу 
Каплан-Мейера [2]. Сравнение кривых выживае-
мости проводили по методу Гехана с поправкой 
Йетса. 

as SOD unit activity and calculated per 1 ml of se-
rum or 1 mg of protein.

NADP+ isocitrate dehydrogenase activity (IDH, 
EC 1.1.1.42) was measured spectrophotometrically 
in mitochondria and PMC fraction of liver [2] and 
expressed in nanomoles of NADPH/min per 1 mg
of protein using molar extinction coeffi  cient of 6.22 
× 103 M–1 × cm–1.

Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity
(G6PDH, EC 1.1.1.49) was determined spectropho-
tometrically in PMC fraction [34] and expressed in 
nanomoles of NADPH/min per 1 mg of protein using 
a molar extinction coeffi  cient of 6.22 × 103 M–1 × cm–1.

NADP+ malate dehydrogenase activity (MDH, 
EC 1.1.1.40) was measured in PMC fraction spec-
trophotometrically [31] and expressed in nano-
moles of NADPH/min per 1 mg protein, taking
into account the molar extinction coeffi  cient of
6.22 × 103 M–1 × cm–1.

Protein content in blood serum, PMC fraction 
and liver mitochondria were determined by G. Miller 
modifi ed Lowry method [15].

All the measurements were performed using a 
UV-VIS spectrophotometer (Jena, Germany).

The survival rate of aged rats at the second stage 
of experiments was calculated by the Kaplan-Meier 
method [23]. The survival curves were compared by 
the Gehan’s method with the Yates correction.

Statistical analysis was performed using the 
OriginPro 2015 (OriginLab , USA) software. The 
results are presented as mean value ± standard
error of mean (M ± SEM). The statistical signifi -
cance of diff erences between the experimental 
groups was evaluated by the Mann-Whitney test 
or the Student’s t-test. The data were statistically
signifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
Changes in prooxidant-antioxidant blood ba-

lance of ageing rats injected with cFLCs or 
cryopreservation medium (control) at the age from
13 to 22 months are shown in Fig. 1. It was found
that the content of TBA-reactive LPO products in
the rat blood serum of the control group did not 
signifi cantly change up to 22 months of age, then ra-
pidly increased by 25 months up to (2.7 ± 0.17) μmol
MDA/ml, that was in 24% higher the initial value of 
13-month-old rats (Fig. 1A). In the animals received 
cFLCs for a long time, the studied index did not 
change signifi cantly during the observation period, 
and by the end of the experiment (25 months) it was 
by 17% lower than in the control.

The reduced level of TBA-reactive species after 
FLCs introduction was accompanied with a reduced 
level of carbonyl groups, a known marker of oxi-
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Статистический анализ выполняли с помощью 
пакета программ «OriginPro 2015» («OriginLab»,  
CША). Результаты представлены как среднее зна-
чение ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM). 
Статистическую значимость различий между экс-
периментальными группам оценивали по кри-
терию Манна-Уитни или t-критерию Стьюдента
(р < 0,05). 

 
Результаты и обсуждения
Изменения прооксидантно-антиоксидантного 

баланса крови стареющих крыс, которым в воз-
расте от 13 до 22 месяцев вводили кКФП или сре-
ду криоконсервирования (контроль), приведены 
на рис. 1. Установлено, что содержание ТБК-ак-
тивных продуктов ПОЛ в сыворотке крови крыс 
контрольной группы значимо не изменялось до 
22-месячного возраста, затем быстро возрастало 
к 25 месяцам до (2,7 ± 0,17) мкмоль МДА/мл, что 
на 24% превышало исходное значение, характер-
ное для 13-месячных крыс (рис. 1, А). У живот-
ных, длительное время получавших кКФП, ис-
следуемый показатель существенно не изменялся
в течение всего срока наблюдения, и к концу
эксперимента (25 месяцев) был на 17% ниже,
чем в контроле. 

Параллельно со снижением ТБК-активных 
продуктов после введения кКФП в сыворотке 
крови наблюдалось уменьшение уровня карбо-
нильных групп, накопление которых является из-
вестным маркером оксидативного повреждения 
белков [9]. Так, если в сыворотке крови контроль-
ных 25-месячных крыс содержание карбониль-
ных групп составляло (2,66 ± 0,19) нмоль/мг бел-
ка, то после введения кКФП оно снижалось более 
чем на 30% и составляло (2,02 ± 0,16) нмоль/мг 
белка (табл. 1).

Результаты исследования антиоксидантной 
ферментативной защиты крови показали, что
активность СОД в контрольной группе моно-
тонно снижалась в течение всего срока наблю-
дения, и у 25-месячных животных была на 30% 
ниже, чем у 13-месячных (рис. 1, B). У 19- и 
25-месячных животных после введения кКФП 
активность фермента была выше контроля. При 
этом у старых 25-месячных животных СОД со-
храняла активность, характерную для взрослых 
13-месячных крыс. 

Активность ГП – основного фермента, ути-
лизирующего гидроперекиси липидов в крови, –
у контрольных крыс начинала снижаться после 
19-месячного возраста, а к 25 месяцам составля-
ла 56% от исходного ее уровня (рис. 1, С). У жи-
вотных, которым вводили кКФП, активность ГП
с возрастом значимо не изменялась. 

dative damage of proteins [6]. In particilar in the 
blood serum of the control 25-month-old rats the 
content of carbonyl groups was (2.66 ± 0.19) nmol/
mg protein, while after injection of cFLCs it decreased 
by more than 30% and made (2.02 ± 0.16) nmol/mg
protein (Table 1).

The results of blood enzymatic antioxidant 
defense system study showed that the SOD activity 
in the control group gradually decreased throughout 
the observation period, and was by 30% lower in 
25-month-old animals than in 13-month-old ones 
(Fig. 1B). In 19- and 25-month-old animals, after 
the administration of cFLCs, the enzyme activity 
was higher than in the control group. Herewith in 
aged 25-month-old animals, SOD kept the activity, 
characteristic of adult 13-month-old rats.

The activity of GP, the main enzyme utilizing 
lipid hydroperoxides in the blood, began to decrease 
in control rats after 19 months of age, and by 25 
months it was 56% of its initial level (Fig. 1C). In 
animals injected with cFLCs, the activity of GP did 
not signifi cantly change with ageing.

By 25 months of age, the rats were removed 
from the experiment and the prooxidant-antioxidant 
potential of the liver was examined. Assuming that 
mitochondria have a relatively independent anti-
oxidant defense system, its indices were determined 
separately in mitochondria and postmitochond-
rial (cytosolic) fraction of liver.

Table 1 showed that in the animals injected with 
cFLCs for a long time, the content of TBA-reactive 
species in PMC fraction of liver was by 36% lower 
than in the control group. At the same time, in 
mitochondria this index in the control and cFLC 
groups did not signifi cantly diff er.

In PMC fraction of liver of 25-month-old rats 
which were many times injected with cFLCs, the 
activity of GP was in 46%, and the one of catalase 
was in 30% higher than in the control group (Table 2). 
Moreover, the activity of GT and SOD did not diff er 
signifi cantly from the experimental groups.

When studying the activity of enzymes providing 
the glutathione-dependent antioxidant system of
liver with reducing equivalents (GSH and NADPH)
it was found that NADP+-dependent IDH and G6PDH 
activities in PMC fraction of rat liver injected 
with cFLCs were in 2.14 and 1.71 times higher, 
respectively, than in the control group (Table 3). At 
the same time, the introduction of cFLCs did not 
signifi cantly aff ect GR and NADP+-dependent MDH 
activity of enzymes of PMC fraction of liver.

In the mitochondria of aged rat liver, the GP 
activity in response to a prolonged administration 
of cFLCs increased by 48.8% if compared with the 
control. The activity of other liver enzymes of rats 



227проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 3, 2019

По достижении 25-месячного возраста крыс 
выводили из эксперимента и исследовали про-
оксидантно-антиоксидантный потенциал печени. 
Учитывая, что митохондрии имеют относительно 
независимую систему антиоксидантной защиты, 
ее показатели определяли раздельно в митохон-
дриях и постмитохондриальной (цитозольной) 
фракции печени. 

Из табл. 1. видно, что у животных, которым 
длительное время вводили кКФП, содержание 
ТБК-активных продуктов в ПМХ фракции пе-
чени было на 36% ниже, чем в контроле. В то 
же время в митохондриях этот показатель в кон-
трольной и кКФП группах значимо не отличался.

В ПМХ фракции печени 25-месячных крыс, 
которым многократно вводили кКФП, актив-
ность ГП была на 46%, а активность каталазы – на 
30% выше, чем в контроле (табл. 2). При этом ак-
тивность ГТ и СОД между экспериментальными 
группами существенно не отличалась. 

Рис. 1. Динамика прооксидантно-антиоксидантного ба-
ланса сыворотки крови стареющих крыс в контроль-
ной группе и после многократного введения кКФП: A – 
ТБК-активные продукты, B – супероксиддимутаза, C – 
глутатионпероксидаза. Стрелками на шкале указано 
время введения кКФП. Разница статистически значима 
по сравнению с контрольной группой (*) и исходным 
уровнем (#), p < 0,05.
Fig. 1. Dynamics of blood serum prooxidant-antioxidant 
balance of ageng rats in the control (sham-transplanted) 
group and after multiple cFLC injections: A – TBA-reactive 
species, B – Superoxide dismutase, C – Glutathione 
peroxidase. Arrows on the scale indicates the time of 
cFLC injection. Diff erences are statistically signifi cant if 
compared with the control (*) and initial level (#), р < 0.05. 
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of this experimental group also changed in a similar 
way: GT, GR, and IDH increased by 64.8, 48.8, and 
46.0%, respectively (Table 4).

The fi ndings on the state of pro- and antioxidant 
systems in liver of aged rats showed that after multiple 
injections of cFLCs, the activity of antioxidant 
enzymes in both mitochondrial and PMC (cytosolic) 
fractions was increased. Such a rise was accompanied 
by stimulation of the formation of reducing equi-
valents (GSH and NADPH) necessary for the 
functioning of GP and GT. This is proven by higher 
activities of GR, G6PDH and IDH if compared
with the control. Moreover, the eff ect of cFLCs is 
mainly directed to activation of pentose phosphate 
pathway for the formation of NADPH and does 
not aff ect the activity of NADP+-dependent MDH, 
involved into pyruvate metabolism and 90% of it 
localized in PMC fraction [35].

Thus, at the fi rst stage of experiment, it was 
found that multiple injections of cFLCs had a po-
sitive eff ect on ageing rats, that was manifested in 
supported activity of antioxidant enzymes defense 
and decreased level of macromolecule oxidation 
products in liver and blood. It should be assumed
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При исследовании активности ферментов, 
обеспечивающих глутатионзависимую антиок-
сидантную систему печени восстановительными 
эквивалентами (GSH и НАДФН) обнаружено, что 
НАДФ+-зависимые ИЦДГ и Г6ФДГ активнос-
ти в ПМХ фракции печени крыс, которым вво-
дили кКФП, были в 2,14 и 1,71 раза выше соот-
ветственно, чем в контрольной группе (табл. 3). 
При этом введение кКФП не оказывало суще-
ственного влияния на ГР и НАДФ+-зависимую 
МДГ активности ферментов ПМХ фракции пе-
чени. 

В митохондриях печени старых крыс актив-
ность ГП в ответ на длительное введение кКФП 
увеличивалась на 48,8% по сравнению с контро-
лем. Подобным образом изменялась активность

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05. 
Note: * – diff erences are statistically signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблица 1. Прооксидантный потенциал печени и крови старых крыс (25 месяцев) в контрольной группе
и после многократных инъекций кКФП (n = 5–6) 

Tablee 1. Prooxidant potential of liver and blood serum of aged rats (25 months-old) in the control (sham-transplanted) 
group and after multiple cFLC injections (n = 5–6)

Показатели 
Indices

Экспериментальные группы 
Experimental groups

Контроль 
Control

кКФП 
cFLCs

Карбонильные группы белков сыворотки крови, нмоль/мг белка плазмы 
Carbonyl groups in blood serum, nmol/mg of serum protein

2,66 ± 0,19 2,02 ± 0,16*

ТБК-активные продукты ПМХ фракции печени,нмоль МДА/мг белка
TBA-reactive species in liver PMC fraction, nmol of MDA/mg of protein

0,355 ± 0,036 0,226 ± 0,037*

ТБК-активные продукты митохондрий печени, нмоль МДА/мг белка
TBA-reactive species in liver mitochondrial fraction, nmol of MDA/mg of protein

0,634 ± 0,177 0,612 ± 0,081

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05. 
Note: * – diff erences are statistically signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблица 2. Активность антиоксидантных ферментов в постмитохондриальной фракции печени старых крыс
(25 месяцев) в контрольной группе и после многократного введения кКФП (n = 5–6)

Tablee 2. Antioxidant enzymes activities in the postmitochondrial fraction of liver of aged rats (25 months-old) in the 
control (sham-transplanted) group and after multiple cFLC injections (n = 5–6)

Показатели
Indices

Экспериментальные группы
Experimental Groups

Контроль
Control

кКФП
cFLCs

Глутатионпероксидаза, нмоль НАДФН/мин на 1 мг белка
Glutathione peroxidase,nmol NADPH/min/mg of protein 64,6 ± 10,5 94,6 ± 7,6*

Гутатион-S-трансфераза, нмоль ХНБ/мин на 1 мг белка
Glutathione-S-transferase, nmol CDB/min/mg of protein 410,8 ± 49,1 438,4 ± 35,6

Супероксиддисмутаза, усл. ед/мин на 1 мг белка
Superoxide dismutase, conventional U/min/mg of protein 1830,2 ± 199,1 1724,4 ± 140,6

Каталаза, мкмоль Н2О2/мин на 1 мг белка
Catalase, μmol Н2О2/min/mg of protein 105,0 ± 7,7 137,5 ± 19,0

that the established changes in the pro- and anti-
oxidant systems occur in the whole body, whereas 
in blood and liver they are similar. According to the 
free radical theory of ageing, the obtained results
may indicate the geroprotective eff ect of FLCs, 
therefore, at the next stage of experiment, the 
possibility of using FLCs as a means of increasing 
the survival and lifespan of aged animals was in-
vestigated.

In the second series of experiments, the animals 
were observed from 23 months of age until the end 
of life. The medium or cFLCs was injected every
3 months as in previous series of experiments.

The survival rate of experimental animals many 
times injected with FLCs was higher than in the 
control group during the all observation period 
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и других ферментов печени этой эксперименталь-
ной группы: ГТ, ГР и ИЦДГ увеличивались на 
64,8, 48,8 и 46,0% соответственно (табл. 4).

Результаты исследования состояния про- и ан-
тиоксидантных систем печени старых крыс по-
казали, что после многократного введения кКФП 
увеличивалась активность антиоксидантных фер-
ментов как в митохондриальной, так и ПМХ 
(цитозольной) фракциях. Такое увеличение со-
провождалось стимуляцией образования восста-
новительных эквивалентов (GSH и НАДФН), 
необходимых для работы ГП и ГТ. Об этом
свидетельствуют более высокие по сравнению
с контролем активности ГР, Г6ФДГ и ИЦДГ. 
Причем действие кКФП направлено в основном 

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05. 
Note: * – diff erences are statistically signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблица 3. НАДФ+-дегидрогеназная и глутатионредуктазная активности постмитохондриальной
фракции печени старых крыс (25 месяцев) в контрольной группе и после многократного введения кКФП

(нмоль НАДФН/ мин на 1 мг белка (n = 5–6)
Tablee 3. NADP+-dehydrogenase and glutathione reductase activities in postmitochondrial fraction of aged rat liver 
(25-months-old) in the control group and after multiple cFLC injections (nmol NADPH/min/mg of protein (n = 5–6)

Показатели 
Indices

Экспериментальные группы 
Experimental groups

Контроль 
Control

кКФП 
cFLCs

Изоцитратдегидрогеназная активность 
Isocitrate dehydrogenase activity 39,7 ± 16,7 85,1 ± 11,4*

Глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназная активность 
Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity 1,75 ± 0,18 3,00 ± 0,44*

Малатдегидрогеназная активность 
Malate dehydrogenase activity 14,1 ± 1,7 17,9 ± 4,8

Глутатионредуктазная активность 
Glutathione reductase activity 65,8 ± 2,4 69,1 ± 3,2

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с контролем, р < 0,05. 
Note: * – diff erences are statistically signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблица 4. Антиоксидантный потенциал митохондриальной фракции печени старых крыс (25 месяцев)
в контрольной группе и после многократных инъекций кКФП (n = 5–6)

Tablee 4. Antioxidant potential of liver mitochondrial fraction of aged rats (25-months-old) in the control group
(sham-transplanted) and after multiple cFLC injections (n = 5–6)

Показатели 
Indices

Экспериментальные группы 
Experimental groups

Контроль 
Control

кКФП 
cFLCs

Глутатиопероксидазная активность, нмоль НАДФН/мин на 1 мг белка 
Glutathione peroxidase activity, nmol NADPH/min/mg of protein 94,1 ± 10,3 140,0 ± 14,9*

Глутатион-S-трансферазная активность, нмоль ХНБ/мин на 1 мг белка 
Glutathione-S-transferase activity, nmol CDB/min/mg of protein 202,7 ± 42,0 334,0 ± 17,8*

Глутатионредуктазная активность, нмоль НАДФН/мин на 1 мг белка 
Glutathione reductase activity, nmol NADPH/min/mg of protein 25,4 ± 3,2 37,8 ± 4,1*

Изоцитратдегидрогеназная активность, нмоль НАДФН/мин на 1 мг белка 
Isocitrate dehydrogenase activity, nmol NADPH/min/mg of protein 79,1 ± 13,2 115,5 ± 6,9*

(Fig. 2). Comparison of survival curves performed 
using the Gehan’s method with the Yates correction 
showed their signifi cant diff erence. The median 
of survival curves of rats in the control group was
830 days. After the administration of cFLCs, the 
average lifespan of animals increased by 12% (up
to 930 days, p < 0.05).

In the experiment, the change in body weight, 
state of hair coat of animals within the fi rst 180 
days was controlled, whereas a gradual reduction
of the number of surviving rats in all the groups.
This was crucial for the correct statistical processing
of the results at a distant observations.

The changes in body weight of ageing experi-
mental animals are presented in Fig. 3. In rats of
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на активацию пентозофосфатного пути обра-
зования НАДФН и не влияет на активность 
НАДФ+-зависимой МДГ, которая участвует в ме-
таболизме пирувата и на 90% локализована в 
ПМХ фракции [35]. 

Таким образом, на первом этапе эксперимента 
было установлено, что многократные инъекции 
кКФП оказывают позитивный эффект на орга-
низм стареющих крыс, что проявлялось в под-
держании активности ферментативной антиок-
сидантной защиты и снижении уровня продуктов 
окисления макромолекул в печени и крови. Сле-
дует полагать, что установленные изменения в 
про- и антиоксидантной системах происходят и
во всем организме, поскольку в крови и печени 
они имеют сходный характер. Согласно свобод-
норадикальной теории старения полученные ре-
зультаты могут свидетельствовать о геропротек-
торном эффекте КФП, поэтому на следующем 
этапе эксперимента исследовали возможность 
применения КФП в качестве средства, увеличи-
вающего выживаемость и продолжительность 
жизни старых животных. 

Во второй серии экспериментов животных
наблюдали с 23-месячного возраста и до конца 
жизни. Введение кКФП или среды криоконсерви-
рования проводили также, как и в предыдущей
серии – каждые 3 месяца. 

Выживаемость экспериментальных живот-
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Рис. 2. Эффект многократного введения кКФП на выживае-
мость крыс при их естественном старении. Продолжитель-
ность жизни крыс без (контроль, n = 20) и с повторными
инъекциями кКФП (n = 20). Стрелками на шкале указано время 
введения кКФП.
Fig. 2. Eff ect of multiple cFLC injections on the rats survival during
their natural ageing. The lifespan of rats without (control, sham-
transplanted rats, n = 20) and with multiple cFLC injections (n = 20). 
Arrows on scale indicate the time of cFLC injection.

ных, которым многократно вводили 
КФП, была выше, чем в контрольной 
группе в течение всего срока наблю-
дения (рис. 2). Сравнение кривых вы-
живаемости, проведенное с помощью
критерия Гехана с поправкой Йейтса,
показало их значимое отличие. Медиа-
на выживаемости крыс контрольной
группы составила 830 дней. После
введения кКФП средняя продолжи-
тельность жизни животных увеличи-
валась на 12% (до 930 дней, р < 0,05). 

В ходе эксперимента контролирова-
ли изменение массы тела и состояние 
шерстного покрова животных в тече-
ние первых 180 дней, поскольку при 
постепенном уменьшении количества 
выживших крыс в группах данных для 
корректной статистической обработки 
результатов на более поздних сроках 
наблюдения было недостаточно.

Обнаруженные особенности изме-
нения массы тела экспериментальных 
животных при старении представлены 
на рис. 3. У крыс контрольной груп-
пы данный показатель увеличился на 

the control group, this index increased by 9% to
day 85 of the experiment, and did not signifi cantly 
change later. In the animals injected with cFLCs,
there was observed a distinct dependence of 
the change in body weight on the time of cells 
introduction. In 40 days after the fi rst administration 
of cFLCs, the body weight of the animals signifi cantly 
increased by 12% compared to the initial one. Body 
weight gain was also found after the second injec-
tion of cells. Herewith in experimental rats recei-
ving FLCs, this index was signifi cantly higher than 
in the control group during the whole observation 
period.

The state of hair coat in the control group of animals 
was gradually worsened during ageing (Table 5),
i. e. the coat gained yellowish tint, became dull, 
and the thickness of the hair coat decreased. These 
changes, evaluated with 5-point scale, reached sig-
nifi cant diff erences to day 120 of experiment (rela-
tive to the initial state). Moreover, in the animals 
injected with cFLCs, the state of the hair coat did not 
change signifi cantly during 180 days of observation.

The main idea of this research was to confi rm
or reject the hypothesis that an transplanta-
tion of fetal cells is a universal approach for correc-
ting of free radical processes. The results of pre-
vious studies were the basis for this assumption,
i. e. in allo- and xenotransplantation of cFLCs 
normalized the state of antioxidant defense systems
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9% к 85-му дню эксперимента, а в последующем 
значимо не изменялся. У животных, которым
вводили кКФП, прослеживалась четкая зависи-
мость изменения массы тела от срока введения
клеток. Через 40 дней после первого введения
кКФП масса тела животных значимо увеличи-
валась на 12% по сравнению с исходной. При-
рост массы наблюдался также после второго 
введения клеток. При этом у подопытных крыс,
получавших кКФП, данный показатель был зна-
чимо выше, чем в контрольной группе в течение 
всего срока наблюдения. 

Состояние шерстного покрова у животных
контрольной группы в процессе старения посте-
пенно ухудшалось (табл. 5): шерсть приобретала 
желтоватый оттенок, становилась тусклой, сни-
жалась густота покрова. Эти изменения, оцени-
ваемые по 5-бальной шкале, достигали значимых 
отличий к 120 дню эксперимента (относитель-
но исходного состояния). При этом у животных,
получавших кКФП, состояние шерстного покро-
ва существенно не изменялось в течение 180 дней 
наблюдения. 

Основная идея исследования состояла в под-
тверждении или опровержении гипотезы о том, 
что введение клеток фетального происхождения 
является универсальным подходом для коррек-
ции нарушений регуляции свободнорадикальных 
процессов. Основанием для этого предположе-
ния были результаты предыдущих исследований: 
в условиях алло- и ксенотрансплантации кКФП 
оказывали нормализующее действие на состоя-
ние АО защитных систем организма животных
с рядом экспериментальных патологий, сопря-
женных с развитием окислительного стресса 
(цирроз печени [1], хроническое алкогольное по-
ражение печени у крыс [12] и гиперхолестерине-
мия у кролей [14]). 

Исходя из этого, на первом этапе исследова-
ли влияние многократного введения КФП на со-
держание ТБК-активных продуктов ПОЛ и ак-
тивность антиоксидантных ферментов крови и 
печени крыс при естественном старении. Введе-
ние кКФП начинали с 13 месяцев, т. е. взрослому 
животному без выраженных признаков старения, 
и заканчивали в 25-месячном возрасте, соответ-
ствующему старческому, когда в организме крыс 
наблюдаются признаки старения, связанные с 
развитием оксидативного стресса [8, 27]. Иссле-
дуя динамику прооксидантно-антиоксидантного 
баланса крови, нам удалось установить, что на-
копление продуктов ПОЛ и снижение активно-
сти антиоксидантных ферментов начинаются с 
19-месячного возраста. К концу эксперимента
(25 месяцев) у контрольных крыс активность 

Рис. 3. Динамика массы тела старых крыс в процессе 
естественного старения в контрольной группе и после 
серии инъекций кКФП (n = 6–20). Стрелками на шкале 
указано время введения кКФП; * – отличия статистиче-
ски значимы по сравнению с контролем, р < 0,05.
Fig. 3. Dynamics of body weight in aged rats during their 
natural aging in the control group (sham-transplanted) and 
after multiple cFLC injections. (n = 6–20). Arrows on scale 
indicates the time of multiple cFLC injections; * – diff erences 
are statistically signifi cant if compared with the control,
р < 0.05. 
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of animals with some experimental pathologies 
associated with the development of oxidative 
stress, namely liver cirrhosis [16], chronic alcoholic 
liver damage in rats [8] and hypercholesterolemia
in rabbits [11].

Based on this, at the fi rst stage, the eff ect of mul-
tiple injections of cFLCs on the content of TBA-
reactive LPO products and activity of antioxidant 
enzymes of rat blood and liver during natural 
ageing was studied. Introduction of cFLCs was 
initiated at 13 months of animals’ age, i. e. an adult 
animal with no pronounced signs of ageing, and
the observation was terminated at animals’ age of
25 months, corresponding to senile one, when the
signs of ageing in rats are associated with oxi-
dative stress development [5, 26]. Studying the
dynamics of prooxidant-antioxidant blood balance, 
revealed that accumulation of lipid peroxida-
tion products and a decrease in the activity of 
antioxidant enzymes began at the animals age of
19 months. By the end of the experiment (25 months 
of animals’ age) in the control rats, the activity of 
SOD and GP was signifi cantly decreased (by 30 and 
44%, respectively). A decrease of antioxidant enzyme 
activity was accompanied by 24% increase in the 
level of LPO products.

Multiple injections of cFLCs were noted to 
have a slight eff ect on the dynamics of prooxidant-
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СОД и ГП значительно снижалась (на 30 и 44% 
соответственно). Снижение активности антиок-
сидантных ферментов сопровождалось увеличе-
нием на 24 % уровня продуктов ПОЛ. 

Интересно, что серийное введение кКФП 
мало влияло на динамику показателей проокси-
дантно-антиоксидантной системы крови, вплоть 
до терминальной стадии эксперимента – 25 ме-
сяцев, когда возрастные изменения были макси-
мальными. В этот срок серийное введение кКФП 
предотвращало возраст-ассоциированное сниже-
ние активности антиоксидантных ферментов и
увеличение уровня окислительной модификации 
липидов и белков. 

Сходные результаты были получены и при
изучении влияния серийного введения КФП на
прооксидантно-антиоксидантной баланс в ПМХ 
(цитозольной) и митохондриальной фракциях пе-
чени. Действительно, в печени старых крыс 
(25-месячных), которым многократно вводили 
КФП, увеличивалась активность некоторых ан-
тиоксидантных ферментов (ГП, каталазы) и фер-
ментов, участвующих в их обеспечении восста-
новительными эквивалентами (ГР, ГТ, ИЦДГ, 
Г6ФДГ). Интересно отметить, что повышенная 
активность антиоксидантных ферментов, наблю-
даемая после введения кКФП, сопровождалась 
снижением уровня ТБК-активных продуктов в 
цитозоле, но не в митохондриях. Можно пред-
положить, что активация ферментативной сис-
темы антиоксидантной защиты в ПМХ является
достаточной для утилизации активных форм 
кислорода и их контроля. В то же время в мито-

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с исходным состоянием (*) и группой кКФП (#),
р < 0,05. 
Note: * – diff erences are statistically signifi cant if compared with initial state (*) and group of cFLCs (#), р < 0.05. 

Таблица 5. Состояние шерстного покрова стареющих крыс в контрольной группе и после серии инъекций кКФП
(n = 9–20), оценка в баллах

Tablee 5. Hair coat condition in aging rats in the control group and after multiple cFLC injections (n = 9–20)

Срок эксперимента/возраст животных, сутки/месяцы 
Experiment duration/animals age, days/months

Экспериментальные группы 
Experimental groups

Контроль 
Control

КФП 
cFLC

0 (23) 4,2 ± 0,1 4,2 ± 0,1

30 (24) 4,2 ± 0,1 4,2 ± 0,1

60 (25) 4,1 ± 0,1 4,1 ± 0,1

90 (26) 4,0 ± 0,1 4,2 ± 0,1

120 (27) 3,6 ± 0,2*,# 4,3 ± 0,2

150 (28) 3,5 ± 0,2* 4,1 ± 0,2

180 (29) 3,5 ± 0,1*,# 3,9 ± 0,2

antioxidant blood system indices, up to the terminal 
stage of the experiment (25 months), when the age-
related changes were maximal. During this period, 
multiple injections of cFLCs prevented an age-
related decrease of antioxidant enzyme activity and 
an increase in the level of oxidative modifi cation
of lipids and proteins.

When studying the eff ect of multiple injections 
of cFLCs on prooxidant-antioxidant balance in PMC
(cytosolic) and mitochondrial fractions of liver si-
milar results were obtained. Moreover, in liver of aged 
rats (25-month-old), which were multiple many times 
injected with cFLCs, the activity of some antioxi-
dant enzymes (GP, catalase) and the ones involved 
into providing by the reducing equivalents (GR, 
GT, IDH, G6PDH) was increased. It is notable that
the increased activity of antioxidant enzymes ob-
served after the administration of cFLCs was 
accompanied with a decreased level of TBA-reactive 
species in cytosol, but not in mitochondria. The 
activation of enzymatic system of antioxidant pro-
tection in PMC fraction can be assumed to be 
suffi  cient for utilization of reactive oxygen species
and controlling them. Herewith, in mitochondria, 
where high doses of ROS are formed under 
physiological conditions as obligate products of 
oxidative phosphorylation [7] the antioxidant pro-
tection system stimulated by introduction of cFLCs 
does not reduce their level.

Thus, after multiple injections of cFLCs for 12 
months, the content of LPO products and the activity 
of antioxidant enzymes (SOD and GP) in blood of 
aged rats returned to normal level of adult animals.
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хондриях, где при физиологических условиях 
образуются высокие дозы АФК как облигатные 
продукты окислительного фосфорилирования 
[10], стимулированная введением кКФП сис-
тема антиоксидантной защиты не снижает их уро-
вень. 

Таким образом, в результате серийных инъек-
ций кКФП в течение 12 месяцев содержание
продуктов ПОЛ и активность антиоксидантных 
ферментов (СОД и ГП) в крови старых крыс нор-
мализовались до уровня взрослых животных. 

В последствии, когда такой эффект был обна-
ружен, на втором этапе эксперимента исследо-
вали влияние кКФП на продолжительность и
качество жизни старых животных. Многократ-
ное введение кКФП не только увеличивало ме-
диану выживаемости экспериментальных живот-
ных на 100 дней, но также способствовало при-
росту массы тела и препятствовало ухудшению 
качества шерстного покрова. 

Следует отметить, что увеличение продолжи-
тельности жизни экспериментальных животных 
после введения МСК фетального происхождения 
(из амниотической мембраны) и костного моз-
га молодых животных продемонстрировано и в
других исследованиях [26, 33]. На модели живот-
ных с ускоренным старением такой эффект соче-
тался со снижением уровня оксидативного стресса
и увеличением активности АО ферментов [33], 
что согласуется с результатами нашей работы. 

Можно полагать, что выраженное геропро-
текторное действие кКФП, направленное на под-
держание прооксидантно-антиоксидантного ба-
ланса, связано с их высоким пролиферативным 
и дифференцировочным потенциалом, а также 
паракринными эффектами ростовых факторов и 
цитокинов, которые секретируют эти клетки. В 
частности, показана возможность паракринно-
го влияния интерлейкина-1β и интерлейкина-6 
на увеличение экспрессии гена MnСОД гепато-
цитов [11], что является важным для нашего ис-
следования, поскольку экспрессия генов ряда АО 
ферментов существенно снижается при старении 
[26]. Однако точный механизм влияния кКФП
на состояние антиоксидантно-прооксидантного
баланса остается до конца неясным и требует 
дальнейшего изучения. 

Использование клеток фетального происхож-
дения в регенеративной медицине имеет ограниче-
ние, связанное с опасностью неконтролированной 
пролиферации введенных клеток и образованием 
опухолей. В нашем исследовании длительное на-
блюдение за животными после многократного 
введения кКФП не выявило негативных послед-
ствий или развития побочных эффектов, что мо-

Thereafter, when such an eff ect was discovered, 
at the second stage of experiment, the eff ect of 
cFLCs on duration and quality of life of aged ani-
mals was studied. Multiple injections of cFLCs not 
only increased the survival median of experimental 
animals by day 100, but also contributed to body 
weight gain and prevented the hair coat worsening.

It should be noted that an increase of experi-
mental animals lifespan after the introduction of fetal 
MSCs (from amniotic membrane) and bone marrow 
of young animals was confi rmed in other studies [25, 
33]. In a model of animals with accelerated ageing, 
this eff ect was combined with a decreased level of 
oxidative stress and an increased activity of AO 
enzymes [33] that was consistent with the results
of our research.

It can be assumed that expressed geroprotective 
eff ect of cFLCs for maintaining the prooxidant-
antioxidant balance is associated with their high 
proliferative and diff erentiating potential, as well
as the paracrine eff ects of growth factors and cy-
tokines, secreting these cells. In particular, the 
possibility of paracrine eff ect of interleukin-1β and 
interleukin-6 on the increase of hepatocyte MnSOD 
gene expression [8] was shown. It is important for 
our research, whereas the gene expression of some 
antioxidative enzymes is signifi cantly decreased
with ageing [26]. However, the exact mechanism of 
cFLC eff ect on the state of antioxidant-prooxidant 
balance remains unclear and requires the further 
study.

The application of fetal cells in regenerative 
medicine has a limitation associated with the threat 
of uncontrolled proliferation of injected cells and 
the formation of tumors. In our study, the long-term 
observation of animals after multiple injections 
of cFLCs did not reveal negative consequences or
the development of side eff ects, that may indicate not 
only eff ectiveness, but also their safety.

Our fi ndings demonstrate that multiple injec-
tions of cFLCs to adult rats starting from 13 months 
of animals’ age prevent the changes in pro- and 
antioxidant balance of liver and blood. These 
changes appeared in aged animals by 25 months 
of age. Multiple injections of cFLCs to aged rats 
(starting from 23 months of animals’ age) increase 
the lifespan (by 12%) and improve the life quality 
of experimental animals. This allows us to consider
the introduction of cFLCs as a promising approach
to correct age-related changes associated with oxi-
dative stress.

Conclusions
1. During ageing from 13 months to 25 months

of the activity of antioxidant blood enzymes (SOD 
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жет свидетельствовать не только об эффективно-
сти, но и о безопасности такого подхода. 

Результаты настоящей работы демонстрируют, 
что серийное введение кКФП взрослым крысам 
с 13-месячного возраста предупреждает измене-
ния проантиоксидантного баланса печени и кро-
ви, которые формируются у старых животных к 
25-месячному возрасту. Повторные инъекции 
кКФП старым крысам (с 23 месяцев) увеличи-
вают продолжительность (на 12%) и улучшают 
качество жизни экспериментальных животных. 
Это позволяет рассматривать введение кКФП
как перспективный подход для коррекции воз-
растных изменений, связанных с развитием окси-
дативного стресса.

Выводы
1. В процессе старения крыс в возрасте от 13 

до 25 месяцев снижается активность антиокси-
дантных ферментов крови (СОД и ГП), что со-
провождается увеличением продуктов свобод-
норадикального окисления липидов и белков. 
Существенные изменения прооксидантно-анти-
оксидантного баланса крови наблюдаются после 
19–22-месячного возраста. Многократное введе-
ние кКФП снижает накопление продуктов сво-
боднорадикального повреждения макромолекул и 
замедляет развитие возрастных изменений актив-
ности антиоксидантных ферментов крови.

2. В печени старых крыс (25-месячных), ко-
торым многократно вводили кКФП, активность 
антиоксидантных ферментов (ГПО, ГТ, катала-
зы) и ферментов, участвующих в их обеспечении 
восстановительными эквивалентами (ГР, ИЦДГ, 
Г6ФДГ) была значимо выше, чем у контрольных 
крыс того же возраста. Высокая активность этих 
ферментов сопровождается снижением уровня 
ТБК-активных продуктов ПОЛ в постмитохон-
дриальной, но не в митохондриальной фрак-
циях. 

3. Введение кКФП старым животным с 23-ме-
сячного возраста увеличивает среднюю про-
должительность жизни на 100 дней. Показате-
ли физиологического состояния (масса тела,
состояние шерстного покрова) свидетельствуют 
об улучшении качества жизни старых крыс. 
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