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Temperature Dependence of Testes Intersticium Cell Membrane
Permeability for Cryoprotectant Molecules

Изучали осмотическое поведение клеток интерстиция тестисов крыс в растворах криопротекторов – веществ, относящихся
к классам спиртов (этиленгликоль (ЭГ), глицерин и 1,2-бутандиол (1,2-БД)), оксидов (диметилсульфоксид (ДМСО)) и амидов
(диметилформамид (ДМФА)). С использованием метода волюмометрии и модифицированной физико-математической модели
Кедем-Качальского определены коэффициенты проницаемости плазматических мембран клеток тестисов для этих
криопротекторов при температурах 35, 20 и 5°С. Рассчитанные значения энергий активации проницаемости для молекул ЭГ,
глицерина, 1,2-БД, ДМСО и ДМФА составляют 53,28; 46,92 и 36,33, 58,89 и 62,99 кДж/моль соответственно. Установлено, что
мембраны клеток тестисов одинаково хорошо проницаемы для  молекул ЭГ, ДМСО, 1,2-БД и глицерина, а их проницаемость
для молекул ДМФА при 35°С сравнима с проницаемостью молекул воды.

Ключевые слова: коэффициенты проницаемости, энергия активации, клетки интерстиция тестисов, волюмометрия,
криопротекторы.

Вивчали осмотичну поведінку клітин інтерстицію тестисів щурів у розчинах кріопротекторів – речовин, які відносяться
до класів спиртів (етиленгліколь (ЕГ), гліцерин і 1,2-бутандіол (1,2-БД)), оксидів (диметилсульфоксид (ДМСО)) та амідів
(диметилформамід (ДМФА)). При використанні методу волюметрії і модифікованої фізико-математичної моделі Кедем-
Качальського визначені коефіцієнти проникності плазматичних мембран клітин тестисів для цих кріопротекторів при
температурах 35, 20 і 5°С. Розраховані значення енергії активації проникності для молекул ЕГ, гліцерину, 1,2-БД ДМСО і
ДМФА складають 53,28; 46,92;36,33;58,89 і 62,99 кДж/моль відповідно. Встановлено, що мембрани клітин тестисів мають
однакову добру проникність для молекул ЕГ, ДМСО, 1,2-БД і гліцерину, а їх проникність для молекул ДМФА при 35°С можна
порівняти з проникністю молекул води.

Ключові слова: коефіцієнти проникності, енергія активації, клітини інтерстицію тестисів, волюмометрія, кріопротектори.
Osmotic behavior of the rat testis intersticium cells in cryoprotectants solutions – substances belonging to alcohols (ethylene

glycol (EG), glycerol and 1,2-butane diol (1,2-BD)), oxides (dimethyl sulfoxide (Me2SO)) and amides (dimethyl formamide (DMFA))
was studied. Permeability coefficients of testis cells for these cryoprotectants were determined at 35, 20 and 5°C by volumetric
analysis and the Kedem-Kachalsky modified physico-mathematical model. The calculated values of the activation energies for EG,
glycerol, 1,2-BD, Me2SO and DMFA molecules are 53.28, 46.92, 36.33, 58.89, 62.99 kJ/mol, respectively. Testis cell membranes were
established to be equally well permeable for EG, glycerol, 1,2-BD and Me2SO, and their permeability for DMFA at 35°C was
comparable with that for water molecules.

Key words: permeability coefficients, activation energy, testis intersticium cells, volumetry, cryoprotectants.

Вопрос о том, какими свойствами должен
обладать эффективный криопротектор, до сих пор
не имеет исчерпывающего ответа [1]. Первым,
признанным в качестве криопротектора вещест-
вом, был глицерин. Впоследствии было показано,
что диметилсульфоксид (ДМСО) в подавляющем
числе криобиологических ситуаций более эффекти-
вен, чем глицерин, что можно было объяснить
лучшей проникающей способностью его молекул
через клеточные мембраны. В последние годы  в
качестве перспективного криопротектора для
ооцитов и эмбрионов млекопитающих и меристем
растений интенсивно изучается этиленгликоль (ЭГ)
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The question of what properties an efficient cryo-
protectant is to have has no irrefragable answer so far
[1]. The first substance recognized as a cryoprotectant
was glycerol. Afterwards it was shown that dimethyl
sulfoxide (Me2SO) was more efficient than glycerol
in most cases, which can be explained by its better
permeating ability through cellular membranes. Ethy-
lene glycol (EG) has been investigated intensively as a
promising cryoprotectant for mammal oocytes and
embryos and plant meristems lately [8–10]. Dimethyl
formamide (DMFA) proved to have significant
advantages over other cryoprotectants for cryopreser-
vation of the fowl spermatozoa [4–6]. It was demon-
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[8–10]. Установлено, что диметилформамид
(ДМФА) имеет существенные преимущества пе-
ред другими криопротекторами при криоконсер-
вировании спермиев петуха [4–6]. Показано, что
1,2-бутандиол (1,2-БД) несмотря на относительно
большие размеры молекул хорошо проникает через
мембраны эритроцитов [2, 3] и клеток СПЭВ [11].

Проницаемость плазматических мембран для
молекул воды и криопротекторов является важней-
шей криобиологической характеристикой клеток,
определяющей их осмотическое поведение в про-
цессе криоконсервирования и выживаемость после
отогрева и возвращения в изотоническую среду.
Криоконсервирование фрагментов ткани и клеток
тестисов с целью создания запасов материала, при-
годного для трансплантации, – необходимое усло-
вие в разработке новых схем лечения андроген-
дефицитных состояний. В связи с вышесказанным
особое значение приобретает определение коэффи-
циентов проницаемости мембран клеток тестисов
для различных криопротекторов.

Поиск оптимальных методических решений при
разработке методов криоконсервирования целе-
сообразно осуществлять на основе эксперимен-
тально-теоретического подхода с использованием
модифицированной физико-математической мо-
дели Кедем-Качальского [1]. Такой подход направ-
лен на оптимизацию процессов массообмена в
системе "клетка – окружающая среда" в цикле
криоконсервирования и требует конкретизации
данных о составе вне- и внутриклеточной среды,
морфометрических параметрах клеток, прони-
цаемости и ее температурной зависимости.

Цель работы – определение параметров прони-
цаемости (коэффициентов проницаемости и энергии
активации) мембран клеток тестисов для молекул
ЭГ, 1,2-БД, глицерина, ДМСО и ДМФА.

Материалы и методы
Для решения поставленных задач применялись

методы микроскопии и физико-математического
моделирования криобиологических процессов.

Объектом исследований служили клетки, полу-
ченные из ткани семенников ферментативным
методом [7]. Суспензия этих клеток включала
клетки с диаметром от 4,5 до 21 мкм. Наиболее
многочисленной была популяция клеток  размером
11–16 мкм, на которых и проводили исследования.

В работе использовали одномолярные растворы
1,2-БД, глицерина, ЭГ, ДМСО и ДМФА, приготовлен-
ные на 0,15М NaCl.

Коэффициенты проницаемости плазматических
мембран клеток интерстиция тестисов для моле-
кул проникающих криопротекторов K1 определяли,

strated that 1,2-butane diol (1,2-BD) despite its relati-
vely large molecules permeated well through erythro-
cyte [2, 3] and SPEV cell membranes [11].

Permeability of plasmatic membranes for water and
cryoprotectants molecules is the most important cryo-
biological characteristic of cells determining their osmo-
tic behavior in the process of cryopreservation and
survivability after thawing and placing back into isotonic
medium. Cryopreservation of testes tissue fragments
and cells for creation of material store available for
transplantation is an indispensable condition in the
development of new schemes of treatment of andro-
gen-deficient diseases. In this respect the determination
of testes cell membrane permeability coefficients for
different cryoprotectants takes on special significance.

It is expedient to search for optimal methodical solu-
tions during the elaboration of cryopreservation techni-
ques on the basis of the experimentally-theoretical
approach with the usage of the Kedem-Kachalsky mo-
dified physico-mathematical model [1]. Such approach
is directed to optimization of mass transfer processes
in the system “cell-environment” in cryopreservation
cycle and requires refining data on compositions of
extra- and intracellular media, cell morphometric para-
meters, permeability and its temperature dependence.

The aim of the work is to determine permeability
parameters (permeability coefficients and activation
energies) of testis membrane cells for EG, glycerol,
1,2-BD, Me2SO and DMFA molecules.

Materials and methods
Microscopy and physico-mathematical modeling of

cryobiological processes were used to solve the prob-
lems formulated.

Cells obtained from testes tissue by the enzyme
method served as the subject of inquiry [7]. Suspension
of these cells comprised cells with the diameter of 4.5–
21 µm. The population of cells with the size of 11–
16 µm was the most numerous, and the experiments
were carried out on them.

1 molar solutions of 1,2-BD, glycerol, EG, Me2SO
and DMFA prepared with 0.15 NaCl solution were
used in the work.

The permeability coefficients K1 of testis intersti-
cium cell plasmatic membranes for the penetrating
cryoprotectants molecules were determined by fitting
the experimental dependences of relative cell volumes
vs. time, y(t) with the solutions of the theoretical model
equations for the preset experimental conditions [11].
The activation energies EA  of the substances transfer
processes through testes intersticium cell membranes
were calculated from the dependences InK1(1/T), the
obliquity of which is EA/R according to the Arrhenius
equation, where R is the universal gas constant.
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сопоставляя экспериментальные зависимости
относительных объемов клеток от времени y(t) с
решениями уравнений теоретической модели для
заданных экспериментальных условий [11]. Энер-
гии активации (ЕА) процессов переноса веществ
через мембраны клеток интерстиция тестисов
рассчитывали из зависимостей lnK1(1/T), наклон ко-
торых согласно уравнению Аррениуса равен ЕА/R,
где R – универсальная газовая постоянная.

Микроскопические исследования проводили на
микроскопе Axio Obzerver Z1 (Carl Zeiss, Германия)
с термостатируемым столиком при температурах
35, 20 и 5°С.

Осмотические реакции клеток интерстиция
тестисов изучали, фотографируя их с регистрацией
времени контакта с исследуемыми растворами.
Для определения геометрических параметров кле-
ток использовали данные морфометрии.

Для клеток, форма которых близка к сфери-
ческой, относительный объём клетки (у) и ее
поверхностно-объемные отношения γ связаны с ее
диаметром d соотношениями у = πd3/6 и γ = 6/d.

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов проводили по методу Стьюдента-Фи-
шера.

Результаты и обсуждение
На рисунке представлены примеры определе-

ния коэффициентов проницаемости мембран клеток
интерстиция тестисов для молекул криопро-
текторов в одномолярных растворах ЭГ, 1,2-БД,
глицерина, ДМСО и ДМФА при температурах 5,
20 и 35°С путем совмещения с эксперименталь-
ными данными теоретической зависимости изме-
нения относительного объёма клеток во времени.

Из представленных данных видно, что с пони-
жением температуры увеличивается время ре-
гидратации клеток после фазы обезвоживания.
Осмотическое поведение клеток тестисов в раст-
ворах ЭГ, 1,2-БД, глицерина и ДМСО при одина-
ковых температурах отличается незначительно.
Время восстановления 95% исходного объема при
5°С составляет примерно 10 мин, а при 35°С –
около 3 мин. Проницаемость мембран клеток ин-
терстиция тестисов для молекул ДМФА значитель-
но выше, чем для молекул других изученных
веществ. При температуре 5°С исходный объем
клеток в 1М ДМФА восстанавливается до 95%
менее чем за 3 мин, а при температурах 35°С
значимых изменений объема клеток не зафикси-
ровано, что может свидетельствовать о том, что
проницаемость мембран клеток интерстиция тес-
тисов при этой температуре для молекул ДМФА
сравнима с проницаемостью молекул воды.

Microscopic assay was performed on a microscope
Axio Obzerver Z1 (Carl Zeiss, Germany) with a
thermostated stage at 35, 20 and 5°C.

Osmotic reactions of testis intersticium cells were
studied by imaging and registering the duration of
contact with the solutions investigated. To determine
cell geometric parameters we used the morphometric
data.

For sphere-like cells the relative cell volume y and
its surface/volume ratio γ are linked with its diameter
by the formulae:  у = πd 3/6 and γ = 6/d.

The results were statistically processed by the
Student-Fisher test.

Results and discussion
The examples of the permeability coefficients of

testes intersticium cell membranes for the cryoprotec-
tants molecules in 1M solutions of EG, 1,2-BD, glycerol,
Me2SO and DMFA at  35, 20 and 5°C determined by
fitting the theoretical dependence of relative cell volu-
me changes through time with the experimental data
are presented in Figure.

From the data presented one can see that as tempe-
rature declines, the period of cell rehydration after de-
hydration phase increases. Osmotic behavior of testes
cells differs insignificantly in EG, 1,2-BD, glycerol and
Me2SO solutions at the same temperatures. The pe-
riods of recovery of 95% of the initial volume are ap-
proximately 10 min at 5°C and 3 min at 35°C. The
testes intersticium cell membrane permeability for
DMFA is much higher than that for the other substan-
ces investigated. At 5°C the initial cell volume recovers
up to 95% for less than 3 min, and at 35°C no significant
changes in the cell volume were noted, which can attest
to the fact that at this temperature testes intersticium
cell membrane permeability for DMFA molecules is
comparable with that for water molecules.

The permeability coefficients of testis intersticium
cell plasmatic membranes for the cryoprotectants at
35, 20 and 5°C calculated from the volumetric data
and the corresponding activation energies are presen-
ted in the Table.

It follows from the Table that at 5°C the cryopro-
tectants according to their penetrating ability through
testis intersticium cell membranes are ranked in the
following way: DMFA > 1,2-BD > EG = glycerol >
Me2SO. At 35°C this sequence takes the form: DMFA >
EG  = Me2SO > 1,2-BD = glycerol. 1,2-BD has the
lowest value of activation energy, and DMFA – the
highest one.

Conclusions
1. The reduction in the testis intersticium cell mem-

brane permeability for the cryoprotectants molecules
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ДМСО
DMSO

Глицерин
Glycerol

ДМФА
DMFA

1,2-БД
1,2-BD

ЭГ
EG

Характерные экспериментальные ( , , ) и теорети-
ческие (сплошная линия) зависимости относительного
объёма клеток тестисов от времени экспозиции в
растворах 1М ЭГ (a), 1,2-БД (б), глицерина (в), ДМСО (г),
ДМФА (д) при температурах 5 ( ), 20 ( ) и 35°С ( ).
Typical experimental ( , , ) and theoretical (solid line)
dependences of the testis cell relative volume on exposure
time in 1M EG (a); 1,2-BD (b); glycerol (c); DMSO (d); DMFA
(e) solution at 5 ( ), 20 ( ) and 35°С ( ).
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В таблице приведены рассчитан-
ные из данных волюмометрии коэффи-
циенты проницаемости плазматичес-
ких мембран клеток интерстиция
тестисов для исследованных крио-
протекторов при температурах 5, 20
и 35°С и соответствующие энергии
активации.

Из данных таблицы следует, что
при 5°С криопротекторы по проникаю-
щей способности через мембраны
клеток интерстиция тестисов обра-
зуют ряд: ДМФА > 1,2-БД > ЭГ =
глицерин > ДМСО. При 35°С этот ряд
имеет вид: ДМФА > ЭГ = ДМСО >
1,2-БД = глицерин. Наименьшим
значением энергии активации харак-
теризуется 1,2-БД, а наибольшим –
ДМФА.

Выводы
1. Снижение проницаемости мем-

роткеторпоирK
tnatcetorpoyrC

KитсомеацинорптнеициффэоK
1
× 01 7 с/м,
K,tneiciffeocytilibaemreP
1

× 01 7 s/m,
яигренЭ
Еиицавитка
A
,

ьлом/жДк
noitavitcA
Eygrene
A
,
lom/JK

5°С 02 °С 53 °С

ГЭ
GE 70,0±05,0 07,0±99,1 67,1±30,9 82,35

2,1 - ДБ
DB-2,1 07,0±50,1 84,0±72,4 46,1±15,7 32,63

нирецилГ
lorecylG 31,0±35,0 11,0±22,2 20,2±57,6 29,64

ОСМД
OSMD 91,0±83,0 78,0±76,2 04,1±23,9 98,85

АФМД
AFMD 40,0±14,4 98,2±54,42 *99,26

 Коэффициенты проницаемости плазматических мембран клеток
интерстиция тестисов для исследованных криопротекторов при
температурах 5, 20 и 35°С и соответствующя энергия активации

 The permeability coefficients of testis intersticium cell plasmatic mem-
branes for the cryoprotectants at 35, 20 and 5°C and the corresponding

activation energies

бран клеток интерстиция тестисов для молекул
исследованного ряда криопротекторов в диапазоне
температур 35–5°С характеризуется энергией ак-
тивации в пределах 35–63 кДж/моль.

2. Различия коэффициентов проницаемости ЭГ,
1,2-БД, глицерина и ДМСО наиболее выражены при
5°С, однако при этом их средние значения отли-
чаются не более чем в 2,5 раза.

3. В изученном ряду криопротекторов особо
высокой проникающей способностью обладает
ДМФА. Проницаемость мембран клеток интер-
стиция тестисов для молекул ДМФА при 35°С
сравнима с проницаемостью молекул воды, о чем
свидетельствует отсутствие выраженной осмоти-
ческой реакции клеток на добавление ДМФА даже
при 20°С.
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