
Probl Cryobiol Cryomed 2021; 31(4):316–325
https://doi.org/10.15407/cryo31.04.316
оригінальне дослідження                                                                                        research article

УДК 57.086.13:577.352.43:51-76:576.5

А.І. Моісєєв, І.Ф. Коваленко, С.Є. Коваленко, Г.А. Божок, О.І. Гордієнко*
Динаміка проникання диметилсульфоксиду 
в клітини лінії L929 і сфероїди з них

UDC 57.086.13:577.352.43:51-76:576.5

A.I. Moisieiev, I.F. Kovalenko, S.Ye. Kovalenko, G.A. Bozhok, O.I. Gordiyenko*  
Dynamics of Dimethyl Sulfoxide Penetration 

Into L929 Cells and L929-Based Spheroids  
 

Реферат: У роботі запропоновано алгоритм розрахунку ефективних коефіцієнтів проникності для багатоклітинних 
об’єктів у кріозахисному середовищі на підставі фізико-математичної моделі процесів масопереносу. У проведених дослід-
женнях отримано значення поверхнево-об’ємного відношення для клітин лінії L929 за різних температур і розраховано коефі-
цієнт теплового розширення площі поверхні мембран клітин β = 2,7 × 10–3/°C. Визначено величини осмотично неактивного 
об’єму для клітин лінії L929 і сфероїдів з них. З динамічних кривих зміни відносного об’єму знайдено коефіцієнти фільтрації та 
проникності для ДМСО клітин лінії L929 та сфероїдів in toto. Розраховані показники є найбільшими для поодиноких клітин і 
значуще (р < 0,05) зменшуються для клітин у складі сфероїдів зі збільшенням глибини їх розташування, що може бути наслідком 
обмеження доступності поверхні клітин у складі сфероїдів для проникання позаклітинних речовин. Отримані в роботі характе-
ристики проникності сфероїдів можуть бути використані для розроблення оптимальних режимів кріоконсервування цих
об’єктів.

Ключові слова: клітини лінії L929, сфероїди, коефіцієнти фільтрації, коефіцієнти проникності, диметилсульфоксид, осмо-
тично неактивний об’єм, кріоконсервування. 

Abstract: The study proposes an algorithm for calculating of appreciable permeability coeffi  cients for multicellular structures in 
a cryoprotectant medium using physical and mathematical model of mass transfer. The values of surface-area-to-volume ratio for L929 
cells at diff erent temperatures was determined and the thermal expansion coeffi  cient of the surface area of cell membranes was calcu-
lated (β = 2.7 × 10–3/°C.). The osmotically inactive volume for L929 cells and their spheroids was determined. Filtration and permea-
bility coeffi  cients to DMSO for L929 cells and in toto spheroids were found from the dynamic curves of relative volume change. The cal-
culated parameters are the highest for individual cells and signifi cantly (p < 0.05) decrease for cells in the spheroids with increasing 
depth of their location, this reduction may be stipulated by a decrease in the available surface of cells in the spheroids for the penetration 
of extracellular substances. Obtained in this research permeability characteristics of spheroids can be used to develop optimal 
cryopreservation regimens for them.

Key words: L929 cells, spheroids, fi ltration coeffi  cients, permeability coeffi  cients, dimethylsulfoxide, osmotically inactive volume, 
cryopreservation.
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Клітини в організмі людини взаємодіють 
між собою та компонентами позаклітинного 
матриксу, створюючи унікальну 3D-організацію. 
Ці взаємодії «клітина – клітина» та «клітина – 
позаклітинний матрикс» утворюють складну ко-
мунікаційну мережу біохімічних і механічних 
сигналів, які є критичними для нормальної фі-
зіології клітин [10, 17, 21, 23]. За умов виро-
щування клітин у моношарових 2D-культурах 
втрачаються ці тканиноспецифічні властивості. 
Тому за останні два десятиліття було здійснено 
численні спроби для розроблення 3D-моделей 
культури клітин із метою подолання суперечнос-
тей між результатами аналізу клітин та експери-
ментальних досліджень на тваринах та усунен-
ня експериментальної невизначеності під час 
використання моношарових культур. Тривимірна 

Cells in human body interact with each other 
and components of the extracellular matrix to 
create a unique 3D organization. These cell-to-
cell and cell-extracellular matrix interactions form 
a complicated communication network of biochemi-
cal and mechanical signals that are critical to 
normal cell physiology [9, 16, 21, 23]. If the cells 
are grown in monolayer 2D cultures, these tissue-
specifi c properties are lost. Therefore, over the last 
two decades, numerous attempts have been made to 
develop 3D models of cell culture in order to bridge 
the gap between the results of cell analysis and 
experimental animal studies to reduce experimental 
uncertainty when using the monolayer cultures. 
The three-dimensional culture model is a useful al-
ternative to tissue explants. One of the 3D cultures 
is spheroids, fi rst obtained by J. Holtfreter [10] and 
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модель культури є корисною альтернативою тка-
нинним експлантатам. Однією з 3D-культур є 
сфероїди (СФ), вперше отримані J. Holtfreter [11] 
і А. Moscona та H. Moscona [19] за допомогою 
самозбірки зі суспендованих клітин. Сфероїди 
у багатьох аспектах демонструють більшу по-
дібність до реальних тканин, ніж моношарові 
культури клітин, і тому на сьогодні вони час-
тіше застосовуються в біомедицині. Сфероїдна 
форма є найбільш підходящою моделлю для 
дослідження раку [9] та підбору ліків [15], а та-
кож для використання в регенеративній меди-
цині [22]. Метод сфероїдних культур покращує 
потенціал диференціації порівняно з моношаро-
вою культурою [24, 25]. Сфероїди, які виконують 
функції тканин, можуть служити будівельним 
матеріалом для реконструкції органів. Попередні 
дослідження демонструють, що 3D-культура клі-
тин забезпечує сприятливі умови для реконструк-
ції печінки [5, 20], підшлункової залози [18], кро-
воносних судин [14], м’язів міокарда, ганглій [12] 
і кісткової тканини [7, 24]. 

Важливим і актуальним питанням щодо ба-
гатоклітинних об’єктів є пошук методів їхнього 
кріоконсервування [8, 16], що дозволить більш ефек-
тивне використання СФ у регенеративній меди-
цині та тканинній інженерії. Тривалий період 
збереження СФ може застосовуватися як в аль-
тернативній терапії для трансплантації, так і під 
час розроблення нових препаратів. Однак на сьо-
годні існує вкрай мало робіт із кріоконсервування 
СФ. Численні протоколи кріоконсервування для 
клітинних суспензій, тобто поодиноких клітин, 
не вирішують питання кріочутливості клітин у 
складі багатоклітинних сфероїдів, які мають 
тривимірну структурну організацію і складні 
міжклітинні взаємодії. Тому для розроблення 
оптимальних методів кріоконсервування СФ пот-
рібний ґрунтовний кріобіологічний підхід, а са-
ме: дослідження процесів зневоднення та наси-
чення кріопротектором багатоклітинних об’єк-
тів на етапах кріоконсервування.

Мета роботи – проведення порівняльного дос-
лідження динаміки проникання молекул води та 
кріопротектора диметилсульфоксиду в сфероїди 
in toto, клітини у зовнішньому та внутрішньому 
шарах сфероїда та в поодинокі клітини лінії L 929.

Матеріали і методи
Дослідження виконували на клітинах лінії L929 

та СФ діаметром 80–100 мкм, оскільки на 10-у до-
бу культивування кількість багатоклітинних об’єк-
тів із таким розміром складала 70%. Клітинну 
лінію протягом 10-добового культивування під-
тримували живильним середовищем DMEM/

A. Moscona and H. Moscona [18] by self-assem-
bly of suspended cells. Spheroids in many respects 
show higher similarity to real tissues than mono-
layer cell cultures, and therefore today they are more 
commonly used in biomedicine. The spheroidal 
form is the most suitable model for cancer research 
[5] and drug selection [14], as well as in regenerative 
medicine [22]. The spheroid culture method impro-
ves the potential for diff erentiation compared to 
monolayer culture [24, 25]. Spheroids, which per-
form the functions of tissues, can serve as a buil-
ding material for the reconstruction of organs. 
Previous studies have shown that 3D cell culture 
provides favorable conditions for the reconstruction 
of liver [1, 19], pancreas [17], blood vessels [13], 
myocardial muscle, ganglia [11] and bone tissue [3, 
24].

An important and topical issue for multicellular 
objects is the search for methods of their cryo-
preservation [4, 15], which will allow more effi  cient 
use of spheroids in regenerative medicine and tissue 
engineering. Long-term preservation of spheroids 
can be used both in alternative therapies for trans-
plantation and in development of new drugs. 
However, today there is very little number of pa-
pers on cryopreservation of spheroids. Numerous 
cryopreservation protocols for cell suspensions, i. e. 
individual cells, do not solve the problem of 
cryosensitivity of cells in multicellular spheroids, 
which have a three-dimensional structural organi-
zation and complicated cell-to-cell interactions. 
Therefore, the development of optimal methods of 
cryopreservation of spheroids requires a thorough
cryobiological approach, namely: the study of de-
hydration and cryoprotection saturation of mul-
ticellular objects at the stages of cryopreserva-
tion.

The research was aimed to comparative study 
of the dynamics of penetration of water mole-
cules and cryoprotectant dimethyl sulfoxide into
spheroids in toto, cells in the outer and inner la-
yers of the spheroid and in individual L929 cells. 

Materials and methods
The studies were performed in L929 and sphe-

roid cells with a diameter of 80–100 μm, as on day 
10 of cultivation, the number of multicellular objects 
with this size was 70%. The cell line was maintai-
ned for 10 days in DMEM/F12 (Biowest, France) 
containing 200 U/ml benzylpenicillin (Arterium, 
Ukraine), 200 μg/ml streptomycin (Arterium) 
and 10% fetal bovine serum (Biowest, France) 
at 37°C in an atmosphere of 5% CO2 in plastic 
vials for cultivation (SPL Life Sciences, Korea). 
Every 3rd day of cultivation, the medium was chan-
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F12 («Biowest», Франція), яке містило 200 Од/мл 
бензилпеніциліну («Arterium», Україна), 200 мкг/мл 
стрептоміцину («Arterium») та 10% фетальної 
телячої сироватки («Biowest») при 37°С в атмос-
фері з 5% СО2 в пластикових флаконах для куль-
тивування («SPL Life Sciences», Корея). Кожну
3-ю добу культивування здійснювали заміну сере-
довища. Клітинну суспензію отримували з моно-
шару клітин лінії L929 на 10-у добу культиву-
вання шляхом його оброблення протягом 5 хв 
сумішшю 0,5% трипсину («Sigmа», США) та роз-
чину Версена («PAA», США) у співвідношенні 
1:1. Після відкріплення клітини відмивали від 
ферментного розчину середовищем DMEM/F12 
(«Biowest»). 

Для отримання СФ використовували низькоад-
гезивну поверхню, чашки Петрі обробляли 2%-м 
розчином агару («Ferak», Німеччина). Посівна кон-
центрація фібробластів становила 2 × 105 кл/мл. 
Сфероїди культивували протягом 10 діб. 

Коефіцієнти проникності визначали на пооди-
ноких клітинах та СФ із діаметром 80–100 мкм 
після їхнього прикріплення в адгезивних умовах 
протягом доби. Для визначення коефіцієнтів 
проникності плазматичних мембран клітин лінії 
L929 для молекул води (Lp) і ДМСО (kp) та 
ефективних значень подібних параметрів для СФ 
із цих клітин використовували волюмометрич-
ний метод [1, 2]. Форму клітин апроксимували 
сферою.

Для визначення об’єму клітин чашку Петрі з 
поодинокими клітинами або СФ установлювали 
на термостатований столик конфокального мік-
роскопа «LSM 510 META» («Carl Zeiss», Німеч-
чина). До зразків додавали розчин 1М ДМСО у 
фізіологічному розчині за температури 15°С. Для 
визначення параметрів проникності для клітин 
у зовнішньому і внутрішньому шарах СФ вико-
ристовували Z-сканування сфероїдів із кроком 
4,2 мкм. Досліджували зміни у часі об’єму СФ 
in toto, клітин у різних шарах СФ або прикріпле-
них на культуральну поверхню в процесі їх зне-
воднення в 1М розчині кріопротектора і віднов-
лення на етапі проникнення кріопротектора в 
клітини. Морфометричний аналіз здійснювали з 
використанням комп’ютерної програми «Axio-
Vision Rel. 4.6» («Carl Zeiss»).

Числові значення коефіцієнтів фільтрації та 
проникності ДМСО у клітини лінії L929 і СФ, 
які вони утворювали, визначали шляхом апрок-
симації експериментальних даних зміни віднос-
ного об’єму клітин або СФ під час експозиції 
в досліджуваних розчинах теоретичними кри-
вими, розрахованими на підставі фізико-мате-
матичної моделі пасивного транспорту води і про-

ged. The cell suspension was obtained from a 
L929 cell monolayer on day 10 of cultivation by 
treating it for 5 min with a mixture of 0.5% tryp-
sin (Sigma, USA) and Versene solution (PAA, USA) 
in a ratio of 1:1. After detachment, the cells were 
washed from the enzyme solution with DMEM/F12 
Biowest). 

To obtain spheroids there was used a low-adhe-
sion surface, Petri dishes were treated with 2% 
agar solution (Ferak, Germany). The inoculation 
concentration of fi broblasts was 2 × 105 cells/ml. 
Spheroids were cultured for 10 days. 

Permeability coeffi  cients were determined in sing-
le cells and spheroids with a diameter of 80–100 μm 
after their attachment under adhesive conditions 
during the day. The volumetric method was used to 
determine the permeability coeffi  cients of plasma 
membranes of L929 cells to water molecules (Lp) 
and DMSO (CPA) and the eff ective values of 
similar parameters for spheroids from these cells 
[7, 8]. A sphere approximated the shape of the cells.

To determine the cell volume, Petri dish with 
individual cells or spheroids was thermostated using 
LSM 510 META confocal microscope table (Carl 
Zeiss, Germany). A solution of 1M DMSO in phy-
siological saline at a temperature of 15°C was added 
to the samples. Spheroids were Z-scanned with a 
step of 4.2 μm to determine the permeability parame-
ters for cells in the spheroid outer and inner layers. 
Changes in time of the volume of spheroids in toto, 
cells in diff erent layers of spheroids or attached to
the culture surface during their dehydration in 1M 
cryoprotectant solution and recovery at the stage 
of penetration of cryoprotectant into cells were 
studied. Morphometric analysis was performed 
using the ‘AxioVision Rel. 4.6’ software (Carl Zeiss). 

Numerical values of DMSO fi ltration and per-
meability coeffi  cients in L929 and spheroid cells 
were formed by approximating experimental data 
on changes in relative cell volume or spheroid 
during exposure in test solutions to theoretical cur-
ves calculated by means of a physico-mathema-
tical model of passive water transport and per-
meable substances in case of their maximum coin-
cidence [7, 8]. 

The osmotically inactive volume of L929 and SF 
cells was determined by the method described 
in V.V. Ogurtsova et al. [20]. To do this, we obtai-
ned the dependence of the relative cell / spheroid 
volume on the inverse reduced osmotic pressure in 
solutions of sodium chloride with concentrations of 
0.5; 1; 2.0 mol/l. In the case of a two-component 
solution of an impermeable substance (k), the equa-
tion describing the change in cell volume over time 
(t) has the form,
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никальних речовин за умови їх максимального 
збігу [1, 2]. 

Осмотично неактивний об’єм клітин лінії L929 
та СФ визначали за методом, описаним у роботі 
В.В. Огурцової та співавт. [4]. Для цього отри-
мували залежність відносного об’єму клітин/СФ 
від оберненого приведеного осмотичного тиску у 
розчинах хлориду натрію з концентраціями 0,5; 1; 
2,0 моль/л. У випадку двокомпонентного розчину 
непроникальної речовини (k) рівняння, яке описує 
зміну клітинного об’єму у часі (t), має вигляд 

       ,   (1)

де τw – характерний час проникання молекул води 
в клітини; α – осмотично неактивний об’єм клі-
тини;     – мольна частка розчиненої у поза-
клітинному розчині непроникальної речовини k;     
    – початкове значення мольної частки розчине-
ної у внутрішньоклітинному розчині речовини.

За умови t→∞ (тобто t >> τw) зміна відносного 
об’єму клітини в розчині непроникальної речо-

вини дорівнює       , отже, отримуємо нас-

тупне рівняння:

              ,   

     , (2)

або                                                         , (3)

де    .

У результаті визначення об’єму клітин або СФ 
за t >>w у серії розчинів непроникальної речо-
вини з концентрацією, яка зростає, отримали 
залежність асимптотичного відносного об’єму 
від оберненого приведеного осмотичного тиску 
розчину. Експериментальні дані апроксимували 
рівнянням (3), яке описує зміну об’єму клітини/
СФ у розчинах непроникальної речовини методом 
найменших квадратів. Значення осмотично 
неактивного об’єму отримували за перетином 
апроксимованої прямої з віссю ординат.

Поверхнево-об’ємне відношення (γ0 = S0/V0 = 
= 6/D, де D – діаметр клітини або СФ) визначали 
перед додаванням кріопротектора за температур 
5, 15 та 25°С. 

Статистичну обробку отриманих результатів 
проводили з використанням програми «Statgra-
phics» («Manugistics Inc.», США) за непараметрич-
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where τw is the characteristic time of penetra-
tion of water molecules into cells; α – osmoti-
cally inactive cell volume;   – molar fraction 
of impermeable substance dissolved in the extra-
cellular solution k;    – initial value of the molar 
fraction of the substance dissolved in intracellular 
solution. 

Under the condition t → ∞ (i. e. t >> τw) the 
change in relative volume of the cell in impermeable

substance solution is equal to          , therefore, 

we obtain the following equation: 

             ,   

     , (2) 

or       ,  (3) 

where       . 

When determining the cell or spheroid volume 
by t >> w in a series of solutions of impermeable 
substance with increasing concentration, the depen-
dence of the asymptotic relative volume on the recip-
rocal normalized osmotic pressure of the solution 
was found. The experimental data were approxima-
ted by equation (3), which describes the change in 
cell/spheroid volume in solutions of impermeable 
substance by the least squares method. The values of 
the osmotically inactive volume were obtained from 
the intersection of the approximate line with the y-axis. 

The surface-to-volume ratio (γ0 = S0/V0 = 6/D, 
where D is the cell or spheroid diameter) was deter-
mined before adding the cryoprotectant at tempe-
ratures of 5, 15 and 25°C. 

The results were statistically processed using 
the ‘Statgraphics’ software (Manugistics Inc., USA)
by non-parametric Mann-Whitney test. Experimental
data are presented as the arithmetic mean ± standard 
deviation. Signifi cant diff erences were considered 
at p < 0.05. 

Results and discussion 
Permeability parameters were determined in 

spheroids with a diameter of 80–100 μm, as on day 
10 of cultivation the number of multicellular struc-
tures with this size was 70%. Numerical values 
of osmotically inactive volume α and surface-
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ним критерієм Манна-Вітні. Експериментальні 
дані приведені як середнє арифметичне ± серед-
нє квадратичне відхилення. Значущими вважали 
відмінності при р < 0,05.

Результати та обговорення
Визначення параметрів проникності здійсню-

вали на СФ із діаметром 80–100 мкм, оскільки на 
10-у добу культивування кількість багатоклі-
тинних об’єктів із таким розміром складала 70%. 
Для розрахунку коефіцієнтів проникності плаз-
матичних мембран клітин лінії L929 та СФ із 
них за даними волюмометрії з використанням фі-
зико-математичного моделювання процесів ма-
сопереносу було визначено числові значення ос-
мотично неактивного об’єму α та поверхнево-
об’ємного відношення γ. Залежність відносного 
об’єму клітин/СФ від оберненого приведеного ос-
мотичного тиску у розчинах непроникальної 
речовини (NaCl) представлено на рис. 1. Згідно 
з графіками осмотично неактивний об’єм клітин 
лінії L929 (αкл) становить 0,32. Для СФ після 
культивування протягом 10 діб показник αсф 
дорівнював 0,41. Відомо, що формування СФ 
відбувається на основі міжклітинної адгезії, яка 
призводить до підвищення експресії її білків 
(кадгерину, конексину та панексину) і ущільнення 
клітин у складі СФ протягом культивування [6], 
наслідком чого, зокрема, може бути збільшення 
осмотично неактивного об’єму.

Поверхнево-об’ємне відношення (γ0) для СФ 
із діаметром 80 мкм становить 0,75 ×105 м–1. Се-
редні значення γ0 з вимірювання діаметрів 50–
75 клітин L929 за температур 25, 15 та 5°С скла-
дають (4,64 ± 0,01) × 105; (4,51 ± 0,07) × 105 та
(4,39 ± 0,06) × 105 м–1 відповідно.

З отриманих значень поверхнево-об’ємно-
го відношення для клітин лінії L929 за різних 
температур можна легко розрахувати значен-
ня коефіцієнта теплового розширення площі 
поверхні мембрани клітин [3]. Згідно з визна-
ченням       отримуємо       або
               . З цими значеннями для поверх-
нево-об’ємного відношення γ для коефіцієнта 
теплового розширення площі поверхні мембрани 
клітин лінії L929 маємо величину βер = 2,7 × 
× 10–3/°C. Ця величина є трохи більшою за зна-
чення коефіцієнта теплового розширення площі 
поверхні мембрани еритроцита βер = 2,4 × 10–3/ºC, 
отриманого в роботі О.І. Гордієнко [3]. На ве-
личину коефіцієнта теплового розширення пло-
щі поверхні мембрани можуть впливати ліпід-
ний і білковий склад мембрани, а також зов-
нішні чинники. Ця характеристика може бути 
використана для моніторингу стану мембран 

volume ratio γ were determined to calculate the 
permeability coeffi  cients of plasma membranes of 
L929 and spheroid cells from them according to 
volumetric data using physico-mathematical mo-
deling of mass transfer processes. The dependence of 
the relative volume of cells/spheroids on the 
reciprocal normalized osmotic pressure in solutions 
of impermeable substance (NaCl) is presented in 
Fig. 1. According to the graphs, the osmotically 
inactive volume of L929 cells is αcl = 0.32. For 
spheroids after cultivation for 10 days, this 
value was equal to αsf = 0.41. It is known that the 
spheroids are formed by means of intercellu-
lar adhesion, that leads to an increased expression 
of its proteins (cadherin, connexin and panexin) 
and compaction of cells in the composition of sphe-
roids during cultivation [2], which may result 
in increased osmotically inactive volume. 

The surface-volume ratio for spheroids with a 
diameter of 80 μm is 0 = 0.75 × 105 m –1. The ave-
rage values of γ0 from the measurement of the dia-
meters of 50–75 L929 cells at temperatures of 
25, 15 and 5°С are (4.64 ± 0.01) × 105; (4.51 ± 
± 0.07) × 105 and (4.39 ± 0.06) × 105 m– 1, res-
pectively. From the obtained values of the sur-
face-volume ratio for L929 cells at diff erent tem-
peratures, it is easy to calculate the value of the 
coeffi  cient of thermal expansion of the surface area 
of the cell membrane [6]. By defi nition               , 
we obtain                 or                   . With 
these values for the surface-volume ratio γ for 
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Рис. 1. Зміна відносного об’єму клітин L929 (●) та 
сфероїдів (□) залежно від зворотного приведеного 
осмотичного тиску розчину.
Fig. 1. Change in relative volume of L929 cells (●) 
and spheroids (□) depending on reciprocal normalized 
osmotic pressure of solution. 
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клітин за різних умов і строків культивуван-
ня.

Зміни у часі об’єму клітин і СФ під час екві-
лібрації у 1М ДМСО визначали за допомогою мор-
фометричного аналізу мікрознімків. Для визна-

the coeffi  cient of thermal expansion of the surface 
area of the cell membrane of the L929 line, we 
have the value βer = 2.7 × 10–3/°C. This value is slig-
htly larger than the value of the coeffi  cient of ther-
mal expansion of the surface area of the erythro-
cyte membrane βer = 2.4 × 10–3/°C, published by 
O.I. Gordienko [6]. The coeffi  cient of thermal 
expansion of the membrane surface area can be 
infl uenced by its lipid and protein composition, 
as well as external factors. This characteristic can 
be used to monitor the state of cell membranes 
under diff erent conditions and terms of cultivation. 

Changes in cell and spheroid volume over time du-
ring equilibration in 1M DMSO were determined 
by morphometric analysis of micrographs. Z-scan-
ning of spheroids with a step of 4.2 μm was 
used to determine the volume of cells in dif-
ferent layers of spheroids (Fig. 2). The change in 
the volume of spheroids in toto in 1M DMSO is 
presented in Fig. 3. Graphs of change in time of 
the relative volume of spheroids, individual and lo-
cated in the outer and inner layers of spheroid 
L929 cells, are presented in Fig. 4. The table shows 
the calculated fi ltration (Lp) and permeability 
(kp) coeffi  cients for DMSO molecules of plasma 
membranes of individual L929 cells and those in 
spheroid outer and inner layers, as well as the eff ec-
tive values of these parameters for spheroids 

l = 12.81 l = 12.81 m, 22.2 °m, 22.2 °

l = 14.50 l = 14.50 mm

l = 14.95 l = 14.95 mm

l = 13.22 l = 13.22 m, 21.4 °m, 21.4 °

l = 12.77 l = 12.77 m, 3.9 °m, 3.9 °

l = 12.92 l = 12.92 m, 72.2 °m, 72.2 °

50 50 mm

Рис. 2. Оцінка діаметрів клітин зовнішнього і вну-
трішнього шарів сфероїда (Z = 30 мкм) під час 
еквілібрації в 1M ДМСО при 15°C. 
Fig. 2. Estimation of cell diameters of spheroid outer and 
inner layers (Z = 30 μm) during equilibration in 1M DMSO 
at 15°C.

Рис. 3. Динаміка зміни об’єму сфероїда під час еквілібрації в 1M ДМСО за температури 15°C: експозиція 
0 с (А), 75 с (В), 300 с (С).
Fig. 3. Dynamics of spheroid volume change during equilibration in 1M DMSO at 15°C: exposure 0 s (А), 75 s (В), 
300 s (С).

A B Cl = 105.50 l = 105.50 m, 49.1 °m, 49.1 °

l = 101.50 l = 101.50 m, 38.2 °m, 38.2 °

l = 95.98 l = 95.98 m, 48.1 °m, 48.1 °

l = 93.22 l = 93.22 m, 39.3 °m, 39.3 °

l = 105.52 l = 105.52 m, 47.4 °m, 47.4 °

l = 99.97 l = 99.97 m, 40.6 °m, 40.6 °
20 m 20 m 20 m

чення об’єму клітин у різних шарах СФ вико-
ристовували Z-сканування сфероїдів із кроком 
4,2 мкм (рис. 2). Зміну об’єму СФ in toto в 1М 
ДМСО представлено на рис. 3. Графіки зміни у 
часі відносного об’єму СФ, поодиноких та розта-
шованих у зовнішньому і внутрішньому шарах 
СФ клітин L929, представлено на рис. 4. У та-
блиці подано розраховані коефіцієнти фільт-
рації (Lp) і проникності (kp) для молекул ДМСО 
плазматичних мембран поодиноких клітин лінії 

in toto. As the table shows, the fi ltration and per-
meability coeffi  cients decrease signifi cantly (p < 0.05) 
with increasing depth of location in the spheroids, 
which is consistent with the published data [12]. 
It is known that during the formation of sphe-
roids there are three cell layers (peripheral, mid-
dle and inner), which are determined in this way 
through the diff usion of nutrients and oxygen into 
the cells depending on their location depth in the 
spheroids. It has been proven that with increasing 
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L929 та клітин у зовнішньому і внутрішньому 
шарах СФ, а також ефективні значення цих па-
раметрів для CФ in toto. Як видно з таблиці, 
коефіцієнти фільтрації та проникності значуще 
(р < 0,05) зменшуються зі збільшенням глибини 
розташування у СФ, що узгоджується з даними 
літератури [13]. Відомо, що під час формування 

depth of location in spheroid the cell contacts 
are compacted, and nutrient diff usion decreases 
[12]. Therefore, the lower calculated values of the 
permeability coeffi  cients for cells in the inner 
layers of the spheroids may be due to the reduction 
of the available cell surface for the penetration of 
extracellular substances. This result is apparently 
related to cell-to-cell interactions, which diff er sig-
nifi cantly for cells in the spheroids. The formation 
of intercellular interactions is ensured by the syn-
thesis of the intercellular matrix, which can signi-
fi cantly aff ect the diff usion of water molecules and 
DMSO in spheroids. It should also be borne in 
mind that the eff ective values of spheroid perme-
ability coeffi  cients for water molecules and cryo-
protectants are determined, in particular, by a much 
smaller surface-volume ratio compared to cells. 

Based on the fi ndings on permeability coeffi  -
cients, the exposure time of spheroid and individual 
cells in a cryoprotective medium at a temperature 
of 15°C was determined. Thus, the dynamic curves 
of the osmotic behavior of spheroids (10 days of 
cultivation) with a diameter of 80 μm indicate 
that 90% of the saturation of the cryoprotectant 
at exposure to 1M DMSO solution at 15°C occurs 
within (241 ± 30.0) s (Fig. 4). The obtained perme-
ability characteristics of single L929 and spheroid 
cells can be used to develop optimal cryopreserva-
tion regimens of these objects, in particular to de-
termine the optimal cooling rate during freezing and 
time parameters of spheroid equilibration proce-
dure in cryopreservation medium under diff erent 

Об’єкт 
Structure

Коефіцієнт 
Coefficient

фільтрації Lp × 1014, м3/H с 
filtration Lp × 1014, м3/H s 

проникності kp × 108, м/с 
permeability kp × 108, m/s

Поодинокі клітини L929 
L929 single cells 2,32 ± 0,28 6,47 ± 0,28

Зовнішній шар СФ  
Spheroid outer layer 1,38 ± 0,26* 5,44 ± 0,22

Внутрішній шар СФ 
Spheroid inter laye 1,21 ± 0,22* 1,71 ± 0,14*#

Сфероїд 
Spheroid 5,64 ± 0,35 33,3 ± 0,14 

Примітка: різниця значуща порівняно з поодинокими клітинами (*) 
та клітинами у зовнішньому шарі (#), р < 0,05.
Note: diff erences are signifi cant compared to single L929 cells (*) and 
the ones in the outer layer (#), р < 0.05.

Коефіцієнти фільтрації та проникності 
для поодиноких клітин L929 та у складі сфероїдів, 

а також сфероїдів in toto за температури 15°C
Filtration and permeability coeffi  cients for single L929 cells 

and in spheroids as well as in toto spheroids at 15°C

Рис. 4. Зміна відносного об’єму сфероїдів (●), окре-
мих клітин L929 (■), клітин у зовнішньому (○) та вну-
трішньому шарах сфероїда (□) в 1M DMSO на фізіо-
логічному розчині.
Fig. 4. Change in relative volume of spheroids (●), 
individual L929 cells (■), cells in outer (○) and inner 
layers of spheroid (□) in 1M DMSO in saline. 
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СФ виділяють три клітинні шари (пе-
риферичний, середній і внутрішній), 
які визначаються таким чином через 
дифузію поживних речовин і кисню в 
клітини залежно від глибини їхнього 
розташування в СФ. Доведено, що при 
збільшенні глибини розташування у 
СФ контакти клітин ущільнюються, 
а дифузія поживних речовин змен-
шується [13]. Отже, менші розрахова-
ні значення коефіцієнтів проникності 
для клітин у внутрішніх шарах СФ 
можуть бути наслідком зменшення 
доступної поверхні клітин для прони-
кання позаклітинних речовин. Такий 
результат, очевидно, пов’язаний із між-
клітинними взаємодіями, які суттєво 
відрізняються для клітин у складі СФ. 
Утворення міжклітинних взаємодій 
забезпечується синтезом міжклітинно-
го матриксу, що може суттєво вплива-
ти на дифузію молекул води і ДМСО 
у СФ. Також необхідно враховувати, 
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що ефективні значення коефіцієнтів проникності 
СФ для молекул води і кріопротектора визна-
чаються, зокрема, значно меншим поверхнево-
об’ємним відношенням порівняно з клітинами. 

На основі отриманих даних щодо коефіцієн-
тів проникності було визначено час експозиції 
СФ і поодиноких клітин у кріозахисному сере-
довищі за температури 15°С. Так, динамічні 
криві осмотичної поведінки СФ (10 діб культи-
вування) з діаметром 80 мкм свідчать про те, що 
90% насичення кріопротектором за експозиції 
в 1М розчині ДМСО при 15°C відбувається про-
тягом (241 ± 30,0) с (рис. 4). 

Отримані характеристики проникності пооди-
ноких клітин лінії L929 та СФ із них можуть бути 
використані для розроблення оптимальних ре-
жимів кріоконсервування цих об’єктів, зокрема 
визначення оптимальної швидкості охолодження 
під час заморожування і часових параметрів 
процедури еквілібрації СФ у середовищі кріо-
консервування за різних умов культивування. 
Для з’ясування механізмів проникності клітин у 
складі СФ для молекул води і ДМСО залежно від 
глибини їхнього розташування порівняно з ізо-
льованими клітинами необхідно проводити по-
дальші дослідження.

Висновки
У проведених дослідженнях визначено пара-

метри поодиноких клітин лінії L929, клітин, 
розташованих у зовнішньому та внутрішньому 
шарах сфероїдів, та сфероїдах in toto, необхідні 
для оцінки часу експозиції в кріопротекторному 
розчині та оптимальних швидкостей охолодження 
цих об’єктів під час кріоконсервування.

1. Отримано значення поверхнево-об’ємного 
відношення для поодиноких клітин лінії L929 за 
різних температур і розраховано коефіцієнт те-
плового розширення площі поверхні мембрани 
клітин β = 2,7 × 10–3/°C. Ця характеристика може 
бути використана для моніторингу стану мембран 
клітин за різних умов і строків культивування.

2. Визначено осмотично неактивний об’єм клі-
тин лінії L929 αкл та сфероїдів αсф, який становить 
0,32 та  0,41 відповідно.

3. З динамічних кривих зміни відносного об’є-
му знайдено коефіцієнти фільтрації та коефіцієн-
ти проникності для ДМСО поодиноких клітин 
лінії L929 та у складі сфероїдів. Указані харак-
теристики клітин є найбільшими для поодино-
ких клітин і значуще (р < 0,05) зменшуються зі 
збільшенням глибини розташування у сфероїдах, 
що може бути наслідком зменшення доступної 
поверхні клітин у сфероїдах для проникання 
позаклітинних речовин.

culture conditions. Further research is needed 
to elucidate the mechanisms of cell permeability 
in the spheroid composition to water molecules 
and DMSO, depending on the depth of their loca-
tion relative to isolated cells. 

Conclusions 
In this research we determined the parameters 

of individual L929 cells, spheroids in toto, the ones 
located in their outer and inner layers, needed to 
estimate the exposure time in cryoprotective solu-
tion and the optimal cooling rates of these objects 
during cryopreservation. 

1. The values of the surface-volume ratio for 
single L929 cells at diff erent temperatures were 
obtained and the coeffi  cient of thermal expansion 
of the cell membrane surface area β = 2.7 × 10–3/°C 
was calculated. This characteristic can be used 
to monitor the state of cell membranes under dif-
ferent conditions and terms of cultivation. 

2. The osmotically inactive volume of L929 
cells and their spheroids, which are αcl = 0.32 and 
αcf = 0.41, was determined. 

3. The fi ltration and permeability coeffi  cients 
to DMSO of individual L929 cells and as a part of 
spheroids have been found from dynamic curves 
of relative volume change. These cell parameters 
are the highest for individual cells and signifi cantly 
(p < 0.05) decrease with increasing depth of loca-
tion in spheroids, which may be due to a decrease 
in the available cell surface in spheroids for the 
penetration of extracellular substances. 

4. Eff ective fi ltration coeffi  cients (5.64 ± 0.35) × × 
10–14 m3/N s and permeability coeffi  cients for DMSO 
molecules (33.3 ± 0.14) × 10–8 m/s for in toto sphe-
roids were determined. 
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