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Biochemical and Dielectric Characteristics of Follicular Fluid
from Human Ovary after Freezing-Thawing

Исследовано влияние размера фолликула, содержания общего белка, сахаров, гормонов (эстрадиола, тестостерона,
прогестерона), а также замораживания до  –196°С и хранения в жидком азоте на состояние воды в фолликулярной жидкости
(ФЖ) яичника человека. Обнаружено увеличение частоты диэлектрической релаксации молекул в ФЖ с ростом размера
фолликула. Выявлена тесная зависимость гидратации компонент ФЖ от диаметра фолликула. Установлено, что быстрое
замораживание и хранение приводят к понижению частоты диэлектрической релаксации молекул воды в ФЖ, что может быть
результатом увеличения в системе количества связанной воды.

Ключевые слова: фолликулярная жидкость, замораживание, частота диэлектрической релаксации молекул воды,
гидратация.

Досліджено вплив розміру фолікула, вмісту загального білка, сахарів, гормонів (естрадіолу, тестостерону, прогестерону),
а також заморожування до –196°C і зберігання у рідкому азоті на стан води у фолікулярній рідині (ФР) яєчника людини.
Визначено збільшення частоти діелектричної релаксації молекул у ФР з ростом розміру фолікула. Виявлена тісна залежність
гідратації компонентів ФР від діаметра фолікула. Встановлено, що швидке заморожування і зберігання приводять до зниження
частоти діелектричної релаксації молекул води в ФР, яке може бути результатом збільшення у системі кількості зв’язаної води.

Ключові слова: фолікулярна рідина, заморожування, частота діелектричної релаксації молекул води, гідратація.
The effects of a follicle size, total protein, sugar and hormone (estradiol, testosterone, progesterone) contents as well as freezing

up to –196°C and storage in liquid nitrogen on water state in follicular fluid (FF) of the human ovary were studied. An enhancement
in the frequency of dielectric relaxation of molecules in FF with a follicle size increasing was discovered. A close dependence of FF
component hydration on a follicle diameter was revealed. It was shown that a rapid freezing and storage caused a decrease in the fre-
quency of dielectric relaxation of water molecules in FF, which could be a result of a gain in the quantity of bound water in the system.

Key words: follicular fluid, freezing, frequency of dielectric relaxation of water molecules, hydration.

Фолликулярная жидкость (ФЖ) яичника явля-
ется сложной биологической средой, продуктом
клеток гранулезы, окружающей ооцит в период его
созревания. Установлено, что добавление 50% на-
тивной ФЖ в среду Menezo B-2 повышает оплодот-
воряющую способность спермиев, их функцио-
нальную активность и переживаемость. В работе
[2] показано, что предварительная инкубация спер-
миев хряка в 75%-й бычьей ФЖ при 25°С в тече-
ние 1 ч перед замораживанием повышает их крио-
резистентность и защищает от криоповреждений.
В связи с этим возникает необходимость сохранить
биологически активные свойства ФЖ в исходном
состоянии длительное время. Разработка техноло-
гичного и эффективного способа длительного
хранения ФЖ расширит возможности ее приме-
нения в разных областях биологии и медицины, в
частности для подготовки спермиев к инсеминации
[3], культивирования ооцитов и эмбрионов [2, 4].

Ovarian follicular fluid (FF) is a complex biological
medium, a product of granulosis cells surrounding the
oocyte during its maturation. Adding 50% of native
FF to the medium Menezo B-2 was found to increase
fertilising ability of spermatozoa, their functional activi-
ty and survival. A pre-incubation of the boar spermato-
zoa in 75% bovine FF at 25°C for 1 hour before freezing
was shown [2] to increase their cryoresistance and to
protect them from cryoinjuries. In this respect a neces-
sity to preserve biologically active properties of FF on
the original level for a long time arises. Development
of producible and efficient methods of long storage of
FF can widen opportunities of its application in different
fields of biology and medicine, particularly for prepa-
ration of spermatozoa for insemination [3], cultivation
of oocytes and embryos [2, 4].

Low temperature preservation is used for long sto-
rage of biological tissues and media. However low
temperature influence on biological fluids (FF, plasma,
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Для длительного хранения биологических тка-
ней и сред используется низкотемпературное кон-
сервирование. Однако действие низких температур
на биологические жидкости (ФЖ, плазму, сыворот-
ку крови и др.) может изменить ряд физико-хими-
ческих показателей [9], которые впоследствии
будут действовать повреждающе на структуру и
функции макромолекул, содержащихся в них, или
на межмолекулярные взаимодействия в биологи-
ческих жидкостях. Большое значение для стабили-
зации нативной конформации макромолекул имеет
гидратационный слой воды, структурно связанный
с ней [18]. В этом аспекте интерес представляет
изучение влияния замораживания-отогрева и хра-
нения при –196°С на гидратацию макромолекул
ФЖ, полученной из преовуляторных фолликулов
яичника человека. В работе был использован ме-
тод СВЧ-диэлектрометрии [10], который позволяет
регистрировать даже незначительные изменения
свойств биологических жидкостей по изменению
состояния воды в системе. Это обусловлено тем,
что любые структурные или конформационные
изменения компонент растворов влияют на соот-
ношение количества свободной и связанной воды.

Цель работы – исследование биохимических
показателей ФЖ и сыворотки крови, влияния раз-
мера фолликула, а также замораживания и хра-
нения ФЖ при температуре жидкого азота на сос-
тояние воды и гидратацию компонент ФЖ, отра-
жающих изменения их структурного и конфор-
мационного состояния.

Материалы и методы
Фолликулярную жидкость получали на базе

Центра репродукции человека “Имплант” г. Харь-
кова от 15 женщин (всего 15 фолликулов), прохо-
дивших курс лечения бесплодия методом экстра-
корпорального оплодотворения (ЭКО) ооцита с по-
следующим переносом эмбрионов в полость мат-
ки. Все женщины находились в репродуктивном
возрасте (25–35 лет) и не имели эндокринных
нарушений. В процессе ЭКО проводили медика-
ментозную стимуляцию фолликулогенеза по длин-
ному протоколу с использованием агонистов ри-
лизинг-гормона (“Suprefact”, Hоechst, ЮАР) и
человеческого фолликулостимулирующего гормо-
на (“Menogon”, Ferring, Германия ) [16]. Жидкость
из доминантных фолликулов (17–25 мм) получали
путем трансвагинальной пункции и аспирации
фолликулов на 12–14-й день менструального цикла
после предварительной инъекции 10000 ед. чело-
веческого хорионального гонадотропина (“Profasi”,
Serono, Великобритания), который вводили за
34–36 ч перед аспирацией. Объем полученной
жидкости, зависящий от размера фолликула (коэф-
фициент корреляции 0,91 при уровне значимости

blood serum etc.) can change a number of physico-
chemical indices [9], which afterwards will damage
structures and functions of macromolecules or inter-
molecular interactions in biological fluids. Hydration
layer of water bound structurally with macromolecules
[18] is of great importance for the stabilisation of a
native conformation of macromolecules. In this aspect
the investigation of freezing-thawing and –196°C sto-
rage influence on hydration of macromolecules of FF
obtained from human ovarian preovulatory follicles is
of great interest. The method of UHF-dielectrometry,
which allows recording even minor changes of pro-
perties of biological fluids judging by changes in water
state in the system, was used in the work. It is due to
the fact that any structural or conformational changes
of a solution components affect the free water and
bound water ratio.

The aim of the work is to study biochemical para-
meters of FF and blood serum, the influence of a follicle
size as well as the influence of freezing and storage of
FF at liquid nitrogen temperature on the water state
and hydration of FF components, which reflect changes
of their structure and conformation.

Materials and methods
Follicular fluid was obtained in the Human Repro-

duction Center “Implant” (Kharkov) from 15 women
(15 follicles on the whole), who were under infertility
treatment by the method of in vitro fertilisation of an
oocyte with the following transfer of an embryo into
the uterine cavity. All the women were at the repro-
ductive age (25–35 years old) and had no endocrine
disorders. In the process of in vitro fertilization drug
stimulation of folliculogenesis according to the long
protocol with release hormone agonists (Suprefact,
Hoechst, RSA) and human follicle-stimulating hormone
(Menogon, Ferring, Germany) was carried out [16].
Fluid from dominant follicles (17–25 mm) was obtained
by transvaginal puncture and aspiration of follicles on
the 12th–14th day of a menstrual cycle after the
preliminary injection of 10,000 units of human chorionic
gonadotropin (Profasi, Serono, UK), which was admi-
nistered 34–36 hours prior to the aspiration. The volume
of the fluid obtained, which depended on a follicle size
(the correlation coefficient 0.91 with the significance
level less than 0.01, the amount of sampling 11), was
measured with a graduated vial. After extracting oocy-
tes and assessing their quality the remaining FF was
centrifuged at 200 g for 10–15 min to have cumulus
and blood cells precipitated. The supernatant was used
in the experiments. The FF obtained was packaged
into apyrogenic plastic ampoules in 0.7–1.0 ml, marked
and frozen at the rate of 300–400°C/min by a direct
plungimg of the ampoules into liquid nitrogen. A part
of the frozen material was stored at –196°C for a
month. The FF samples were thawed in a water bath
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менее 0,01, объем выборки 11), измеряли мерной
пробиркой. После выделения ооцитов и оценки их
качества оставшуюся ФЖ центрифугировали при
200 g в течение 10–15 мин для осаждения клеток
кумулюса и крови. Для исследований использовали
супернатант. Полученную ФЖ расфасовывали в
апирогенные пластиковые ампулы по 0,7–1,0 мл,
маркировали и замораживали со скоростью 300–
400°C/мин прямым погружением ампул в жидкий
азот. Часть замороженного материала хранили при
–196°C в течение месяца. Образцы ФЖ размора-
живали на водяной бане при 37°С. Нативную ФЖ
(контроль) исследовали в течение 3–6 ч после вы-
деления. Сыворотку крови пациенток получали по
стандартной методике, используемой в клинике [6].

Уровень гормонов (эстрадиола, тестостерона и
прогестерона) в ФЖ и сыворотке определяли ме-
тодом трехфазного иммуноферментного анализа
[17]. При определении общего белка по методу
Lowry [28] в качестве стандарта использовали сы-
вороточный альбумин человека. Для изучения рас-
пределения белков по молекулярным массам
использовали гель-хроматографию на колонке
30×1 см с сефадексом G-200. Концентрацию белка
во фракциях объемом 1 мл определяли спектрофото-
метрическим методом. Сахар в ФЖ и сыворотке
крови исследовали по методу [19]. Диэлектри-
ческую проницаемость ФЖ измеряли на СВЧ-
диэлектрометре резонаторного типа на частоте
9,2 ГГц при комнатной температуре (20°С) по
методу, описанному в [22]. Погрешность измерений
составляла 0,1% для ε’ и 0,5% для ε’’. Частоту
диэлектрической релаксации молекул воды fd в
образцах рассчитывали по уравнениям Дебая [5].

Нормальность распределений проверяли при
помощи теста Шапиро-Уилка. При сравнении
биохимических показателей ФЖ и сыворотки
использовали парный t-критерий Стьюдента. Ра-
венство дисперсий оценивали критерием Фишера.
Тесноту связи между показателями определяли по
коэффициенту корреляции Пирсона. Сравнение
нативных, замороженных и хранившихся в жидком
азоте образцов ФЖ осуществляли при помощи
дисперсионного анализа повторных измерений,
множественное сравнение групп – t-критерия
Стьюдента с поправкой Бонферрони. Статисти-
ческую обработку результатов осуществляли в
программе OriginPro 8.

Результаты и обсуждение
Средние значения биохимических показателей

ФЖ и сыворотки крови пациенток представлены в
табл. 1. При уровне значимости р = 0,05 обнаруже-
но достоверное понижение среднего значения кон-
центрации общего белка, эстрадиола и тестосте-
рона в ФЖ по сравнению с сывороткой. Наблюдае-

at 37°C. The native FF (control) was studied within
3–6 hours after obtaining. The patients’ blood sera were
obtained according to the standard technique used in
the clinic [6].

The hormone (estradiol, testosterone and proges-
terone) levels in FF and blood were determined by the
three phase immune-enzyme assay [17]. When the
total protein content by Lowry method [28] being
estimated, human serum albumin was used as the
standard. To study the protein distribution by molecular
weights gel-chromatography on a column 30×1 cm fil-
led with Sephadex G-200 was applied. Protein con-
centrations in the 1 ml fractions were registered spectro-
photometrically. FF and blood sugar contents were
determined according to the method [19]. FF dielectric
permittivity was recorded with a resonator UHF-
dielectrometer at the frequency of 9.2 GHz at the room
tempe-rature (20°C) according to the method [22].
The pre-cision of measurements was 0.1% for ε’ and
0.5% for ε’’. The frequency of dielectric relaxation of
water molecules, fd, in the samples was calculated by
Debye equations [5].

The normalcy of distribution was checked with the
Shapiro-Wilks test. The FF and serum biochemical
indices were compared with the Student paired t-test.
The equality of variances was estimated with the Fisher
test. The closeness of connection between the indices
was assessed with the Pearson correlation coefficient.
The comparison of the native, frozen and stored in
liquid nitrogen FF samples was performed with the
variance analysis of repeated measurements. The
multiple comparison of the groups was performed with
the Student t-test with the Bonferroni correction. The
data were statistically processed using OriginPro 8
software.

Results and discussion
The average values of the patients’ FF and blood

serum biochemical indices are presented in Тable 1. A
significant reduction in the total protein concentration,
estradiol and testosterone levels in FF in comparison
with the blood serum values was observed (the
significance level p = 0.05). There is an increase in
the progesterone content. Testosterone variances in
FF are lower than those in serum, but FF progesterone
variances are higher. The most variable parameters
are the FF volume in a follicle, estradiol and testoste-
rone concentrations in FF as well as progesterone
concentration in serum. The variation coefficients for
these parameters are 20% and higher. The least variab-
le parameters are the frequency of dielectric relaxation
of water molecules in FF and the total protein contents
in FF and serum (the variation coefficients are lower
than 10%). Positive correlations between estradiol and
testosterone concentrations, between total protein and
sugar contents in blood serum and a negative correlation
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тся повышение среднего значения концентрации
прогестерона. Дисперсии тестостерона в ФЖ мень-
ше, чем в сыворотке, а прогестерона больше. Наи-
более вариабельными параметрами являются
объем ФЖ в фолликуле, концентрации эстрадиола
и тестостерона в ФЖ, а также концентрация про-
гестерона в сыворотке. Для этих показателей
коэффициенты вариации составляют 20% и выше.
Наименее вариабельны – частота диэлектричес-
кой релаксации молекул воды в ФЖ и концентрация
общего белка в ФЖ и сыворотке (коэффициенты
вариации менее 10%). Наблюдаются положитель-
ная корреляция между концентрацией эстрадиола
и тестостерона, между общим белком и сахаром
в сыворотке крови и отрицательная – между кон-
центрацией эстрадиола и белка в ФЖ (p < 0,05). С
увеличением размера фолликула уменьшаются
концентрации стероидных гормонов эстрадиола
(р < 0,01) и тестостерона (р = 0,07) (табл. 2). Не
наблюдается явной корреляции между размером
фолликула и концентрацией сахаров в ФЖ. Ме-

between estradiol concentration and total protein
content in FF (p < 0.05) are found. The bigger a follicle
is, the lower steroid hormone estradiol (p < 0.01) and
testosterone (p = 0.07) concentrations are (Тable 2).
No correlation between the size of a follicle and sugar
content in FF was found. A significant difference in
relative protein contents in FF of big and small follicles
in the fractions containing the most high-molecular
proteins with the molecular weights of 600–800 kDa
and larger was found using gel-chromatography
(Fig. 1). In the diagram presented one can see that in
the FF obtained from small follicles the portion of high-
molecular proteins is higher. A distinctive feature of
FF is the presence of high-molecular proteoglycans in
it. They are carbohydrate-protein complexes, in which
polysaccharide chains are bound covalently to protein
holding a central location in the molecule [20]. Proteo-
glycans are highly negatively charged because of great
quantity of lateral polyanionic chains. These unique
structural properties allow binding a large amount of
water and provide a high hydration capacity of proteo-

Таблица 1. Средние значения биохимических и физических показателей ФЖ
яичника человека и сыворотки крови

Table 1.  Average values of biochemical and physical indices of human ovarian FF and blood serum
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Таблица 2. Коэффициенты корреляции между различными биохимическими
и физическими показателями ФЖ и сыворотки крови

Table 2. Correlation coefficients between different biochemical
and physical indices of FF and blood serum

тодом гель-хроматографии
было обнаружено достовер-
ное различие в относительном
содержании белка в ФЖ ма-
лых и больших фолликулов во
фракциях с наиболее высоко-
молекулярными белками моле-
кулярной массы 600–800 кДа
и выше (рис. 1). Из приведен-
ной диаграммы видно, что в
ФЖ, полученной из малых
фолликулов, доля высокомо-
лекулярных белков больше.
Характерная особенность фол-
ликулярной жидкости – нали-
чие в ней высокомолекуляр-
ных протеогликанов. Они пред-
ставляют собой углевод-бел-
ковые комплексы, в которых
полисахаридные цепи кова-
лентно связаны с белком, за-
нимающим в молекуле цент-
ральное положение [20]. Про-
теогликаны имеют большой
отрицательный заряд из-за
значительного количества ла-
теральных полианионных це-
пей. Эти уникальные структу-
рные свойства позволяют свя-
зывать большое количество
воды и обеспечивают высо-
кую гидратационную емкость
протеогликанов [21]. Получен-
ные методом гель-хромато-
графии данные позволяют
предположить, что в малых
фолликулах относительное
содержание протеогликанов выше, чем в больших.

Релаксационные свойства молекул воды в ФЖ
также существенно зависят от размера фолликула:
с его увеличением значение fd ФЖ возрастает
(коэффициент корреляции 0,91 при уровне значи-
мости менее 0,01) (табл. 2). Полученные нами
данные согласуются с данными зависимости вяз-
кости ФЖ от размера фолликула [29]. По Дебаю
вязкость и частота диэлектрической релаксации
полярной жидкости, состоящей из сферических
диполей, имеют обратную зависимость [5]. Сог-
ласно работе [29] вязкость ФЖ, полученной из
более крупных фолликулов, имеет тенденцию к
уменьшению, что может быть связано со сниже-
нием концентрации некоторых компонент ФЖ и
увеличением содержания свободной воды.

В ФЖ выявлены белки плазмы, стероидосвя-
зывающий белок, ферменты, мукополисахариды,
стероиды, гормоны гипофиза, нестероидные овариа-

glycans [21]. The data obtained using gel-chromato-
graphy allow assuming that the proteoglycan relative
quantity in small follicles is higher than that in big ones.

The relaxational properties of water molecules in
FF also depend greatly on a follicle size: the bigger a
follicle is, the higher the FF fd value is (the correlation
coefficient 0.91 with the significance level less than
0.01) (Table 2). The results obtained are consistent
with the data on the dependence of the FF viscosity
upon a follicle size [29]. According to Debye viscosity
and frequency of dielectric relaxation of a polar liquid
consisting of spherical dipoles are in an inverse relation-
ship [5]. In the work [29] the viscosity of FF obtained
from bigger follicles tends to decrease, which can be
due to a decline in concentrations of FF certain compo-
nents and a rise in the free water content.

Plasma proteins, a steroid-binding protein, enzymes,
mucopolysaccharides, steroids, hypophysis hormones,
nonsteroid ovarian factors etc. are found in FF [13,
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льные факторы и др. [13, 26]. Состав ФЖ варьи-
рует в зависимости от гормонального статуса жен-
щины, стадии созревания фолликула и целого ряда
других факторов. Все это может оказывать сущест-
венное влияние на fd ФЖ. В наших исследованиях
из всех фолликулов были получены зрелые ооциты,
а концентрации половых гормонов в ФЖ и сыво-
ротке крови пациентов соответствовали нормаль-
ным показателям для этих биологических жидкос-
тей. Поэтому можно предположить, что различия
в значениях fd ФЖ разных по размеру фолликулов
связаны с содержанием большего количества сво-
бодной воды в ФЖ более крупных фолликулов.
Данное предположение согласуется с уменьшением
концентрации стероидных гормонов при увели-
чении размера фолликула. Кроме того, согласно
данным работ [25, 27] с увеличением размера фол-
ликула в ФЖ уменьшается концентрация калия,
хлорида, лактата, мочевины и триглицеридов. Од-
нако концентрация этих компонент намного мень-
ше концентрации белка, поэтому вклад последнего
в изменение fd ФЖ будет более существенным.

Предполагая, что вклад белка в изменение сос-
тояния воды в ФЖ является определяющим, мы
провели оценку степени гидратации компонент ФЖ
непосредственно по уменьшению диэлектрической
проницаемости исследуемой системы по отноше-
нию к чистой воде (декременту диэлектрической
проницаемости). Метод СВЧ-диэлектрометрии ос-
нован на том, что диэлектрическая проницаемость
водного раствора пропорциональна числу несвя-
занных молекул воды [23], а степень гидратации
растворенного вещества пропорциональна удель-
ному декременту диэлектрической проницаемости
(декременту, поделенному на концентрацию раст-
воренного вещества). Наиболее тесная взаимо-
связь наблюдается между удельным декрементом
диэлектрической проницаемости и диаметром фол-
ликула (коэффициент корреляции –0,998 при уровне
значимости менее 0,01). В данном случае можно
выяснить функциональную зависимость степени
гидратации компонент ФЖ от диаметра фолликула,
что свидетельствует о ее существенной роли в
фолликулогенезе. Полученные результаты согла-
суются с относительно высоким содержанием про-
теогликанов в фолликулах меньшего размера.

Таким образом, наблюдаемый рост fd ФЖ с уве-
личением размера фолликула можно объяснить
снижением концентрации связанной воды в ФЖ
вследствие уменьшения относительного содержа-
ния высокомолекулярных протеогликанов.

Участие воды в межмолекулярных взаимо-
действиях обусловливает интерес к исследованию
ее состояния в биологических жидкостях, подверг-
нутых действию замораживания-отогрева. Мы
исследовали влияние замораживания при самом
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Рис. 1. Содержание белка  в высокомолекулярных фрак-
циях с молекулярной массой, кДа: 1 – 800 и более; 2 –
750; 3 – 600;   – малые фолликулы;  – большие фолли-
кулы.
Fig. 1. Content in the high-molecular fractions of protein
with molecular weight of (kDa): 1– 800 and higher; 2 – 750;
3 – 600;  – small follicles;  – large follicles.

26]. The FF composition varies depending on the
hormone status of a woman, a stage of a follicle matu-
ration and a number of other factors. All those can
affect considerably the FF fd. In our study mature
oocytes were obtained from all the follicles, and the
sex hormone levels in the patients’ FF and blood serum
corresponded to the normal values for these biological
fluids. That is why one can assume that differences in
the FF fd values for follicles of different sizes are
associated with a higher amount of free water in FF
of bigger follicles. This assumption agrees with decrea-
sing concentrations of steroid hormones as the size of
a follicle increases. Besides according to the data [25,
27] the bigger a follicle is, the lower potassium, chlo-
ride, lactate, urea and triglyceride concentrations in
FF are. Nevertheless, the concentrations of these
components are much lower than the protein concen-
tration, so the latter contributes to the FF fd changes
more considerably.

Surmising a determinative contribution of proteins
to changing water state in FF we assessed directly the
hydration of FF components judging by a reduction in
the dielectric permittivity of the studied system related
to pure water (the dielectric permittivity decrement).
The UHF-dielectrimetry method is based on finding
that dielectric permittivity of an aqueous solution is
proportional to the number of non-bound water mole-
cules [23], and hydration extent of a dissolved substan-
ce is proportional to the specific dielectric permittivity
decrement (the decrement normalized to concentration
of dissolved substance). The closest relationship is ob-
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щадящем для биомакромолекул режиме до тем-
пературы жидкого азота (–196°С) и хранения при
этой температуре в течение месяца на релакса-
ционные свойства воды в ФЖ.

В процессе исследования было установлено, что
средние значения fd ФЖ при замораживании-
отогреве и при хранении образцов в жидком азоте
достоверно (р = 0,05) понижаются по сравнению с
контролем (нативная ФЖ), независимо от размера
фолликулов, в то же время между средними значе-
ниями fd образцов после замораживания-отогрева
и хранения отличий не наблюдалось (рис. 2). Сле-
дует отметить, что дисперсия средних величин fd
в нативной и подвергшейся замораживанию-ото-
греву ФЖ одинакова, что подтверждает отсутствие
индивидуальных проявлений влияния замора-
живания и длительного хранения при низких тем-
пературах на эти показатели. Понижение fd ФЖ при
замораживании свидетельствует об уменьшении
количества свободной воды в системе, что может
являться результатом повышения степени гидра-
тации отдельных компонент ФЖ, например белков
[8]. Это, вероятно, обусловлено появлением допол-
нительных участков связывания для молекул воды,
что может быть следствием изменения конфор-
мации макромолекул при действии низких темпера-
тур. Исследование методом гель-хроматографии
белкового состава ФЖ после замораживания-ото-
грева показало, что как для малых, так и больших
фолликул наблюдается снижение содержания
высокомолекулярных фракций белка. Это позво-
ляет предположить, что некоторые молекулы с вы-
сокой молекулярной массой дезагрегируют. Воз-
можно, таковыми являются протеогликаны, кото-
рые могут достаточно легко деполимеризоваться
при изменении условий окружающей среды, в
частности при повышении концентрации солей [30].

К основным факторам, лежащим в основе крио-
повреждений белков, ферментов, гормонов бел-
ковой природы, входящих в состав биологических
жидкостей, относятся снижение pH и гидратации
[24], изменение тоничности среды, повышение
концентрации солей [15, 17]. Анализ литературы о
влиянии низких температур на изолированные или
входящие в состав биологических систем протеи-
ны позволяет заключить, что наиболее криола-
бильными являются белки, имеющие четвертич-
ную структуру [16]. Одно изменение pH может вы-
звать дестабилизацию белков с четвертичной
структурой [12, 13], а образующийся при понижении
температуры в микрофазах закристаллизовав-
шейся матрицы концентрированный раствор солей
и метаболитов – распад белка на субъединицы [24].
Кроме того, нарушение системы пептидно-водо-
родных связей может изменить структуру α-спи-
ралей в направлении статистического клубка [8].

served between the specific permittivity decrement and
the follicle diameter (the correlation coefficient made
–0.998 with the significance level less than 0.01). In
this case it is possible to ascertain a functional depen-
dence of the hydration of FF components upon the
follicle diameter, which attests its considerable role in
folliculogenesis. The results obtained are consistent
with a relatively high proteoglycan content in smaller
follicles.

Thus, the rise in the FF fd  observed as the follicle
enlarges can be explained by a reduction in the con-
centration of bound water in FF owing to a decline in
high-molecular proteoglycan relative content.

Participation of water in intermolecular interactions
determines interest to studies of its state in biological
fluids subjected to freezing-thawing. We studied the
influence of freezing under the most permissive for
biomacromolecules regimen up to the temperature of
liquid nitrogen (–196°C) and storage at this tempera-
ture for a month on relaxational properties of water in
FF.

It was established that the average values of the
FF fd after freezing-thawing and storage of the samples
in liquid nitrogen decreased significantly (p = 0.05) in
comparison with the control ones (native FF) regard-
less of the follicle sizes. At the same time there were
no differences between the average values of the FF
fd after freezing-thawing and those after storage
(Fig. 2). It should be noted that the variances of the
average values of the fd for the native FF and the FF
subjected to freezing-thawing were the same, that

Рис. 2. Частота диэлектрической релаксации молекул
воды нативной ФЖ (контроль), замороженной до –196°C
и хранившейся месяц: 1 – контроль; 2 – замораживание;
3 – хранение.
Fig. 2. Frequency of dielectric relaxation of water molecules
in native (control), frozen to –196°C and stored for a month
at –196°C FF: 1 – control;  2 – freezing; 3 – storage.
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confirms the absence of individual displays of freezing
and long low temperature storage effects on these
parameters. A decline in the FF fd after freezing attests
a decrease of free water amount in the system, that
can be a consequence of an enhancement in hydration
of FF certain components, e. g. proteins [8]. It is likely
to be due to emergence of additional loci binding water
molecules, which can be caused by macromolecule
conformation changes affected by low temperature.
Gel-chromatographic analysis of the FF protein com-
position after freezing-thawing revealed a reduction in
high-molecular protein fraction contents for small
follicles as well as for big ones. This allows contemp-
lating the disaggregation of some molecules with high
molecular weights. They may be proteoglycans, which
depolymerize easily enough when environmental
conditions are changing, particularly when salt con-
centrations are rising [30].

A decrease in pH and hydration [24], changes of a
medium tonicity, a rise in salt concentrations [15, 17]
belong to the main factors underlying cryoinjuries of
proteins, enzymes, proteinaceous hormones, which are
parts of biological fluids. The review of literature on
low temperature influence upon isolated proteins or
proteins as parts of biological systems allows conclu-
ding that quaternary structure proteins are the most
cryolabile [16]. A pH change itself can destabilize qua-
ternary structure proteins [12, 13], and a concentrated
salt and metabolite solution forming in microphases of
crystallized matrix can result in a protein degradation
into subunits [24]. Besides disruption of peptide-hydro-
gen bonds can change α-helical structures towards
random coils [8]. These processes are accompanied
by a  realignment of certain elements in macromolecu-
les, which leads to an increase in the amount of loci
binding water molecules and a rise in the macromole-
cule hydration.

Conclusions
The investigation carried out demonstrated a possi-

bility of using radiophysical methods for studying cryo-
injury mechanisms of biological fluids under low tempe-
rature impact. It was ascertained that a rapid freezing
to –196°C and storage in liquid nitrogen led to a reduc-
tion in the frequency of dielectric relaxation of water
molecules in FF, which could be a consequence of an
increase in the hydration of its components. That, in
its turn, was a result of macromolecule conformational
changes, which, however, caused no conspicuous
damages of their structure. One-month storage of FF
had no effect on its dielectric characteristics as com-
pared to the samples before freezing-thawing.

A rise in the frequency of dielectric relaxation of
water molecules in FF as a follicle enlarges was found.
A close dependence of the hydration of FF components
on a follicle diameter was discovered.

Эти процессы сопровождаются перегруппировкой
отдельных элементов макромолекул, что приводит
к увеличению количества мест связывания для
молекул воды и повышению степени гидратации
макромолекул.

Выводы
Проведенные исследования показали возмож-

ность использования радиофизических методов
для изучения механизмов криоповреждения  биоло-
гических жидкостей при низкотемпературном воз-
действии. Установлено, что быстрое заморажи-
вание до –196°C и хранение в жидком азоте при-
водят к понижению частоты диэлектрической ре-
лаксации молекул воды в ФЖ, что может быть
результатом увеличения степени гидратации ее
компонент в результате конформационных измене-
ний макромолекул, которые, однако, не приводят к
существенным повреждениям их структуры. Хра-
нение ФЖ в течение месяца не оказывает влияния
на ее диэлектрические характеристики по сравне-
нию с образцами после замораживания-отогрева.

Обнаружено увеличение частоты диэлектри-
ческой релаксации молекул воды в ФЖ с ростом
размера фолликула. Выявлена тесная зависимость
гидратации компонент ФЖ от диаметра фолликула.
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