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E. coli suspended in D 20  showed a better survival than in H 20  when the bacteria were treated 
with various damaging agents like U V , heat and freezing. On the contrary E. coli grown in D 20 -  
containing media — therefore being fully deuterated — were more sensitive than normally grown 
bacteria.

Einleitung

Schweres W asser (D 20 )  schützt P roteine [1, 2], 
E rythrozyten  und Tum orzellen gegen therm ische 
oder osm otische Schädigungen sowie O rgane gegen 
die A usw irkungen einer Ischämie [3—6],

In dieser A rbeit sollte geprüft w erden, ob auch bei 
B akterien  ein Schutzeffekt von D 20  nachweisbar ist. 
Ais M odell dienten  E. co/7-Bakterien, die durch UV- 
Bestrahlung, E in frieren , Lyophilisierung und H yper­
therm ie geschädigt w urden.

Material und Methoden

Bakterien

E. coli A TC C  25922 (Institut für m ed. M ikrobio­
logie der F reien U niversität Berlin).

Nähragar

E ndo-C -A gar (M erck, Nr. 4044). 39 g Endo-C- 
A gar w urde in 11 A qua bidest. gegeben und autokla­
viert. S terile Petrischalen wurden mit 15 ml frisch 
autoklaviertem  A gar gefüllt.

N ähr bouillon

Fuchsin-Lactose-B ouillon (FLB) (Nr. 4045, 
M erck, D arm stad t). 13 g FLB Trockenpulver wurde 
in 11 A qua bidest. gelöst und steril filtriert.

Abkürzungen: ATCC, American Type Culture Collection; 
Ü N K , Über-Nacht-Kultur; D 2Ö, Deuterium-Oxid 
(Schweres W asser); FLB, Fuchsin-Lactose-Bouillon.
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Schweres Wasser

D euterium oxid 1607-F: 99,7%  M erck, Sharp und 
D ohm e, M ünchen.

Bakterienkultur und Bakterienschädigung

Die B akterien  wurden in FLB bei 37 °C im Schüt­
telw asserbad (V  85, Therm om ix 1420: Braun M el­
sungen A G , M elsungen) über N acht kultiviert.

Für die D urchführung der V ersuche w urden glei­
che B akteriensuspensionsvolum ina aus der Ü ber- 
N acht-K ultur (Ü N K ), en tnom m en, in Zentrifugen- 
plastikröhrchen einp ipettiert, zentrifugiert ( 4 - 103 U / 
m in, 10 m in, Labofuge I: H eraeus-C hrist G m bH , 
O sterode) und der Ü berstand  dekantiert. D anach 
w urden den B akteriensedim enten gleiche Volum ina 
M edien mit verschiedenen D 20-K onzen tra tionen  
(jedes Sedim ent eine andere D 20 -K o n z .)  zugegeben 
und diese geschüttelt. Jede dieser neuen B akterien­
suspensionen w urde je nach B edarf in kleinere P or­
tionen aufgeteilt und den verschiedenen Schädigun­
gen ausgesetzt. V or und nach der Schädigung wur­
den von jeder Probe A liquote en tnom m en und nach 
V erdünnung in H 20 -M ed ien  m ittels A usplattieren  
die Ü berlebensrate  der B akterien  bestim m t. Als 
K ontrolle diente im m er eine H 20-B ak teriensuspen- 
sion.

Für die D urchführung von V ersuchen mit deute- 
rierten  B akterien  wurden die M ikroorganism en über 
N acht in 99,7%  D 20-h altig en  M edien gezüchtet. 
A nsonsten w urden die Experim ente wie oben be­
schrieben durchgeführt.

Bei der H itzedenaturierung  (52 °C) und der UV- 
B estrahlung (U V -Strahler 880722, Cam ag, Berlin, 
220 V, 254 nm , 0,04 A , 8 cm A bstand , 11,1 W m "2) 
w urden in fünfm inütigen Zeitintervallen aus allen
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Proben A liquote entnom m en und die Ü berlebensra­
te der B akterien m ittels A usplattieren  bestim m t. Bei 
der G efrierkonservierung w urden die B ak terien ­
suspensionen bei - 4 5  °C (K ühltruhe) eingefroren 
und gelagert. Nach 48 S tunden w urden die Proben 
w ieder aufgetaut und die BakterienÜ berlebensrate 
bestim m t.

Bei der G efriertrocknung w urden 1 ml B ak terien ­
suspensionen in P lastikreagenzröhrchen (E ppen ­
dorf) zuerst bei —196 °C (flüssiger Stickstoff) einge­
froren  und danach lyophilisiert (G efriertrockner 
T. 318 M artin-C hrist, A ichach, O berbernbach). A n ­
schließend w urden die trockenen P räparate  in 1 ml 
frische H 20 -F L B  aufgenom m en und die B ak terien ­
Ü berlebensrate bestim m t.

Bestim m ung der K eim zahl von E. coli durch 
Ausplattieren

D ie B akteriensuspensionen, deren Keim zahl be­
stim m t w erden sollte, w urden in Z ehnerschritten  
(1 :10 ) bis 10-8 mit frischer FLB verdünnt. D anach 
w urden von den V erdünnungen 10~5 bis 10~8 A li­
quote (5-100 (j,l) entnom m en und auf Petrischalen, 
beschichtet mit 15 ml Endo-C -A gar, ausplattiert. 
D ie beim pften P latten w urden über Nacht bei 37 °C 
im B rutschrank (T rockenschrank T 5042 E  H eraeus 
G m bH , H anau) inkubiert. A nschließend w urden die 
gew achsenen K olonien (Platten  mit 30—300 K olo­
nien) ausgezählt und die B akterienzahl in den Sus­
pensionen berechnet.

Ergebnisse

In V orversuchen konnten die L itera turbefunde [7] 
bestätig t w erden, daß die A nw esenheit von D 20  in 
N ährm edien eine W achstum shem m ung von B ak te­
rien bew irkt, die mit zunehm ender D 20-K onzen tra - 
tion größer wird. Jedoch wird bei E. coli die V er­
m ehrung selbst bei 99,7%  D 20  nicht vollkom m en 
unterdrückt.

Um  den Schutzeffekt des D 20  von dem hem m en­
den Einfluß auf das Bakterien-W achstum  deutlich 
trennen  zu können, w urden in der Regel die B ak te­
rien nur w ährend der Schädigungsperiode in D 20 -  
haltigem  M edium suspendiert. A nschließend wurde 
das W achstum  der von D 20  befreiten B akterien  im 
D 20 -fre ien  M edium  durch K olonie-B ildung oder 
photom etrisch bestim m t.

Resistenz von E. coli gegen UV-Bestrahlung in D 20

B estrahlt man eine Bakteriensuspension mit u ltra ­
violettem  Licht, so stirbt ein hoher P rozentsatz der 
Zellen ab. Die A nw esenheit von D 20  in Suspensio­
nen von E. co//-Bakterien verm indert die letale W ir­
kung der U V -B estrahlung (vgl. A bb. 1). Je höher 
die K onzentration des Schweren W assers ist, desto 
höher ist die Ü berlebensrate der B akterien . D er 
D 20-Schutzeffekt erhöht sich mit der V erlängerung 
der B estrahlungsdauer. Diese E rgebnisse stim m en in 
ih rer Tendenz mit U ntersuchungen bei H efen ü ber­
ein [8].

Kryokonservierung von E. coli in D20

D ie G efrierkonservierung führt zu einem  K älte­
schock, der bei einigen O rganism en, besonders bei 
gram negativen B akterien , zu einem  V italitätsverlust 
führen kann. M an verm eidet ihn durch Zusatz von 
G efrierschutzm itteln wie Glycerin oder D im ethylsul­
foxid [6a, 6b], Jedoch ist Dim ethylsulfoxid toxisch

Abb. 1. UV-Bestrahlung von E. coli in D :0 .  Es wurden 
150 |il Bakterien-Suspensionen mit 4 x  103 Bakterien/ml in 
Fuchsin-Laktose-Buillon und verschiedenen D 20-K onzen-  
trationen mit UV (220 V , 0.04 A , 254 nm, 8 cm Abstand) 
bestrahlt. Die Bestimmung der Bakterien-Überlebensrate 
erfolgte in zehnminütigen Zeitintervallen mittels Ausplat­
tieren auf D 20-freiem  Agar. Angaben als x ±  o aus 6 Pro­
ben.
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und m uß nach dem  A uftauen um gehend en tfern t 
w erden. G lycerin wird von einigen Zellen nur sehr 
langsam  aufgenom m en und w ieder abgegeben. Es 
m uß daher vor dem  Einfrieren länger auf die Zellen 
einw irken. A ngesichts dieser N achteile wurde daher 
geprüft, ob  D 20  ebenfalls als K ryoprotektivum  ver­
w endet w erden kann.

A bb. 2 zeigt einen D 20-Schutzeffekt auf B ak te­
rien w ährend  des G efrierprozesses. Das Ausm aß des 
Schutzes ist von der D 20-K onzen tra tion  im K ultur­
m edium  abhängig. Analog zu früheren Ergebnissen 
m it anderen  M odellen [2—6], ist der Anstieg des 
Schutzeffektes bei niedrigen D 20-K onzen tra tionen  
stä rker, als bei hohen K onzentrationen.

H ypertherm ietoleranz von E. coli in D20

E. co//-B akterien sind resistenter gegen therm i­
sche D enatu rierung  bei 52 °C, wenn sie von H 20 -

Abb. 2. Einfrieren von E. coli in D 20 .  Es wurden 1 ml 
Proben mit ca. 5 x  103 Bakterien/ml in Fuchsin-Laktose- 
Buillon und verschiedenen D 20-K onzentrationen bei 
—45 °C eingefroren und nach zwei Stunden wieder aufge­
taut. Anschließend erfolgte die Bestimmung der überle­
benden Bakterien. Angaben als x ±  o aus 7 Proben.

M edien (Ü N K ) in D 20 -M ed ien  übertragen w erden 
(A bb. 3). D iese T herm oresistenz erhöht sich mit 
steigender D 20 -K onzen tra tion . D er durch D 20  ver­
ursachte Schutzeffekt erhöh t sich auch mit steigen­
der D enaturierungszeit bis zu einer D enaturierungs­
dauer von 30 min. Bei längeren D enaturierungszei­
ten  kann D 20  nicht die T herm oto leranz aufrecht e r­
halten. E in ähnliches Bild tritt beim  V ariieren der 
T em peratu r auf. Im  T em peraturbereich  40—55 °C ist 
in D 20  ein Schutzeffekt nachw eisbar, setzt man aber 
die B akterien  einer T em peratu r von 60 °C aus, so 
sind sie sowohl in H 20 -  als auch in D 20-M ed ien  in­
nerhalb  von fünf M inuten abgestorben. D ies bestä­
tigt frühere B efunde, daß ein Schutzeffekt nur bei 
m ittlerer Schädigungsintensität erw artet w erden 
kann [2, 5]. Bei sehr geringer Schädigung ist keine 
Schutzwirkung von D 20  erkennbar und bei extrem  
hoher Schädigung wird alles biologische M aterial 
auch in D 20  zerstört.

Abb. 3. Hyperthermie von E. coli in D 20 .  Bakterienkon­
zentration: 3 x l 0 6/ml, Temperatur: 52 °C. D ie Bestim ­
mung der Bakterien-Überlebensrate erfolgte in fünfminüti­
gen Zeitintervallen mittels Ausplattieren. Angaben als x ±
o aus 6 Proben.
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Hyperthermie-Sensitivität von deuterierten E. coli 
in H20

Im G egensatz zu den oben beschriebenen E rgeb ­
nissen führt die vorherige fast vollständige D eu te rie ­
rung von E. co/z'-Bakterien durch W achstum  in 
99,7%  D 20 -en th a lten en  M edien zu deren nachfol­
gender D estabilisierung in bezug auf ihre therm ische 
D enaturierung in H 20 .

Zeit [min] — ►

Abb. 4. Hyperthermievergleich von in H 20 -  bzw. in D 20 -  
Medium gezüchteten E. coli. Bakterienkonzentration: 
1,9 x 105/ml, Temperatur: 50 °C, Zeitintervalle für die B e­
stimmung der Überlebensrate: 10 min.
H 20  — D 20 :  Bakt. Wachstum in H 20 .  Denaturierung in D 20  
H :0  — H 20 :  Bakt. Wachstum in H 20 .  Denaturierung in H 20  
D 20  — D 20 :  Bakt. Wachstum in D 20 ,  Denaturierung in D 20  
D 20  — H20 :  Bakt. Wachstum in D 20 .  Denaturierung in H 20  
Angaben als x ±  a aus 8 Proben.

Nach A bb. 4 sind deu terierte  B akterien  (vorher in 
D 20  gezüchtet), die einer T em peratu r von 52 °C in 
H 20  ausgesetzt w urden, em pfindlicher als die unter 
gleichen Bedingungen in H 20 -M ed ien  gezüchteten 
B akterien. W ird ihre D enaturierung  in D 20  vorge­
nom m en, sind sie jedoch resistenter als in H 20  ge­
züchtete und in H 20  denatu rierte  B akterien .

Diskussion

Eigene Experim ente bestätigen frühere B efunde, 
daß D 20  eine Hem m ung des Bakterienw achstum s 
bew irkt. D a diese Ergebnisse nicht neu sind, wurde 
auf eine W iedergabe verzichtet.

A ls U rsache für die W achstum s-H em m ung ist die 
V erlangsam ung aller enzymatischen Stoffwechsel­
reak tionen  anzusehen, an denen W asser d irek t als 
R eak tionspartner beteiligt ist. Dies führt zur V erzö­
gerung des M etabolism us, wodurch eine V erlänge­
rung der Lag-Phase des Bakterienw achstum s auf- 
tritt. E ine w eitere Erklärung für die P ro liferations­
hem m ung liefert die Inhibition der P roteinbiosynthe­
se durch D 20  [9]. Auch die D euterierung der H- 
B rücken der D N A , die zur verzögerten T rennung 
der E inzelstränge der D oppelhelix bei der Z ellte i­
lung führt [10], kann als E rklärung herangezogen 
w erden.

D as wesentliche Ergebnis dieser A rbeit ist die e r ­
höhte Resistenz von E. coli gegen therm ische Schä­
den und U V -Strahlung in Schwerem W asser. Als E r­
klärung für die T herm otoleranz der B akterien durch 
D 20  können folgende M öglichkeiten herangezogen 
w erden:

D ie durch D 20  bedingte Stabilisierung von Z ell­
m akrom olekülen  wie N ukleinsäuren, P roteinen oder 
Z ellorganellen wie M ikrotubuli und Z ellm em branen 
[11, 12]. D ie gem einsame U rsache für die S tabilisie­
rung dieser M akrom oleküle dürfte im A ustausch dis- 
soziabler H -A tom e gegen D euterium  liegen. D a 
D euterium -B rücken therm odynam isch etwas stabiler 
als W asserstoff-Brücken sind, erklärt sich — wegen 
der Vielzahl von W asserstoff-Brücken — leicht eine 
erhöh te Stabilität des M akrom oleküls in D 20  [10]. 
E in N ebeneffekt könnte die Erhöhung der Protein- 
P rotein-Aggregation sein, die zur E rhöhung der 
eigenen Therm ostabilität führt [13, 14].

Ferner kann die durch D 20  bedingte V erm inde­
rung der Enzym aktivität (besonders bei Enzym en, 
die an der A utolyse beteiligt sind) eine Rolle spielen 
[15].

D er D 20-Schutzeffekt ist dem nach wahrscheinlich 
die Summe von m ehreren kleineren E inzeleffekten 
innerhalb des M ikroorganism us.

Die B akterien-D euterierung während der Z üch­
tung in D :0-M ed ien  (über 95% ) führt nicht nur zum 
A ustausch von dissoziablem W asserstoff gegen D 
sondern zum fast vollständigen Ersatz von H durch 
D euterium  in allen neu gebildeten M olekülen, z .B .



C. Papadim itriou  und M. W enzel • D e r protektive E ffekt von D 20  bei B akterien  (E. coli) 1057

sind sta tt C H 3-G ruppen nunm ehr C D 3-G ruppen vor­
handen . D ies führt zu einer höheren Em pfindlichkeit 
gegen therm ische D enaturierung , da deuterierte Sei­
tengruppen  z .B . die S tabilität der a-H elix von P ro­
teinen verm indern  [16, 17].

U m  das A bsterben  einer zu großen Zellzahl bei 
der üblichen G efrierkonservierung zu verm eiden, 
setzt man den Zellen vor dem E infrieren Protektiva 
wie G lycerin oder Dimethylsulfoxyd zu.

W ie A bb. 4 zeigt, kann auch hierbei D 20  als 
Schutzstoff eingesetzt w erden. D euterium -O xid 
kann danach eine A lternative zu herköm m lichen 
K ryopro tek tiva sein. Es zeigt die gewünschte, aber

keine toxische W irkung; die B ildung von stabileren 
D euterium brücken  in den M akrom olekülen findet 
relativ schnell sta tt, außerdem  ist D 20  sehr leicht 
durch W aschung zu en tfernen.

E ine E rklärung für die Resistenz gegen UV kann 
darin liegen, daß in D 20  der A nteil sich teilender 
und dam it strahlenem pfindlicher Zellen geringer ist, 
da D 20  M etabolism us und Zellteilung inhibiert. F er­
ner ist Sauerstoff in D 20  etwas w eniger löslich als in 
H 20 .  Folglich sind O rganism en resistenter gegen 
eine S trahlungsw irkung, die bekanntlich bei Hypoxie 
geringer ist [18].
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