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

bacteria.

Einleitung

Schweres Wasser (D,0) schiitzt Proteine [1, 2],
Erythrozyten und Tumorzellen gegen thermische
oder osmotische Schidigungen sowie Organe gegen
die Auswirkungen einer Ischamie [3—6].

In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob auch bei
Bakterien ein Schutzeffekt von D,O nachweisbar ist.
Als Modeli dienten E. coli-Bakterien, die durch UV-
Bestrahlung, Einfrieren, Lyophilisierung und Hyper-
thermie geschadigt wurden.

Material und Methoden
Bakterien

E. coli ATCC 25922 (Institut fiir med. Mikrobio-
logie der Freien Universitét Berlin).

Ndahragar

Endo-C-Agar (Merck, Nr. 4044). 39 g Endo-C-
Agar wurde in 11 Aqua bidest. gegeben und autokla-
viert. Sterile Petrischalen wurden mit 15 ml frisch
autoklaviertem Agar gefiillt.

Ndahrbouillon

Fuchsin-Lactose-Bouillon (FLB) (Nr. 4045,
Merck, Darmstadt). 13 g FLB Trockenpulver wurde
in 11 Aqua bidest. geldst und steril filtriert.

Abkiirzungen: ATCC, American Type Culture Collection;
UNK, Uber-Nacht-Kultur; D,0O, Deuterium-Oxid
(Schweres Wasser); FLB, Fuchsin-Lactose-Bouillon.
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Schweres Wasser

Deuteriumoxid 1607-F: 99,7% Merck, Sharp und
Dohme, Miinchen.

Bakterienkultur und Bakterienschddigung

Die Bakterien wurden in FLB bei 37 °C im Schiit-
telwasserbad (V 85, Thermomix 1420: Braun Mel-
sungen AG, Melsungen) tiber Nacht kultiviert.

Fir die Durchfithrung der Versuche wurden glei-
che Bakteriensuspensionsvolumina aus der Uber-
Nacht-Kultur (UNK), entnommen, in Zentrifugen-
plastikrohrchen einpipettiert, zentrifugiert (4-10° U/
min, 10 min, Labofuge I: Heraeus-Christ GmbH,
Osterode) und der Uberstand dekantiert. Danach
wurden den Bakteriensedimenten gleiche Volumina
Medien mit verschiedenen D,0O-Konzentrationen
(jedes Sediment eine andere D,0-Konz.) zugegeben
und diese geschiittelt. Jede dieser neuen Bakterien-
suspensionen wurde je nach Bedarf in kleinere Por-
tionen aufgeteilt und den verschiedenen Schidigun-
gen ausgesetzt. Vor und nach der Schiadigung wur-
den von jeder Probe Aliquote entnommen und nach
Verdiinnung in H,O-Medien mittels Ausplattieren
die Uberlebensrate der Bakterien bestimmt. Als
Kontrolle diente immer eine H,O-Bakteriensuspen-
sion.

Fiir die Durchfiihrung von Versuchen mit deute-
rierten Bakterien wurden die Mikroorganismen iiber
Nacht in 99,7% D,O-haltigen Medien geziichtet.
Ansonsten wurden die Experimente wie oben be-
schrieben durchgefiihrt.

Bei der Hitzedenaturierung (52 °C) und der UV-
Bestrahlung (UV-Strahler 880722, Camag, Berlin,
220 V, 254 nm, 0,04 A, 8 cm Abstand, 11,1 Wm™?)
wurden in fiinfminiitigen Zeitintervallen aus allen
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Proben Aliquote entnommen und die Uberlebensra-
te der Bakterien mittels Ausplattieren bestimmt. Bei
der Gefrierkonservierung wurden die Bakterien-
suspensionen bei —45 °C (Kuhltruhe) eingefroren
und gelagert. Nach 48 Stunden wurden die Proben
wieder aufgetaut und die Bakterieniiberlebensrate
bestimmt.

Bei der Gefriertrocknung wurden 1 ml Bakterien-
suspensionen in Plastikreagenzrohrchen (Eppen-
dorf) zuerst bei —196 °C (flussiger Stickstoff) einge-
froren und danach lyophilisiert (Gefriertrockner
T. 318 Martin-Christ, Aichach, Oberbernbach). An-
schlieBend wurden die trockenen Préiparate in 1 ml
frische H,O-FLB aufgenommen und die Bakterien-
tiberlebensrate bestimmt.

Bestimmung der Keimzahl von E. coli durch
Ausplattieren

Die Bakteriensuspensionen, deren Keimzahl be-
stimmt werden sollte, wurden in Zehnerschritten
(1:10) bis 10~* mit frischer FLB verdiinnt. Danach
wurden von den Verdiinnungen 107° bis 107% Ali-
quote (5-100 ul) entnommen und auf Petrischalen,
beschichtet mit 15 ml Endo-C-Agar, ausplattiert.
Die beimpften Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C
im Brutschrank (Trockenschrank T 5042 E Heraeus
GmbH, Hanau) inkubiert. Anschlieend wurden die
gewachsenen Kolonien (Platten mit 30—300 Kolo-
nien) ausgezdhlt und die Bakterienzahl in den Sus-
pensionen berechnet.

Ergebnisse

In Vorversuchen konnten die Literaturbefunde [7]
bestitigt werden, dall die Anwesenheit von D,O in
Nihrmedien eine Wachstumshemmung von Bakte-
rien bewirkt, die mit zunehmender D,O-Konzentra-
tion groBer wird. Jedoch wird bei E. coli die Ver-
mehrung selbst bei 99,7% D,O nicht vollkommen
unterdriickt.

Um den Schutzeffekt des D,O von dem hemmen-
den EinfluB auf das Bakterien-Wachstum deutlich
trennen zu kénnen, wurden in der Regel die Bakte-
rien nur wihrend der Schidigungsperiode in D,O-
haltigem Medium suspendiert. AnschlieBend wurde
das Wachstum der von D,0 befreiten Bakterien im
D,0O-freien Medium durch Kolonie-Bildung oder
photometrisch bestimmt.
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Resistenz von E. coli gegen UV-Bestrahlung in D,0O

Bestrahlt man eine Bakteriensuspension mit ultra-
violettem Licht, so stirbt ein hoher Prozentsatz der
Zellen ab. Die Anwesenheit von D,O in Suspensio-
nen von E. coli-Bakterien vermindert die letale Wir-
kung der UV-Bestrahlung (vgl. Abb. 1). Je hoher
die Konzentration des Schweren Wassers ist, desto
hoéher ist die Uberlebensrate der Bakterien. Der
D,O-Schutzeffekt erhoht sich mit der Verldngerung
der Bestrahlungsdauer. Diese Ergebnisse stimmen in
ihrer Tendenz mit Untersuchungen bei Hefen iiber-
ein [8].

Kryokonservierung von E. coli in D,O

Die Gefrierkonservierung fiihrt zu einem Kilte-
schock, der bei einigen Organismen, besonders bei
gramnegativen Bakterien, zu einem Vitalitidtsverlust
fiihren kann. Man vermeidet ihn durch Zusatz von
Gefrierschutzmitteln wie Glycerin oder Dimethylsul-
foxid [6a, 6b]. Jedoch ist Dimethylsulfoxid toxisch
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Abb. 1. UV-Bestrahlung von E. coli in D,O. Es wurden
150 pl Bakterien-Suspensionen mit 4 X 10° Bakterien/ml in
Fuchsin-Laktose-Buillon und verschiedenen D,O-Konzen-
trationen mit UV (220 V, 0,04 A, 254 nm, 8 cm Abstand)
bestrahlt. Die Bestimmung der Bakterien-Uberlebensrate
erfolgte in zehnminiitigen Zeitintervallen mittels Ausplat-
tieren auf D,O-freiem Agar. Angaben als ¥ * o aus 6 Pro-
ben.
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und muBl nach dem Auftauen umgehend entfernt
werden. Glycerin wird von einigen Zellen nur sehr
langsam aufgenommen und wieder abgegeben. Es
mufl daher vor dem Einfrieren ldnger auf die Zellen
einwirken. Angesichts dieser Nachteile wurde daher
gepriift, ob D,O ebenfalls als Kryoprotektivum ver-
wendet werden kann.

Abb. 2 zeigt einen D,O-Schutzeffekt auf Bakte-
rien wihrend des Gefrierprozesses. Das Ausmal3 des
Schutzes ist von der D,0O-Konzentration im Kultur-
medium abhingig. Analog zu fritheren Ergebnissen
mit anderen Modellen [2—6], ist der Anstieg des
Schutzeffektes bei niedrigen D,0O-Konzentrationen
starker, als bei hohen Konzentrationen.

Hyperthermietoleranz von E. coli in D,0O

E. coli-Bakterien sind resistenter gegen thermi-
sche Denaturierung bei 52 °C, wenn sie von H,O-
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Abb. 2. Einfrieren von E. coli in D,O. Es wurden 1 ml
Proben mit ca. 5Xx 10° Bakterien/ml in Fuchsin-Laktose-
Buillon und verschiedenen D,0O-Konzentrationen bei
—45 °C eingefroren und nach zwei Stunden wieder aufge-
taut. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der tuberle-
benden Bakterien. Angaben als § = o aus 7 Proben.
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Medien (UNK) in D,O-Medien iibertragen werden
(Abb. 3). Diese Thermoresistenz erhoht sich mit
steigender D,0O-Konzentration. Der durch D,O ver-
ursachte Schutzeffekt erhoht sich auch mit steigen-
der Denaturierungszeit bis zu einer Denaturierungs-
dauer von 30 min. Bei lingeren Denaturierungszei-
ten kann D,0 nicht die Thermotoleranz aufrecht er-
halten. Ein #hnliches Bild tritt beim Variieren der
Temperatur auf. Im Temperaturbereich 40—55 °Cist
in D,O ein Schutzeffekt nachweisbar, setzt man aber
die Bakterien einer Temperatur von 60 °C aus, so
sind sie sowohl in H,O- als auch in D,0O-Medien in-
nerhalb von fiinf Minuten abgestorben. Dies besté-
tigt frithere Befunde, daB ein Schutzeffekt nur bei
mittlerer Schidigungsintensitat erwartet werden
kann [2, 5]. Bei sehr geringer Schiadigung ist keine
Schutzwirkung von D,0O erkennbar und bei extrem
hoher Schidigung wird alles biologische Material
auch in D,0O zerstort.
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Abb. 3. Hyperthermie von E. coli in D,0O. Bakterienkon-
zentration: 3 X 10%ml, Temperatur: 52 °C. Die Bestim-
mung der Bakterien-Uberlebensrate erfolgte in fiinfminiiti-
gen Zeitintervallen mittels Ausplattieren. Angaben als ¥ £
o aus 6 Proben.
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Hyperthermie-Sensitivitit von deuterierten E. coli
in H_)O

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Ergeb-
nissen flihrt die vorherige fast vollstdndige Deuterie-
rung von E. coli-Bakterien durch Wachstum in
99.7% D,0O-enthaltenen Medien zu deren nachfol-
gender Destabilisierung in bezug auf ihre thermische
Denaturierung in H,O.
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Abb. 4. Hyperthermievergleich von in H,O- bzw. in D,O-
Medium geziichteten E. coli. Bakterienkonzentration:
1,9 x 10°/ml, Temperatur: 50 °C, Zeitintervalle fiir die Be-
stimmung der Uberlebensrate: 10 min.

H,0-D,0: Bakt. Wachstumin H,O, Denaturierungin D,O
H,0—-H,0: Bakt. Wachstumin H,O, Denaturierung in H,O
D,0—-D,0: Bakt. Wachstum in D,O, Denaturierungin D,O
D,0—-H,0: Bakt. Wachstum in D,O, Denaturierungin H,O
Angaben als ¥ + o aus 8 Proben.

Nach Abb. 4 sind deuterierte Bakterien (vorher in
D,O geziichtet), die einer Temperatur von 52 °C in
H,O ausgesetzt wurden, empfindlicher als die unter
gleichen Bedingungen in H,O-Medien geziichteten
Bakterien. Wird ihre Denaturierung in D,O vorge-
nommen, sind sie jedoch resistenter als in H,O ge-
ziichtete und in H,O denaturierte Bakterien.
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Diskussion

Eigene Experimente bestatigen frithere Befunde,
dafl D,O eine Hemmung des Bakterienwachstums
bewirkt. Da diese Ergebnisse nicht neu sind, wurde
auf eine Wiedergabe verzichtet.

Als Ursache fiir die Wachstums-Hemmung ist die
Verlangsamung aller enzymatischen Stoffwechsel-
reaktionen anzusehen, an denen Wasser direkt als
Reaktionspartner beteiligt ist. Dies fithrt zur Verzo-
gerung des Metabolismus, wodurch eine Verldnge-
rung der Lag-Phase des Bakterienwachstums auf-
tritt. Eine weitere Erkldrung fiir die Proliferations-
hemmung liefert die Inhibition der Proteinbiosynthe-
se durch D,O [9]. Auch die Deuterierung der H-
Briicken der DNA, die zur verzdgerten Trennung
der Einzelstringe der Doppelhelix bei der Zelltei-
lung fithrt [10], kann als Erklidrung herangezogen
werden.

Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit ist die er-
hohte Resistenz von E. coli gegen thermische Sché-
den und UV-Strahlung in Schwerem Wasser. Als Er-
klarung fir die Thermotoleranz der Bakterien durch
D,0O konnen folgende Moglichkeiten herangezogen
werden:

Die durch D,O bedingte Stabilisierung von Zell-
makromolekiilen wie Nukleinsduren, Proteinen oder
Zellorganellen wie Mikrotubuli und Zellmembranen
[11, 12]. Die gemeinsame Ursache fiir die Stabilisie-
rung dieser Makromolekiile diirfte im Austausch dis-
soziabler H-Atome gegen Deuterium liegen. Da
Deuterium-Briicken thermodynamisch etwas stabiler
als Wasserstoff-Briicken sind, erkldrt sich — wegen
der Vielzahl von Wasserstoff-Briicken — leicht eine
erhohte Stabilitit des Makromolekiils in D,O [10].
Ein Nebeneffekt konnte die Erhohung der Protein-
Protein-Aggregation sein, die zur Erhohung der
eigenen Thermostabilitat fahrt [13, 14].

Ferner kann die durch D,O bedingte Verminde-
rung der Enzymaktivitit (besonders bei Enzymen,
die an der Autolyse beteiligt sind) eine Rolle spielen
[15].

Der D,O-Schutzeffekt ist demnach wahrscheinlich
die Summe von mehreren kleineren Einzeleffekten
innerhalb des Mikroorganismus.

Die Bakterien-Deuterierung wihrend der Ziich-
tung in D,0O-Medien (iiber 95%) fiihrt nicht nur zum
Austausch von dissoziablem Wasserstoff gegen D
sondern zum fast vollstandigen Ersatz von H durch
Deuterium in allen neu gebildeten Molekiilen, z. B.
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sind statt CH3;-Gruppen nunmehr CD;-Gruppen vor-
handen. Dies fiihrt zu einer hdheren Empfindlichkeit
gegen thermische Denaturierung, da deuterierte Sei-
tengruppen z.B. die Stabilitdt der a-Helix von Pro-
teinen vermindern [16, 17].

Um das Absterben einer zu grofen Zellzahl bei
der iblichen Gefrierkonservierung zu vermeiden,
setzt man den Zellen vor dem Einfrieren Protektiva
wie Glycerin oder Dimethylsulfoxyd zu.

Wie Abb. 4 zeigt, kann auch hierbei D,O als
Schutzstoff eingesetzt werden. Deuterium-Oxid
kann danach eine Alternative zu herkémmlichen
Kryoprotektiva sein. Es zeigt die gewiinschte, aber
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