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All living organisms have been evolutionarily adap-
ted to natural water with 0.24 M constant ratio of hyd-
rogen isotopes: protium and deuterium [3, 7]. Studies of
physical and chemical properties of water with different
ratio of hydrogen isotopes revealed abnormal phenomena
in water with either reduced or increased deuterium
content, associated with a huge isotopic effect [4, 10].

In organic chemical compounds within living tissues
the deuterium water is more stable, and that is why it
scarcely participates in metabolic processes and inhibits
them [6, 9]. Protective properties of deuterium depleted
water (DDW) are confirmed by findings in toxicolo-
gical research. The DDW efficiently removes toxins and
metabolic products out of body due to its transport pro-
perties [2, 5, 8].

Some features in dynamics of respiratory chain
reactions in mitochondria were revealed at the molecular
level when changing water isotope composition, i. e. a
decrease in deuterium content in water down to the level
below natural concentrations de-inhibited and accelerated
the studied reaction [6, 8].

Proceeding from the stated above the role of deute-
rium in the in vitro biological systems has not been finally
determined yet. In this context this research was aimed
to study the effect of isotope composition of deuterium
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Все живые организмы эволюционно адаптированы
к природной воде с постоянным соотношением
изотопов водорода протия и дейтерия 0,24 М [1, 4].
Исследования физических и химических свойств
воды с разным соотношением изотопов водорода
выявили аномальные явления в воде с пониженным
либо повышенным содержанием дейтерия, связан-
ные с колоссальным изотопным эффектом [5, 10].

В органических химических соединениях, входя-
щих в состав живых тканей, дейтериевая вода более
устойчивая, поэтому практически не участвует в
обменных процессах и тормозит их [2, 9]. Протектор-
ные свойства воды, обедненной по дейтерию (ddw –
deuterium depleted water), подтверждены результата-
ми токсикологических исследований. За счет транс-
портных свойств ddw эффективно выводит токсины
и продукты метаболизма из организма [3, 6, 8].

На молекулярном уровне выявлены некоторые
особенности динамики реакций дыхательной цепи
в митохондриях при изменении изотопного состава
воды: снижает содержание дейтерия в воде до уровня,
ниже природных концентраций, деингибирует и
ускоряет исследуемую реакцию [7, 10].

С учетом вышеописанного роль дейтерия в био-
логических системах in vitro окончательно не опре-



делена. В связи с этим целью работы было изучить
влияние изотопного состава среды, обедненной по
дейтерию, на пролиферацию и колониеобразую-
щую способность фибробластов человека в культуре
in vitro.

Физико-химический анализ воды с разным со-
держанием дейтерия. В работе использовали ис-
ходную ddw с концентрацией дейтерия 0,6 мM
(ЗАО «Легкая вода»). В ходе приготовления ростовых
сред для культивирования конечная концентрация
изотопа водорода составляла 1,1 мM. Контролем
служила деионизированная вода системы miliQ с
концентрацией дейтерия 16 мМ – природное соотно-
шение дейтерия/протия. По физико-химическим пока-
зателям [5] и микроэлементному составу деиони-
зированная вода и ddw не имели отличий, кроме
концентрации дейтерия, что исключило многофак-
торность в группах сравнения.

Химический анализ воды с разным содержанием
дейтерия осуществляли методом масс-спектромет-
рии с индуктивно-связанной плазмой на приборе
«ICP-QMS Agilent 7500CE» («Agilent Technologies»,
США). Для градуировки прибора использовали гра-
дуировочные растворы в широком интервале кон-
центраций элементов (0,1–100 мкг/дм3) по меж-
дународному стандартному образцу 2.74473.0100
«ICP Multi Element Standard Solution XXI CertiPUR®»,
содержащему следующие элементы: Ag, Al, As, Ba,
Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li,
Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn,
Hg. Установлено, что в ddw и деионизированной
воде концентрация всех элементов не превышала
предел обнаружения –10–6 мг/дм3.
Культивирование дермальных фибробластов

человека. Работу выполняли на основании инфор-
мированного согласия доноров на использование
полученных дермальных фибробластов в данном
исследовании.

Дермальные фибробласты человека (ДФЧ) полу-
чали после ферментативной обработки из биопта-
тов кожи в растворе 0,1%-й колагеназы IA («Sigma»,
США) и 0,1%-й проназы («Sigma») с добавлением
2%-й эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) («Sig-
ma», в течение 2 ч. Суспензию клеток переносили в
культуральную посуду и культивировали на среде 199
(«Sigma»), приготовленной из 10-кратного концент-
рата путем разведения ddw и водой с природным
изотопным составом. Дополнительно в культураль-
ную среду добавляли 10%-ю ЭТС («Sigma»), 2 мМ глу-
тамина («Sigma») и 1 × 10–12 г/дм3 FGF-2 («Sigma»).
Культивирование проводили в мультигазовых инкуба-
торах при 37°С при абсолютной влажности 5%-й
концентрации СО2; 5 и 20%-х концентрациях О2. Для
изучения колониеобразующей способности на дно

depleted medium on proliferation and colony-forming
ability of human fibroblasts in an in vitro culture.

Physicochemical analysis of water with different
deuterium content. We used here an initial DDW with
0.06 mM deuterium concentration (CJSC Legkaya
Voda, Russia). When preparing the growth media for
cultivation, the final concentration of hydrogen isotope
was 1.1 mM. The deionized water of miliQ system
with 16 mM deuterium concentration (natural deute-
rium/protium ratio) served as the control. By physico-
chemical parameters [4] and microelement composition,
a deionized water and DDW had no differences, except
deuterium concentration, which excluded multifactority
in comparison groups.

Water with different deuterium content was chemi-
cally analyzed with inductively coupled plasma mass
spectrometry using the ICP-QMS Agilent 7500CE de-
vice (Agilent Technologies, USA). For calibration of in-
strument we used the graduating solutions within a
wide range of element concentrations (0.1–100 µg/dm3)
according to the international certified reference
standard 2.74473.0100 ICP Multi Element Standard
Solution XXI CertiPUR®, containing the following
elements: Ag, Al, As, Ba , Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs,
Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se,
Sr, Tl, U, V, Zn, Hg. It was found that in DDW
and deionized water the concentration of all the ele-
ments did not exceed the detection limit –10–6 mg/dm3.

Culture of human dermal fibroblasts. The research
was implemented with the informed consent of do-
nors to use the procured dermal fibroblasts in this stu-
dy.

Human dermal fibroblasts (HDF) were derived after
enzymatic treatment from skin bioptates in 0.1% col-
lagenase IA solution (Sigma, USA) and 0.1% pronase
(Sigma), supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS)
(Sigma) for 2 hrs. The cell suspension was transferred
into a culture dish and cultured in medium 199 (Sigma),
prepared from a 10-fold concentrate by diluting with
DDW or water with a natural isotope composition.
The culture medium was additionally supplemented
with 10% FBS (Sigma), 2 mM glutamine (Sigma) and
1 × 10–12 g/dm3 FGF-2 (Sigma). The culture was per-
formed in multi-gas incubators at 37°C with absolute
humidity, 5% CO2 concentration; 5 and 20% O2 concent-
rations. To study the colony-forming ability, 100 cells
were inoculated onto the bottom of the Petri dish
(100 mm diameter) (herewith the FBS concentration in
growth medium increased up to 20%.). In 14 days the
cells were fixed with cold ethanol and stained with azur-
eosin by Romanowsky to calculate the number of
colonies. The experiment was performed in triplicate
for each cell line in passages 2 and 4 (P2 and P4, respec-
tively).
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чашки Петри (диаметр 100 мм) засевали по 100 кле-
ток (при этом концентрация ЭТС в ростовой среде
повышалась до 20 %). Через 14 суток клетки фикси-
ровали холодным этанолом и окрашивали азур-
эозином по Романовскому для подсчета числа ко-
лоний. Эксперимент проводили в трех повторах на
каждую линию клеток на втором (П2) и четвертом
(П4) пассажах.

Эффективность колониеобразования вычисляли по
стандартной формуле

ЭК = (количество сформированных колоний/ко-
личество посеянных клеток) × 100%.

Показатель времени удвоения клеточной популя-
ции (population doubling time, PDT) определяли на
2–6-м пассажах по стандартной формуле

PDT = T / 3,31 lg (Xk / X0),
где T – время культивирования клеток; Xk – коли-
чество полученных клеток; X0 – количество засеян-
ных клеток.

Наблюдение за ДФЧ проводили с помощью све-
тового микроскопа «Axio ObserverA1» и програм-
много обеспечения «ZEN 2012» с использованием
фотокамеры «AxioCam ERc 5s» (все производства
«Carl Zeiss», Германия).

Статистическую обработку данных выполняли
стандартными статистическими методами с приме-
нением «Ехсеl» («Місrosoft», США), «Origin 8» (США).
Для определения различий между двумя группа-
ми данных использовали t-критерий Стьюдента при
p < 0,05.

Показатель ЭК в условиях нормоксии был значи-
тельно ниже в обеих группах сравнения, чем в условиях
гипоксии, поэтому эксперимент проводили только
при 5% содержании О2.

Результаты культивирования дермальных фиб-
робластов человека in vitro при разных соотноше-
ниях дейтерия и протия в ростовых средах при 5%-м
содержании О2 представлены в таблице.

На этапе П2 установлено, что присутствие ddw
способствует активации колониеобразования при
смене условий культивирования клеток со среды
с природным изотопным составом на воду, обеднен-
ную по дейтерию. На П4 уже наблюдалась иная кар-
тина: ЭК в культуре ДФЧ была выше после культи-
вирования в средах, приготовленных на основе воды
с природным изотопным составом. В ddw выявлено
значимое снижение ЭK не только по сравнению с
результатами на П2, но и с показателем воды природ-
ного изотопного состава.

В результате изучения показателя PDT культуры
ДФЧ в средах с разным изотопным соотношением
дейтерия и протия установлено, что на поздних пас-
сажах (П5, П6) он значимо не отличался. В обеих

The efficiency of colony formation (ECF) was cal-
culated by the standard formula

ECF = (number of colonies formed / number of
inoculated cells) × 100%.

The index of population doubling time was deter-
mined in passages 2–6 by the standard formula

PDT = T / 3.31 lg (Xk / X0),
where T is time of cell culture; Xk is a number of obtained
cells; X0 is a number of inoculated cells.

The HDF were observed with light microscope  Axio
Observer A1 and ZEN 2012 software using AxioCam
ERc 5s camera (all manufactured by Carl Zeiss, Ger-
many).

The data were statistically processed with the
standard statistical methods using Microsoft Excel
(USA), Origin 8 (USA) softwares. The Student’s t-test
at p < 0.05 was used to determine the differences
between two groups of data.

The ECF index under normoxia was significantly
lower in both comparison groups than under hypoxic
conditions, therefore the experiment was carried out only
at 5% O2 content.

The findings of in vitro culture of human dermal
fibroblasts at different ratios of deuterium and protium

Показатели пролиферации дермальных фибробластов
человека in vitro в среде на основе воды с разной

концентрацией дейтерия (n = 3)
Proliferation indices of human dermal fibroblasts in vitro

in water-based medium with differently concentrated
deuterium (n = 3)

Примечание: * – различия значимы между двумя группами,
p < 0,05.
Note: * –  significance of differences between two groups,
p < 0.05.
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группах сравнения наблюдалось увеличение РДТ по
сравнению с результатами, полученными на более
ранних пассажах, что свидетельствует о начале ста-
рении популяции и снижении пролиферативной
активности клеток, причем в ddw данный показатель
имел меньшую динамику снижения. Возможно, при
отсутствии дейтерия в культуральной среде замед-
ляется процесс старения культуры и сохраняется
высокий уровень пролиферации клеток. Однако для
подтверждения данного предположения необходимо
проведение дополнительных исследований.

Таким образом, показана возможность использо-
вания клеточных культур in vitro для изучения био-
логической активности воды с разным изотопным
соотношением дейтерия и протия. Установлено, что
присутствие ddw в ростовых средах по-разному
влияет на пролиферативную активность и колоние-
образующую способность дермальных фибробластов
человека в культуре in vitro, по сравнению с водой,
имеющей природный изотопный состав.

Публикация подготовлена при поддержке
Программы РУДН «5-100».

in growth media under 5% O2 content are presented in
the Table.

At P2 stage the DDW presence was established to
promote the colony formation activation when changing
the culture conditions from a medium with natural iso-
tope composition to deuterium depleted water. In P4
there has been already observed a different picture: the
ECF in HDF culture was higher after culturing in the
water-based media with a natural isotopic composition.
In DDW there was revealed a significant decrease in
ECF not only in comparison with the P2 findings,
but as compared with water index of natural isotopic
composition as well.

As a result of studying the PDT index of HDF culture
in the media with different isotopic ratio of deuterium
and protium, it was established as not significantly
differing in late passages (P5, P6). The PDT increase
was observed in both comparison groups vs. the findings
obtained in earlier passages, which testified to the onset
of population ageing and a decrease in cell proliferative
activity, moreover this index had a lower decrease
dynamics in DDW. Perhaps with no deuterium in cul-
ture medium the process of culture ageing slows down
and a high level of cell proliferation is kept. However,
this assumption requires additional studies to be con-
firmed.

Thus, the possibility of using in vitro cell cultures to
study biological activity of water with different isotopic
ratio of deuterium and protium was demonstrated. The
DDW presence within the growth media base was
established to differently affect the proliferative acti-
vity and colony-forming ability of human dermal fibro-
blasts in an in vitro culture, as compared to water with
natural isotope composition.
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