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Stimulierung zelleigener

Reparaturprozesse

durch Kalorienreduktion

Zusammenfassung

Eine kalorienrestriktive Erndhrung kann die
Lebensspanne einer Vielzahl von Modellorganis-
men wie Nagern oder Wirbellosen verlangern, oxi-
dativen Stress verringern und die DNA-Reparatur
positiv beeinflussen. Zahlreiche Studien belegen
diese Ergebnisse, aber es existieren nur wenige
Studien mit humanen Probanden. Mit Hilfe des
von uns entwickelten modifizierten Host Cell Reac-
tivation Assays wurde der Zusammenhang von
Kalorienreduktion und zelleigener DNA-Reparatur
im Menschen untersucht. Bei Probanden, die zu
Beginn der Studie eine niedrige DNA-Reparatur-
kapazitat zeigten, konnte im Verlauf der kalori-
enrestriktiven Periode ein positiver Effekt auf die
zelleigene DNA-Reparaturkapazitat nachgewiesen
werden. Bei Probanden, die zu Beginn der Studie
eine normale DNA-Reparaturkapazitat zeigten, gab
es keine Veranderungen. Verringerung der DNA-
Reparaturfahigkeit, Akkumulation oxidativer DNA-
Schéden, mitochondriale Dysfunktion, Verkirzung
der Telomere, aber auch die Kalorienaufnahme
haben starken Einfluss auf Alterungs- und Krank-
heitsprozesse. Die hier gezeigte DNA-Reparatur-
unterstutzende Wirkung der Kalorienreduktion
kann somit als wichtiger Beleg fur die Zellgesund-
heit und somit auch ein gestinderes Altern gese-
hen werden.

Einleitung

Es wird angenommen, dass Kalorienreduktion als
eine nicht-pharmakologische Intervention die Lebens-
spanne von Modellorganismen wie Nagern oder
Wirbellosen verlangern und das Auftreten altersbe-
dingter Erkrankungen reduzieren kann [Weindruch 2013].
Bereits 1935 wurde der Einfluss von Kalorienrestrik-
tion auf Ratten untersucht, mit dem Ergebnis, dass
ihre Lebensspanne erhéht wurde [McCay 1989 Bei
nicht-menschlichen Primaten konnte durch Kalorien-
restriktion eine Reduktion der altersabhangigen und
der Gesamtmortalitadt nachgewiesen werden [Colman
et al. 2014]. Zudem konnte bereits nachgewiesen wer-
den, dass Kalorienrestriktion oxidativen Stress redu-
ziert [Qiu et al. 2010], die Basenexzisionsreparatur im
Zellkern steigert [Stuart et al.2010], vorbeugend gegen-
Uber altersbedingten Erkrankungen wie Arterioskle-
rose wirkt [Fontana et al. 2004/ und in einer Vielzahl von

Modellorganismen den Alterungsprozess verzogert
[Cabelof et al., 2003; Roth et al., 2001]. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass Kalorienrestriktion und
ihre Auswirkungen auf Alterung und altersbedingte
Erkrankungen in Modellorganismen intensiv erforscht
wird, es aber schwierig ist, vergleichbare Studien mit
humanen Probanden zu finden. Werden beispiels-
weise DNA-Reparatur und Alterung im Menschen
untersucht, geschieht dies meist unter Verwendung
von Zellkulturen. Hart und Setlow wiesen so beispiels-
weise eine Korrelation von DNA-Reparaturfahigkeit
und einer erhéhten Lebenserwartung in unterschied-
lichen Spezies, darunter auch Menschen, nach [Hart
and Setlow 1974]. Des Weiteren konnte ein signifikanter
Einfluss von reduzierter Kalorienaufnahme auf die
DNA-Reparatur in Hepatozyten und Nierenzellen von
Ratten nachgewiesen werden, ebenfalls in Versuchen
an Zellkulturen [Weraarchakul et al. 1989].

Um einen systemischen Einfluss (z.B. Kalorienreduk-
tion) auf den menschlichen Kérper auf molekular-
biologischer Ebene untersuchen zu kénnen, ist eine
Methode vorteilhaft, die es erlaubt, direkt aus dem
menschlichen Kérper heraus — ex vivo — zu messen.
|dealerweise ist die Probenahme dabei minimalinva-
siv, so dass Probanden fur eine Studie einfach gewon-
nen werden kénnen. Diese Anforderung erfillt huma-
nes Blut, da die Blutentnahme schnell und relativ
schmerzfrei durchfihrbar ist und gleichzeitig die fir
die ex vivo Untersuchungen bendétigten PBMCs ein-
fach und schnell isoliert werden kénnen. 2010 gab es
bereits Untersuchungen zu DNA-Reparatur bei einer
Erndhrungsintervention, allerdings wurde dabei nicht
der gesamte Reparaturprozess abgebildet, sondern
lediglich die Erkennung des DNA-Schadens und die
Inzision an der Reparaturstelle [Langie et al. 2006; Langie et
al. 2010]. Der modifizierte Host Cell Reactivation Assay
(HCRA) ist eine Methode zur Untersuchung der Nuk-
leotidexzisionsreparatur. Der grofde Vorteil gegentiber
anderen Methoden ist, dass die funktionelle Wieder-
herstellung eines zuvor geschadigten DNA-Bereiches
(eines sog. Reporterplasmids) gemessen wird. Das
Prinzip des Assays wurde erstmals 1985 von Proti¢-
Sablji¢ et al. beschrieben und im Folgenden flr eine
Verwendung mit humanen Lymphozyten weiterent-
wickelt [Protic-Sabljic et al., 1985, Athas et al., 1991]. Indem
fluoreszierende Proteine als Reporter verwendet wur-
den, wurde der HCRA spéter verfeinert und schlieR3-
lich 2007 fur eine Einzelzell-basierte durchflusszyto-



metrische Analyse angepasst [Roguev and Russev, 2000;
Burger et al., 2007; Burger et al., 2010]. Hier wird die erfolg-
reiche Optimierung des HCRA flr eine Anwendung
mit humanen PBMCs beschrieben. Mit Hilfe dieser
optimierten und reproduzierbaren Methode wurde
schlieBlich der Einfluss von Kalorienreduktion auf die
DNA-Reparatur humaner PBMCs im ex vivo Ansatz
untersucht.

Methoden

Um den Einfluss einer Kalorienreduktion (F X. Mayr-
Therapie) auf die DNA-Reparaturkapazitat frisch iso-
lierter humaner PBMCs zu untersuchen, wurde der
von uns entwickelte modifizierte HCRA angewandt.
Die Isolierung der PBMCs wurde mit Leucosep®
Tubes (Greiner Bio One International GmbH) nach Her-
stellerangaben isoliert. Der modifizierte HCRA basiert
auf der Deaktivierung eines Reportergens durch UVC-
Bestrahlung. Nach dem Einbringen des beschadigten
Reporters in humane Zellen kann durch die Fahigkeit
der Zelle zur DNA-Reparatur eine funktionelle Wie-
derherstellung des Reportergens erfolgen. Folglich
kommt es zur Expression des fluoreszierenden Pro-
teins, welches durchflusszytometrisch detektiert
werden kann. UVC schadigt die DNA direkt und fihrt
hauptsachlich zur Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimeren (CPDs) und Pyrimidin(6-4)Pyrimidon Photo-
produkten (6-4PPs). Diese DNA-Schaden werden Uber
den Mechanismus der Nukleotidexzisionsreparatur
(NER) repariert, folglich stellt das Ergebnis der Ana-
lyse die Reparaturkapazitat der Zellen fir die NER dar.
Des Weiteren wurde mit dem modifizierten HCRA
die DNA-Reparaturkapazitat kryokonservierter und
frisch isolierter PBMCs verglichen. Hierbei wurde flr
die Kryokonservierung bei -196 °C ein Medium beste-
hend aus 10% Fotalem Kélberserum, 10% DMSO
als Gefrierschutz und 80 % RPMI Medium ohne Phe-
nolrot verwendet. Nach dem Auftauen wurden die
kryokonservierten PBMCs ohne Kultivierung direkt fir
den modifizierten HCRA verwendet. Abb. 1 zeigt den
Ablauf von der Zellisolation bis zur Auswertung.

Ergebnisse

Fir die Bestimmung der DNA-Reparaturkapazitat
wahrend einer Periode der Kalorienrestriktion wurden
von jedem Studienteilnehmer drei Blutproben bend-
tigt, aus denen die PBMCs isoliert wurden: eine vor
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Abb. 1 Versuchsablauf modifizierter HCRA mit humanen PBMCs. Die PBMCs wurden mit Leucosep®
Tubes isoliert, anschlieffend wurden die Reporterplasmide in die Zellen eingebracht, nach
24 h wurde die durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt und anschlieflend erfolgte die

Berechnung der DNA-Reparaturkapazitdt, sowie die statistische Analyse.

Beginn, die zweite am achten Tag der kalorienrest-
riktiven Periode und die dritte wahrend der Nachkur.
Im Jahr 2014 konnte acht Teilnehmer fur die Studie
gewonnen werden, in der Folgestudie 2015 waren es
18 Probanden.

Jede Studie wurde, je nach DNA-Reparaturkapaziat
vor Beginn der Vorkur, fur die Auswertung in zwei
Gruppen unterteilt: die erste Gruppe bildeten die 50 %
der Probanden mit den héheren DNA-Reparaturkapa-
zitatswerten, die zweite Gruppe bildeten die niedrigen
50%. In der Studie von 2014, die in Abb. 2 dargestellt
ist, ist ein signifikanter Anstieg der DNA-Reparatur
vom Zeitpunkt vor Beginn der Vorkur zum achten Tag
der kalorienrestriktiven Phase erkennbar (p =0,0216).
Dies lasst auf einen Einfluss der Kalorienreduktion
auf die DNA-Reparatur der PBMCs der betroffenen
Probanden schlieen. Der signifikante Anstieg der
DNA-Reparaturkapazitat hielt bis zum Ende der Stu-
die an (p=0,0013), wobei die DNA-Reparaturkapaziat
auf das Niveau der Reparaturkapazitat der Probanden
anstieg, die schon vor Beginn eine normale DNA-
Reparaturkapazitat aufwiesen. Deren DNA-Reparatur
veranderte sich im Verlauf der Studie hingegen nicht
signifikant [Matt et al. 2016].
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Abb. 2

Einfluss der Kalorienreduktion auf die DNA-Reparatur humaner PBMCs-Studie aus dem Jahr 2014. Es konnten acht Probanden wdhrend einer
kalorienrestriktiven Periode untersucht werden. (a) Die vier Probanden mit einer niedrigen DNA-Reparaturkapazitét vor Beginn zeigten einen
signifikanten Anstieg der DNA-Reparatur sowohl zum achten Tag der Kalorienreduktion (p=0,0216) als auch zum Probenahmezeitpunkt wéhrend
der Nachkur (p=0,0013). (b) Die verbleibenden vier Probanden mit einer normalen Reparaturkapazitit vor Beginn zeigten wéhrend der Studie keine
Verinderungen hinsichtlich der DNA-Reparatur [Matt et al. 2016].
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Abb. 3  Einfluss der Kalorienreduktion auf die DNA-Reparatur humaner PBMCs-Studie aus dem Jahr 2015. Es konnten 18 Probanden wdhrend einer Phase
der Kalorienreduktion untersucht werden. (a) Neun Probanden wiesen vor Beginn eine niedrige DNA-Reparaturkapazitdt auf. In diesen Probanden
steigerte sich die DNA- Reparaturfihigkeit signifikant zum achten Tag Kalorienreduktion (p=0,0193) und blieb bis zum Ende der Studie gegeniiber

dem Anfangswert signifikant héher (p=0,0125). (b) Die DNA-Reparatur der iibrigen neun Probanden dnderte sich im Laufe der Studie nicht signifikant

[Matt et al. 2016].

In der Studie von 2015 konnten PBMCs von 18 Pro-
banden hinsichtlich maoglicher Veranderungen der
DNA- Reparaturkapazitat wahrend eine kalorienrestrik-
tiven Phase untersucht werden. Um saisonale Unter-
schiede der DNA-Reparaturkapazitat ausschliefien zu
kénnen, fand die zweite Studie zur selben Jahreszeit
statt wie der erste. Das Ergebnis der Wiederholungs-

studie zeigt Abb. 3. Bei Probanden, die vor der Vorkur
eine niedrigere DNA-Reparatur aufwiesen, steigerte
sich die DNA-Reparaturkapazitadt im Verlauf der kalo-
rienrestriktiven Periode signifikant, sowohl zum ach-
ten Tag (p=0,0193), als auch zur letzten Probenahme
(p=0,0125). Dies weist wiederum auf einen positiven
Effekt der Kalorienreduktion auf die DNA-Reparatur-
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Abb. 4  Einfluss des Alters auf die DNA-Reparaturkapatzitit wihrend der Kalorienreduktion - Zusammenfassung der Daten aus den Studien 2014 und 2015.
Ein Einfluss des Alters auf die DNA-Reparatur konnte zu keinem Messzeitpunkt festgestellt werden.
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Abb. 5 Einfluss des Geschlechts auf die die DNA-Reparaturkapazitit wihrend der Kalorienreduktion - Zusammenfassung der Daten aus den Studien 2014

und 2015. (a) Vor Beginn der kalorienrestriktiven Periode gab es keinen geschlechtsspezifischen Unterschied hinsichtlich der DNA-Reparaturkapazitdt.
(b) Am achten Tag der Kalorienreduktion zeigten mdnnliche gegeniiber weiblichen Probenanden eine signifikant niedrigere DNA- Reparaturkapazidt
(p=0,0351). (c) Beim letzten Probenahmezeitpunkt war wiederum kein Unterschied hinsichtlich der DNA- Reparatur zwischen mdnnlichen und

weiblichen Probanden erkennbar.

kapazitat hin und bestatigt somit die im Rahmen der
Studie 2014 gewonnenen Ergebnisse. Es kann folg-
lich gesagt werden, dass die DNA-Reparaturkapazitat
der Probanden mit niedriger DNA-Reparatur vor der
Vorkur auf das Niveau die DNA-Reparaturkapaziat der
Probanden angehoben wurde, die schon vor Beginn
der Vorkur eine normale DNA-Reparatur aufwiesen.
Bei diesen wiederum konnten keine signifikanten Ver-
anderungen hinsichtlich der DNA-Reparatur festge-
stellt werden [Matt et al. 2016].

Das Alter der Probanden hatte zu keinem Zeitpunkt
einen Einfluss auf die DNA-Reparaturkapazitat, wie
Abb. 4 zeigt.

Bei der Auswertung der Ergebnisse nach Geschlecht
der Probanden fiel auf, dass méannliche Probanden
am achten Tag der Kalorienreduktion eine signifikant
niedrigere DNA-Reparaturkapazitdt aufwiesen als
weibliche Probanden. Vor der Vorkur und wéhrend der
Nachkur waren keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen weiblichen und mannlichen Probanden erkenn-
bar, wie Abb. 5 zeigt [Matt et al. 2016].

Versuche zur Untersuchung der Probenstabilitat zeig-
ten, dass die Isolation der PBMCs innerhalb eines
Zeitfensters von 6-8 h stattfinden muss, um aussa-
gekraftige Ergebnisse fur die DNA-Reparaturkapaziat

zu erhalten. Dieses Problem kann durch Kryokonser-
vierung der isolierten PBMCs in fllissigem Stickstoff
(-196 °C) umgangen werden. Beim Vergleich der
DNA-Reparaturkapazitaten der frisch isolierten und
der kryokonservierten PBMCs ist kein signifikanter
Unterschied erkennbar, wie Abbildung 6 zeigt [Weber
2015]. Kryokonservierung kénnte also eine geeignete
Methode zur Erh6hung der Stabilitat der Proben sein.

Diskussion

Seit Jahren ist bekannt, dass Kalorienrestriktion oxida-
tiven Stress, das Altern, altersbedingte Erkrankungen
und die Lebensspanne von Modellorganismen positiv
beeinflussen kann [Colman et al,, 2014; Qiu et al., 2010; Smith
et al, 2007]. Bei Mausen wurde gezeigt, dass kalorien-
restriktiv ernahrte éltere Tiere eine Reparaturfahigkeit
fur UV-Schaden vergleichbar mit der von jungen Tie-
ren aufwiesen [Licastro et al. 1968]. Zudem konnte eine
positive Korrelation von DNA-Reparaturvermdgen und
der erwarteten maximalen Lebenserwartung festge-
stellt werden [Hall et al.,, 1984; Hart and Setlow, 1974]. Bei
der Betrachtung von Studien mit humanen Probanden
fallt auf, dass es wenige Studien gibt, die Kalorienres-
triktion langer als nur Stunden oder Tage untersuchen
[Fontana et al., 2006; Racette et al., 2006; Walford et al., 2002].
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Abb. 6
Es ist kein signifikanter

Einfluss Kryokonservierung auf die die DNA-Reparaturkapazitdt humaner PBMCs.

Unterschied zwischen der DNA-Reparaturkapatzidt frisch

isolierter PBMCs und der DNA-Reparaturkapazitdt kryokonservierter PBMCs
erkennbar [Weber 2015].

Eine dieser wenigen Studien befasst sich beispiels-
weise mit dem Uberdurchschnittlich hohen Anteil
an Uber 100-Jahrigen auf der japanischen Insel Oki-
nawa und schreibt dieses Phanomen der lebenslan-
gen niedrigen Kalorienaufnahme der Menschen zu
[Kagawa, 1978]. Keine dieser Studien erforschte die Aus-
wirkung von Kalorienreduktion auf die DNA-Reparatur
mit einem funktionellen Assay wie dem HCRA. Genau
dies war im Fokus der hier prasentierten Studien zum
systemischen Einfluss der Kalorienreduktion auf die
DNA-Reparaturkapazitdt humaner PBMCs. Interessan-
terweise gibt es interindividuelle Unterschiede hin-
sichtlich der DNA-Reparaturfahigkeit vor der Vorkur.
Diese wurde schon in anderen Studien beschrieben.
Bykov et al. fanden heraus, dass es interindividuelle
Schwankungen der Effizienz der DNA-Reparatur um
den Faktor 20 gibt [Bykovetal, 1999]. Um Schwankungen
bei der Durchfliihrung des hier etablierten Assays zu
minimieren, wurde flr die Studien 2014 und 2015 die-
selbe Plasmid-Losung verwendet. So konnte gezeigt
werden, dass mittels modifiziertem HCRA verlassli-
che und reproduzierbare Untersuchungen der DNA-
Reparatur humaner PBMCs in ex vivo Ansatzen mog-
lich ist. Fur die Untersuchung der Auswirkungen einer
Kalorienreduktion wurde zwei Studien durchgeflhrt,
die acht und 18 Probanden involvierten. Bei beiden
Studien konnte bei der Halfte der Probanden eine sig-
nifikante Steigerung der DNA-Reparaturkapazidt zum
achten Tag der Kalorienreduktion, sowie zum Mess-
zeitpunkt wahrend der Nachkur nachgewiesen wer-

den. Hierbei wurde das Niveau der Reparaturkapaziat
der Probanden mir niedriger DNA-Reparatur vor der
Vorkur auf ein normales Niveau angehoben, das ver-
gleichbar mit dem der Probanden mit normaler Repa-
ratur (85 % bis 90 %) war. In keiner unserer Messun-
gen war eine DNA-Reparaturkapazitat hoher als 90 %
zu verzeichnen. Dies kann bedeuten, dass die obere
Detektionsgrenze des Assays erreicht ist und sich die
Reparaturkapazitatswerte von Personen mit normaler
DNA-Reparatur an dieser oberen Grenze befinden.
Es gab bereits eine Studie zum Einfluss einer Ernédh-
rungsintervention auf die Nukleotidexzisionsreparatur
humaner Lymphozyten [Langie et al. 2010, allerdings
sind die hier vorgestellten Studien unseres Wissens
die ersten, die einen Einfluss von Kalorienreduktion
auf die DNA-Reparaturféhigkeit in Menschen mit
einem funktionellen ex vivo Assay nachwiesen. Seit
einiger Zeit wird der Zusammenhang von Fasten und
Chemotherapie untersucht [Safdie et al. 2009], da Krebs
eine haufig auftretende altersbedingte Erkrankung ist,
gegen die Fasten/Kalorienrestriktion moglicherweise
vorbeugend wirken kann. Studien mit Mausen, Hefen
und Krebszelllinien zeigten, dass kurzzeitiges Fasten
vor einer Chemotherapie die Effektivitdt der Thera-
pie vermutlich durch eine Fasten-induzierte niedrige
Glucosekonzentration und eine gleichzeitige Abhan-
gigkeit der Krebszellen von Glucose steigert [Lee et al,,
2012; Raffaghello et al, 2008]. Bei Menschen berichteten
fastende Patienten Uber weniger und schwachere
Nebenwirkungen der Chemotherapie [Safdie et al., 2009].
Die Akkumulation von DNA-Schéden wird als erster
Schritt der Krebsentstehung angesehen [Hanahan
and Weinberg, 2000]. Eine Stimulierung der zelleigenen
Reparaturkapazitdt in Personen mit verminderter
DNA-Reparaturfahigkeit konnte sowohl die Entste-
hung von Krebserkrankungen, als auch deren Verlauf/
Therapie positiv beeinflussen. Es sind verschiedene
Mechanismen, die zu den positiven Effekten der
Kalorienreduktion auf die Gesundheit und das Altern,
wie beispielsweise die Reduktion von Entziindungs-
vorgangen, eine Verringerung der IGF-1 Konzentration
im Blut oder auch eine gesteigerte Insulinsensitivitat
[zusammengefasst in Longo and Fontana, 2010 und Ribaric, 2012]
fuhren. Es ist zudem bekannt, dass Kalorienrestriktion
oxidativen Stress verringert und dass oxidativer Stress
die Genexpression von Genen, die fir die Nukleoti-
dexzisionsreparatur verantwortlich sind, verandern
kann, genauer gesagt, dass oxidativer Stress zu einer
verringerten Nukleotidexzisionsreparatur flihren kann
[Langie et al, 2007]. Diese Erkenntnisse zeigen einen
Mechanismus auf, der den im Rahmen der Studien
2014 und 2015 gewonnenen Ergebnissen zugrunde
liegen koénnte: bei Probanden mit niedriger DNA-
Reparaturkapazitat vor der Vorkur ist die Steigerung
der Reparaturkapazitat auf eine Reduktion des oxida-
tiven Stresses zurlckzufiihren, die wiederum durch



die Kalorienreduktion erreicht werden konnte. Die vor-
gestellten Studien bilden den Grundstein fir weitere
Studien rund um Kalorienreduktion und DNA-Repara-
tur. Um die zugrundeliegenden Mechanismen umfas-
sender aufzuklaren, missen aber weitere Studien
mit humanen Probanden und einer groReren Anzahl
Biomarker (z.B. Messung des oxidativen Stresses,
Untersuchung der mitochondrialen Funktion, Genex-
pression von DNA-Reparatur-assoziierten Genen)
durchgefihrt werden. Um eine breitdiagnostische
Anwendung des modifizierten HCRA gewahrleisten
zu kénnen, muss zudem die Problematik der Proben-
stabilitat gelost werden. Erste Versuche zur Kryokon-
servierung humaner PBMCs haben gezeigt, dass es
hinsichtlich der DNA-Reparaturkapazitat keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen kryokonservierten und
frisch isolierten PBMCs gibt. Die Kryokonservierung
stellt folglich eine vielversprechende Methode zur
Erweiterung des Zeitfensters fur die Untersuchungen
zur DNA-Reparaturkapaziat dar, allerdings muss Uber-
pruft werden, ob andere Tests (z.B. Genexpressions-
analysen) zum selben Ergebnis kommen.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
die hier prasentierten Ergebnisse, die mittels funktio-
nellem ex vivo Assay gewonnen wurden, einen ersten
Beweis flr einen Einfluss von Kalorienreduktion auf
die Nukleotidexzisionsreparatur im Menschen darstel-
len, wenngleich noch nicht abschlielend geklart ist,
ob alleinig die Kalorienreduktion oder weitere Fakto-
ren im Einzelnen oder im Verbund fir die erzielten Ver-
anderungen der DNA-Reparaturkapazitat verantwort-
lich sind. Es muss nun untersucht werden, ob auch
andere Arten der Kalorienreduktion wie beispiels-
weise klassisches Heilfasten oder intermittierendes
Fasten denselben positiven Effekt auf die DNA- Repa-
raturkapaziat haben.
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