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Einleitung 
Alzheimer-Erkrankung und -Modelle 
Auch nach jahrzehntelanger intensiver Forschung gibt es nach wie vor einen großen 
medizinischen Bedarf an neuen Interventionen im Bereich der demenzartigen Erkrankungen. 
Weltweit leben um die 50 Millionen Menschen mit einer Demenz und es wird prognostiziert, 
dass die Prävalenz aufgrund der älterwerdenden Bevölkerung auf schätzungsweise über 130 
Millionen im Jahr 2050 ansteigen wird (Prince et al., 2016). Krankheitsbilder des Überbegriffs 
Demenz werden gar als größte globale Herausforderung für Gesundheit und Pflege des 21. 
Jahrhunderts genannt (Livingston et al., 2017). Dabei gehen 2/3 aller Demenz-Fälle auf die 
neurodegenerative Alzheimer-Erkrankung (AD) zurück, welche sich anfangs insbesondere 
durch Erinnerungslücken an rezente Ereignisse ausdrückt und mit zunehmendem Fortschreiten 
auch Symptome umfasst wie Desorientierung, Verwirrung, Stimmungsschwankungen, Sprach- 
und Schluckschwierigkeiten, Verhaltensveränderungen sowie die zunehmend 
schwerwiegendere Einschränkung kognitiver Fähigkeiten, was das tägliche Leben der Patienten 
und ihrer Umgebung substanziell beeinflusst (Winblad et al., 2016). 
Die komplexe AD-Pathologie setzt sich aus mehreren prominenten Charakteristika zusammen. 
Insbesondere sind hier die typischen und seit Jahrzehnten bekannten Amyloid-Plaques und 
neurofibrillären Tangles im Hirn zu nennen (Masters et al., 1985; Grundke-Iqbal et al., 1986). 
Die Tangles sind das Produkt einer abnormalen Phosphorylierung des Tau-Proteins, welches 
physiologisch durch seine Mikrotubuli-Bindung zur axonalen Stabilität beiträgt, wie von 
Blennow und Kollegen in einem Review zusammengefasst (Blennow, de Leon and Zetterberg, 
2006). Bei AD resultiert eine pathophysiologische Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, 
bedingt durch ein Ungleichgewicht in der Aktivität der beteiligten Kinasen und Phosphatasen, 
in der Ablösung von den Mikrotubuli und deren Zerfall sowie der damit einhergehenden 
eingeschränkten axonalen und synaptischen Funktion und schließlich dem Niedergang von 
Neuronen. Das hyperphosphorylierte Tau-Protein selbst aggregiert zu unlöslichen Fibrillen, den 
charakteristischen neurofibrillären Tangles. Ähnlich dazu sind auch die Amyloid-β (Aβ) 
Ablagerungen Ergebnis der Aggregation von Peptiden, die in diesem Fall die AD-typischen 
extrazellulären Plaques bilden. Aβ ist ein Produkt der Spaltung des transmembranären 
Amyloid-Precursor-Proteins (APP) mittels β- und γ-Sekretase. Auch im Falle von Aβ ist dessen 
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auf- und abbauender Metabolismus, bzw. Abtransport, im Rahmen der AD-Pathologie gestört. 
Fehlerhafte Beseitigung der Peptide ist insbesondere auch auf eine gestörte Apolipoprotein-
Funktion (ApoEε4) zurückzuführen, was einen der größten Risikofaktoren für die sporadische 
AD darstellt (Blennow, de Leon and Zetterberg, 2006; Liu et al., 2013). In der hier vorliegenden 
Dissertation steht die Amyloid-Pathologie im Fokus, die zum einen bereits sehr früh im 
zeitlichen Ablauf des Krankheitsgeschehens zu Tage tritt (Bateman et al., 2012) und zum 
anderen die Grundlage für das hier untersuchte AD-Mausmodell darstellt, wie im Folgenden 
beschrieben. 
Tiermodelle für AD im Speziellen – aber auch generell – simulieren lediglich einen Teil der, in 
der Regel sehr viel komplexeren, humanen Pathologie (Zahs and Ashe, 2010). Auf der zuvor 
beschriebenen Amyloid-Pathologie basiert eine Vielzahl unterschiedlicher, hauptsächlich 
transgener Mausmodelle für AD. Wissenschaftler des japanischen RIKEN-Instituts sehen ein 
großes Problem der AD-Forschung im Mangel an geeigneten Tiermodellen begründet und 
haben zu diesem Zweck eine neue Generation von Modellen wie das AppNL-G-F knock-in 
Mausmodell entwickelt mit dem Ziel, regelmäßig auftretenden Problemen der älteren 
transgenen Modelle zu begegnen (Saito et al., 2014). Diese Probleme umfassen, unter anderem, 
große auftretende Varianzen in der Expression des Transgens zwischen verschiedenen 
Mauslinien oder Zeitpunkten, genauso wie Ausschaltung von Genen im Host-Genom aufgrund 
der Insertion des Transgens in den entsprechenden Gen-Locus. Durch die Vermeidung einer 
massiven Überexprimierung von APP im KI Modell soll insbesondere die Entstehung von 
artifiziellen Phänotypen verhindert werden, die durch die Überproduktion von anderen APP-
Spaltungsprodukten neben Aβ bedingt sein können (Bsp. sAPP, CTF-β, AICD). Die APP-
Sequenz im hier untersuchten AppNL-G-F KI Modell weist drei gezielte Mutationen auf: die 
„Swedish“ (NL)-, „Arctic“ (G)- und „Beyreuther/Iberian“ (F)-Mutation. Auf diese Art soll ein 
ausgeprägterer Phänotyp induziert werden, dadurch dass die Gesamtmenge an gebildetem Aβ- 
und der Aβ42/Aβ40-Ratio erhöht wird, sowie pro-inflammatorische Effekte verstärkt werden 
und so letztendlich Einschränkungen des Erinnerungsvermögens bereits in einem niedrigeren 
Alter der Tiere auftreten. Durch die Nutzung einer humanisierten Aβ-Sequenz soll zudem die 
Ausbildung der charakteristischen Plaques in diesem Mausmodell realistischer simuliert 
werden im Hinblick auf die humane Erkrankung. Der gestörte Aβ Metabolismus im AppNL-G-F 
Modell soll zu einer aggressiven Amyloidose und cerebralen Ablagerungen, beginnend im 
Alter von zwei Monaten, führen (Saito et al., 2014). 
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Erhöhte Level von Homocystein (HCys) werden immer wieder in Verbindung mit AD gebracht 
(Lai et al., 2017) und wurden bereits als ein weiteres Charakteristikum der Erkrankung genannt 
(Zhao et al., 2018). Die Normalisierung erhöhter HCys-Level wurde daher auch als ein 
möglicher Ansatzpunkt zur AD-Prävention vorgeschlagen (Oikonomidi et al., 2016). Durch die 
experimentelle Erhöhung der HCys-Level in der hier vorliegenden Arbeit wurde das Ziel 
verfolgt, die AD-Pathologie facettenreicher in den KI-Mäusen zu simulieren, indem zwei 
Ansätze kombiniert wurden: Zum einen bildet der gesteigerte Aβ-Anabolismus ein 
Charakteristikum der seltener auftretenden, frühen, „familiären“ AD-Form ab (Sasaguri et al., 
2017), zum anderen tragen erhöhte HCys-Spiegel potentiell zur häufiger auftretenden, späten, 
„sporadischen“ AD-Form bei, da diese insbesondere in älteren Menschen anzutreffen sind und 
auch mit dem Alter ansteigen (Selhub et al., 1993; Agrawal et al., 2015). 
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Hyperhomocysteinämie 
Die endogene, schwefelhaltige, nicht-proteinogene Aminosäure HCys ist ein zentraler Baustein 
des Stoffwechsels von molekularen Gruppen mit nur einem Kohlenstoffatom (C1 
Metabolismus). Methylierungsreaktionen des C1-Stoffwechsels sind essentiell für vielfältige 
physiologische Prozesse, wie beispielsweise die Synthese von Nukleinsäuren, Proteinen und 
Neurotransmittern (Kim et al., 2018). Die Remethylierung von HCys zu Methionin und die 
Transsulfurierung (siehe Abbildung 1) stellen dabei die hauptsächlichen Abbauwege des HCys 
dar (Finkelstein, 2000). Im Gegensatz zur Metabolisierung ist die renale Exkretion von 
unverändertem HCys gering (Guttormsen et al., 1996). 
 

 
Abbildung 1. Schematisches Schaubild zu Homocystein (HCys) und Homocysteinsäure (HCA): metabolische Rolle und Link zu Alzheimer; Aktivität involvierter Enzyme (dunkle Boxen) abhängig von relevanten B-Vitaminen (grüne Boxen), die als Co-Enzyme und Methylgruppen (C1) Donoren fungieren; BHS: Blut-Hirn-Schranke; SAM: S-Adenosyl-L-Methionin; SAH: S-Adenosyl-L-Homocystein; BHMT: Betain-Homocystein-Methyltransferase (in manchen Geweben vorkommend); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
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Erhöhte Blutspiegel von HCys (Hyperhomocysteinämie, HHCys) können, genau wie AD, 
familiär bedingt- oder erworben sein, wie an anderer Stelle zusammengefasst wurde (Kim et 
al., 2018). Bei der Entstehung der HHCys sind insbesondere in diesem Kontext relevante 
Vitamine der B-Reihe, vor allem B6, B12 und Folat (siehe Abbildung 1) hervorzuheben, welche 
in einem antiproportionalen Verhältnis zu HCys stehen (Selhub et al., 1993; Smith et al., 2010). 
Die verschiedenen experimentellen Induktionsmethoden einer HHCys im Tier sind an die 
Ursachen für dieser Störung im Menschen angelehnt, eine Thematik, die auch in einem Review 
adressiert wird, der im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurde (Nieraad, Pannwitz, et al., 2021). 
Neben genetischen Modifikationen, die einen Einfluss auf die Aktivität relevanter Enzyme des 
C1-Metabolismus wie der Cystathionin-β-Synthase und der Methylentetrahydrofolat-
Reduktase haben, stellen, neben der Injektion bestimmter Substanzen, vor allem diätetische 
Ansätze eine Option zur Induktion einer HHCys im Versuchstier dar. In den dieser Arbeit 
zugrunde liegenden Studien wurden die HCys-Spiegel in vivo mittels der Fütterung einer 
Experimentaldiät erhöht, was hauptsächlich auf die Defizienz an Vitamin B6, B12 und Folat 
zurückgeht und durch den Zusatz von Sulfathiazol zusätzlich verstärkt wurde. Da Mäuse zu 
Koprophagie neigen, wird das Sulfonamid-Antibiotikum in solchen Studien eingesetzt, um die 
Folsäureproduktion durch Darmbakterien zu unterbinden (Dayal and Lentz, 2008). 
Bei HCys ist der „freie“ Anteil vom Gesamtanteil zu unterscheiden. Ein großer Teil des HCys 
liegt proteingebunden oder dimerisiert und lediglich ca. 1% mit freier Thiolgruppe in der 
Seitenkette vor (Isobe et al., 2005). In den durchgeführten Studien im Rahmen der hier 
vorliegenden Arbeit wurde stets der Gesamtanteil an HCys gemessen, indem ein reduzierendes 
Agens bei der (prä-) analytischen Methode eingesetzt wurde (genauer im Anhang). Die Gefahr 
bei Entnahme und Prozessieren von Blut für HCys-Messungen liegt darin, dass durch zu 
langsames oder inakkurates Vorgehen HCys aus den Erythrozyten freigesetzt wird, was die 
Plasmaspiegel ansteigen lässt und verfälscht (Nichols, 2017). 
Neben HCys ist auch dessen oxidativer Metabolit, die Homocysteinsäure (HCA), zu nennen, 
welche aus freiem HCys entstehen kann. HCA steht im Verdacht, das neurotoxischere Agens 
als HCys selbst zu sein (Görtz et al., 2004; Sommer et al., 2004; Vladychenskaya, Tyulina and 
Boldyrev, 2006), weshalb HCA in den dieser Arbeit zugrundeliegenden in vivo Studien jeweils 
miterfasst wurde. 
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Die seit vielen Jahren beforschte HHCys, anfangs hauptsächlich im kardio-vaskulären Bereich 
(McCully and Ragsdale, 1970), ist mit der Zeit als (Mit)schuldiger bei einer zunehmenden 
Anzahl an humanen Erkrankungen und vielseitigen Störungen in den Fokus gelangt, so auch 
im Bereich der kognitiven Störungen und neurologischen Krankheiten wie AD (siehe eigenen 
Review zur Thematik (Nieraad, Pannwitz, et al., 2021)), ein Zusammenhang, der in dieser 
Arbeit im Mittelpunkt steht. Frühere Untersuchungen wiesen erhöhte HCys-Level in AD-
Patienten auf, bei gleichzeitig erniedrigten Spiegeln an Vitamin B12 und Folat (Clarke et al., 
1998; Refsum and Smith, 2003; Isobe et al., 2005); bei Vitamin B6 erscheint die Sachlage etwas 
unklarer (Lopes da Silva et al., 2014). Dennoch ist die Frage nicht endgültig geklärt, ob auch 
ein kausaler Zusammenhang besteht. 
Ein gestörter HCys Metabolismus (Abbildung 1) steht im Verdacht, über direkt- und indirekt 
neurotoxische Wirkungen zur AD-Pathologie beizutragen, wie in einem Review zu diesem 
Thema dargestellt (Smith and Refsum, 2016). Demnach wird die Neurotoxizität über 
excitotoxische Effekte via NMDA-Rezeptoraktivierung und durch erhöhte Level hochreaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) ausgeübt. Darüber hinaus ist ein mit der HHCys verbundener Mangel 
an S-Adenosyl-L-Methionin (SAM), sowie ein Anstieg an S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH), 
assoziiert mit einer reduzierten Methylierungskapazität und der Inhibierung vielfältiger 
Methylierungsreaktionen, was wiederum über epigenetische Mechanismen zu einer 
Verschlimmerung der Amyloid- und Tau-Pathologie beitragen könnte. Daneben kann HCys in 
einer Aktivierung von Immunzellen resultieren und (cerebrale) Gefäße schädigen. Die Blut-
Hirn-Schranke scheint es nicht nur zu passieren (Streck et al., 2002), sondern auch zu schädigen 
(Kamath et al., 2006). 
Mit verschiedenen Mikronährstoffen kann möglicherweise Einfluss genommen werden auf 
HHCys und/oder AD. 
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Experimentelle Diäten und spezielle Mikronährstoffe 
Mehrere hundert gescheiterte Arzneistoffkandidaten im Bereich AD während der letzten 
Jahrzehnte (Sasaguri et al., 2017) haben den Fokus auch auf Ansätze wie 
Kombinationstherapien und präventive Optionen gelenkt (Fan and Chiu, 2014). Ein solcher, 
möglicherweise präventiver Ansatz ist auch Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit. 
Unter verschiedenen Mikronährstoffen sind insbesondere die weiter oben bereits anmoderierten 
B-Vitamine (vor allem B6, B12, Folat) aufgrund ihrer Fähigkeit zur Normalisierung eines 
hyperhomocysteinämischen Zustandes in der Diskussion als potentielle diätetische 
Präventionsmöglichkeit einer AD, bzw. des Übergangs von einer milderen kognitiven 
Einschränkung zu AD. Das verdeutlicht die Notwendigkeit eines Tiermodells, das die sehr 
frühe, präklinische Phase der AD simuliert (Zahs and Ashe, 2010). Folglich ist die Wahl des 
Modells in der hier vorliegenden Arbeit auf ein Amyloid-basiertes Mausmodell gefallen, da ein 
gestörter Aβ Metabolismus ein sehr frühes Charakteristikum darstellt, das bereits Jahrzehnte 
vor den ersten kognitiven Symptomen in den Patienten startet (Bateman et al., 2012). Die 
Senkung der HCys-Level kann in manchen Geweben des humanen Organismus auch via Betain 
stattfinden (siehe Abbildung 1). Betain, aufgrund seiner molekulären Struktur auch als 
Trimethylglycin bezeichnet, stellt eine Vitamin B-unabhängige Option der Methylierung dar 
und vermag auf diese Weise über das Enzym Betain-Homocystein-Methyltransferase das 
Homocystein in Methionin umzuwandeln, insbesondere in Leber und Niere (Zhao et al., 2018). 
Die diätetische Betain-Supplementierung mit dem Ziel der Abmilderung einer HHCys fand 
sowohl in der hier vorliegenden Arbeit als auch teilweise bereits in früheren Tierstudien 
Anwendung (Liu et al., 2012; Gupta, Wang and Kruger, 2016). 
Im Einklang mit einem internationalen Konsens-Statement finden in der hier vorgestellten 
Arbeit neben B-Vitaminen auch andere Mikronährstoffe, wie vielfach ungesättigte Fettsäuren 
(PUFA), Anwendung im Hinblick auf HHCys als einen potentiellen, beeinflussbaren 
Risikofaktor für Demenz in Älteren (Smith et al., 2018). PUFA, insbesondere DHA und EPA 
(Docosahexaensäure, Eicosapentaensäure) stehen im Verdacht, vorteilhafte Effekte für die 
kognitive Funktion generell – und AD-bezogene Pathologie im Speziellen – auszuüben 
(Janssen et al., 2015; Grimm, Michaelson and Hartmann, 2017). Wie von Grimm und Kollegen 
zusammengefasst, spielen diese PUFA eine wichtige Rolle im Hinblick auf 
Neuroinflammation, Membranfluidität und synaptische Plastizität (Grimm, Michaelson and 
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Hartmann, 2017) und wurden daher in den hier vorgestellten in vivo Studien implementiert 
(Verhältnis EPA/DHA 1:4). 
Da Studien zu Einzelnährstoffen häufig gescheitert sind, könnten Kombinationsansätze die 
vielversprechendere Option darstellen (Jansen et al., 2013). Beispielsweise weist eine frühere 
Untersuchung darauf hin, dass eine B-Vitamingabe nur vorteilhaft ist, wenn die 
Plasmakonzentrationen an PUFA im oberen Normbereich liegen (Oulhaj et al., 2016). Daher 
wurden die Monodiäten bestehend aus entweder PUFA, Betain oder hochdosierten B-
Vitaminen in der vorliegenden Arbeit um verschiedene Kombinationsdiäten ergänzt. Dazu zählt 
neben einer Kombination von B-Vitaminen mit PUFA auch die komplexere 
Mikronährstoffmixtur „Fortasyn® Connect“ (Souvenaid®). Fortasyn® Connect (FC) umfasst 
einige zusätzliche Komponenten wie zum Beispiel Uridin, Selen und Vitamin E, die in dieser 
Kombination mit einer verbesserten neuronalen Funktionalität in Verbindung gebracht werden 
und die aufgrund zuvor berichteter positiver Funde bezüglich kognitiver Fähigkeiten hier 
implementiert wurden (Jansen et al., 2013; Wiesmann et al., 2016). 
Abschließend sind im Folgenden (Tabelle 1) die genauen Futterzusammensetzungen aller in 
dieser Arbeit genutzten Experimentaldiäten aufgeführt. 
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Tabelle 1. Zusammensetzung der Experimentaldiäten (AIN93M-basiert); die Spaltenbezeichnungen orientieren sich an den Abkürzungen für die Gruppen in den einzelnen Studien; * bei „PUFA-ENR“ ist zu beachten, dass diese Diät für in vivo Studie 3 zusätzlich B-vitamindefizient modifiziert wurde (analog zu „B-DEF“); TBHQ: 2-tert-Butylhydrochinon; UMP: Uridinmonophosphat; Tabelle modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
  Kontrolle B-DEF B-ENR PUFA-ENR * B+PUFA-ENR FC B-DEF+ BET-ENR 
Casein 140,0 140,0 140,0 140,0 140,0 140,0 140,0 
Kornstärke 355,66 345,69 355,48 355,66 355,48 328,34 335,69 
Maltodextrin 155,0 155,0 155,0 155,0 155,0 155,0 155,0 
Sucrose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
Dextrose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
Cellulose 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 
Mineral-Prämix 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0 
Vitamin-Prämix  (ohne B-Vitamine) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 
Sojabohnenöl 19,0 19,0 19,0 —— —— —— 19,0 
Kokosnussöl 9,0 9,0 9,0 11,3 11,3 11,3 9,0 
Kornöl 22,0 22,0 22,0 18,7 18,7 18,7 22,0 
Fischöl  (EPA/DHA 1:4) —— —— —— 20,0 20,0 20,0 —— 
L-Cystin 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000 1,8000 
TBHQ 0,0080 0,0080 0,0080 0,0080 0,0080 0,0080 0,0080 
Cholinbitartrat, 41% 2,5000 2,5000 2,5000 2,5000 2,5000 2,5000 2,5000 
Pyridoxin-HCl  0,0070 —— 0,1000 0,0070 0,1000 0,0398 —— 
Cyanocobalamin, 0.1% 0,0250 —— 0,1000 0,0250 0,1000 0,0600 —— 
Folsäure, 80% 0,0025 —— 0,0125 0,0025 0,0125 0,0100 —— 
Natriumselenit • 5 H2O, 30% —— —— —— —— —— 0,0036 —— 
Cholinchlorid, 43% —— —— ——   —— 6,9700 —— 
Ascorbinsäure, 100% —— —— —— —— —— 1,6000 —— 
DL-a-Tocopheryl-acetat, 50% —— —— —— —— —— 4,6500 —— 
UMP-Dinatrium (24% H2O) —— —— —— —— —— 10,0000 —— 
Sojalecithin —— —— —— —— —— 4,0200 —— 
Sulfathiazol-Natrium —— 10,0000 —— —— —— —— 10,0000 
Betain  —— —— —— —— —— —— 10,0000 
Summe 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
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Ziele der Dissertation 
Das primäre Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von Effekten der langzeitdiätetischen 
Supplementierung mit bzw. Defizienz in spezifischen Mikronährstoffen auf die kognitive 
Leistungsfähigkeit im Kontext der AD. Für diese Untersuchungen herangezogen wurde das bis 
dato noch wenig charakterisierte AppNL-G-F knock-in Mausmodell, das in einigen Aspekten eine 
Innovation gegenüber älteren transgenen Modellen darstellt und welches im Zuge der Arbeit 
weiter charakterisiert werden soll. 
Der hauptsächliche Fokus liegt auf der HHCys, induziert durch diätetische Defizienz an 
Vitamin B6, B12 und Folat, und ihrem potentiell negativen Effekt auf die im Tiermodell 
simulierte AD-ähnliche Pathologie. Dabei wurde in allen Teilstudien neben HCys auch der 
oxidative Metabolit HCA untersucht, welcher im Verdacht steht, neurotoxischer zu sein als 
HCys selbst, eine Hypothese, die in dieser Arbeit ebenfalls untersucht wird. 
Darüber hinaus sollte die Funktion von möglicherweise vorteilhaften 
Mikronährstoffinterventionen, bestehend aus Supplementierungen mit B-Vitaminen, PUFA, 
FC oder Betain, hinsichtlich kognitiver Performance und Verschlechterung der Tiere bewertet 
werden. 
Die oben genannten Fragestellungen sollten dazu in umfangreichen in vivo Studien untersucht 
werden mittels einer vielseitigen Verhaltenstestbatterie, die eine umfassende Charakterisierung 
unterschiedlicher kognitiver Domänen der Tiere erlaubt. Ergänzt wurden die 
Verhaltensversuche durch diverse ex vivo Analysen. Dazu zählen die Analyse von HCys und 
HCA in unterschiedlichen biologischen Matrices, die immunhistochemische Visualisierung der 
Aβ Ablagerungen im Hirn und ELISA-basierte Quantifizierung des löslichen und unlöslichen 
cerebralen Aβ, eine Vollblutanalyse sowie eine Proteomanalyse im Serum und in der 
Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) der Tiere. 
Des Weiteren sollte die Kinetik der genannten Metabolite während Fütterungsperioden mit 
unterschiedlichen Experimentaldiäten beobachtet werden und im Zuge dessen Fragestellungen 
beantwortet werden, wie: Gibt es hierbei einen Einfluss des AppNL-G-F knock-in Genotyps? Ist 
ein Geschlechter-abhängiger Effekt zu beobachten? Steigen HCys- und HCA-Level auch in 
cerebralen Geweben an? Korrelieren diese Level zwischen verschiedenen biologischen 
Matrices? 
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Bereits publizierte Daten aus früheren Forschungsarbeiten zu dieser Thematik weisen keine 
konsistenten Effekte von HHCys und interventionellen Diäten im Kontext der neurologischen 
Erkrankungen auf. Zentrale Fragestellungen sind noch immer unbeantwortet. Somit sollten die 
in vivo Studien, die dieser Arbeit hier zugrunde liegen, weitere Aufklärung liefern und dadurch 
möglicherweise den Bedarf an, bzw. Ansatzpunkte für weitergehende Untersuchungen 
aufzeigen. 
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Ergebnisse und Diskussion 
Im Hauptteil dieser kumulativen Dissertation werden die einzelnen durchgeführten in vivo 
Studien im Folgenden chronologisch abgehandelt und gegenseitig in Zusammenhang gesetzt 
sowie im Kontext der Literatur zu der Thematik diskutiert. 
In vivo Studie 1 
Die Grundfragestellungen dieser Tierstudie spiegeln sich in der Zusammensetzung der 
experimentellen Gruppen (siehe Tabelle 2) und der im Rahmen der statistischen Auswertung 
angestellten Gruppenvergleiche wider. Der Gruppenvergleich 2 versus 1 zeigt potentielle 
Unterschiede zwischen den C57BL6/J Wildtyp (WT) Mäusen und den gleichaltrigen AppNL-G-F 
knock-in (KI) Mäusen auf, während durch den Vergleich zwischen Gruppe 3 und 2 ein 
möglicherweise negativer Effekt der im AD-Mausmodell zusätzlich induzierten HHCys 
sichtbar gemacht werden soll und der Vergleich der Gruppen 4-7, jeweils gegen die KI-
Kontrolle (Gruppe 2), auf potentiell vorteilhafte Effekte der diätetischen Interventionen abzielt. 
 
Tabelle 2. Details zu den experimentellen Gruppen (in vivo Studie 1); insgesamt 112 Tiere aufgeteilt auf sieben Gruppen in zwei aufeinanderfolgenden Kohorten, jeweils zur Hälfte männlich und weiblich; Tabelle modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 

Gruppe Genotyp Experimentaldiät Abkürzung 
1 C57BL/6J Wildtyp Kontrollfutter C (WT) 
2 AppNL-G-F knock-in Kontrollfutter C (KI) 
3 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient B-DEF 
4 AppNL-G-F knock-in Vitamin B angereichert B-ENR 
5 AppNL-G-F knock-in PUFA supplementiert PUFA-ENR 
6 AppNL-G-F knock-in Vitamin B angereichert und PUFA supplementiert B+PUFA-ENR 
7 AppNL-G-F knock-in Fortasyn® Connect-haltiges Futter FC 

 
Das Vorgehen bei der statistischen Analyse war dabei bei allen in vivo Studien in dieser Arbeit 
gleich. Nach einer initialen Detektion und Exklusion extremer Ausreißer (jenseits des 3-fachen 
Interquartilsabstands, IQR) wurde mittels Shapiro-Wilk Test auf Normalität der Datensätze 
geprüft und schließlich, basierend auf dem Ergebnis, der statistische Test ausgewählt. Für 
darüber hinaus angestellte Korrelationsanalysen wurde der non-parametrische Spearman’s 

Rangkorrelationstest angewandt. 
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Abbildung 2. Studienverlauf (in vivo Studie 1); OF: Open Field Test, EZM: Elevated Zero Maze, BM: Barnes Maze, SI: Social Interaction Test, PAL: Touchscreen-basierter „Paired-Associates Learning“ Test (inkl. Trainingsphase), PL, RL: IntelliCage „Place Learning“- und „Reversal Learning“ Test (inkl. Habituierungsperiode); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 
Abbildung 2 verdeutlicht die zeitliche Abfolge der Teilversuche von in vivo Studie 1. Nach 
dem Beginn der Fütterung der Experimentaldiäten und einer Blut- und Urinabnahme zwecks 
Bestimmung von HCys und HCA acht Wochen später, folgten eine vielseitige 
Verhaltensversuchbatterie sowie – final – weitere Entnahmeschritte für weiterführende 
Analysen. Die Ergebnisse sind nachfolgend in dieser Arbeit geschlechtergepoolt dargestellt, es 
sei denn, die Gruppenvergleiche ergaben unterschiedliche Aussagen für männlich und weiblich. 
In dem Fall sind die Daten geschlechtergetrennt abgebildet. 
Vor dem Start der Verhaltensversuche sollte die erfolgreiche Induktion des 
hyperhomocysteinämischen Zustandes via diätetischer Defizienz an Vitamin B6, B12 und Folat 
in den entsprechenden Tieren bestätigt werden. Dazu wurde den Mäusen Blut abgenommen via 
Punktion der Vena facialis, um anschließend HCys und HCA mittels LC-MS/MS zu 
bestimmen. Die für die oben beschriebenen Gruppenvergleiche erkennbaren Trends in Bezug 
auf die HCys-Level zeichneten sich dabei ebenso für die HCA ab (Abbildung 3). 
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Abbildung 3. Serumspiegel von (A; B) Homocystein und (C; D) Homocysteinsäure in C57BL6/J und AppNL-G-F Mäusen im Alter von 13 Wochen (A; C; geschlechtergepoolte Darstellung) und im Alter von 35 Wochen (B; D; geschlechtergetrennte Darstellung); genauere Erläuterungen zu den n-Zahlen bei Homocysteinsäure im Anhang; LC-MS/MS Analyse erfolgte in Kooperation mit der zentralen Analytik des Fraunhofer ITMP am Universitätsklinikum Frankfurt; siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 
Ein Unterschied zwischen den WT- und KI-Kontrollgruppen, und damit ein Einfluss des AD-
Mausmodells, wurde hier nicht sichtbar, ein Punkt, der weiter unten (siehe In vivo Studie 3) 
noch genauer und im Gesamtkontext betrachtet wird. Die B-vitamindefiziente Diät erzeugte 
eine schwerwiegende HHCys im Serum der Tiere. Ebenso wie im Fall von HCys selbst, stiegen 
auch die Spiegel des Metaboliten HCA signifikant an im Vergleich mit der AppNL-G-F 
Kontrollgruppe. Translational gesehen stellt Gruppe 3 einen großen Teil der älteren 
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Bevölkerung dar, der an einer Unterversorgung mit best. B-Vitaminen leidet (Refsum et al., 
2004). Die induzierte HHCys war am früheren (Abbildung 3A und C) und am späteren 
Zeitpunkt (Abbildung 3B und D), wenn auch etwas weniger ausgeprägt, sichtbar. An letzterem 
war dies allerdings nur noch in den Männchen der Fall. Das ist dadurch zu erklären, dass die 
Weibchen zu diesem Zeitpunkt versuchsbedingt („IntelliCage“, siehe weiter unten) für einige 
Wochen Kontrollfutter erhalten haben. Generell gilt, dass bei dieser Studie der Fokus auf dem 
direkten Vergleich der Gruppen bezüglich der HHCys lag und nicht auf dem longitudinalen 
Vergleich der frühen versus der späten Messung. Folglich wurden die Proben bald nach der 
Entnahme vermessen, was den Nachteil hatte, dass die Proben nicht randomisiert über die 
verschiedenen Entnahmezeitpunkte analysiert werden konnten. Dadurch war jedoch 
sichergestellt, dass die Analyten nicht langen und wenig vergleichbaren Lagerperioden bei  
-80°C ausgesetzt waren, was ebenfalls eine kritische Variable im Hinblick auf die Stabilität der 
Analyten darstellen kann. Die frühere Hypothese zu sekundären metabolischen Effekten, die 
zu einer Abschwächung der HHCys bei langer defizienter Fütterung führen können (Dayal and 
Lentz, 2008), scheint sich hier zu bestätigen, kann aber aufgrund der zuvor beschriebenen 
Unsicherheit bezüglich des longitudinalen Vergleiches nicht endgültig bewertet werden. 
Abgesehen von der defizienten Diät zeigten die unterschiedlichen interventionellen Diäten in 
der hier präsentierten Studie im Vergleich zu Kontrollfutter senkende, aber in Summe 
inkonsistente Effekte auf die Höhe des Serum-HCys. 
Parallel zur in vivo Studie wurde eine in vitro Viabilitätsstudie mit primären Zellen gestartet 
zur Überprüfung der weiter oben anmoderierten Hypothese, dass HCA neurotoxischer ist als 
HCys. Die Isolation von viablen, hippocampalen Neuronen aus AppNL-G-F Mäusen zu diesem 
Zweck konnte allerdings nicht etabliert werden, was zum einen daran liegen könnte, dass die 
Neuronenisolation aus – in dem Fall – adulten Tieren per se schwerer möglich ist als aus 
Embryonen oder Neonatalen (Brewer, 1997) und zum anderen, dass eine verschlechterte 
Überlebensprognose der Neuronen während der Isolation vermutlich darin begründet liegt, dass 
diese bereits für einige Monate der AD-ähnlichen Pathologie, insbesondere massiver 
Amyloidose, ausgesetzt waren. Schließlich konnte die oben genannte Hypothese mit Hilfe von 
kommerziell erworbenen primären Neuronen untersucht und bestätigt werden (hier nicht 
dargestellt; siehe Anhang). 
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Nachfolgend sind einige beispielhafte Ergebnisse der Verhaltensversuche der in vivo Studie 1 
abgebildet, die in den angehängten Publikationen – auch methodisch – im Detail nachvollzogen 
werden können.  
Der Open Field Test ist neben seiner Bedeutung als Lokomotions- und Ängstlichkeitstest ein 
Tool zur Messung von Habituierung, welche auch eine Form von Lernen darstellt (Bolivar, 
2009). Dazu herangezogen wird hier ein Habituierungs-Ratio, der sich wie folgt definiert 
(Formel 1): 
 
Formel 1 

𝐼𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 − 𝐻𝑎𝑏𝑖𝑡𝑢𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔 =
𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 (𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒 5 𝑚𝑖𝑛)

𝐴𝑘𝑡𝑖𝑡𝑣𝑖𝑡ä𝑡 (𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒 + 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 5 𝑚𝑖𝑛)
 

 
Wie in Abbildung 4 zu erkennen, ist ein statistisch signifikanter Unterschied lediglich für den 
Vergleich der WT- und KI-Kontrollgruppe und nur für die Weibchen erkennbar, d.h. es zeigte 
sich ein signifikanter Einfluss des AD-Modells auf die Fähigkeit der Weibchen, zu habituieren. 
Genau wie beim Open Field Test zuvor, zeigte sich auch im finalen Test-Durchgang des Barnes 
Maze ein Unterschied zwischen weiblichen WT- und KI-Tieren (Abbildung 5B). Der Barnes 
Maze stellt einen gängigen Verhaltensversuch zur Untersuchung von räumlichem Lernen und 
Erinnern dar (Gawel et al., 2019), wobei eine niedrigere Latenzzeit bis zum Target eine bessere 
Gedächtnisleistung anzeigt. Der Barnes Maze wurde hier gegenüber dem häufiger verwendeten 
Morris Water Maze bevorzugt, da er eine weniger aversive Methode für die Mäuse darstellt 
(Harrison et al., 2006; Attar et al., 2013). Der finale Zeitpunkt der Lernkurve der Mäuse 
während der Akquisitionsphase (Abbildung 5A, Tag 4) wies keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den verglichenen Gruppen auf. 
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Abbildung 4. Open Field Test, im Alter von 15 Wochen; Intrasession-Habituierung: je niedriger der Ratio, desto größer die Habituierung der Maus während der Session (geschlechtergetrennt); siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 

 
Abbildung 5. Barnes Maze, im Alter von 17-18 Wochen; (A) Zeit, die die Maus bis zum Erreichen des Targets benötigt, Akquisitionsphase, Trainingstage 1-4 (Mittelwert aus jeweils 2 Durchgängen), statistischer Test an Tag 4 (geschlechtergepoolte Darstellung); (B) Zeit, die die Maus bis zum Erreichen des Targets benötigt, finaler Test 
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an Tag 5 (geschlechtergetrennt); siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 
Die Abwesenheit von statistisch signifikanten Effekten, d.h. fehlender Einfluss der simulierten 
AD-ähnlichen Pathologie, insbesondere aber auch der diversen diätetischen Interventionen, 
zeigte sich in mehreren der durchgeführten Verhaltensversuche. So wurde auch im Test auf 
soziale Interaktion (Kaidanovich-Beilin et al., 2011) der Mäuse mit unbekannten Stimulus-
Mäusen in diesem Verhaltensversuch kein signifikanter Unterschied detektiert (Abbildung 6).  
 

 
Abbildung 6. Test auf soziale Interaktion, im Alter von 19-20 Wochen; Ratio der Kontaktzeit mit einer Stimulus-Maus und Summe Kontaktzeit Stimulus-Maus + Nicht-Kontaktzeit, d.h. je größer der Ratio, desto größer die soziale Interaktion; siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 
Abgerundet wurde die Verhaltenstestbatterie durch zwei hoch automatisierte 
Versuchsanordnungen: Die Weibchen wurden im IntelliCage-System untersucht, was aufgrund 
großer Gruppengrößen während dieses Versuchs und des aggressiven Verhaltens der Männchen 
für letztere nicht möglich war und diese daher in einem Touchscreen-basierten Test untersucht 
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wurden. Der Touchscreen-basierte „Paired Associates Learning“ (PAL) ist ein Test für 
visuelles, assoziatives Lernen und Wiedererkennen, der auch translational interessant ist, da er 
in ähnlicher Form in der Klinik Anwendung findet (Talpos et al., 2009; Nithianantharajah et 
al., 2015). Abbildung 7A zeigt die Quote an korrekten Durchgängen im PAL, bei denen die 
Männchen die jeweils richtige Kombination aus Symbol und Position auf einem Touchscreen 
lernen und abrufen müssen. Korrekte Antworten wurden dabei mit gezuckerter Kondensmilch 
belohnt, falsche Antworten mit hellem Licht bestraft. Die Weibchen hatten zeitgleich im 
IntelliCage-basierten „Place Learning“- und „Reversal Learning“-Test für räumliches Erinnern 
und Konditionierung (Krackow et al., 2010; Voikar et al., 2018) die Aufgabe, von den vier 
Ecken im speziellen IntelliCage-Käfig die jeweils für sie zugeordnete Ecke zu lernen und 
später, nach einem Wechsel („Reversal“; Abbildung 7B), neu zu lernen. Nur in der jeweils 
korrekten Ecke konnten die Mäuse, automatisiert über Chip-Erkennung, während zwei 
ausgewiesener „Trink-Sessions“ Wasser erhalten. Wie teilweise bereits für Parameter der 
vorherigen Verhaltensversuche beschrieben, offenbarten die Leistungen der Männchen und 
Weibchen am Touchscreen, respektive im IntelliCage, keine signifikanten Effekte durch 
Genotyp oder Experimentaldiäten. 
 

 
Abbildung 7. Automatisierte Verhaltensversuchsanordnungen zum Lern- und Erinnerungsvermögen, im Alter von 21-34 Wochen (inkl. Trainings-Perioden); (A) Touchscreen-basierter „Paired Associates Learning“ Test der Männchen (Anteil korrekter Durchgänge pro Session), Daten aus jeweils 6 Sessions in einem Block zusammengefasst, statistischer Test am finalen Zeitpunkt; (B) IntelliCage-basierter „Reversal Learning“ Test der 
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Weibchen (Anteil korrekter Besuche während der ausgewiesenen Trink-Sessions), Daten für 3 Zeitpunkte entlang des Experimentverlaufs abgebildet; statistischer Test jeweils am finalen Zeitpunkt der Versuche; siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
 
Zusammengefasst offenbarte die durchgeführte Verhaltenstestbatterie wenige Unterschiede als 
Folge des manipulierten Genotyps im AppNL-G-F Mausmodell, sowie die Abwesenheit von 
statistisch signifikanten Effekten als Folge der experimentellen Diäten. Das verdeutlicht 
gleichzeitig das Dilemma des AD-Modells an der Stelle: Ein phänotypischer Unterschied soll 
generiert werden, wobei das Modell ebenso ausreichend subtil sein sowie ein sehr frühes 
Krankheitsstadium simulieren sollte, um Untersuchungen zu potentiell präventiven 
Fragestellungen überhaupt zu ermöglichen. Zwei der verschiedenen Verhaltensversuche 
offenbarten einen milden Einfluss der AD-ähnlichen Pathologie in den Weibchen, ein Fund, 
der sich in einer späteren Studie zu diesem AD-Mausmodell bestätigte (Kundu et al., 2021). 
Das ist translational gesehen interessant, da sich AD phänotypisch in Frauen schwerwiegender 
auszuprägen scheint als in Männern (Perneczky et al., 2007). Neben Berichten zu profunderen 
Effekten des AppNL-G-F Genotyps, insbesondere den in vivo Studien der Entwickler des 
Mausmodells (Saito et al., 2014; Masuda et al., 2016; Mehla et al., 2019; Sakakibara et al., 
2019), sind zunehmend auch Publikationen erschienen, in denen von allenfalls milden AppNL-
G-F-assoziierten, kognitiven Einschränkungen berichtet wird (Sakakibara et al., 2018; Whyte et 
al., 2018; Jacob et al., 2019; Latif-Hernandez et al., 2019). Ein direkter Vergleich der Studien 
ist indes nicht uneingeschränkt möglich, da nicht in allen Fällen Tiere beiden Geschlechts in 
die Studien eingeschlossen wurden und der Fokus tendenziell eher auf Männchen liegt. 
Generell sind weibliche Tiere in der neurowissenschaftlichen Forschung wegen vermeintlich 
höherer Variabilität unterrepräsentiert (Beery, 2018). 
Dass cerebrale Aβ Ablagerungen in den KI Tieren anwesend waren, wurde 
immunhistochemisch bestätigt. Kurz zusammengefasst wurden die zunächst mittels 
Formaldehyd fixierten Hirne dehydriert, in Paraffin eingebettet und diese Blöcke schließlich 
mit einem Mikrotom fein geschnitten. Die Schnitte konnten im Anschluss rehydriert- und 
gefärbt werden, unter Nutzung eines immunhistochemischen Protokolls. Final wurden die 
erneut dehydrierten und schließlich eingedeckten Schnitte an einem geeigneten Mikroskop 
digitalisiert und mit entsprechender Software ausgewertet (genauer im Anhang). Zur Semi-
quantitativen Evaluierung der Amyloidose wurde dazu die jeweils von Plaques belegte Fläche 
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in prä-definierten Hirnarealen (ROI, „region of interest“) bestimmt. Diese ROI befinden sich in 
für Lern- und Gedächtnisvorgänge relevanten Arealen und wurden daher hauptsächlich in den 
Cortex und den Hippocampus des murinen Hirns gelegt (siehe Tabelle 3). 
 
Tabelle 3. ROI („region of interest“) für die semi-quantitative Analyse der cerebralen Amyloidose; Tabelle modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 

ROI Hirnregion Größe (µm) 
1 Primärer somatosensorischer Cortex (PSC) 500 x 500 
2 Gyrus dentatus (GD) 275 x 275 
3 CA1 275 x 275 
4 CA3 275 x 275 
5 CA2 275 x 275 
6 Thalamische Nuclei (TN) 600 x 400 
7 Piriformer Cortex (PC) 275 x 275 
8 Piriformer Cortex (PC) 275 x 275 

 
Abbildung 8 zeigt die Aβ immunopositive Fläche für alle Gruppen und verdeutlicht die 
erfolgreiche genetische Induktion der Amyloid-Pathologie in den KI Tieren. Die Frage, warum 
trotzdem nur sehr milde Einflüsse auf die kognitiven Fähigkeiten der Tiere zu beobachten 
waren, wird weiter unten genauer diskutiert (siehe In vivo Studie 3). 
Trotz schwerwiegend erhöhter Level von HCys und HCA über weite Strecken des Lebens der 
Mäuse, wurde hier final kein Effekt auf die Plaque-Menge sichtbar. Ebenso wirkten sich die 
diätetischen Interventionen, bestehend aus hochdosierten B-Vitaminen, PUFA oder der 
komplexen FC-Diät nicht in einer statistisch signifikanten Weise auf die Plaque-Menge in den 
Hirnen der entsprechenden Tieren aus. Frühere Hinweise auf positive Effekte durch FC in 
anderen präklinischen Studien (Jansen et al., 2013; Wiesmann et al., 2016) konnten hier im 
AppNL-G-F Mausmodell für AD nicht bestätigt werden. Die Funde in letzterem decken sich eher 
mit den ebenfalls veröffentlichten negativen Berichten zu FC, insbesondere im klinischen 
Kontext (Shah et al., 2013; Scheltens et al., 2019). Die Evidenzlage zu FC wurde als heterogen 
zusammengefasst (Rasmussen, 2019). 
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Abbildung 8. Immunhistochemische, semi-quantitative Analyse der Aβ Plaques, im Alter von 35 Wochen (geschlechtergepoolt); (A) repräsentativer gefärbter Hirnschnitt (Gesamthirn und ROI) einer WT-Maus; (B) –und einer KI-Maus; (C) Bestimmung der Aβ immunopositiven Fläche pro ROI („region of interest“); (D) –und für alle ROI gemittelt (total); siehe Tabelle 2 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad et al., 2020). 
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Insgesamt lassen diese Ergebnisse nicht auf einen Einfluss der HHCys, bzw. der 
unterschiedlichen hier untersuchten Mikronährstoffe auf kognitive Fähigkeiten oder cerebrale 
Amyloidose schließen. Mögliche Effekte sollen in älteren Tieren und einem möglicherweise 
ausgeprägteren AppNL-G-F–induzierten AD-ähnlichen Phänotyp untersucht werden. Die hier 
vorgestellten Ergebnisse hatten zwei weitere in vivo Studien zur Folge. 
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In vivo Studie 2 
Diese Studie ergab sich, zumindest teilweise, aus Beobachtungen in den Weibchen aus In vivo 
Studie 1. Bedingt durch den IntelliCage-Versuchsaufbau war die gruppenübergreifende 
Unterbringung der Mäuse, und damit verbunden die kollektive Gabe von Kontrollfutter für alle 
experimentellen Gruppen, für die Zeit dieses Verhaltensversuchs erforderlich. In der Folge 
normalisierten sich die HCys-Serumspiegel der zuvor hyperhomocysteinämischen Weibchen 
(Gruppe 3; Abbildung 3) während einer verhältnismäßig kurzen Periode unerwartet schnell auf 
das Niveau der Kontrollgruppen. Die hier präsentierte Kinetikstudie zu HCys und HCA soll 
den Zusammenhang zwischen den verschiedenen Experimentaldiäten und dem 
hyperhomocysteinämischen Zustand in den Tieren weiter beleuchten. Details zum 
Studiendesign sind in Tabelle 4 und Abbildung 9 dargestellt. 
 
Tabelle 4. Details zu den experimentellen Gruppen (in vivo Studie 2); insgesamt 80 Tiere aufgeteilt auf zwei Gruppen, jeweils zur Hälfte männlich und weiblich. 

Gruppe Genotyp Experimentaldiät 
1 C57BL/6J Wildtyp Vitamin B defizient (8 Wochen) 
 C57BL/6J Wildtyp Vitamin B defizient (8 Wochen) + Kontrollfutter (8 Wochen) 

2 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient (8 Wochen) 
 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient (8 Wochen) + Kontrollfutter (8 Wochen) 

 
Der in Abbildung 9 illustrierte Ablauf dieser Langzeit-Kinetikstudie verdeutlicht gleichzeitig 
die Zielsetzung: Die frequentierte Entnahme der murinen Proben soll Aufschluss geben über 
den Anstieg der HCys- und HCA-Level während einer Fütterungsperiode mit B-
vitamindefizienter Diät zum einen und über die erwartete Normalisierung der Level nach 
Rückkehr der Tiere zu Kontrollfutter zum anderen. 
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Abbildung 9. Studienverlauf (in vivo Studie 2), Diätenregime und Probenahme: S: Serum, U: Urin, B: Hirngewebe; die Hälfte der Tiere wurde in der Mitte der Studie- die andere Hälfte am Ende der Studie getötet zwecks Hirnentnahme; die Fütterung einer Diät defizient in Vitamin B6, B12 und Folat (8 Wochen) wurde gefolgt von der Gabe von Kontrollfutter (weitere 8 Wochen); Graphik modifiziert nach (Nieraad, de Bruin, et al., 2021). 
 
Darüber hinaus sollen anhand dieser Studie weitere Grundfragestellungen zum Zusammenhang 
zwischen der AD-ähnlichen Pathologie und HHCys geklärt werden, wie zum Beispiel: Gibt es 
einen Genotyp-Effekt des AppNL-G-F Mausmodells auf die Ausbildung einer HHCys gegenüber 
gleichaltrigen WT Tieren? Somit liegt hier, im Gegensatz zu den beiden anderen vorgestellten 
in vivo Studien, der Fokus auf dem Einfluss der AD-ähnlichen Pathologie auf die HHCys, nicht 
auf dem Einfluss der HHCys auf die AD-ähnliche Pathologie. In vivo Studie 2 geht in diesem 
Aspekt einen Schritt weiter als die beiden anderen; hier werden HCys und HCA Werte zwischen 
WT und KI Kontrolle nicht nur bei Kontrolldiät verglichen, sondern die Ausbildung einer 
HHCys bei B-vitamindefizienter Diät in beiden Gruppen untersucht. Neben einem möglichen 
Genotyp-Einfluss fokussiert sich diese Studie auch auf einen potentiellen Geschlechter-Effekt 
und schließt die Betrachtung von HCys und HCA in cerebralen Geweben mit ein. Ob die 
Aminosäuren bei einer B-Vitamindefizienz auch im Hirn ansteigen, ist eine essentielle 
Information im Kontext neurodegenerativer Untersuchungen. Abschließend soll die 
Kinetikstudie genutzt werden, um mögliche Korrelationen aufzudecken. 
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Abbildung 10. Serumspiegel von (A) Homocystein und (B) Homocysteinsäure in C57BL/6J und AppNL-G-F Mäusen (geschlechtergepoolt); LC-MS/MS Analyse erfolgte in Kooperation mit der zentralen Analytik des Fraunhofer ITMP am Universitätsklinikum Frankfurt; Anzahl der Tiere (n) hier nicht pauschal angegeben, da durch die Ausreißer-Analyse n zwischen den einzelnen Entnahmezeitpunkten leicht schwanken kann (40 WT- und 40 KI-Tiere wurden initial in die Studie inkludiert); statistischer Test am Zeitpunkt der ausgeprägtesten HHCys (Woche 9); Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Kruskal Wallis-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad, de Bruin, et al., 2021). 
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Die Blutentnahmen zur Serumgewinnung fanden alle zwei Wochen unter der Verwendung der 
retrobulbären Methode und Isofluran-Anästhesie statt. Eine wöchentliche Blutentnahme war 
aus tierethischer Sicht nicht machbar gewesen bei diesem Studiendesign. Für das Serum jedes 
Entnahmezeitpunktes wurden die Level an HCys (Abbildung 10A) und HCA (Abbildung 10B) 
bestimmt. Wie der Kurvenverlauf nach der Baseline-Messung (Woche 1) veranschaulicht, 
resultierte die B-vitamindefiziente Fütterung der Tiere in einem kontinuierlichen Anstieg der 
Serum-HCys Level. Statistische Testung am hier gezeigten ausgeprägtesten Punkt der HHCys 
in Versuchswoche 9 offenbarte einen signifikanten Unterschied für HCys zwischen WT und 
KI, d.h. der AD-ähnliche Genotyp manifestierte sich in der Ausbildung einer 
schwerwiegenderen HHCys in den AppNL-G-F Tieren. Ähnliche Auswirkungen von induzierten 
AD-ähnlichen Pathologiecharakteristika wurden teilweise in früheren Tierstudien mit älteren, 
transgenen Modellen berichtet (Bernardo et al., 2007; Farkas et al., 2013). Darüber hinaus 
scheint HCys und Methyldonordefizienz-assoziierter hippocampaler Zelltod in transgenen, 
nicht aber Wildtyp-Tieren vorzukommen (Kruman et al., 2002). Eine mögliche Erklärung für 
den zuvor beschriebenen Genotyp-Einfluss auf die Ausprägung der HHCys stellen ROS dar. 
ROS als Charakteristikum der AD-Pathologie (Butterfield et al., 2002) stehen im Verdacht, mit 
einer Verringerung der Folat-Spiegel einherzugehen (Fuchs et al., 2001). Letzteres spielt, wie 
weiter vorne beschrieben, eine wichtige Rolle im Remethylierungszyklus von HCys. Folglich 
könnte oxidativer Stress in das Auftreten des (ausgeprägteren) hyperhomocysteinämischen 
Status münden (Hoffman, 2011). Weitere mechanistische Details könnten durch zusätzliche, 
gezielte Untersuchungen aufgedeckt werden. Ungefähr 0,15% der HCys-Moleküle lagen an 
diesem Zeitpunkt oxidiert in Form von HCA vor. Bezüglich HCA erreichte der Vergleich 
zwischen WT und KI Tieren hier knapp keine statistische Signifikanz (p = 0,065). 
Die erneute Umstellung auf Kontrollfutter hatte anschließend, durch das nun vorhandene 
Angebot an den relevanten B-Vitaminen, die Normalisierung der HCys- und HCA-Spiegel zur 
Folge (Abbildung 10), wie aufgrund der Erfahrungen aus in vivo Studie 1 und früheren 
humanen Plasmadaten (Ubbink et al., 1993) abzusehen war. Unerwartet war jedoch die 
verhältnismäßig sehr rasche Normalisierung auf Baseline-Niveau, ein Punkt, der weiter unten 
erneut aufgegriffen wird. 
Da kein konsistenter geschlechterbezogener Einfluss auf die Spiegel im Serum und den 
anderen, im Folgenden vorgestellten, biologischen Matrices detektiert wurde, sind die Daten 
hier geschlechtergepoolt gezeigt (genauer im Anhang). Die Abwesenheit solcher 
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geschlechterbezogener Effekte deckt sich mit einigen der früheren präklinischen (Kakimoto et 
al., 2014) und klinischen Berichten (Seshadri et al., 2002). Auch der Einfluss des Geschlechts 
auf die AD-Pathologie generell ist ein kontrovers diskutiertes Thema, wie an anderer Stelle 
zusammengefasst wurde (Mullane and Williams, 2019). Bezüglich der Aβ-Ablagerungen 
wurde zuvor kein Unterschied zwischen männlichen und weiblichen AppNL-G-F Tieren 
berichtet (Peters et al., 2018). 
In jeder Versuchswoche wurde 24-Stunden-Sammelurin der Tiere in metabolischen Käfigen 
genommen für die Analyse von HCys (siehe Abbildung 11A) und HCA (Abbildung 11B). 
Gezeigt sind hier die absoluten Mengen an pro Tag ausgeschiedenem HCys, die mithilfe des 
Volumens abgegebenen Urins aus der ermittelten Konzentration berechnet wurden. Ähnlich 
dem zuvor diskutierten Verlauf der Serumwerte entlang des Experiments wurden durch den 
induzierten B-Vitaminmangel und damit assoziierten hyperhomocysteinämischen Zustand 
auch kontinuierlich steigende Mengen an HCys renal eliminiert. Auch hier bestätigte der 
statistische Test für Woche 9 einen signifikanten Unterschied zwischen WT- und KI-Mäusen. 
Zwar wurden ebenso für HCA die höchsten Werte in den AppNL-G-F Mäusen für die 
experimentellen Wochen 8 und 9 mit einer statistisch signifikant höheren Menge an HCA im 
Vergleich zu WT in Woche 9 gemessen, allerdings sind hier die Effekte deutlich weniger 
ausgeprägt als für HCys. An der Stelle soll betont werden, dass die HCA-Analytik im Urin 
aufgrund von Matrixeffekten in dieser biologischen Flüssigkeit erschwert wurde. 
Nach der Futterumstellung zurück zu Kontrolldiät machte sich die Normalisierung der Werte 
im Urin noch schneller bemerkbar als zuvor für die Blutspiegel dargelegt. Bereits nach einer 
Woche erreichte insbesondere die HCys-Ausscheidung über den Urin wieder Baseline-Niveau. 
Auch im Menschen spielt die Elimination von unverändertem HCys über den Urin nur eine 
relativ untergeordnete Rolle aufgrund eines hohen Maßes an Reabsorption in den renalen 
Tubuli (Guttormsen et al., 1996). Die Daten von Guttormsen und Kollegen decken sich mit den 
Ergebnissen dieser Studie, wonach ein Mangel an essentiellen, HCys-reduzierenden B-
Vitaminen zu einer mehr als zehnfach-gesteigerten Ausscheidung von HCys über die Niere 
sowohl in Experimentalmäusen als auch Menschen führt. 
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Abbildung 11. Über den Urin-ausgeschiedene Mengen an (A) Homocystein und (B) Homocysteinsäure in C57BL/6J und AppNL-G-F Mäusen (geschlechtergepoolt); LC-MS/MS Analyse erfolgte in Kooperation mit der zentralen Analytik des Fraunhofer ITMP am Universitätsklinikum Frankfurt; Anzahl der Tiere (n) hier nicht pauschal angegeben, da durch die Ausreißer-Analyse n zwischen den einzelnen Entnahmezeitpunkten leicht schwanken kann (40 WT- und 40 KI-Tiere wurden initial in die Studie inkludiert); statistischer Test am Zeitpunkt der ausgeprägtesten HHCys (Woche 9); Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Kruskal Wallis-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad, de Bruin, et al., 2021). 
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Abbildung 12. Konzentrationen von (A) Homocystein und (B) Homocysteinsäure im Hirngewebe von C57BL/6J und AppNL-G-F Mäusen (geschlechtergepoolt); LC-MS/MS Analyse erfolgte in Kooperation mit der zentralen Analytik des Fraunhofer ITMP am Universitätsklinikum Frankfurt; Anzahl der Tiere (n) hier nicht pauschal angegeben, da durch die Ausreißer-Analyse und Werten unter der Quantifizierungsgrenze (lower limit of quantification, LLOQ) n zwischen den einzelnen Entnahmezeitpunkten schwankt (pro Entnahmezeitpunkt wurden die Hirne von jeweils 20 WT- und 20 KI Tieren analysiert); statistischer Test am Zeitpunkt der ausgeprägtesten HHCys (Woche 9); Darstellung als Median ± IQR; ~ bedeutet, dass die Werte teilweise (Woche 9, WT) oder komplett (Woche 17, WT) unterhalb des LLOQ) lagen; p<0.05 (non-parametrischer Kruskal Wallis-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach (Nieraad, de Bruin, et al., 2021). 
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Bestimmungen im cerebralen Gewebe komplettierten die Analyse von HCys (siehe Abbildung 
12A) und HCA (Abbildung 12B) in verschiedenen biologischen Matrices in dieser Langzeit-
Kinetikstudie und lieferten gleichzeitig besonders relevante Details im Kontext der 
neurodegenerativen Erkrankungen. Dazu wurde die Hälfte der Tiere in der Mitte, die andere 
Hälfte am Ende der Studie getötet zwecks Hirnentnahme für die anschließende 
Gewebehomogenisierung und HCys-/ HCA-Analytik. Durch dieses Design ergibt sich, dass für 
diese biologische Matrix keine Baseline-Werte zu Beginn der Studie vorliegen. Als Kontrolle 
dienen hier die Messwerte vom Ende des Experiments (Woche 17), da sich zu diesem Zeitpunkt 
die Spiegel, zumindest im Serum, nach Diätumstellung längst wieder normalisiert hatten. 
Wie Abbildung 12 verdeutlicht, erwies sich der Unterschied bezüglich HCys zwischen WT und 
KI als statistisch signifikant am Punkt der ausgeprägtesten HHCys (Woche 9) und deutet somit 
auf einen Einfluss des AppNL-G-F Modells auch im cerebralen Gewebelysat hin, analog zu den 
zuvor beschriebenen biologischen Matrices. Ähnliches wurde auch für transgene AD-Modelle 
berichtet (Modi et al., 2015). Dabei scheint das HCys im Hirn nicht gleichmäßig verteilt zu 
sein, sondern insbesondere in einigen Strukturen, wie dem für Gedächtnisleistungen wichtigen 
Hippocampus, angereichert zu sein (Blaise et al., 2007). Für die im Hirngewebe analysierte 
HCA erreichte der Vergleich zwischen WT- und KI-Gruppe keine statistische Signifikanz. 
Damit stehen die hier gezeigten Daten im Einklang mit einer früheren Publikation, in der von 
einem signifikanten Einfluss der AD-Pathologie in einem transgenen Modell auf HCys-, nicht 
aber auf HCA-Level im Zentralnervensystem (ZNS) berichtet wird (Hasegawa et al., 2005). 
Der longitudinale Vergleich zwischen Woche 9 und 17 ist in der hier vorgestellten Studie nur 
bedingt möglich, da einige HCys-Messwerte unterhalb des Quantifizierungslimits (LLOQ) der 
analytischen Methode lagen. Semi-quantitativ kann jedoch die Aussage getroffen werden, dass, 
auch cerebral, die HCys-Level nach wochenlanger Gabe von B-vitamindefizientem Futter 
erhöht waren gegenüber der Messung nach einigen Wochen Kontrollfuttergabe, da bei den 
niedriger erwarteten Werten von Woche 17 weitaus mehr Messungen unterhalb des LLOQ 
lagen als in Woche 9. Das gilt für die WT-Tiere, die per se niedrigere Spiegel aufwiesen als die 
KI-Tiere (siehe oben). HCys war auch im Median höher in Woche 9 (Abbildung 12). Für die 
AppNL-G-F Tiere war der Vergleich der Zeitpunkte zudem statistisch signifikant. Signifikant fiel 
auch der longitudinale Vergleich für die HCA aus, für welche kaum Messwerte unterhalb des 
Quantifizierungslimits lagen: Sowohl die WT-Tiere als auch für die KI-Tiere offenbarten 
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signifikant erhöhte HCA-Konzentrationen im Hirngewebe als Folge des B-vitamindefizienten 
Futters. 
 
Tabelle 5. Korrelationsanalyse in den hyperhomocysteinämischen Mäusen (Versuchswoche 9; Spearman’s Rangkorrelationstest); Tabelle modifiziert nach (Nieraad, de Bruin, et al., 2021). 

Korrelation Korrelationskoeffizient Signifikanz 
Serum – Urin (HCys) 0,771 < 0,001 

Serum – Hirngewebe (HCys) 0,735 < 0,001 
   

Serum – Urin (HCA) 0,675 < 0,001 
Serum – Hirngewebe (HCA) 0,521 0,001 

   
HCys – HCA (Serum) 0,660 < 0,001 
HCys – HCA (Urin) 0,860 < 0,001 

HCys – HCA (Hirngewebe) 0,142 0,509 
 
Wie in Tabelle 5 zusammengefasst, wurden durch die HCys- und HCA-Messungen in den 
verschiedenen biologischen Matrices der hyperhomocysteinämischen Mäuse diverse 
Korrelationen detektiert. Serum-HCys korrelierte dabei stark mit jeweils der über den Urin 
ausgeschiedenen HCys-Menge und der cerebralen HCys-Konzentration. Wie zu erwarten, 
korrelierte HCys ebenfalls positiv mit seinem oxidativen Metaboliten HCA in den 
verschiedenen Matrices, mit Ausnahme der cerebralen Level, wobei hier bedacht werden muss, 
dass die HCys-Messwerte teilweise unterhalb des LLOQ lagen. HCA selbst zeigte ähnlich wie 
HCys, wenn auch mit einem niedrigeren Korrelationskoeffizienten, einen positiven 
Zusammenhang zwischen Serum- und Urinwerten sowie Hirngewebekonzentrationen. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass in vivo Studie 2 zusätzlich negative Auswirkungen 
der induzierten AD-ähnlichen Pathologie auf die durch diätetische B-Vitamindefizienz 
ausgelöste HHCys-Ausbildung verdeutlicht. Eine weitere Erkenntnis ist die verhältnismäßig 
sehr schnelle Normalisierung der schwerwiegend erhöhten HCys-Werte in verschiedenen 
Körperflüssigkeiten bei einer Rückkehr der Tiere zu Futter, das die relevanten Vitamine B6, 
B12 und Folat enthält. Das unterstreicht die mögliche praktische Durchführbarkeit einer B-
Vitaminintervention als potentielle AD-präventive Option. Neben der prinzipiellen Aussage zur 



Ergebnisse und Diskussion 

    33 
 

Praktikabilität einer solchen Anwendung von B-Vitaminen, trifft die hier vorgestellte 
Kinetikstudie keine Aussagen zur tatsächlichen Wirksamkeit der Gabe. Dieser Fragestellung 
gehen die beiden anderen durchgeführten Tierstudien in dieser Arbeit nach, insbesondere die 
im Folgenden vorgestellte in vivo Studie 3. 
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In vivo Studie 3 
Die chronologisch gesehen dritte Tierstudie zur Thematik ist als logische Weiterführung der 
oben beschriebenen „in vivo Studie 1“ zu verstehen und soll die zuvor erhaltenen Ergebnisse 
in älteren AppNL-G-F Tieren mit eventuell ausgeprägterem Phänotyp bestätigen, bzw. erweitern. 
Die Gruppenvergleiche und statistische Analyse werden dabei analog zur Vorläuferstudie 
durchgeführt. Bei der Gruppen-, bzw. Diätenzusammensetzung sind hier zwei Veränderungen 
vorgenommen worden: Die PUFA-supplementierte Gruppe 5 erhält nun ebenfalls B-
vitamindefizientes Futter und Gruppe 7 erhält mit dem Methylgruppendonor Betain 
angereichertes, B-vitamindefizientes Futter (Tabelle 6). Somit soll in dieser Studie in nun drei 
Gruppen eine chronische, diätetisch-induzierte HHCys in vivo induziert werden, auf die der 
Einfluss der genannten Mikronährstoffen untersucht werden kann. 
 
Tabelle 6. Details zu den experimentellen Gruppen (in vivo Studie 3); insgesamt 84 Tiere aufgeteilt auf sieben Gruppen, jeweils zur Hälfte männlich und weiblich; Tabelle modifiziert nach: siehe Anhang. 

Gruppe Genotyp Experimentaldiät Abkürzung 
1 C57BL/6J Wildtyp Kontrollfutter C (WT) 
2 AppNL-G-F knock-in Kontrollfutter C (KI) 
3 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient B-DEF 
4 AppNL-G-F knock-in Vitamin B angereichert B-ENR 
5 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient and PUFA supplementiert B-DEF+PUFA-ENR 
6 AppNL-G-F knock-in Vitamin B angereichert und PUFA supplementiert B+PUFA-ENR 
7 AppNL-G-F knock-in Vitamin B defizient and Betain supplementiert B-DEF+BET-ENR 

 
Die hier vorgestellte Studie ist aus drei Zeitblöcken mit wiederkehrenden Blutentnahmen und 
Verhaltensversuchen aufgebaut und wird durch die finale Entnahme verschiedener biologischer 
Matrices für ex vivo Analysen komplettiert (Abbildung 13). Bei den im Folgenden dargestellten 
Ergebnissen liegt der Fokus auf dem dritten, finalen Zeitblock (genauer im Anhang). Eine 
Limitierung der in vivo Studie 3 ist, dass, im Gegensatz zur oben gezeigten ersten Studie, die 
Versuche nicht in zwei separaten aufeinanderfolgenden Kohorten durchgeführt wurden, was 
aufgrund der geringeren statistischen Power keine geschlechtergetrennte Analyse und 
Darstellung analog zur ersten Studie erlaubte. 
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Abbildung 13. Studienverlauf (in vivo Studie 3); OF: Open Field Test, BM: Barnes Maze, YM: Y-Maze, CSF: Cerebrospinalflüssigkeit; Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
 
Auch in dieser Studie wurde die experimentelle Steigerung der HCys und HCA Level vor jedem 
der durchgeführten Verhaltensversuchblöcke via LC-MS/MS-Analytik bestätigt. Abbildung 14 
zeigt die Ergebnisse der kardialen Blutentnahme am finalen Entnahmezeitpunkt (genauer im 
Anhang), welche die erfolgreiche Induktion der HHCys in allen drei B-vitamindefizient 
gefütterten Gruppen (3, 5 und 7) verdeutlichen und nachfolgend diskutiert werden. 
 

 
Abbildung 14. Serumspiegel von (A) Homocystein und (B) Homocysteinsäure in C57BL6/J und AppNL-G-F Mäusen, finaler Entnahmezeitpunkt (geschlechtergepoolte Darstellung); LC-MS/MS Analyse erfolgte in Kooperation mit der zentralen Analytik des Fraunhofer ITMP am Universitätsklinikum Frankfurt; siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
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Die HCys- und HCA-Serumdaten in dieser Studie zeigten keinen konsistenten Unterschied 
zwischen WT und KI Tieren auf Kontrolldiät. Auch bei einer statistisch gesehen noch stärkeren, 
studienübergreifenden Auswertung, bei der alle vergleichbaren HCys und HCA Werte (bei 
Kontrollfutter) der drei in vivo Studien gepoolt betrachtet wurden, wurde hier kein signifikanter 
Einfluss des hier untersuchten AppNL-G-F Genotyps sichtbar. Somit kann, zumindest für dieses 
Krankheitsmodell, HCys/HCA in dem Zusammenhang nicht als Biomarker betrachtet werden, 
ein Begriff, der für HCys bei AD zuvor genannt wurde (Montecinos-Oliva et al., 2020). Die 
gezeigten Ergebnisse stehen wiederum im Einklang mit früheren Berichten, laut denen HCys-
Blutspiegel in (älteren, transgenen) murinen AD-Modellen- (Santiard-Baron, Aupetit and Janel, 
2005) und in Patienten mit der frühen, familiären AD-Form nicht erhöht waren (Nilsson, 
Gustafson and Hultberg, 2002). Darüber hinaus ergab die durchgeführte Korrelationsanalyse 
keinen Zusammenhang zwischen HCys oder HCA und cerebralem Aβ. 
Zusätzliche Supplementierung des Futters mit B-Vitaminen und/oder PUFA (Gruppen 4 und 6; 
gleiche Diätzusammensetzung wie bei in vivo Studie 1) zeigte keinen konsistenten Einfluss auf 
die Höhe der HCys- oder HCA-Spiegel im Vergleich mit der KI Kontrolle. Ebenso zeigte die 
zusätzliche Gabe von PUFA keinen vorteilhaften Einfluss auf den Schweregrad des 
hyperhomocysteinämischen Status (Gruppe 5), ein Zusammenhang, zu dem in der 
Vergangenheit mehrdeutige Funde gemacht wurden (Huang, Wahlqvist and Li, 2010; 
Martínez-Vega et al., 2015). Grundüberlegung der diätetischen Kombination der B-
Vitaminrestriktion mit Betain-Supplementierung (Gruppe 7) war es, eine Gruppe mit 
normalisierten HCys-Spiegeln bei gleichzeitiger B-Vitamindefizienz untersuchen zu können, 
um so zwischen potentiell schädlichen Einflüssen von HHCys einerseits und 
zugrundeliegendem B-Vitaminmangel andererseits unterscheiden zu können. Betrachtet man 
alle Entnahmezeitpunkte dieser Studie (genauer im Anhang) so wird deutlich, dass die 
diätetische Kombination von B-Vitaminrestriktion und Betain keine HCys-Senkung, sondern, 
in der Tendenz, paradoxerweise sogar eine zusätzliche Erhöhung der HCys-Serumspiegel zur 
Folge hatte. Die Ursache dafür könnte sein, dass das Betain-haltige Futter aus unbekannten 
Gründen (z.B. einer Aversion der Mäuse gegen diese Diät) von den Tieren schlechter 
angenommen und dadurch auch das im Futter vorhandene Cholin vermindert aufgenommen 
wurde. Cholin stellt eine Vorstufe des Methylgruppendonors Betain dar, dessen Funktion weiter 
oben bereits anmoderiert wurde (siehe Einleitung). In dem Fall hätte eine zusätzliche Analyse 
von Betain in Serum oder Lebergewebe Aufschluss über die tatsächliche Bioverfügbarkeit in 
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den Mäusen gegeben. Die gewählte Betain-Dosis von 1% im Futter orientierte sich an früheren 
Untersuchungen (Liu et al., 2012). Die Frage, ob ein B-Vitaminmangel oder HCys selbst 
potentiell schädliche Effekte ausübt, kann also an der Stelle nicht endgültig beantwortet werden 
und stellt eine Limitierung der Studie dar. Bei möglichen kommenden Untersuchungen könnte 
man diesen Fallstrick umgehen, indem man eine nichtdiätetische Administration von Betain 
wählt. Interessanterweise wurde allerdings vereinzelt andernorts bereits berichtet, dass die 
perorale, aber auch die subkutane Betain-Gabe nicht zu einer Senkung, bzw. sogar zu einer 
Erhöhung von HCys geführt haben (Kunisawa et al., 2015; Ahmad et al., 2019). 
Nebeneffekt der Langzeit-Einnahme des schwerwiegenden diätetischen Eingriffs war eine 
Verschlechterung des allgemeinen Gesundheitszustandes (unter frequentiertem Monitoring), 
ein geringeres Körpergewicht, Hautprobleme und auch der Verlust von Tieren in den drei 
hyperhomocysteinämischen Gruppen. Um die Ausfälle zu begrenzen – und auch aus 
tierethischen Gründen – wurden wenn nötig kurze Regenerationsperioden mit Kontrollfutter 
für die entsprechenden Mäuse implementiert. Trotzdem wurde darauf geachtet und 
sichergestellt, dass die Tiere über den größten Teil ihres Lebens ihre adäquate Experimentaldiät 
erhielten und dadurch eine signifikante HHCys aufwiesen. 
Auch in dieser Studie wurden die kognitiven Fähigkeiten der Mäuse in verschiedenen 
Verhaltensversuchen bewertet, für die im Folgenden jeweils die wichtigsten Parameter im 
finalen Zeitblock abgebildet sind. Dabei wurden in Analogie zu in vivo Studie 1 der Open Field 
Test (Abbildung 15) und der Barnes Maze (Abbildung 16) durchgeführt. Zusätzlich dazu wurde 
hier der Y-Maze implementiert (Abbildung 17), um einen direkten Vergleich zur 
ursprünglichen AppNL-G-F-bezogenen Publikation der Entwickler des Mausmodells herzustellen 
(Saito et al., 2014). Dort wurde eine signifikante kognitive Einbuße für dieses Mausmodell im 
Alter von sechs Monaten berichtet. Ein solcher Effekt im Y-Maze wird mittlerweile allerdings 
deutlich kontroverser diskutiert (Whyte et al., 2018; Izumi et al., 2020; Narukawa et al., 2020; 
Uruno et al., 2020; Degawa et al., 2021). Der Y-Maze erlaubt die Bewertung des 
Arbeitsgedächtnisses (Prieur and Jadavji, 2019), wobei gilt: Je größer die spontane Alternierung 
der Mäuse im Maze, desto größer die Arbeitsgedächtnisleistung (siehe Formel 2; genauer im 
Anhang). 
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Formel 2 
𝑆𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑒 𝐴𝑙𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔 (%) =

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝐴𝑙𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔𝑒𝑛 𝑖𝑚 𝑌𝑀

(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑏𝑒𝑡𝑟𝑒𝑡𝑒𝑛𝑒𝑟 𝑌𝑀 𝐴𝑟𝑚𝑒 − 2)
∗ 100 

 

 
Abbildung 15. Open Field Test, finaler Entnahmezeitpunkt; Intrasession-Habituierung: je niedriger der Ratio, desto größer die Habituierung der Maus während der Session (geschlechtergepoolt); siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
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Abbildung 16. Barnes Maze, finaler Entnahmezeitpunkt; (A) Zeit, die die Maus bis zum Erreichen des Targets benötigt, Akquisitionsphase, Trainingstage 1-4 (Mittelwert aus jeweils 2 Durchgängen), statistischer Test an Tag 4 (geschlechtergepoolte Darstellung); (B) Zeit, die die Maus bis zum Erreichen des Targets benötigt, finaler Test an Tag 5 (geschlechtergetrennt); siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
 

 
Abbildung 17. Y-Maze, finaler Entnahmezeitpunkt; je größer die spontane Alternierung, desto größer die Arbeitsgedächtnisleistung der Maus (geschlechtergepoolt); siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
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Auf die Testabhängigkeit der Genotyp-Effekte in Verhaltensversuchen wurde kürzlich auch in 
einer anderen AppNL-G-F-bezogenen Publikation hingewiesen (Kundu et al., 2021). In der hier 
vorgestellten Studie offenbarte das AD-Modell einen, in Summe, subtilen Einfluss auf den 
Phänotyp der Tiere. So wurde ein statistisch signifikanter Einfluss auf das Habituierungslernen 
deutlich (Abbildung 15), nicht aber auf das räumliche Lernen und Erinnern (Abbildung 16) 
oder das Arbeitsgedächtnis (Abbildung 17). Ebenso wurde kein Effekt auf das 
ängstlichkeitsbezogene Verhalten sichtbar, welches ebenfalls im Open Field Test bewertet 
wurde mittels der Zeit, die die Maus im Zentrum der Arena verbringt (hier nicht dargestellt; 
genauer im Anhang). Insbesondere die fehlenden Defizite in räumlichem Lernen und Abrufen 
im Barnes Maze decken sich mit rezenten, vergleichbaren Tierstudien, in denen dieses KI 
Mausmodell für AD untersucht wurde (Sakakibara et al., 2018; Hongo et al., 2020). Die 
Entwickler des Mausmodells sind unterdessen dabei, das AppNL-G-F Modell weiterzuentwickeln 
und zu optimieren, d.h. noch ausgeprägtere AD-Charakteristika- und somit einen definierteren 
Phänotyp zu induzieren (Sato et al., 2021). 
Trotz signifikant erhöhter Level von HCys und HCA konnte keine eingeschränkte kognitive 
Performance gegenüber der KI Kontrolle in den entsprechenden Tieren festgestellt werden, was 
die vorherigen Ergebnisse aus in vivo Studie 1-, sowie teilweise Funde in anderen Tierspezies 
aus vergleichbaren Studien (z.B. (Algaidi et al., 2006; Ahmad et al., 2019)) bestätigt. Wie 
kürzlich in einem eigenen Review analysiert und zusammengefasst (Nieraad, Pannwitz, et al., 
2021), weist die Mehrzahl an bisherigen präklinischen Studien in diesem Feld eher auf einen 
Einfluss von HHCys auf kognitiven Abbau hin. Wir denken, das ist zu einem gewissen Teil auf 
einen „Publication Bias“ zurückzuführen, welcher (ganz generell) ein gängiges Phänomen 
darstellt und durch den der analysierte Querschnitt durch die Evidenz an sich gewissermaßen 
verzerrt ist (Shineman et al., 2011; ter Riet et al., 2012; Wieschowski et al., 2019). Etwas anders 
verhält sich die Situation bei den humanen Studien in diesem Feld, wo die Evidenzlage deutlich 
kontroverser ausfällt. Der Publication Bias wird hier vermutlich durch den stärkeren Gebrauch 
von Maßnahmen wie die Präregistrierung von Studien abgeschwächt (Song et al., 2010; 
Mlinarić, Horvat and Šupak Smolčić, 2017). Initiativen wie „European Quality in Preclinical 

Data“, EQIPD (Bespalov et al., 2021), in der wir als Forschungsgruppe partizipieren, haben das 
Ziel, solche Maßnahmen auch zunehmend im präklinischen Umfeld zu etablieren und 
ermutigen zur Publikation von nicht ausschließlich „positiver“ Ergebnisse. Zusätzlich wurden 
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in den hier gezeigten Studien weitere Maßnahmen wie Randomisierung und teilweise 
Verblindung angewandt mit dem Ziel, weitere Arten von Bias möglichst gering zu halten. 
Zusammenfassend muss für die in vivo Studien, auf denen die hier vorliegende Arbeit basiert, 
festgehalten werden, dass trotz signifikant-erhöhter HCys und HCA Spiegel über den größten 
Teil des Lebens der Tiere keine kausale Verschlimmerung des AD-ähnlichen Phänotyps 
stattgefunden hat. Das gilt zumindest für das hier untersuchte AppNL-G-F KI Mausmodell, 
welches, wie die meisten anderen AD-Mausmodelle, die familiäre Form der Erkrankung 
simuliert. Tatsächlich sind aber die meisten AD-Fälle der sporadischen Form zuzuordnen, bei 
der die HHCys womöglich eher eine Rolle spielen könnte (siehe auch Einleitung) und für die 
stärkere Bestrebungen zur Entwicklung geeigneter Mausmodelle sinnvoll sein könnten. 
Wie zuvor diskutiert, findet man für die Effekte der HHCys im Bereich der Demenz, vor allem 
aber auch für potentiell vorteilhafte diätetische Ansätze, eine kontroverse und teils 
widersprüchlich diskutierte Evidenz vor. Bezüglich des Einsatzes von Betain gibt es frühere 
klinische und präklinische Hinweise auf möglicherweise positive Auswirkungen auf die 
Kognition (Sun et al., 2017; Ibi et al., 2019), die im hier untersuchten Krankheitsmodell nicht 
bestätigt werden konnten. Passend dazu wurde von Zhao und Kollegen geschlussfolgert, dass 
die Rolle von Betain widersprüchlich bleibt (Zhao et al., 2018). Ergebnisse aus den Gruppen 5 
und 6 zeigen, dass ebenfalls der Einsatz von PUFA keinen Benefit gegenüber den KI 
Kontrolltieren hervorbrachte, was im Einklang mit Negativergebnissen aus ähnlichen, früheren 
Untersuchungen zum Einsatz von PUFA (Arendash et al., 2007; Quinn et al., 2010), bzw. 
Hinweisen auf limitierte und mehrdeutige Evidenz (Bos et al., 2016) steht. Im Hinblick auf 
einen möglichen Benefit durch die Gabe von B-Vitaminen konnte in der hier vorliegenden 
Studie kein konsistenter Effekt auf das Lern- und Erinnerungsvermögen in den Mäusen gezeigt 
werden (Gruppe 4), was im Einklang mit den Ergebnissen einer kürzlich publizierten 
Humanstudie steht (Kwok et al., 2020). Insbesondere bei diesem Thema ist die Literatur 
allerdings gespalten: Es sind rezente systematische Reviews und Meta-Analysen verfügbar, die 
Aussagen pro und contra eines therapeutischen Nutzens von B-Vitaminen treffen, bzw. darauf 
verweisen, dass weitere gut designte Studien dazu vonnöten sind (McCleery et al., 2018; Ford 
and Almeida, 2019; Behrens et al., 2020; Wang et al., 2021). Ein möglicher Diskussionspunkt 
dabei ist der Startzeitpunkt der diätetischen Interventionen. Hier ist allerdings anzumerken, dass 
diese in der vorliegenden Studie translational gesehen bereits sehr früh gestartet wurden. 
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Abgesehen von den fehlenden kognitiven Resultaten, wurde in dieser Studie jedoch ein Einfluss 
in verschiedenen ex vivo Analysen in den hyperhomocysteinämischen Tieren deutlich. Ein 
Beispiel dafür war die finale Analyse des Vollbluts der Tiere, welche mehrere Veränderungen 
im Hinblick auf Erythrozyten-bezogene Parameter in den hyperhomocysteinämischen Gruppen 
im Vergleich zur KI Kontrolle offenbarte. So waren die Hämoglobinkonzentration und der 
Hämatokrit in diesen Gruppen statistisch signifikant erniedrigt sowie die 
Erythrozytenverteilungsbreite erhöht (Abbildung 18). 
 

 
Abbildung 18. Hämatologische Parameter, Untersuchung des Vollbluts am finalen Entnahmezeitpunkt (geschlechtergepoolte Darstellung); (A) Hämoglobin-Konzentration; (B) Hämatokrit; (C) Erythrozytenverteilungsbreite; siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
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Es ist weithin bekannt, dass ein Mangel an B-Vitaminen, insbesondere B12 und Folsäure, eine 
Anämie hervorrufen kann. Die Daten dieser Studie geben einen Hinweis darauf, dass neben der 
B-Vitamindefizienz auch erhöhte Spiegel von HCys selbst zu diesem Effekt beitragen könnten. 
Bei der Betrachtung aller Entnahmezeitpunkte (genauer im Anhang) wird deutlich, dass die 
Tiere der Gruppe 7 (B-vitamindefizient, betainsupplementiert) tendenziell die höchsten HCys-
Spiegel und gleichzeitig die ausgeprägtesten Effekte in der Vollblutanalyse aufwiesen, bei 
gleicher B-Vitamindefizienz (genaue Zusammensetzung der Experimentaldiäten in Tabelle 1). 
Die durchgeführte Korrelationsanalyse deutete auf eine, wenn auch schwache, negative 
Korrelation zwischen HCys und Hämoglobin sowie dem Hämatokrit hin (genauer im Anhang), 
was auch im Einklang mit einer rezenten klinischen Studie steht (Hymavathi, Shukla and 
Madhuri, 2020). Dasselbe gilt für die positive Korrelation zwischen HCys und der 
Erythrozytenverteilungsbreite, unabhängig von der B-Vitamindefizienz (Peng and Pan, 2017). 
Wenngleich sich diese Effekte offenbar als nicht stark genug erwiesen, um in phänotypischen 
kognitiven Defiziten im Verhaltensversuch zu münden, so weisen die Funde dennoch auf eine 
vaskuläre Wirkungsweise der HHCys hin, die durch ein vermindertes Sauerstoffangebot, unter 
anderem im Hirn, ihren Beitrag zu einer Demenz-zugrundeliegenden Pathologie leisten könnte. 
Darüber hinaus erklären diese hämatologischen Funde wahrscheinlich den insgesamt 
schlechteren Allgemeinzustand der Tiere in den hyperhomocysteinämischen Gruppen. 
Interessant sind diese Ergebnisse insbesondere in Kombination mit den ergänzenden Daten zu 
HHCys, die in der hier vorgestellten Proteomanalyse erhoben wurden. 
Wie bereits für die hämatologische Analyse berichtet, brachte auch „Olink Proteomics“ 

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hervor. Dabei handelt es sich um ein 
Hochdurchsatzanalyseverfahren für die relative Quantifizierung von 92 Proteinbiomarkern in 
jeweils 1  µL Probenvolumen, das auf dem „Proximity Extension Assay“ beruht (Assarsson et 
al., 2014) und in der hier vorliegenden Studie sowohl in Serum als auch CSF (erhalten durch 
Punktur der Cisterna Magna) angewandt wurde. Einige der insgesamt 92 Proteinmarker des 
Olink Exploratory Mouse Panels erwiesen sich als signifikant dereguliert (siehe Tabelle 7), 
entweder durch den Einfluss der AD-ähnlichen Pathologie oder der zusätzlich induzierten 
HHCys. Im Folgenden stehen bei dieser Auswertung die Gruppen 1-3 im Vordergrund. 
Gruppen 5 und 7 wurden bereits vor der praktischen Durchführung ausgeschlossen, da der 
Olink-Chip nur eine limitierte Kapazität bot. Gruppen 4 und 6 werden hier nicht weiter 
diskutiert aufgrund weniger und lediglich schwacher Effekte in Serum oder CSF. 
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Tabelle 7. Einfluss von AD-ähnlicher Pathologie und zusätzlicher HHCys auf Proteine, die im Rahmen der Proteomanalyse als statistisch-signifikant (p<0,05) hoch- oder herunterreguliert detektiert wurden; Effektstärke berechnet als │r│ = z / √N ; Tabelle modifiziert nach: siehe Anhang. 
AppNL-G-F knock-in Genotyp 

(Gruppe 1 versus 2) 
Hyperhomocysteinemia  

(Gruppe 2 versus 3) 
Protein  Matrix N P-Wert Effektstärke r Protein  Matrix N P-Wert Effektstärke r 
CCL3 ↑ Serum 19 0,016 0,549 CCL2 ↓ Serum 19 < 0,001 0,777 
CLMP ↑ Serum 19 0,041 0,474 CXCL9 ↓ Serum 19 0,007 0,606 
ERBB4 ↑ Serum 19 0,007 0,606 DLL1 ↓ Serum 18 0,012 0,586 
GFRA1 ↑ Serum 19 0,033 0,493 EDA2R ↓ Serum 19 0,016 0,549 
IGSF3 ↓ Serum 8 0,036 0,791 EPCAM ↑ Serum 14 0,038 0,563 

NOTCH3 ↑ Serum 19 0,026 0,511 FAS ↓ Serum 19 0,007 0,606 
VEGFD ↑ Serum 19 0,033 0,493 FSTL3 ↓ Serum 19 0,026 0,511 
CCL3 ↑ CSF 19 < 0,001 0,833 GFRA1 ↓ Serum 19 < 0,001 0,833 

CNTN1 ↑ CSF 19 0,041 0,474 IGSF3 ↑ Serum 9 0,032 0,735 
ENO2 ↑ CSF 19 < 0,001 0,833 IL1a ↑ Serum 19 0,026 0,511 
HGF ↑ CSF 18 < 0,001 0,838 IL23R ↓ Serum 19 0,001 0,701 

RGMA ↓ CSF 17 0,002 0,710 LGMN ↓ Serum 19 0,007 0,606 
TNR ↑ CSF 18 < 0,001 0,800 MATN2 ↓ Serum 18 0,034 0,503 
TPP1 ↑ CSF 19 0,005 0,625 S100A4 ↓ Serum 19 0,007 0,606 

      TGFBR3 ↓ Serum 19 0,003 0,663 
      TNFRSF11B ↓ Serum 19 0,001 0,720 
      TNFRSF12A ↓ Serum 19 0,003 0,663 
      TPP1 ↓ Serum 19 0,001 0,701 
      VSIG2 ↓ Serum 17 0,025 0,544 
      WISP1 ↓ Serum 19 0,012 0,568 
      ACVRL1 ↓ CSF 13 0,035 0,594 
      DLK1 ↓ CSF 13 0,030 0,609 

 
Da an dieser Stelle nicht alle gezeigten deregulierten Marker im Detail beleuchtet und diskutiert 
werden können, soll hier der Fokus auf einer Auswahl liegen, die insbesondere durch große 
Effektstärken und einen direkten Bezug zu neuronaler Funktionalität oder (neuro-) 
inflammatorischen Prozessen zustande kommt. Abbildung 19 veranschaulicht solche Beispiele 
für die beiden anmoderierten Gruppenvergleiche. 
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Abbildung 19. Auswahl deregulierter Proteinbiomarker mit neuronalen oder (neuro-) inflammatorischen Funktionen, finaler Entnahmezeitpunkt; (A) AppNL-G-F KI versus C57BL/6J WT; (B) HHCys versus AppNL-G-F-Kontrolle; geschlechtergepoolte Darstellung als NPX (normalized protein expression): eine von Olink-eingesetzte willkürliche Einheit mit log2-Skala; je höher NPX, desto höher die jeweilige Proteinkonzentration; Darstellung als Median ± IQR; alle hier gezeigten Beispiele erreichten statistische Signifikanz (p<0.05; non-parametrischer Mann-Whitney U-Test); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
 
Die Verteilung der hoch- oder herunterregulierten Marker auf Serum oder CSF ist 
gruppenabhängig. Die hauptsächlichen effektstarken Funde im CSF, einer relevanten Matrix 
im Kontext der neurodegenerativen Erkrankungen, entfielen auf den Gruppenvergleich 
zwischen WT und KI und damit auf einen Einfluss des AD-Modells, der auch im 
Zusammenhang mit der Einschränkung im Habituierungslernen im Open Field Test stehen 
könnte. Dabei waren insbesondere Marker mit Bezug zu neuronaler Funktionalität, wie der 
„Hepatocyte growth factor“ (HGF) oder „Tenascin R“ (TNR) hochreguliert. HGF stellt einen 
neurotrophen Faktor dar (Ko et al., 2018), der in diesem Fall vermutlich hochreguliert wurde, 
um der Schädigung des ZNS durch die induzierte cerebrale Amyloidose in diesem Modell zu 
begegnen. Translational interessant ist dabei, dass HGF ebenfalls in AD-Patienten erhöht zu 
sein scheint (Tsuboi et al., 2003; Zhu et al., 2018). Die Funktion von TNR ist stark abhängig 
von seinem jeweiligen molekularen Interaktionspartner (Probstmeier, Braunewell and Pesheva, 
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2000). Insbesondere in Kombination mit „Contactin 1“ (CNTN1), welches im CSF der AppNL-
G-F Tiere ebenfalls hochreguliert war, inhibiert es die Bildung von neuronalen Auswüchsen 
(Pesheva et al., 1993; Apostolova, Irintchev and Schachner, 2006). Darüber hinaus wurde eine 
Hochregulierung des pro-inflammatorischen Chemokins „C-C Motif Chemokine Ligand 3“ 

(CCL3) sowohl im Serum, als auch im CSF der AppNL-G-F Tiere sichtbar. CCL3 steht für 
neuronale Schädigung und destruktive Effekte auf die synaptische Plastizität und Lernfähigkeit 
durch Inflammationsprozesse im ZNS, die es hervorruft, indem es die Migration von T-
Lymphozyten ins Hirn vereinfacht (Marciniak et al., 2015; Zenaro and Constantin, 2017; 
Martin and Delarasse, 2018). (Neuro-) inflammatorische Prozesse sind ein weiteres in diesem 
Modell induziertes AD-Charakteristikum, wie von den Entwicklern des Modells in einem 
Review zusammengefasst wurde (Saito and Saido, 2018). Interessanterweise zeigte die 
durchgeführte Korrelationsanalyse eine mittelstarke positive Korrelation zwischen der 
cerebralen Amyloidose (Aβ42 Level) und den zuvor beschriebenen CSF Markern auf (genauer 
im Anhang). Das ergänzt einen früheren Bericht zur Korrelation zwischen Amyloidose und 
Neuroinflammation in diesen Tieren (Castillo et al., 2017). 
Im Gegensatz zum Einfluss der AppNL-G-F Pathologie betraf die zusätzlich induzierte HHCys 
kaum Proteinmarker im CSF, insbesondere keine deregulierten neuronalen CSF-Marker mit 
großer Effektstärke, wie das für die KI Tiere im Vergleich zur WT Kontrolle der Fall war. Wohl 
aber resultierte die HHCys in der Deregulierung einer Vielzahl von Proteinmarkern im Serum 
(siehe Tabelle 7). Darunter waren auch Marker, die unter anderem neuronenbezogene 
Funktionen ausüben, wie zum Beispiel „GDNF family receptor alpha-1“ (GFRA1); (Sarabi et 
al., 2003). Dass diese Deregulierungen nur im Serum und nicht im CSF stattfanden, deutet 
darauf hin, dass Auswirkungen auf Neuronen weniger im Vordergrund stehen als die 
zahlreichen spezifischen Funktionen, die diese Proteine im Organismus ausüben (können). Das 
wiederum steht im Einklang mit der Abwesenheit jeglicher phänotypischer Effekte in den 
Verhaltensversuchen in den hyperhomocysteinämischen Tieren. Speziell GFRA1 (Golden et 
al., 1999), sowie weitere aus der Liste der deregulierten Proteine, spielen ohnehin 
(hauptsächlich) während früher Entwicklungsstadien eine Rolle (z.B. TPP1, ERBB4, DLL1 
und andere; genauer im Anhang). Daher kommen diese in dem fortgeschritten Alter der Mäuse 
in dieser Studie weniger oder nicht mehr zum Tragen. Neurogenese findet zwar zu einem 
gewissen Teil und in wenigen Hirnregionen auch noch in Adulten statt, allerdings ist der 
Prozess primär auf die pränatale Periode beschränkt (Apple, Fonseca and Kokovay, 2017). 
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Es fällt auf, dass (neuro-) inflammatorische Prozesse durch HHCys hier in beiden Richtungen 
betroffen zu sein schienen: Neben einer Hochregulierung der Serumlevel des pro-
inflammatorischen Interleukins IL1a (Dinarello, 2018) zeigten sich andere wie zum Beispiel 
„C-C Motif Chemokine Ligand 2“ (CCL2) (Martin and Delarasse, 2018) herunterreguliert im 
Vergleich zur KI Kontrollgruppe. Demnach ist unklar, ob letztendlich die pro- oder 
antiinflammatorischen Effekte überwiegen und in wie weit ein Einfluss auf die Immunantwort 
besteht. In Summe könnte das Fehlen kognitiver Beeinträchtigungen auch unter anderem 
dadurch erklärbar sein, dass sich diese im Hintergrund ablaufenden, gegenläufigen Prozesse 
gegenseitig neutralisierten im Hinblick auf eine phänotypische Ausprägung in den Tieren. Des 
Weiteren muss auch an der Stelle berücksichtigt werden, dass es sich hier um eine experimentell 
induzierte HHCys in den Tieren handelt und die Ergebnisse womöglich nicht eins zu eins mit 
einer HHCys im Menschen oder auch mit anderen Induktionsmethoden wie der genetischen, 
chemischen und anderen (Nieraad, Pannwitz, et al., 2021) vergleichbar ist. 
Abseits des Fokus auf neurotoxische oder (neuro-) inflammatorische Wirkungen ermöglichte 
das Olink Mouse Panel die Aufdeckung von Effekten, die nicht in direktem Bezug zur primären 
Forschungsfrage stehen, was eine Stärke des explorativen Charakters dieser Proteomanalyse 
darstellt. So wurde die Herunterregulierung mehrerer pro-angiogener Proteine in Serum (FAS, 
TNFRSF12A, TGFBR3 (Wiley et al., 2001; Lambert, Landau and Desbarats, 2003; 
Ambartsumian, Klingelhöfer and Grigorian, 2019; Wang et al., 2019)) und CSF (DLK, 
ACVRL1 (Urness, Sorensen and Li, 2000; Huang et al., 2018)) detektiert (genauer im Anhang). 
Die verminderte Angiogenese könnte hier einen weiteren Aspekt der vaskulären 
Wirkungsweise von HCys und einen möglichen Beitrag zu kognitivem Niedergang darstellen, 
insbesondere in Kombination mit dem zuvor beschriebenen Auftreten einer Anämie in diesen 
Gruppen. Ein verminderter Hämoglobin- und Sauerstoffgehalt und ein weniger dichtes 
kapilläres Netz bewirkten dann auf verschiedene Weisen eine verminderte Versorgung der 
Neuronen mit Sauerstoff, ein Fund, der in anderen Tiermodellen, bzw. Humanstudien validiert 
werden sollte. Eine verringerte kapilläre Dichte im Hirn und ein dadurch verringerter cerebraler 
Blutfluss sowie Angebot an Sauerstoff und Glucose stehen im Verdacht, zur Einschränkung 
von synaptischer Funktionalität und kognitiver Leistungsfähigkeit in Älteren und AD-Patienten 
beizutragen (Katsimpardi et al., 2014; Ambrose, 2015). Auch der Blick in die Literatur gibt 
Hinweise auf eine vornehmlich vaskuläre Wirkung von HCys, ein Link der translational 
gesehen relevant ist, da vaskuläre Demenzen mit AD in etwa 40% der Patienten co-inzident ist 
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(Sudduth et al., 2013). Laut einer früheren klinischen Studie sind HCys Spiegel nicht bei 
familiärer AD, wohl aber bei vaskulärer Demenz erhöht (Nilsson, Gustafson and Hultberg, 
2002) und auch eine rezente Meta-Analyse kam zu dem Ergebnis, dass HCys eine größere 
Relevanz für vaskuläre Demenz als für AD hat (Wang et al., 2021). 
Ebenfalls abseits der eigentlichen Forschungsfrage offenbarte die explorative Proteomanalyse 
eine Deregulierung diverser Proteinmarker durch HHCys im Hinblick auf verringerte 
Knochenmineralisierung, verringerten Knochenanabolismus und gesteigerten 
Knochenkatabolismus (TNFRSF11B, TGFBR3, FSTL3, WISP1, IL1a; genauer im Anhang). 
Dass HHCys in der Diskussion steht, zu erhöhter Knochenbrüchigkeit und einer Osteoporose-
ähnlichen Pathologie beim Menschen beizutragen, wurde zum Beispiel kürzlich in einem 
Review zusammengefasst (Azzini, Ruggeri and Polito, 2020). Dahingehend sind die Funde 
dieser in vivo Studie auch translational gesehen möglicherweise relevant. Darüber hinaus 
könnte das leichtere Knochengerüst in diesen Tieren, neben dem geringeren Körperfettanteil, 
auch eine Erklärung für das signifikant geringere Gewicht in den hyperhomocysteinämischen 
Gruppen sein. 
Eine Limitierung der Studie ist, dass nicht endgültig bestimmt werden kann, ob oder in wie weit 
die gesehenen Effekte von der HHCys selbst oder der zugrundeliegenden Defizienz an Vitamin 
B6, B12 und Folat abhängen. In letzterem Fall würde die hier gewählte diätetische 
Induktionsmethode einen Bias darstellen. 
Abschließend fand auch in dieser Studie eine finale Bewertung der cerebralen Amyloidose statt. 
Dabei wurden lösliche und unlösliche Aβ-Anteile erfasst durch die Homogenisierung von 
Hirngewebe in Guanidin-Hydrochlorid-haltigem Lysepuffer und via ELISA quantifiziert, was 
einen Unterschied zur Vorläuferstudie darstellt (siehe In vivo Studie 1). Quantifiziert wurden 
hier spezifischerweise Aβ42-Peptide, da diese Aβ-Spezies zum einen insbesondere im AppNL-
G-F Modell überexprimiert ist (Saito et al., 2014) und zum anderen aufgrund seiner 
Hydrophobizität und hohen Neigung zur Aggregation eine übergeordnete Rolle bei der 
Plaquebildung spielt (Grimm, Michaelson and Hartmann, 2017). 
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Abbildung 20. Quantifizierung der Aβ42-Peptide pro Gramm Hirngewebe (Nassgewicht) in einem 100 mg Querschnitt via ELISA am Ende der Studie (geschlechtergepoolt); Erfassung löslicher und unlöslicher Aβ-Anteile durch den Einsatz von Guanidin-Hydrochlorid im Lyse-Puffer; siehe Tabelle 6 für Gruppenbeschreibungen; Darstellung als Median ± IQR; p<0.05 (non-parametrischer Mann-Whitney U-Test) als statistisch signifikant angesehen (*); Graphik modifiziert nach: siehe Anhang. 
 
Abbildung 20 bestätigt die Ausbildung der induzierten Amyloid-Pathologie im AppNL-G-F 
Modell in dieser Studie und steht im Einklang mit den zuvor berichteten Trends (siehe In vivo 
Studie 1), d.h. die cerebralen Aβ-Level sind in den KI Tieren erwartungsgemäß hochsignifikant 
erhöht im Vergleich zur WT Kontrolle, während HHCys und supplementierte Mikronährstoffe 
keine statistisch signifikanten Effekte darauf ausübten. Auch die zusätzliche 
Korrelationsanalyse ergab keinen Zusammenhang zwischen der Höhe der Aβ-Konzentration 
im Hirn und den Serumspiegeln von HCys oder HCA, wobei diese im Falle einer HHCys auch 
cerebral erhöht sind (siehe In vivo Studie 2). Ein Einfluss von HCys auf die Plaquebildung 
wurde bereits in früheren Studien und anderen Tiermodellen kontrovers diskutiert (Pirchl, 
Ullrich and Humpel, 2010; Zhuo and Praticò, 2010a, 2010b; Kovalska et al., 2018). 
Dass trotz massiver cerebraler Amyloidose nur ein subtiler Einfluss auf die kognitive 
Leistungsfähigkeit in den KI Tieren im Vergleich zum WT detektiert wurde, spricht nicht für 
die „Amyloid-Hypothese“, laut der ein gestörter Aβ-Metabolismus die zentrale Säule der AD-
Pathologie ist, die die weiteren pathologischen Prozesse bedingt (Selkoe and Hardy, 2016). Es 
ist bekannt, dass auch substanzielle Plaque-Ablagerungen nicht immer mit demenzähnlichen 
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Symptomen in Zusammenhang stehen (Aizenstein et al., 2008). Aufgrund mangelnder 
therapeutischer Optionen gegen die Erkrankung trotz jahrzehntelanger Forschung, 
insbesondere im Kontext der Amyloid-Pathologie, wurde vorgeschlagen, dass alternative 
Ansätze (ZNS-Inflammation, Tau-Pathologie u.a.) stärker in den Fokus gerückt werden sollten 
(Panza et al., 2019). Für die kausale Beteiligung von Aβ an der Erkrankung sprechen jedoch 
rezente Daten zum therapeutischen monoklonalen Antikörper Aducanumab, der kürzlich 
(Sommer 2021) in den USA zugelassen wurde, dessen Wirkung allerdings nicht unumstritten 
ist, da die Daten aus den zugehörigen klinischen Studien nicht vollends konsistent waren 
(Kaplon et al., 2020). Es wird spannend zu sehen sein, wie sich die Datenlage zu Aducanumab, 
auch nach weiteren erfolgten Zulassungen, entwickeln wird. Die Amyloid-Hypothese selbst ist 
und bleibt ein wiederkehrender und kontroverser Diskussionspunkt in der Pathologie der 
Alzheimer-Erkrankung. 
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Zusammenfassung und Ausblick 
Kurz zusammengefasst waren die Ziele dieser Arbeit, die in vivo Untersuchung einer 
Hyperhomocysteinämie und spezifischer diätetischer Mikronährstoffe im Kontext der 
Alzheimer-Erkrankung. Zu diesem Zweck wurden zwei Krankheitsmodelle in den Mäusen 
induziert. Zum einen wurde eine Alzheimer-ähnliche Pathologie genetisch simuliert durch den 
Einsatz des neuen AppNL-G-F knock-in Modells, das im Zuge dieser Arbeit auch weiter 
charakterisiert wurde. Zum anderen wurde eine chronische Hyperhomocysteinämie in den 
Tieren induziert via Langzeit-Fütterung einer Spezialdiät, die defizient an den Vitaminen B6, 
B12 und Folat war, was sich durch erhöhte Werte der Aminosäuren Homocystein und 
Homocysteinsäure in verschiedenen biologischen Matrices der Mäuse wie Serum, Urin und 
Hirngewebe, bemerkbar machte. Durch die Kombination der Krankheitsmodelle wurden 
sowohl Aspekte einer familiären Alzheimer-Erkrankung (verstärkter Amyloid-β-Anabolismus 
im knock-in Modell) als auch ein potentielles Charakteristikum der sporadischen Form der 
Krankheit (erhöhte Homocystein-Spiegel) simuliert. Auswirkungen des AppNL-G-F Genotyps, 
einer zusätzlichen Hyperhomocysteinämie und potentiell vorteilhafter, oder gar präventiv 
wirksamer Mikronährstoffe wurden dabei mit Hilfe von diversen Verhaltensversuchen und 
ergänzenden ex vivo Analysen bewertet. 
Trotz massiver cerebraler Amyloidose war lediglich ein milder Einfluss auf die kognitive 
Leistungsfähigkeit der AppNL-G-F Tiere im Vergleich zur gleichaltrigen Wildtyp-Kontrolle 
detektierbar. Dies weist zum einen auf die Subtilität des Mausmodells hin und zum anderen 
befeuert es die kontroverse, häufig geführte Diskussion um die zentrale Bedeutung der 
„Amyloid-Hypothese“ im Rahmen der komplexen Alzheimer-Pathologie. Die kognitiven 
Fähigkeiten der entsprechenden Mäuse verschlechterten sich auch nicht bei gleichzeitig 
signifikant erhöhten Homocystein- und Homocysteinsäurespiegeln, d.h. die 
Hyperhomocysteinämie hat in diesem Modell für familiären Alzheimer nicht kausal zur 
Verschlimmerung der induzierten Pathologie beigetragen sowohl hinsichtlich der kognitiven 
Leistung in diversen Verhaltensversuchen als auch hinsichtlich dem Schweregrad der 
cerebralen Amyloidose. 
Zur Hyperhomocysteinämie, vor allem aber auch zur Rolle bestimmter diätetischer 
Interventionen in dem Kontext, findet man eine heterogene, teilweise konträre Literatur vor, 
insbesondere im klinischen Kontext. Die untersuchten diätetischen Ansätze in dieser Arbeit, 
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bestehend aus hochdosierten B-Vitaminen, mehrfach ungesättigten Fettsäuren, Betain und einer 
komplexeren Mikronährstoffkombination, zeigten ebenfalls keinen konsistenten Effekt auf 
Phänotyp und Amyloid-β-Menge in den Hirnen der Tiere. Die Ergebnisse der durchgeführten 
Studien legen daher, zumindest in diesem Krankheitsmodell, keinen Wert als potentiell 
präventiven Ansatz der kognitiven Verschlechterung bei Alzheimer nahe. 
Da die dieser Arbeit zugrundeliegenden in vivo Studien keine per se erhöhten, AppNL-G-F-
assoziierten Homocysteinspiegel offenbarten, zeigte sich Homocystein nicht als Biomarker, 
zumindest für die in diesem Mausmodell simulierten Aspekte der komplexen Alzheimer-
Pathologie. Neben den zuvor beschriebenen fehlenden Effekten der Hyperhomocysteinämie, 
konnten in dieser Arbeit jedoch auch statistisch signifikante Einflüsse sichtbar gemacht werden. 
Wie in der durchgeführten Kinetikstudie gezeigt, resultierte die Alzheimer-ähnliche Pathologie 
in einem signifikant höheren Schweregrad der ausgebildeten Hyperhomocysteinämie in den 
AppNL-G-F Tieren im Vergleich zur gleichaltrigen Wildtyp-Kontrolle. Folglich übte der gestörte 
Amyloid-β-Metabolismus, neben der B-vitamindefizienten Diät, einen zusätzlich 
verstärkenden Effekt auf den hyperhomocysteinämischen Status aus. Sowohl für knock-in-, als 
auch Wildtyp-Tiere konnte gezeigt werden, dass bei Beendigung der Karenz an Vitamin B6, 
B12 und Folat, die erhöhten Homocystein- und Homocysteinsäurespiegel innerhalb kurzer Zeit 
wieder auf Baseline-Niveau normalisiert werden können. 
Weitere signifikante Effekte wurden detektiert bezüglich Erythrozyten-bezogener Parameter 
wie den Hämoglobingehalt im Blut der hyperhomocysteinämischen Tiere. Ein reduzierter 
Sauerstofftransport und die damit einhergehende verringerte Versorgung der Neuronen mit 
Sauerstoff in den entsprechenden experimentellen Gruppen deuten auf eine vornehmlich 
vaskuläre Wirkung hin im Hinblick auf Homocystein-bezogene Pathomechanismen, die 
potentiell zu einer Demenz beitragen. Solche Effekte können zusätzlich verstärkt worden sein 
durch die, in der durchgeführten Proteomanalyse gezeigte, Herunterregulierung angiogener 
Marker im Serum und in der Cerebrospinalflüssigkeit dieser Tiere. Eine Verringerung der 
kapillären Dichte im Hirn und ein verringerter cerebraler Blutfluss haben ein zusätzlich 
reduziertes Angebot an Sauerstoff und Glucose zur Folge und stellen einen Link zu 
eingeschränkter kognitiver Leistungsfähigkeit in Älteren und Alzheimer-Patienten dar. 
Translational relevant ist eine vaskuläre Wirkung von Homocystein auch dadurch, dass 
vaskuläre Demenz und Alzheimer in etwa 40% der Fälle koinzident sind und Homocystein in 
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früheren Humanuntersuchungen eine größere Bedeutung bei der vaskulären Demenz im 
Vergleich zur Alzheimer-Erkrankung nahelegte. 
Auch wenn in Summe die beschriebenen Effekte der Hyperhomocysteinämie nicht groß genug 
waren, um sich in phänotypischen Einschränkungen in den Tieren auszudrücken, so konnten in 
der hier vorliegenden Arbeit dennoch Details zur Rolle erhöhter Homocysteinspiegel für 
verschiedene biologische Prozesse aufgeklärt werden. Insbesondere die Funde der explorativen 
Proteomanalyse in Serum und CSF könnten Ansatzpunkte für weitergehende Untersuchungen 
darstellen und sollten in anderen präklinischen Krankheitsmodellen und/oder einer 
Humanstudie validiert werden. 
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