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Zusammenfassung 

 

Die Alzheimer Krankheit (AD) ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung und ist 

durch Ablagerungen von Amyloid-β (β) im Hirnparenchym sowie in den Gefäßwänden der 

zerebralen Blutgefäße, die als zerebrale Amyloidangiopathie (ZAA) bekannt ist, 

gekennzeichnet. ZAA liegt bei mehr als 90 % der AD Patienten vor und führt zu einer 

Degeneration der Gefäßwandkomponenten, reduziert den zerebralen Blutfluss und verstärkt 

den kognitiven Rückgang. Neben der wichtigen Funktion der Thrombozyten in der Hämostase, 

haben Thrombozyten eine zentrale Bedeutung im Prozess der pathologischen 

Thrombusbildung, die ein Risikofaktor für AD darstellt. Darüber hinaus modulieren 

Thrombozyten synthetisches Aβ40 zu fibrillären Aβ Aggregaten in vitro. Daher war das Ziel 

dieser Arbeit den zugrundeliegenden molekularen Mechanismus aufzudecken und die 

Beteiligung von Thrombozyten in der Pathogenese von AD zu untersuchen.  

Die Untersuchungen dieser Arbeit identifizierten den Fibrinogenrezeptor Integrin αIIbβ3 als 

direkten Bindungspartner von Aβ40. Es wurde gezeigt, dass die Bindung von Aβ40 an Integrin 

αIIbβ3 die Sekretion des Chaperonproteins Clusterin (CLU) aus Thrombozyten induziert. 

Zellkulturexperimente mit rekombinantem CLU- und CLU-defizienten Thrombozyten zeigten, 

dass CLU die Bildung fibrillärer Aβ-Aggregaten in vitro fördert. Die Analyse von Thrombozyten 

aus Patienten mit Glanzmann Thrombasthenie, die quantitative und qualitative Defekte des 

Integrins αIIbβ3 aufwiesen, zeigte, dass der Expressionsspiegel des Integrins αIIbβ3 auf der 

Membranoberfläche die Aβ-induzierte CLU-Sekretion und die Bildung der Aβ-Aggregate 

bestimmt. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Adenosindiphosphat (ADP) über seine 

Rezeptoren die Aktivierung des Integrins αIIbβ3 verstärkt. Dies führt zu einer erhöhten Sekretion 

von CLU sowie einer verstärkten Bindung von Aβ40 an Thrombozyten. 

Ergebnisse dieser Arbeit mit modifizierten Aβ40 Peptiden, die entweder ein inverted oder ein 

scrambled RHDS (Arg-His-Asp-Ser) -Motiv aufwiesen, zeigten, dass die RHDS-Sequenz von 

Aβ40 für die Aβ-induzierte CLU-Sekretion und Aβ-Aggregation in Zellkultur essentiell ist. 

Mittels verkürzten N-terminalen Aβ16- und Aβ11-Peptiden war es möglich zu zeigen, dass die 

RHDS-Sequenz von Aβ alleine nicht für das Integrin αIIbβ3 Outside-in signaling und die 

Thrombozyten-vermittelte Aβ-Aggregation ausreicht und vermutlich weitere Bindemotive für 

eine stabile Bindung von Aβ an das Integrin αIIbβ3 notwendig sind.  

Die Behandlung von transgenen APP23-Mäusen mit dem Thrombozytenaggregations-

hemmer Clopidogrel über einen Zeitraum von drei Monaten führte zur Reduktion der 

Thrombozytenaktivierung und des CLU-Plasmaspiegels in diesen Tieren. Die Analyse der Aβ-

Ablagerungen in zerebralen Gefäßen ergaben, dass die Behandlung von APP23 Mäusen mit 
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Clopidogrel zu einer signifikanten Reduktion der ZAA führt, denn die Anzahl der ZAA-

betroffenen Gefäße sowie die ZAA-betroffene Gefäßfläche in behandelten APP23-Mäusen 

war signifikant reduziert. 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein Mechanismus identifiziert werden, der für die 

Thrombozyten-vermittelte Aβ Aggregation entscheidend ist. Dabei konnte ein direkter Einfluss 

von Thrombozyten auf die Entstehung von ZAA und schließlich auf die Progression von AD 

gezeigt werden.  
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Summary 

Alzheimer´s disease (AD) is a progressive, neurodegenerative disorder and characterized by 

deposits of amyloid-β (Aβ) in brain parenchyma but also in the walls of cerebral blood vessels, 

known as cerebral amyloid angiopathy (CAA). CAA is present in more than 90 % of AD patients 

and leads to the degeneration of vessel wall components, reduces cerebral blood flow, and 

aggravates cognitive decline. Beside the important function of platelets in hemostasis, platelets 

play a central role in pathological thrombus formation, which is a risk factor for AD. In addition, 

platelets modulate synthetic Aβ40 to fibrillar Aβ aggregates in vitro. Therefore, the aim of this 

thesis was to uncover the underlying molecular mechanism and to investigate the involvement 

of platelets in the pathogenesis of AD. 

This study identified platelet integrin αIIbβ3, which is the receptor for fibrinogen, as a direct 

binding partner of Aβ40. It was shown that binding of Aβ40 to integrin αIIbβ3 induces the 

secretion of the chaperon protein clusterin (CLU) from platelets. Cell culture experiments with 

recombinant CLU and CLU-deficient platelets suggested that CLU promotes the formation of 

fibrillar Aβ aggregates. Analysis of platelets from Glanzmann´s thrombasthenia patients, who 

have quantitative and qualitative abnormalities of integrin αIIbβ3, indicated that the abundance 

of integrin αIIbβ3 determines Aβ-induced CLU release from platelets and the ability of platelets 

to modulate Aβ40 in platelet cell culture. Moreover, it was shown that adenosine diphosphat 

(ADP) enhanced the activation of integrin αIIbβ3 leading to enhanced secretion of CLU and 

binding of Aβ40 to platelets. 

Results of this thesis working with Aβ40 peptides that had either an inverted or a scrambled 

RHDS (Arg-His-Asp-Ser) motif, indicate that the RHDS sequence of Aβ40 is important for Aβ-

induced CLU secretion and Aβ aggregation in vitro. The use of truncated N-terminal Aβ16 and 

Aβ11 peptides showed that the RHDS sequence of Aβ alone is not sufficient for integrin αIIbβ3 

binding, outside-in signaling and platelet mediated Aβ aggregation. 

Treatment of transgenic APP23 mice with the antiplatelet agent Clopidogrel for a period of 

three months led to reduced platelet activation and CLU levels in plasma. Analysis of Aβ 

deposits in cerebral vessels demonstrated that Clopidogrel treatment of APP23 mice reduced 

the number of CAA-affected vessels and the total area of CAA significantly. 

In summary, the data presented in this work describes a novel mechanism, which is crucial 

for platelet mediated-Aβ aggregation, and indicates a direct contribution of platelets to the 

development of CAA and thus to the progression of AD.
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1 Einleitung 

1.1 Die Alzheimer Erkrankung 

 

Weltweit sind schätzungsweise 47 Millionen Menschen von Demenz betroffen, wobei mit einer 

steigenden Tendenz zu rechnen ist. So wird für das Jahr 2050 eine Prävalenz von über 131 

Million prognostiziert. Die geschätzten weltweiten Ausgaben für Demenzkranke liegen bei 818 

Milliarden US-Dollar (Prince M , Rakesh, Szabo et al., 2017).  

Die Alzheimer Krankheit (Alzheimer’s disease, AD) ist die häufigste Form der Demenz. Sie ist 

für ungefähr 60 % der Demenzfälle verantwortlich (Clarfield 2003). Charakteristisch für die AD 

sind folgende klinische Symptome: Störungen des Kurz-und Langzeitgedächtnisses, 

Sprachstörungen, Desorientierung, Verhaltensänderungen und Verlust des logischen 

Denkens (Maurer, Volk et al., 1997, Forstl und Kurz 1999). Im Endstadium der Erkrankung 

verlieren die Patienten die Kontrolle über ihre Körperfunktionen. Die häufigsten 

Todesursachen bei AD sind Lungenentzündung gefolgt von Myokardinfarkt und Septikämie. 

Nach der klinischen Diagnose beträgt die durchschnittliche Lebenserwartung fünf bis acht 

Jahre (Forstl und Kurz 1999). 

Die AD lässt sich in eine familiäre und eine sporadische Form unterteilen. In den häufigsten 

Fällen (>95%) tritt die Krankheit sporadisch auf, wobei die ersten klinischen Symptome meist 

erst nach dem 65. Lebensjahre festgestellt werden. Hingegen werden die ersten Anzeichen 

der familiären Form, die etwa für 1–5 % aller AD Fälle verantwortlich ist, häufig vor dem 50 

Lebensjahr auffällig (Lista, O'Bryant et al., 2015). Die familiäre Form beruht ursächlich auf 

verschiedenen vererbbaren Mutationen in einem der drei folgenden Gene: Amyloid-Vorläufer-

Protein (Amyloid-Precursor Protein, APP), Presenilin-1 (PSEN1) oder Presenilin-2 (PSEN2) 

(Tanzi 2012, Lista, O'Bryant et al., 2015). Im Vergleich zur familiären Form wurde für die 

sporadische Form keine eindeutige Ursache identifiziert. Viele Studien deuten bei der 

sporadischen Form auf eine multifaktorielle Krankheit hin, die sowohl das 

Zentralnervensystem (ZNS) als auch die Peripherie betrifft (Morris, Honea et al., 2014). Einen 

großen Einfluss auf die AD haben Stoffwechselerkrankungen, Ernährungs- und 

Lebensweisen, vaskuläre Veränderungen und genetische Faktoren (Morris, Honea et al., 

2014). Das Alter gilt als wichtigster Risikofaktor der sporadischen AD (Hendrie 1998, Bickel 

2000). Ein weiterer genetischer Risikofaktor ist das ε4-Allel des Apolipoproteins E (ApoE4) 

(Strittmatter, Saunders et al., 1993, Saunders 2001). ApoE4 ist an der Regulation des 

Lipidtransportes und des Cholesterolstoffwechsels in der Zelle beteiligt (Saunders 2001). 

ApoE4 kann Aβ-Peptide binden und ist stark mit senilen Plaques assoziiert (Liu, Liu et al., 
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2013). Patienten mit Trisomie 21 haben ebenfalls ein erhöhtes Erkrankungsrisiko. Diese 

tragen ein zusätzliches Chromosom 21, auf dem das APP Gen liegt. Infolge der vermehrten 

Bildung von Aβ treten bereits in jungen Jahren neuropathologische Merkmale der AD auf 

(Wiseman, Al-Janabi et al., 2015). 

1.1.1 Neuropathologische Merkmale 

 

Neuropathologisch ist AD durch die Degeneration von Synapsen und Verluste von Neuronen 

in bestimmten Gehirnregionen, wie dem Hippocampus und dem Kortex gekennzeichnet. 

Mikroskopisch sind zwei charakteristische Merkmale festzustellen. Dabei handelt es sich um 

die extrazelluläre Ablagerung von diffusen und neuritischen (senile) Plaques aus Amyloid β-

Peptid (Aβ) im Hirnparenchym und Aβ-Ablagerung in den zerebralen Gefäßen in Form einer 

zerebralen Amyloidangiopathie (ZAA) sowie die intraneuronale Akkumulation fibrillärer 

Strukturen, sogenannter neurofibrillärer Bündel (neurofibrillary tangles, NFTs) (Abbildung 1) 

(Glenner und Wong 1984, Jakes, Novak et al., 1991, Selkoe 2011, Harrington 2012). 

Die neurofibrillären Bündel bestehen hauptsächlich aus paarigen, doppelhelikal gewundenen 

Filamenten (Abbildung 1B) (paired helical filaments, PHF) von Tau-Proteinen (Jakes, Novak 

et al., 1991, Selkoe 2011). Das hyperphosphorylierte Tau-Protein entsteht durch die Störung 

des Gleichgewichts bestimmter Kinasen und Phosphatasen und kann so seine eigentliche 

Funktion, die Polymerisation und die Stabilisation der axonalen Mikrotubuli, nicht mehr 

ausüben (Mandelkow und Mandelkow 1998). Als Folge kommt es zur Destabilisierung des 

Zytoskeletts und schließlich zum Zelltod (Mandelkow und Mandelkow 1998, Selkoe 2011). 

Das Aβ-Protein ist von großer Bedeutung für die Pathogenese der AD. Aus diesem Grund wird 

in den folgenden Abschnitten die Prozessierung des Amyloid-Vorläufer-Proteins zu Aβ, die 

Amyloid-(Kaskaden)-Hypothese und die zerebrale Amyloidangiopathie näher erläutert. 
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Abbildung 1: Histopathologische Charakteristika der AD. (A)  Neurofibrilläre Bündeln aus 
hyperphosphoryliertem Tau-Protein in pyramidalen Neuronen (1) und in den Neuriten der Plaques (2). 
Sobald die Zytoplasmamembran geplatzt ist, werden die neurofibrilläre Bündel extrazellulär (3). Ein 
nicht betroffenes Neuron (4). (B) Paarige, doppelhelikal gewundene Filamente aus dem Gehirngewebe 
eines AD-kranken Patienten. (C, D) Aβ-Pathologie zeigt neuritische Plaques mit Amyloidkern (C), 
diffuse Plaques und Amyloid β-Peptid-Ablagerung in den zerebralen Gefäßen in Form einer zerebralen 
Amyloid-Angiopathie (D). (A, C, D) Maßstabsbalken, 50µm. (B) Elektronenmikroskopie von 
neurofibrillären Bündeln; Maßstabsbalken, 250 nm. (Übernommen aus (Harrington 2012). 

1.1.2 Die Prozessierung des Amyloid-Vorläufer-Proteins zu Aβ 

 

Aβ Peptid entsteht durch die Prozessierung des Amyloid-Vorläufer-Proteins (APP). APP ist ein 

Typ I Transmembranprotein mit extrazellulärer N-terminaler und cytosolischer C-terminaler 

Domäne (Muller, Deller et al., 2017). Es wird ubiquitär exprimiert und kommt in den drei 

Isoformen APP 695, APP 751 und APP 770 vor, die durch alternatives Spleißen generiert 

werden (Slunt, Thinakaran et al., 1994, Muller, Deller et al., 2017). Die physiologische Funktion 

von APP und seiner proteolytischen Spaltprodukte im Gehirn ist bis heute nicht abschließend 

geklärt. Es wurden wichtige Funktionen in der Entwicklung des peripheren und des zentralen 

Nervensystems nachgewiesen. So wird z. B. APP während der Embryogenese für die 

Migration von neuronalen Vorläuferzellen in die kortikale Platte benötigt (Young-Pearse, Bai 

et al., 2007, Muller, Deller et al., 2017). Unter anderem wurden Funktionen von APP beim 
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Neuronen- und Axonenwachstum sowie der Synaptogenese und der synaptischen Plastizität 

gezeigt (Sabo, Ikin et al., 2003, Hick, Herrmann et al., 2015, Muller, Deller et al., 2017). 

Zusätzlich konnte APP als ein Reelin-Rezeptor identifiziert werden (Hoe, Lee et al., 2009, 

Gowert, Kruger et al., 2017), wobei die Interaktion von Reelin und APP das Neuritenwachstum 

fördert (Hoe, Lee et al., 2009). 

Die Prozessierung von APP kann über den amyloidogenen und über den nicht-amyloidogenen 

Weg erfolgen (Abbildung 2). Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch eine α-Sekretase 

innerhalb der Aβ-Domäne gespalten, was zur Sekretion des löslichen extrazellulären N-

terminalen APPsα-Fragments führt. In der Membran verbleibt das C-terminale Fragment 

(CTFα). Anschließend kommt es zur Spaltung des CTFα durch die γ-Sekretase. Hierbei 

entsteht die intrazelluläre Domäne (AICD) und das lösliche Peptid P3, das freigesetzt wird 

(Selkoe 2011, Zhang, Ma et al., 2012, Donner und Elvers 2017, Muller, Deller et al., 2017). 

 

 
Abbildung 2: Proteolytische Prozessierung des Amyloid-Vorläufer-Proteins (APP).  APP kann 
über den nicht-amyloidogenen Weg (linke Seite der Abb.) und den amyloidogenen Weg (rechte Seite 
der Abb.) prozessiert werden. Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch α-Sekretase gespalten. Im 
amyloidogenen Weg führt die Spaltung durch die β- und die γ-Sekretase zur Freisetzung von Aβ-
Peptiden (modifiziert nach (Donner und Elvers 2017)). 
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Für die Pathologie der AD ist der amyloidogene Weg von Bedeutung, der zur Bildung des 

toxischen Aβ-Peptids führt. Im ersten Schritt kommt es zu einer Spaltung des APP durch die 

β-Sekretase, die auch BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1) genannt wird. Hierbei 

entsteht ein N-terminales Fragment (sAPPβ) sowie ein membranverankertes C-terminales 

Fragment (CTFβ). Anschließend spaltet die γ-Sekretase, die aus drei Proteinen (Nicastrin 

(Nct), Anterior pharynx defective 1 (Aph-1) und dem Präsenilin-Verstärker 2 (Pen-2)) sowie 

aus einem Heterodimer Präsenilin-1 und -2 (PS1 und PS2) besteht, das C-terminale Fragment 

(Harrington 2012). Dabei wird die intrazelluläre Domäne von APP (AICD) und das Aβ-Peptid 

freigesetzt (Selkoe 2011, Zhang, Ma et al., 2012, Donner und Elvers 2017, Muller, Deller et 

al., 2017). Die Sequenzlänge der Aβ-Peptide kann zwischen 38 und 43 Aminosäuren variieren 

(Zhang, Ma et al., 2012). Hauptsächlich werden Peptide mit der Sequenzlänge von 40 und 42 

Aminosäuren (Aβ40 und Aβ42) generiert. Der gestörte APP-Metabolismus führt zur 

vermehrten Bildung von Aβ-Peptiden und zum veränderten Verhältnis von Aβ42/Aβ40 (Selkoe 

2011, Zhang, Ma et al., 2012, Donner und Elvers 2017).  

Die nicht-pathophysiologische Rolle von Aβ ist noch nicht vollständig geklärt. Es gibt Hinweise, 

dass endogenes Aβ für die synaptische Plastizität und die Gedächtnisfunktion notwendig ist, 

jedoch nur im pikomolaren Bereich funktionsfähig ist (Puzzo, Privitera et al., 2011). 

1.1.3 Amyloide Plaques und die Amyloid-(Kaskaden)-Hypothese 

 

Amyloide Plaques sind eines der wichtigsten pathologischen Merkmale der AD und bestehen 

hauptsächlich aus aggregierten, fibrillären Formen des β-Amyloid-Peptids (Glenner und Wong 

1984, Masters, Simms et al., 1985). Es wird zwischen nicht-neuritischen (diffuse) und 

neuritischen (senile) Plaques unterschieden (Selkoe 2011). Diffuse Plaques haben eine 

amorphe Struktur und enthalten fast ausschließlich Aβ42 (Iwatsubo, Odaka et al., 1994). 

Außerdem weisen diese keine neuritische Dystrophie auf und kommen auch im Kortex älterer, 

gesunder Menschen vor. Hingegen bestehen die neuritischen Plaques aus einem zentralen 

Amyloidkern, der von dystrophischen Neuriten, veränderten  Astrozyten und Mikroglia 

umgeben ist (Selkoe 2011). In den neuritischen Plaques kommt zusätzlich das Aβ40 vor, wobei 

hier die Form Aβ42 dominiert (Iwatsubo, Odaka et al., 1994).  

Die pathologischen Veränderungen, die zur Entstehung der AD führen, werden durch die 

Amyloid-Kaskaden-Hypothese beschrieben. Diese Hypothese wurde zum ersten Mal von John 

A. Hardy und Gerald A. Higgins im Jahre 1992 postuliert (Hardy und Higgins 1992). Laut dieser 

Hypothese ist die Aggregation und Akkumulation des Aβ-Peptids die Ursache der AD. Die 

daraus resultierenden Folgen sind 1. die Entstehung von Neurofibrillenbündeln, 2. der 

vaskuläre Schaden, 3. die Beeinträchtigung der Ca2+ Homöostase und schließlich 4. der 
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Zelltod (Hardy und Higgins 1992). Durch den Gewinn an neuen Erkenntnissen in den letzten 

Jahren wurde die Amyloid-Kaskaden-Hypothese modifiziert und ergänzt (Abbildung 3).  

 
Abbildung 3: Amyloid-Kaskaden-Hypothese.  Der erhöhte Aβ-Spiegel durch die erhöhte Produktion 
und /oder verringerten Abbau sowie das erhöhte Verhältnis von Aβ42 zu Aβ40 verursachen laut dieser 
Hypothese die Oligomerisierung von Aβ42. Die nachgeschalteten Prozesse führen zum Zelltod und 
schließlich zur Demenz mit Plaques und neurofibrillären Bündeln (neurofibrillary tangles, NFTs) 
(Abbildung erstellt nach Haass und Selkoe 2007). 

Eine neue entscheidende Rolle wurde Oligomeren von Aβ Peptiden zugeschrieben. Oligomere 

sind ein Zwischenprodukt in der Aggregation von amyloiden Plaques (Haass und Selkoe 2007, 

Selkoe und Hardy 2016). Dabei verursacht die Zunahme an Aβ42- Oligomeren die 

Veränderungen der synaptischen Funktion durch die Inhibierung der hippokampalen Langzeit-

Potenzierung. Parallel dazu kommt es zu mikroskopisch sichtbaren Aβ42-Ablagerungen in 

diffusen Plaques. Daraus resultierend werden lokale Entzündungs-reaktionen (Mikrogliosen 

und Astrozytose) beobachtet. Im Laufe der Zeit führen diese Ereignisse zu oxidativem Stress, 

veränderter Ionen-Homöostase sowie einer Vielzahl von zusätzlichen biochemischen 

Veränderungen. Durch veränderte Kinase- und Phosphatase-Aktivitäten wird die Bildung von 

neurofibrillären Bündeln induziert, die zusätzliche Defekte induzieren. Der anschließende 
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Untergang von Neuronen führt zu einer fortschreitenden Demenz (Haass und Selkoe 2007, 

Selkoe 2011).  

 

1.1.4 Zerebrale Amyloidangiopathie  

 

Die ZAA gehört zur Gruppe der Amyloidosen und ist durch die Aggregation und Akkumulation 

von Amyloid β in den Wänden der kleinen und mittelgroβen, meist arteriellen Blutgefäße des 

Kortex und der Leptomeningen gekennzeichnet (Vinters 1987). Im Gegensatz zu 

parenchymalen Ablagerungen stellt bei der ZAA das Amyloid β 40 den Hauptbestandteil dar 

und seltener das Aβ42 (Revesz, Ghiso et al., 2003). Diese Gefäßablagerung von fibrillärem 

Aβ verändern die vaskulären  Strukturen und deren Funktion, so dass es schließlich zum 

Untergang der glatten Muskelzellen, zur Lumeneinengung, Gefäßwandverdickung und zur 

endothelialen Dysfunktion führt (Smith und Greenberg 2009, Pantoni 2010, Gahr, Nowak et 

al., 2012). Infolgedessen entstehen brüchige Gefäße, die zur Ausbildung von 

Mikroaneurysmen und Dissektionen neigen, welche spontanen intrazerebralen Blutungen 

(IZB) begünstigen (Mandybur 1986, Zekry, Duyckaerts et al., 2003, Thal, Griffin et al., 2008). 

Bei der ZAA wird zwischen zwei Formen unterschieden: 1. Die seltene hereditäre Form, 

welche unterschiedliche Mutationen aufweist, und 2. die sporadische Form. Bei der 

sporadischen Form stellt das Alter den Hauptrisikofaktor dar. Dabei tritt die ZAA bei circa 30 

% der 60- bis 69-jährigen und bei über 50 % der 70 bis 89-järigen auf, während im Alter unter 

55 Jahren die ZAA nur selten vorkommt (Yamada 2000). Wie bei der AD ist das Apolipoprotein 

APOE-ε4-Allel ein weiterer Risikofaktor. Patienten mit APOE-ε4-Allel haben nicht nur ein 

erhöhtes Risiko für ZAA, sondern auch eine stärkere Ausprägung der ZAA (Premkumar, 

Cohen et al., 1996). 

Die ZAA wurde bisher zu den vaskulären Erkrankungen gezählt und nicht als Ursache der 

Neurodegeneration angesehen. Allerdings deuten neue Erkenntnisse daraufhin, dass die ZAA 

nicht nur als Ursache für den Schlaganfall oder Neurodegeneration zu betrachten ist, sondern 

ebenfalls eine wichtige Rolle bei diesen beiden neurologischen Syndromen spielt (Smith 

2017). Zwei große Studien zeigten, dass nicht-demente Überlebende einer IZB, von denen 

die meisten ZAA hatten, ein höheres Risiko für Demenz auch in Abwesenheit von neuen IZBs 

hatten (Biffi, Bailey et al., 2016, Moulin, Labreuche et al., 2016). Eine weitere Studie zeigte, 

dass die sporadische sowie die hereditäre ZAA mit Ausdünnung des Kortex in den nicht-durch 

IZBs betroffenen Regionen assoziiert ist (Fotiadis, van Rooden et al., 2016). Zusätzlich zeigte 

die gleiche Autorengruppe, dass die kleineren Hirnvolumina bei den Patienten mit ZAA mit 
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einer langsameren kognitiven Verarbeitungsgeschwindigkeit und schlechteren exekutiven 

Funktionen verbunden waren (Xiong, Davidsdottir et al., 2016).  

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der ZAA und einer Alzheimer-Demenz. Beide 

Erkrankungen haben eine gemeinsame Aβ-assoziierte pathologische Grundlage und über 90 

% der AD Patienten weisen eine ZAA auf. Zusätzlich sind die AD- Patienten mit ZAA kognitiv 

stärker beeinträchtigt als AD-Patienten ohne ZAA (Jellinger 2002, Pfeifer, White et al., 2002, 

Thal, Griffin et al., 2008). Es liegen jedoch bei weniger als 50 % der Patienten mit ZAA die 

pathologischen Kriterien für eine AD vor (Gahr, Nowak et al., 2012).  

1.1.5 Die Rolle von Clusterin in der Alzheimer Erkrankung 

 

Clusterin (CLU), das auch unter dem Namen Apolipoprotein J bekannt ist, ist ein stress-

induziertes Protein. Das CLU Gen ist bei Menschen auf dem Chromosom 8 lokalisiert (Purrello, 

Bettuzzi et al., 1991, Wong, Taillefer et al., 1994) und kodiert ein 70 - 80 kDa großes 

glykosyliertes Protein, das aus  α- und β-Untereinheiten, die durch Disulfidbindungen 

miteinander verbunden sind, besteht (Kirszbaum, Bozas et al., 1992, Wilson und Easterbrook-

Smith 2000). CLU wird ubiquitär in den meisten Geweben der Säugertiere exprimiert (de Silva, 

Harmony et al., 1990, Aronow, Lund et al., 1993, Verbrugghe, Kujala et al., 2008), jedoch 

insbesondere im Zentralnervensystem (ZNS) (Danik, Chabot et al., 1993, O'Bryan, Cheema 

et al., 1993, Bertrand, Poirier et al., 1995). Im Jahr 1993 zeigte eine Studie, dass die 

Vorläuferzellen der Thrombozyten, die sogenannte Megakaryozyten ebenfalls CLU 

exprimieren und diese in den α-Granula von Thrombozyten gespeichert werden (Tschopp, 

Jenne et al., 1993). Außerdem befindet sich CLU im Plasma sowie in der 

Zerebrospinalflüssigkeit (cerebrospinal fluid, CSF) (Aronow, Lund et al., 1993). 

Bereits erste Studien legten den Schluss nahe, dass es sich bei CLU um ein multifunktionales 

Protein handelt, welches sich an vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen 

beteiligt. Insbesondere konnte seine Rolle beim Lipidstoffwechsel, Apoptose, 

Spermatogenese und an der Aggregation und Adhäsion von Zellen gezeigt werden (de Silva, 

Harmony et al., 1990, Jenne, Lowin et al., 1991, Jenne und Tschopp 1992, Silkensen, Skubitz 

et al., 1995, Nuutinen, Suuronen et al., 2009). Es wird zwischen sezerniertem CLU (sCLU) 

und nicht-sezerniertem CLU unterschieden. Zur zentralen Aufgabe des sCLU zählt seine 

Chaperonaktivität. Dabei bindet sCLU an denaturierende Proteine und verhindert deren 

Aggregation (Wilson und Easterbrook-Smith 2000, Nuutinen, Suuronen et al., 2009). Nicht-

sezernierte Formen vom CLU können unter pathologischen Zuständen die Apoptose in den 

Zellen auslösen (Yang, Leskov et al., 2000, Leskov, Klokov et al., 2003). 
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Eine besondere und gleichzeitig umstrittene Rolle hat CLU bei der AD. Es wurde gezeigt, dass 

der CLU-Spiegel im frontalen Kortex und im Hippocampus von AD-Patienten im Vergleich zu 

nicht-dementen Kontrollpersonen signifikant erhöht ist und zudem auch in senilen 

Amyloidplaques nachweisbar ist (Bertrand 1995, Lidstrom 1998, Calero 2000). Ebenso 

akkumuliert CLU in den vaskulären Amyloidplaques (Verbeek, Otte-Holler et al., 1998). 

Darüber hinaus ist der Plasmaspiegel von CLU bei AD-Patienten erhöht und korreliert mit dem 

kognitiven Rückgang und der Progression der AD (Jongbloed, van Dijk et al., 2015). 

Genomweite Assoziationsstudien identifizierten mehrere Einzelnukleotid-Polymorphismen 

innerhalb des CLU-Gens (jedoch außerhalb des Protein-kodierenden offenen Leserahmens), 

die Risikofaktoren für AD darstellen (Bertram, McQueen et al., 2007, Harold, Abraham et al., 

2009). Darüber hinaus wurden die Mutationen in der für die CLU-β-Kette kodierenden Sequenz 

ebenfalls als genetische Risikofaktoren für AD identifiziert (Bettens, Brouwers et al., 2012). 

In vielen in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass CLU an das Aβ bindet und die Bildung 

amyloider Fibrillen beeinflusst (Ghiso, Matsubara et al., 1993, Matsubara, Frangione et al., 

1995, Oda, Wals et al., 1995). Matsubara et al. zeigten eine höhere Affinität von CLU zu Aβ40-

Peptiden als zu den Fibrillen (Matsubara, Frangione et al., 1995). Später zeigte die gleiche 

Arbeitsgruppe, dass CLU die Amyloid-β Aggregation verhindert. Einige Jahre danach zeigte 

Yerbury et al. sowohl einen aggregationsmindernden als auch aggregations-fördernden Effekt 

von CLU auf die Aβ-Peptide (Yerbury, Poon et al., 2007). Dabei scheint es von Bedeutung zu 

sein, in welchem relativen Verhältnis CLU/Aβ während der fibrillären Aggregation vorliegt. 

Wenn das Verhältnis von CLU zu Aβ höher ist, hemmt CLU die Aggregation und sorgt für eine 

Zytoprotektion. Wenn das Verhältnis niedrig ist, wirkt CLU aggregationsfördernd und 

zytotoxisch (Yerbury, Poon et al., 2007, Wilson, Yerbury et al., 2008). In einer in vivo Studie 

wiesen transgene AD-Mäuse, die auf einem CLU knockout Hintergrund gezüchtet wurden, 

eine Reduktion von Amyloid-Ablagerungen sowie eine Reduktion der neuritischen Dystrophie 

in Hirnparenchym auf (DeMattos, O'Dell M et al., 2002). Einzelmolekül-Fluoreszenzstudien 

zeigten, dass CLU die Aβ40 getriggerte Amyloidbildung durch die Bildung eines stabilen 

Komplexes mit Oligomeren des Peptids hemmt (Narayan, Meehan et al., 2012). Zusätzlich 

zeigte eine Studie von Howlett et al. in den Gehirnen von AD-erkrankten Patienten, dass CLU 

vermehrt mit Aβ40, jedoch nicht mit Aβ42, assoziiert ist (Howlett, Hortobagyi et al., 2013). 

Eine weitere Funktion von CLU wurde in der Beseitigung von Aβ Peptiden untersucht. Zwei 

Möglichkeiten gibt es für die Beseitigung von entstandenen Aβ Peptiden aus dem Gehirn, 1. 

Abfluss von Aβ mit der interstitiellen Flüssigkeit sowie 2. der Rezeptor-vermittelte Transport 

über die Blut-Hirn-Schranke. Bei dem Rezeptor-vermittelten Transport sind sowohl das 

Lipoprotein-verwandte Protein 1 (LRP1) als auch LRP2 (Megalin) involviert, wobei CLU und 

ApoE eine wichtige Rolle spielen (Bell, Sagare et al., 2007, Nuutinen, Suuronen et al., 2009, 

Li, Ma et al., 2014). LRP1 bindet direkt Aβ und interagiert mit ApoE, wobei LRP2 als Rezeptor 
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für die Aufnahme von CLU/Aβ-Komplexen gilt (Bell, Sagare et al., 2007, Nuutinen, Suuronen 

et al., 2009, Verghese, Castellano et al., 2013, Li, Ma et al., 2014). Dabei kann die Dysfunktion 

der Rezeptoren sowie der Proteine, die an dem Transport beteiligt sind, zu einer mangelnden 

Beseitigung der Aβ-Peptide führen, welche in der Folge die Bildung von Plaques begünstigen 

könnte (Nuutinen, Suuronen et al., 2009, Li, Ma et al., 2014).  

 

1.2 Thrombozyten 

 

1.2.1 Physiologie und Pathophysiologie der Thrombozytenfunktion  

 

Thrombozyten sind die kleinsten Zellen des Blutes und weisen einen Durchmesser von 3,6 ± 

0,7 µm auf (Kehrel 2003). Da Thrombozyten anukleäre Zellen sind, sind sie nur eingeschränkt 

zur Neusynthese von Proteinen fähig. Thrombozyten werden im Knochenmark und, wie erst 

vor kurzem gezeigt wurde, in der Lunge durch Zytoplasma-Abschnürungen der 

Vorläuferzellen, den Megakaryozyten, gebildet. Sie haben eine Lebenszeit von zehn Tagen 

(Odell und Mc 1961, Ault und Knowles 1995, George 2000, Lefrancais, Ortiz-Munoz et al., 

2017). Anschließend werden sie als gealtert erkannt und im retikulären System der Leber und 

Milz abgebaut. Im physiologischen Zustand beträgt die Thrombozytenzahl beim Mensch 

150.000 bis 350.000/μl Blut und bei der Maus 1,1 x 106/μl Blut (George 2000, Jirouskova, Shet 

et al., 2007). 

Thrombozyten sind an vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt, 

wobei die Hauptfunktion der Thrombozyten in der Blutstillung besteht. Bei einer intakten 

Barriere der Endothelzellen zirkulieren Thrombozyten im inaktiven, diskoiden Zustand. 

Zusätzlich dazu wird die unbegründete Thrombozytenaktivierung durch zwei Inhibitoren, 

Prostaglandin I2 (PGI2) und Stickstoffmonoxid (NO), unterdrückt (Ruggeri 2002). Erst wenn es 

zur Schädigung bzw. Verletzung oder Aktivierung des Endothels der Gefäßwand und zur 

Freilegung von Komponenten der subendothelialen extrazellulären Matrix (EZM) kommt, 

werden Thrombozyten aktiviert und es kommt zur Bildung eines hämostatischen Pfropfes 

(Thrombus), der die Blutung zunächst stoppt, aber instabil ist. Somit ist die primäre 

Hämostase, die im folgenden Abschnitt (Abschnitt 1.2.2) näher beschrieben wird, 

abgeschlossen (Varga-Szabo, Pleines et al., 2008, Jackson 2011). Da der primäre Thrombus 

reversibel ist und sich von der Gefäßwand ablösen kann, kommt es in der sekundären 

Hämostase zur Verfestigung des Thrombus durch die Bildung eines festen Fasernetzes aus 
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Fibrin. Dabei wird Fibrin durch die Spaltung von Fibrinogen durch Thrombin generiert (Riddel, 

Aouizerat et al., 2007, Jackson 2011). 

Neben ihrer Hauptfunktion in der Hämostase spielen Thrombozyten eine wichtige Rolle in der 

Angiogenese, Tumorprogression und Inflammation (Jurk und Kehrel 2010). Ebenso sind 

Thrombozyten maßgeblich an der Pathogenese der Arteriosklerose, die durch eine 

Dysfunktion des vaskulären Endothels sowie durch chronische Entzündungsprozesse 

ausgelöst wird, beteiligt. Dabei nutzen sie ihre pro-inflammatorischen Eigenschaften, sodass 

sie vaskuläres Endothel, glatte Muskelzellen und Leukozyten in ihrer Funktion beeinflussen 

und tragen somit zu den Entzündungsreaktionen bei (Jurk und Kehrel 2010). In der Folge führt 

dies zur Entstehung von arteriosklerotischen Plaques. Die Ruptur eines arteriosklerotischen 

Plaques kann zu akuten thrombotischen Ereignissen führen und schließlich einen Herzinfarkt 

oder Schlaganfall auslösen (Jurk und Kehrel 2010, Jackson 2011). 

 

1.2.2 Thrombozytäre Prozesse in der Hämostase 

 

Nach Verletzung eines Blutgefäßes liegt die subendotheliale EZM frei. Diese enthält eine 

große Anzahl an Adhäsionsproteinen wie z. B. verschiedene Kollagentypen, von-Willebrand-

Faktor (vWF), Fibronektin, Laminin, und Thrombospondin (Ruggeri und Mendolicchio 2007). 

Der initiale Kontakt zirkulierender Thrombozyten mit der EZM erfolgt über die Interaktion des 

thrombozytären Glykoprotein Ib-V-IX-Komplexes an vWF (Abbildung 4) (Ruggeri und 

Mendolicchio 2007, Varga-Szabo, Pleines et al., 2008). Diese erste Interaktion verlangsamt 

die Geschwindigkeit zirkulierender Thrombozyten und ermöglicht ein Abstoppen und eine 

transiente Adhäsion der Thrombozyten an der EZM, so dass der Thrombozyt über den 

wichtigsten Kollagenrezeptor GPVI an Kollagen binden kann. GPVI ist ein 

Aktivierungsrezeptor und löst intrazelluläre Signale in Thrombozyt aus (Abbildung 4) (Ruggeri 

2002, Ruggeri und Mendolicchio 2007, Varga-Szabo, Pleines et al., 2008).  
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Abbildung 4: Thrombozytäre Prozesse in der Hämostase.  Nach der Freilegung der 
subendothelialen extrazellulären Matrix entsteht der initiale Kontakt über die Interaktion zwischen dem 
thrombozytären Glykoprotein Ib-V-IX-Komplex und kollagen-immobiliserten vWF. Die Adhäsion von 
Thrombozyten sowie die Auslösung des interzellulären Signalwegs und somit die Aktivierung von 
Thrombozyten erfolgt über die Bindung von GPVI an Kollagen. Dies bewirkt die Degranulation von α- 
und dichten Granula und somit die Freisetzung von sekundären Mediatoren. Diese fördern die 
Aktivierung und die Rekrutierung von weiteren Thrombozyten. Es kommt zur Aggregation von 
Thrombozyten und anschließend zur Thrombusbildung (modifiziert nach (Jackson 2011)). 

Der GPVI-vermittelte Signalweg erfolgt über die Phosphorylierung des konservierten Motivs 

ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) vom Adaptorprotein FcR-γ, das mit 

GPVI assoziiert ist. An die phosphorylierte ITAM-Sequenz bindet die SH2-Domäne der 

Tyrosinkinase Syk, die dadurch phosphoryliert und aktiviert wird. Dies führt zu einer 

nachgeschalteten über Tyrosinphosphorylierung vermittelten Signalkaskade, die schließlich 

zur Phosphorylierung und Aktivierung der Phospholipase Cγ2 (PLCγ2) führt. Die Aktivierung 

von PLCγ2 induziert anschließend die Bildung von 1,2-Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-

Trisphosphat (IP3). DAG aktiviert die Proteinkinase (PK) C und IP3 induziert die Freisetzung 

von Ca2+ aus intrazellulären Speichern und anschließender Ca2+ -Einstrom, was zu einer 

Erhöhung der zytosolischen Ca2+ -Konzentrationen führt. Der GPVI-vermittelte Signalweg 

bewirkt die Degranulation von α- und dichten Granula und somit die Freisetzung der 

sekundären Mediatoren Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 (TXA2), sowie die 

Verlagerung der Integrine in einen hochaffinen Zustand (Varga-Szabo, Pleines et al., 2008, 

Nieswandt, Varga-Szabo et al., 2009).  

Durch die Agonisten, ADP und TXA2, und dem lokal produzierten Thrombin kommt es zur 

vollständigen Thrombozytenaktivierung über die Stimulation von G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (GPGR), und zur Rekrutierung weiterer Thrombozyten (Abbildung 4) (Varga-

Szabo, Pleines et al., 2008, Nieswandt, Varga-Szabo et al., 2009). 
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ADP bindet an den Rezeptor P2Y1, der die Ca2+ Mobilisierung, die Oberflächenveränderung, 

(shape change) und die Aggregation von Thrombozyten vermittelt, sowie an den Rezeptor 

P2Y12. Der Rezeptor P2Y12 ist für die ADP-abhängige Hemmung der Adenylatzyklase sowie 

für die Amplifikation der Sekretion und Aggregation verantwortlich (Abbildung 5). Die beiden 

Rezeptoren stellen einen Angriffspunkt für die Entwicklung von antithrombotischen 

Medikamenten dar. Zu den am häufigsten eingesetzten P2Y12-Antagonisten gehören die so 

genannten Thienopyridine. Zu dieser Klasse antithrombotischer Medikamente gehören 

Clopidogrel und Ticlopidin (Abbildung 5) (Kauffenstein, Bergmeier et al., 2001, Gachet 2006). 

 

 
Abbildung 5: Thrombozytäre P2-Rezeptoren.  P2Y1 und P2Y12 sind die wichtigsten Rezeptoren für 
die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation. Der Gq-gekoppelte P2Y1-Rezeptor ist für die 
intrazelluläre Mobilisierung von Ca2+, Oberflächenveränderung (shape change) und den Beginn der 
Thrombozytenaggregation verantwortlich. Der Gαi-gekoppelte P2Y12-Rezeptor ist für die Inhibition der 
Adenylatzyklase (AC) sowie für die Verstärkung der Thrombozytenaggregation und Sekretion 
zuständig. Der P2Y12-Rezeptor ist das Angriffsziel von antithrombotischen Medikamenten wie 
Clopidogrel und Ticlopidin (modifiziert nach Gachet 2006). 

Thrombin ist der stärkste Agonist und bindet an die Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR), die 

an die G-Proteine Gq und G12/13 koppeln. Es gibt vier verschiedene PAR-Subtypen, von 

denen PAR1 und PAR4 auf humanen Thrombozyten vorkommen, während murine 

Thrombozyten PAR3 und PAR4 aufweisen (Offermanns 2006, Coller und Shattil 2008). 

Thromboxan A2, das nach Thrombozytenaktivierung durch Zyklooxygenase 1 aus 

Arachidonsäure gebildet wird, vermittelt seine Wirkung über den Thromboxan-A2-Rezeptor 

(TP), der ebenfalls an die G-Proteine Gq und G12/13 gekoppelt ist (Offermanns 2006). Die 

Signalkaskade kann durch Azetylsalizylsäure (Aspirin), die die Zyklooxygenase 1 inhibiert, 

blockiert werden. Der Thromboxan A2-vermittelte Signalweg ist wichtig, jedoch spielt er bei 

der Aktivierung von Integrin αIIbβ3 sowie bei der Sekretion der α-Granula eine eher 

untergeordnete Rolle (Rinder, Student et al., 1993, Kehrel 2003). 
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An der stabilen Adhäsion von Thrombozyten an die EZM sind vor allem das Integrin α2β1, das 

an Kollagen bindet, und das Integrin αIIbβ3, das an Fibrinogen, Fibronektin und Kollagen-

gebundenem vWF bindet, beteiligt (Ruggeri 2002, Varga-Szabo, Pleines et al., 2008). 

Durch die Aktivierung und die Rekrutierung von weiteren Thrombozyten kommt es zur 

Aggregation von Thrombozyten (Abbildung 4). Eine entscheidende Rolle spielt dabei das 

Integrin αIIbβ3. Nach dem das Integrin αIIbβ3 in den aktiven, hochaffinen Funktionszustand 

übergegangen ist, kann Fibrinogen an das Integrin αIIbβ3  binden und so über eine 

Brückenbildung die Thrombozyten miteinander verbinden, so dass es zur Aggregatbildung der 

Thrombozyten untereinander kommt (Ruggeri 2002, Varga-Szabo, Pleines et al., 2008, 

Nieswandt, Varga-Szabo et al., 2009).  

1.2.3 Das Integrin αIIbβ3 

 

Das Integrin αIIbβ3, welches auch Glykoprotein IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) genannt wird, ist das 

häufigsten vorkommende Glykoprotein auf der Membranoberfläche von ruhenden 

Thrombozyten in einer Anzahl von ungefähr 80.000 Exemplaren pro Zelle (Wagner, Mascelli 

et al., 1996). Zusätzlich befindet sich ein intrazellulärer Pool von αIIbβ3 Integrinen in der 

Membran der α-Granula, der nach der Aktivierung auf die Thrombozytenoberfläche transloziert 

wird. Das Integrin αIIbβ3 ist ein transmembranes Heterodimer, das sich aus zwei nicht-kovalent 

verbundenen α- und β-Untereinheiten zusammensetzt. Die αIIb and β3 Gene, ITGA2B und 

ITGB3, sind auf dem langen Arm des Chromosoms 17 in der Region q21-23 lokalisiert 

(Sosnoski, Emanuel et al., 1988).  

Das Integrin αIIbβ3 bindet verschiedene Liganden, welche eine Arginin-Glycin-Asparaginsäure 

(RGD) Sequenz enthalten. Zu den bedeutenden Liganden gehören vWF, Fibrin, Fibronektin, 

Thrombospondin, Vitronektin und vor allem Fibrinogen (Nieswandt, Varga-Szabo et al., 2009). 

Auf den zirkulierenden, ruhenden Thrombozyten befindet sich das Integrin αIIbβ3 in einem nicht 

aktivierten, niedrig-affinen Funktionszustand, bei dem die Bindungsstelle für die RGD-

Sequenz unzugänglich ist (Abbildung 6 A) (Estevez, Shen et al., 2015). Durch die Aktivierung 

des Thrombozyten kommt es zum sogenannten Inside-out signaling und damit zur Änderung 

der Konformation des Integrins αIIbβ3, das in seinen aktivierten-intermediär-affinen 

Funktionszustand (Abbildung 6 B) überführt wird. Hierbei wird die Bindungssequenz für das 

RGD-Motiv freigelegt (Varga-Szabo, Pleines et al., 2008, Estevez, Shen et al., 2015). Die 

Bindung von Liganden induziert wiederum eine Konformationsänderung sowie das Clustern 

des Integrins αIIbβ3 und löst eine intrazelluläre Signalkaskade aus, die zum so genannten 

Outside-in signaling führt (Abbildung 6 C) (Estevez, Shen et al., 2015). 

  



Einleitung 

15 

 
Abbildung 6: Konformationszustand von Integrin αIIbβ3 während der Aktivierung und 
Ligandenbindung.  (A) Der nicht aktivierte, niedrig-affine Zustand des Integrins αIIbβ3 wird durch 
Wechselwirkungen zwischen den α- und β-Ketten innerhalb der Transmembran- und zytoplasmatischen 
Domänen aufrechterhalten, die die Ektodomäne des Integrins einschränken. (B) Das Inside-out 
signaling führt zum aktivierten-intermediär-affinen Funktionszustand, der eine erweiterte Konformation 
mit einer geschlossenen Konfiguration aufweist. (C) Die Bindung des Liganden induziert weitere 
Konformationsänderungen, die zu einem offenen hoch-affinen Zustand führen und ermöglicht somit ein 
Outside-in signaling (modifiziert nach (Estevez, Shen et al., 2015)). 

Dabei bindet die GPGR-aktivierte Gα13-Untereinheit an die zytoplasmatische Domäne der β3-

Untereinheit (Abbildung 7). Die Interaktion von Gα13 mit β3 führt zur Aktivierung von Src-

Familienkinasen (SFKs), insbesondere von c-Src, die wiederum die Tyrosin-phosphorylierung 

des zytoplasmatischen Teils der β3-Untereinheit des Integrins vermitteln (Law, Nannizzi-

Alaimo et al., 1996, Law, DeGuzman et al., 1999). Die Phosphorylierung von Y747 reguliert 

negativ die Bindung von Talin und die Phosphorylierung von Y759 schützt die β3-Untereinheit 

vor der Spaltung durch die Kalzium-abhängige Protease Calpain. Die beiden 

Phosphorylierungen sind wichtig für die Kontrolle des Wechsels zwischen der 

Oberflächenvergrößerung von Thrombozyten und der Verfestigung des Thrombozyten-Fibrin-

Thrombus (Li, Delaney et al., 2010, Estevez, Shen et al., 2015). Anschließend phosphoryliert 

und aktiviert c-Src ein wichtiges RhoA-GTPase-aktivierendes Protein, p190 Rho GTPase-

aktivierendes Protein, das RhoA inaktiviert, so dass die Oberflächen-vergrößerung von 

Thrombozyten ermöglicht wird. Die Aktivierung von Syk durch c-Src führt schließlich zur 

Phosphorylierung und Aktivierung von PLCγ2. Die darauffolgende Signalkaskade verläuft 

analog zum GPVI-vermittelten ITAM-Signalweg (siehe Abschnitt 1.2.3). Der aktivierte Syk-

ITAM-Signalweg sowie der durch c-Src-aktivierte Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) -Signalweg 

stimulieren die Sekretion der Granula (Li, Delaney et al., 2010, Estevez, Shen et al., 2015).  
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Nach der Thrombusbildung und nachfolgender sekundärer Hämostase (Koagulation) 

unterdrückt die Spaltung von β3 durch Calpain die Wechselwirkung von c-Src mit der β3-

Untereinheit. Infolgedessen kommt es zur Aktivierung von RhoA und Verfestigung des 

Thrombozyten-Fibrin-Thrombus (Estevez, Shen et al., 2015).  

 

 
Abbildung 7: Integrin αIIbβ3 -vermitteltes Outside-in signaling.  Die Wechselwirkung von Gα13 mit 
der β3-Untereinheit führt zur Aktivierung von c-Src-Kinasen (SFKs). Die SFKs aktivieren den Syk-
vermittelten ITAM-Signalweg, das RhoA-GTPase-aktivierende Protein (p190 Rho GAP) und den 
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) – Signalweg (modifiziert nach (Estevez, Shen et al., 2015)). 

Der Verlust oder die Dysfunktion des Integrins αIIbβ3 manifestiert sich in der Glanzmann-

Thrombasthenie (GT). Diese seltene autosomal rezessiv vererbbare Erkrankung ist durch die 

fehlende Thrombozytenaggregation gekennzeichnet. Die GT wird in drei Gruppen unterteilt: 

Bei Typ I fehlt Integrin αIIbβ3 fast vollständig (< 5 %), bei Typ II liegt eine Reduktion der 

normalen Proteinmenge auf 5-20 % vor und der Typ III weist nahezu normale Expression (˃ 

20 %) auf, jedoch mit einem qualitativen Defekt (Solh, Botsford et al., 2015). Der grundlegende 
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GT-Phänotyp zeigt leichte bis schwere Blutungen. Zu den typischen Symptomen gehören 

spontane Schleimhautblutungen, Zahnfleisch-Blutungen, Nasenbluten, gastrointestinale 

Blutungen sowie eine erhöhte Neigung zur Hämatombildung (Nurden 2017). 

1.3 Rolle der Thrombozyten in der Alzheimer Erkrankung 

 

1.3.1 APP und Aβ-Peptide in Thrombozyten 

 

Thrombozyten enthalten eine große Menge an APP (hauptsächlich die Isoformen APP770 und 

APP751), das in der Plasmamembran und in den α-Granula lokalisiert ist (Van Nostrand, 

Schmaier et al., 1990, Li, Berndt et al., 1994, Donner und Elvers 2017). Zusätzlich exprimieren 

Thrombozyten alle für die Generierung von Aβ-Peptiden notwendige Enzyme (Evin, Zhu et al., 

2003, Donner und Elvers 2017). Aβ-Peptide können bei der Aktivierung von Thrombozyten 

durch natürliche Agonisten, wie zum Beispiel Kollagen und Thrombin, freigesetzt werden (Li, 

Whyte et al., 1998). Die Studien zeigten, dass ruhende Thrombozyten durchschnittlich 84 ng/g 

Zellen von Aβ40 aufweisen, aktivierte Thrombozyten hingegen im Durchschnitt 57 ng/g Zellen 

enthielten. Aβ42 ist hingegen in nur sehr geringen Konzentration exprimiert: Es wurden 1,6 

ng/g Zellen in ruhenden und 1,7 ng/g Zellen in aktivierten Thrombozyten gemessen (Kokjohn, 

Van Vickle et al., 2011, Canobbio, Abubaker et al., 2015).  

Die physiologische Rolle von APP und Aβ-Peptiden in Thrombozyten ist noch nicht vollständig 

geklärt. APP wird zum Teil auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert, wo es als Rezeptor 

fungieren kann (Kang, Lemaire et al., 1987, Li, Berndt et al., 1994). Es ist bekannt, dass APP 

an Proteoglycane, Laminin, Kollagen und Integrin-ähnliche Rezeptoren binden kann. Zudem 

bindet fibrilläres Aβ spezifisch an APP (Canobbio, Abubaker et al., 2015). Darüber hinaus gibt 

es starke Hinweise darauf, dass APP eine Rolle bei der Regulation von Thrombose und 

Hämostase spielt (Xu, Davis et al., 2005, Xu, Previti et al., 2007, Canobbio, Visconte et al., 

2017, Gowert, Kruger et al., 2017). Lösliche APP-Fragmente, die die KPI Domäne enthalten, 

hemmen die Aktivität der Blutgerinnungsfaktoren IXa, XIa und Xa und in geringerem Maße 

den Faktor VIIa-Gewebefaktorkomplex und könnten daher in der Koagulationskaskade eine 

Rolle spielen, (Canobbio, Abubaker et al., 2015). Eine in vivo Studie mit APP-knockout-

Mäusen zeigte, dass APP von Thrombozyten die venöse Thromboembolie durch eine negative 

Regulation sowohl der Fibrinbildung als auch der Funktion von Neutrophilen begrenzt 

(Canobbio, Visconte et al., 2017). Des Weiteren konnte vor kurzem gezeigt werden, dass 

thrombozytäres APP ein wichtiger Rezeptor für Reelin ist, der durch die Interaktion mit GpⅠb 
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die Thrombozytenaktivierung vermittelt und somit einen Einfluss auf die arterielle Thrombose 

hat (Gowert, Kruger et al., 2017). 

1.3.2 Veränderungen von Thrombozyten durch Aβ-Peptide 

 

Viele unterschiedliche Studien haben gezeigt, dass Aβ-Peptide in der Lage sind, 

Thrombozyten zu aktivieren, die Thrombozytenaggregation auszulösen sowie 

unterschiedliche intrazelluläre Signalwege zu induzieren (Shen, Hsiao et al., 2008, Canobbio, 

Guidetti et al., 2014, Sonkar, Kulkarni et al., 2014). Die Inkubation der Thrombozyten mit Aβ 

führt zur Aggregation von Thrombozyten über die Aktivierung von p38 MAPK Signalwegen, 

einschließlich der Aktivierung von PI3K, Akt und der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) 

sowie zur Produktion von Thromboxan A2. Zusätzlich wurde gezeigt, dass Aβ die PLC/PKC 

Aktivierung und die Ca2+ Mobilisierung stimuliert (Shen, Hsiao et al., 2008, Shen, Hsiao et al., 

2008). Die Adhäsion von Thrombozyten wird durch Aβ verstärkt (Kowalska und Badellino 

1994, Canobbio, Catricala et al., 2013). Die Thrombozyten adhärieren auf den immobilisierten 

Aβ-Peptiden und verstärken zusätzlich die Adhäsion auf Kollagen und Fibrinogen (Canobbio, 

Catricala et al., 2013, Sonkar, Kulkarni et al., 2014). Darüber hinaus verstärkt Aβ die Adhäsion 

von Thrombozyten auf Kollagen unter Flussbedingungen (Canobbio, Catricala et al., 2013, 

Canobbio, Guidetti et al., 2014 ). Des Weiteren zeigte Sonkar et al., dass Aβ-Peptide die 

Aktivierung von Thrombozyten über eine RhoA-abhängige Reorganisation des Aktomyosins 

stimulieren (Sonkar, Kulkarni et al., 2014). ADP scheint bei der Aktivierung von Thrombozyten 

durch Aβ-Peptide eine wichtige Rolle zu spielen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Aβ einen 

Anstieg des intrazellulären Ca2+ und somit die Sekretion der dichten und der α-Granula 

induziert. Dies führt zur Freisetzung von sekundärem Mediator ADP, der die Aktivierung und 

die Aggregation von Thrombozyten auslöst (Canobbio, Guidetti et al., 2014). 

 

1.3.3 Veränderungen von Thrombozyten bei der Alzheimer Erkrankung 

 

Der APP-Metabolismus in Thrombozyten von AD-Patienten ist spezifisch verändert. Eine 

große Anzahl von Publikationen aus verschiedenen Gruppen berichtet über ein vermindertes 

Verhältnis der beiden wichtigsten APP Isoformen (130 kDa / 110 kDa) in Thrombozyten bei 

AD-Patienten (Di Luca, Pastorino et al., 1996, Veitinger, Varga et al., 2014). Weitere Studien 

zeigten, dass das verminderte APP-Isoform-Verhältnis in Thrombozyten mit dem Grad der 

Demenz bei AD Patienten korreliert (Baskin, Rosenberg et al., 2000, Zainaghi, Talib et al., 

2012). Deshalb wird das veränderte APP-Verhältnis in Thrombozyten als vielversprechender 
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Biomarker für die Diagnose von AD diskutiert. Außerdem weisen AD- Patienten im Vergleich 

zu Kontrollpersonen eine reduzierte Expression von α-Sekretasen und eine gestiegene β-

Sekretase-Aktivität in Thrombozyten auf (Canobbio, Abubaker et al., 2015). 

Eine weitere Veränderung in Thrombozyten bei AD- Patienten zeigt sich in der Aktivierung der 

Zellen. Thrombozyten von AD-Patienten weisen einen Anstieg der zirkulierenden 

Thrombozytenaggregate, der Bildung von Leukozyten-Thrombozyten-Komplexen und der 

Expression von P-Selektin (α-Granula Marker) in ruhenden Thrombozyten auf (Sevush, Jy et 

al., 1998). Zusätzlich wurde eine signifikant höhere Expression von beiden 

Aktivierungsmarkern, aktiviertes Integrin αIIbβ3 und P-Selektin, in Thrombozyten von AD-

Patienten mit einem schnellen kognitiven Rückgang im Vergleich zu AD-Patienten mit einem 

langsamen kognitiven Rückgang gemessen (Stellos, Panagiota et al., 2010).  

Die Analysen von alten transgenen APP23 Mäusen, die mit zunehmenden Alter parenchymale 

und vaskuläre Plaques entwickeln, haben gezeigt, dass diese Tiere prä-aktivierte 

Thrombozyten in der Zirkulation aufweisen. Zusätzlich konnte in diesen Mäusen im Vergleich 

zu altersgleichen Wildtypen eine erhöhte Integrin αIIbβ3 Aktivierung sowie die Expression von 

P-Selektion durch Agonisten in vitro nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde eine 

verstärkte Thrombusbildung auf einer Kollagenmatrix unter Flussbedingungen ex vivo und 

eine beschleunigte Okklusion der Arteria carotis communis in vivo beobachtet (Jarre, Gowert 

et al., 2014). 

Ein weiterer wichtiger Parameter bei der Aktivierung von Thrombozyten ist der erhöhte 

Plasmaspiegel von sogenannten „coated“ Thrombozyten bei AD-Patienten (Prodan, Ross et 

al., 2007). „Coated“ Thrombozyten sind eine Untergruppe von aktivierten Thrombozyten, die 

eine hohe pro-koagulierende Aktivität nach dualer Stimulation mit den Agonisten, Kollagen und 

Thrombin, aufweisen (Dale 2005). Prodan et al. zeigten, dass der erhöhte Plasmaspiegel von 

„coated“ Thrombozyten mit der Progression der AD korreliert (Prodan, Ross et al., 2008). 

  



Zielsetzung der Arbeit 

20 

2 Zielsetzung der Arbeit 

Trotz intensiver Forschung konnte bisher keine wirksame Therapie gegen Morbus Alzheimer 

entwickelt werden. Daher ist anzunehmen, dass mehrere Kofaktoren additiv oder synergetisch 

zur Entstehung der AD beitragen. Die Erkenntnisse der letzten Jahre verdeutlichen, dass nicht 

nur neuronale, sondern auch vaskuläre Prozesse bei der Pathogenese der AD eine Rolle 

spielen. Eines der charakteristischen Merkmale der vaskulären Pathologie bei AD ist die 

Ablagerung von Aβ, hauptsächlich Aβ40, in Gefäßwänden, die als zerebrale 

Amyloidangiopathie (ZAA) bezeichnet wird. AD-erkrankte Patienten mit ZAA haben eine 

stärkere kognitive Beeinträchtigung als Patienten mit rein parenchymalen 

Amyloidablagerungen. 

 Die Beteiligung von Thrombozyten an der Entstehung der AD wird seit Jahren diskutiert. 

Thrombozyten exprimieren APP und alle für die Generierung von Aβ-Peptiden notwendigen 

Enzyme. Zusätzlich setzen Thrombozyten Aβ Peptide, hauptsächlich Aβ40, frei. Außerdem 

haben Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass Thrombozyten lösliches, 

synthetisches Aβ40 zu fibrillären Aggregaten in vitro modulieren können. Jedoch blieben die 

molekularen Mechanismen unaufgeklärt.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Wirkmechanismen von Thrombozyten auf das lösliche 

Aβ40 Peptid entschlüsselt werden. Im weiteren Teil der Arbeit sollte untersucht werden, 

inwieweit eine Inhibition der Thrombozyten in vivo die Bildung von amyloiden Plaques 

beeinflusst. 
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ABSTRACT 

A pathological hallmark of Alzheimer`s disease (AD) is the aggregation of amyloid-β peptides 

(Aβ) into fibrils, leading to deposits in cerebral parenchyma and vessels known as cerebral 

amyloid angiopathy (CAA). Platelets are major players of hemostasis but are also implicated 

in AD. Recently we provided strong evidence for a direct contribution of platelets to AD 

pathology. We found that monomeric Aβ40 binds through its RHDS sequence to integrin αIIbβ3, 

and promotes the formation of fibrillar Aβ aggregates by the secretion of adenosine 

diphosphate (ADP) and the chaperone protein clusterin (CLU) from platelets. Here we 

investigated the molecular mechanisms of Aβ binding to integrin αIIbβ3 by using Aβ11 and Aβ16 

peptides. These peptides include the RHDS binding motif important for integrin binding but 

lack the central hydrophobic core and the C-terminal sequence of Aβ. We observed platelet 

adhesion to truncated N-terminal Aβ11 and Aβ16 peptides that was not mediated by integrin 

αIIbβ3. Thus, no integrin outside-in signalling and almost no CLU release was detected. 

Accordingly, platelet mediated Aβ fibril formation was not observed. Taken together, the RHDS 

motif of Aβ is not sufficient for Aβ binding to platelet integrin αIIbβ3 and platelet mediated Aβ 

fibril formation but requires other recognition or binding motifs important for platelet mediated 

processes in CAA. Thus, increased understanding of the molecular mechanisms of Aβ binding 

to platelet integrin αIIbβ3 is important to understand the role of platelets in amyloid pathology.  
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1. Introduction 
Alzheimer`s disease (AD) is a neurodegenerative disorder of the brain and the most common 

form of senile dementia. Characteristic pathological hallmarks are the accumulation of hyper-

phosphorylated tau (neurofibrillar tangles) and the aggregation of amyloid peptides (Aβ) into 

oligomers, proto-filaments and fibrils, leading to deposits in brain parenchyma, accompanied 

by an inflammatory response and damage of neurons and synapses(Glenner und Wong 1984, 

Glenner und Wong 1984, Selkoe 1991, Hardy und Higgins 1992, Selkoe und Hardy 2016). 

Additionally, Aβ can accumulate within the cerebral blood vessels, known as cerebral amyloid 

angiopathy (CAA) (Thal, Griffin et al., 2008). Amyloid-β is derived from the proteolytic cleavage 

of amyloid precursor protein (APP) by β- and γ-secretases and can be between 38 and 43 

amino acids in length (LaFerla, Green et al., 2007). The most abundant Aβ-species is Aβ40 

which is also the predominant isoform found in vascular plaques, whereas the dominant 

species in parenchymal plaques is Aβ42 (Selkoe 2002, LaFerla, Green et al., 2007, Thal, 

Griffin et al., 2008, Selkoe und Hardy 2016). 

Platelets are an essential part of the hemostasis response to injury and involved in 

pathophysiological mechanisms, leading to arterial thrombosis (Ruggeri 2002, Gawaz, Langer 

et al., 2005). Platelets express large amounts of APP, which may contribute to more than 90 

% of the circulating APP, and all of the enzymatic machinery for generation of Aβ-peptides (Li, 

Berndt et al., 1994). Platelet APP may also be the primary source of amyloid β-peptides in 

whole blood (Chen, Inestrosa et al., 1995). Several studies showed that Aβ peptides are able 

to activate platelets and to enhance platelet aggregation (Herczenik, Bouma et al., 2007, Shen, 

Hsiao et al., 2008, Canobbio, Guidetti et al., 2014, Gowert, Donner et al., 2014, Donner, Falker 

et al., 2016). Moreover, under both static and flow conditions the adhesion of platelets to 

immobilized Aβ was observed (Canobbio, Guidetti et al., 2014, Gowert, Donner et al., 2014, 

Donner, Falker et al., 2016). The analysis of transgenic mice APP23, which develop 

parenchymal plaques and CAA, demonstrated that platelets adhere to vascular amyloid 

plaques and that recruitment of platelets lead to full occlusion of vessels (Gowert, Donner et 

al., 2014). Furthermore, aged APP23 transgenic mice have platelets in a pre-activated state in 

the circulation. These platelets showed enhanced platelet activation upon stimulation in vitro, 

leading to a high risk of arterial thrombosis in vivo (Jarre, Gowert et al., 2014). Recently, we 

have demonstrated that Aβ40 binds through its N-terminal RHDS (Arg-His-Asp-Ser) sequence 

to platelet integrin αIIbβ3, like its natural ligand fibrinogen with its RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) 

motif, leading to outside-in signalling of integrin αIIbβ3 and the release of adenosine 

diphosphate (ADP) and clusterin (CLU). This process is amplified via P2Y12 receptors (Donner, 

Falker et al., 2016). CLU is a chaperon protein and influences the structure and toxicity of Aβ 

peptides (Matsubara, Frangione et al., 1995, Oda, Wals et al., 1995, Yerbury, Poon et al., 

2007). It has been showed that platelets are able to modulate soluble synthetic Aβ40 into 
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fibrillar structures; inhibition of αIIbβ3 or the ADP/P2Y12 signalling pathway prevents this process 

in vitro. Moreover, pharmacological blocking of P2Y12 decreased CAA in APP23 transgenic 

mice in vivo (Gowert, Donner et al., 2014, Donner, Falker et al., 2016). Interestingly, Aβ40 

peptides with mutated RHDS sequence did not induce platelet aggregation, phosphorylation 

of phospholipase (PL)Cγ2 or CLU release and thus are not modulated into Aβ fibrils in cell 

culture. Taken together, platelets might play an important role in Aβ pathology and in the 

progression of plaque formation in CAA.  

Here, we investigated the effects of truncated Aβ peptides on integrin αIIbβ3 binding and 

outside-in signalling in platelets. We used the Aβ peptides Aβ11 and Aβ16 that include the N-

terminal R5H6D7S8 sequence known to be responsible for integrin αIIbβ3 binding but not the 

central hydrophobic core and C-terminal part of Aβ40. Our findings indicate that the RHDS 

domain of Aβ is not sufficient for Aβ binding to integrin αIIbβ3, integrin outside-in signalling and 

platelet-mediated Aβ fibril formation;  
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2. Materials and methods 

 

2.1 Chemicals and reagents 

 

Soluble Aβ(1-40) H-1194, soluble Aβ (1-16), soluble Aβ(1-11), soluble Aβ(25-35). All peptides 

were purchased from Bachem. Stock solutions with a concentration of 1 mg/mL were solved 

in a sterile dH2O and stored at -20 °C. Platelets were activated by ADP (Sigma-Aldrich) and 

thrombin (Roche). 

 

2.2 Human platelet preparation 

 

Fresh ACD-anticoagulated human blood was collected from healthy volunteers between the 

age of 18 and 50 years. After centrifugation at 200 g for 10 min, the supernatant (platelet-rich 

plasma) was added to phosphate buffered saline (PBS) (pH 6.5, apyrase (2.5 U/mL) 1 µM 

PGI2) in 1:1 volumetric ratio and then centrifuged at 1000 x g for 6 min. The washed platelets 

were finally suspended in Tyrod`s solution (pH 7.4). 

 

2.3 Immunoprecipitation 

 

Platelet suspensions (400x106 platelets/mL) were stimulated with 20 µM Aβ-peptides as 

indicated and then lysed. The samples were incubated with β3-integrin antibody (Luc.H11, 

Emfret Analytics) and finally incubated with G-Sepharose overnight at 4° C. The immuno 

complexes recovered on beads were washed three times with cell lysis buffer before addition 

of Laemmli sample buffer. Immunoblotting was performed as indicated. Antibody 4G10 

(Millipore) was used to analyse tyrosine phosphorylation of the β3-Integrin subunit. The same 

membrane was reprobed with anti-β3-integrin antibody (Luc.H11, Emfret Analytics). 

 

2.4 Clusterin quantification 

The human platelets (2x106 platelets per 150 µl of medium) were stimulated with 5 µM Aβ 

peptides for 1 min at RT. The reaction was stopped by the addition of apyrase (2 U/mL) and 

the suspension was centrifuged at 659 g for 5 min. The Clusterin levels in the supernatant 

were measured using an ELISA kit ( human CLU ELISA, DCLU00, R &D Systems) according 

to the manufacturer`s protocol.  
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2.5 Platelet culture 

 

Human platelets (2 x 106 platelets per 150 µl of medium) were incubated for 1 h with 10 µM 

Aβ peptides. Finally, 5 µM Aβ40 were added to the platelet culture for 3 days. After incubation, 

unbound human platelets were removed by rinsing with PBS. Finally, adherent platelets were 

fixed with 2 % paraformaldehyde and stained for Aβ aggregates with Congo red according to 

the manufacturer´s protocol (Merck). 

 

2.6 Western blot analysis for Clusterin, Syk and PLCy2 

 

The sample preparation and western blot analysis was generally undertaken as previously 

described (Donner, Falker et al., 2016). 

 

2.7 Platelets adhesion on immobilized Aβ 

 

Synthetic Aβ40 (200 µg/mL), Aβ11 (200 µg/mL), Aβ16 (200 µg/mL) and Aβ25-35 (200 µg/mL) 

and collagen (200 µg/mL) were immobilized overnight and then blocked with 1% BSA solution 

for at least 60 min. Platelet counts were adjusted to 10 x 105 platelets/mL. Where indicated, 

platelets were pre-incubated with ReoPro for 15 min at room temperature. Platelet adhesion 

was counted per visual field. 

 

2.8 Flow cytometry 

 

Flow cytometry analysis of human platelet activation was performed using fluorophore-labeled 

antibodies. 5 µL of whole blood was immediately added to tube containing buffer and a mixture 

of saturated antibodies, CD62P-PE (P-selectin marker, BD Biosciences ) and PAC1-FITC 

(activated GP IIb/IIIa receptor marker, BD Biosciences), and agonists (ADP, Aβ-peptides). 

After incubation at room temperature for 15 min, the reaction was stopped by the addition of 

PBS, and samples were immediately analysed on a FACSCalibur flow cytometer (BD 

Biosciences). For analysis of fibrinogen binding washed platelets were mixed with human 

labeled-fibrinogen (Sigma-Aldrich). 
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2.9 Biolayer interferometry (BLI) 

 

BLI experiments were performed on an Octet RED96 instrument with immobilized Aβ and 

purified integrin αIIbβ3 as described before (Donner, Falker et al., 2016). N-biotinylated Aβ(1-

40) (Bachem) and fragments F1 (Aβ1-15), F2 (Aβ6-20), F3 (Aβ11-25)) and F5 (Aβ21-35) 

(peptides&elephants) were dissolved in HFIP and lyophilized to destroy any preexisting 

aggregates. For immobilization on Super Streptavidin sensor tips (SSA), Aβ1-40 and F1 were 

dissolved in PBS to a final concentration of 50 µg/mL and loaded to a level of 5 nm (Aβ1-40) 

and 0.9 nm (F1). F2, F3 and F5 were dissolved in DMF (1 mg/mL), diluted in PBS to a final 

concentration of 200 µg/mL and loaded to a level between 0.5 nm and 1.4 nm. Ligand sensors 

and a control sensor were quenched with 50 µg/mL biotin. Direct binding of integrin αIIbβ3 to 

Aβ(1-40) and fragments was measured in 50 mM tris-HCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 0.2% 

(w/v), Triton X-100 (pH 7.3) with a constant integrin concentration 2 µM. For evaluation, non-

specific binding of integrin to the control sensor was subtracted from ligand sensors. As a 

loading control for Aβ fragments, following anti-Aβ antibodies were used: 6E10 (BioLegend) 

for F1, NAB228 (Sigma-Aldrich) for F2, 4G8 (BioLegend) for F3 and BAM90.1 (Sigma-Aldrich) 

for F5. Binding of 500 nM of the respective antibody was recorded in PBS. 

 

2.10 Molecular dynamics simulations 

 

The starting structures were prepared similar to our previous study (Donner, Falker et al., 2016) 

with the following differences. Starting structures for molecular dynamics (MD) simulations of 

integrin aIIbβ3 in the bent, closed form representing the inactive state bound to Aβ40 variants 

were obtained from the coordinates of the X-ray structure of the ectodomain of integrin αIIbβ3 

(Protein Data Bank (PDB) ID: 3FCS), truncated to the propeller, βA, and hybrid domains, and 

the nuclear magnetic resonance structure of Aβ40 with helical secondary structure in the 

central core and towards the C-terminus (PDB ID: 1BA4). Coordinates of a peptidic RGD motif 

were taken from the X-ray structure of the integrin αIIbβ3 headpiece bound to a chimeric 

fibrinogen γ chain peptide (PDB ID: 2VDQ) and served to place Aβ40 via its RHD motif into 

the binding region between the propeller and βA domains. The Aβ40 peptides were 

subsequently C-terminally truncated to generate the Aβ11 and Aβ16 peptides. Each starting 

structure was subjected to three replicates of all-atom MD simulations of 150 ns length each 

in explicit solvent. 

MD simulations were performed with the AMBER 17 suite of programs (Case, Cheatham et 

al., 2005), together with the ff14SB force field (Maier, Martinez et al., 2015). For metal ions, 
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the Li-Merz parameters were used (Li, Song et al., 2015). Na+ counter ions were added to 

neutralize the total charge of the system using Leap. The resulting system of ~300,000 atoms 

was placed into an octahedral period box of TIP3P water molecules (Jorgensen, 

Chandrasekhar et al., 1983) with a distance of at least 12 Å between the edges of the water 

box and the closest atom of the protein. Before launching the production phase of MD 

simulations, each system was minimized by 50 steps of steepest descent minimization 

followed by 450 steps of conjugate gradient minimization. The particle mesh Ewald method 

(Darden, York et al., 1993) was used to treat long-range electrostatic interactions, and bond 

lengths involving bonds to hydrogen atoms were constrained using the SHAKE algorithm 

(Ryckaert, Ciccotti et al., 1977). The time step for the MD simulations was 2 fs with a direct 

space, non-bonded cut-off of 8 Å. Applying harmonic restraints with force constants of 

5 kcal mol-1 Å-2 to all solute atoms, NVT-MD was carried out for 50 ps, during which the system 

was heated from 100 to 300 K. Subsequent NPT-MD was used for 150 ps to adjust the solvent 

density. Finally, the force constant of the harmonic restraints on solute atom positions were 

gradually reduced to zero during 100 ps of NVT-MD. The following 150 ns of NVT-MD at 300 K 

with a time constant of 10 ps for heat bath coupling were used for analysis, with conformations 

extracted every 20 ps. 

The presence of the interaction between D224 and R5 was analysed with the distance and 

angle-dependent “hbond” command of cpptraj (Roe und Cheatham 2013). For the data from 

MD simulations, the standard error in the mean (SEM) was calculated from the standard 

deviation (SD) of the means of the three replicas, with SEM = SD / (31/2). 

 

3. Results 

 

3.1 Platelets adhere to Aβ11 and Aβ16 

 

Recent studies demonstrated that platelets adhere to immobilized Aβ40, Aβ42 and Aβ25-35 

(Canobbio, Catricala et al., 2013, Gowert, Donner et al., 2014, Donner, Falker et al., 2016). To 

investigate the adhesion of platelets to truncated Aβ peptides that include the N-terminal 

residues of Aβ but not the C-terminal end, we immobilized Aβ11 and Aβ16 on coverslips and 

used immobilized Aβ40 and collagen as controls. As shown in Fig. 1A, platelets are able to 

adhere to the truncated Aβ peptides Aβ11 and Aβ16. The number of adherent platelets was 

comparable to experiments where Aβ40 and collagen were immobilized (Fig. 1B). Aβ25-35 

was used as control because this Aβ peptide does not include the binding motif RHDS of Aβ40. 

However, platelets do adhere to immobilized Aβ25-35 as well (Fig. 1C and D) suggesting that 
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Aβ binding to platelets can occur via different receptors or different mechanisms at the platelet 

membrane.  

 

3.2 Effects of different amyloid-β peptides on phosphorylation of integrin αIIbβ3, PLCy2 and 

SYK 

 

We have recently demonstrated that Aβ40 binds to integrin αIIbβ3 and induces outside-in 

signalling, including the phosphorylation/activation of integrin αIIbβ3 followed by the activation 

of signalling molecules such as Syk and PLCy2 (Donner, Falker et al., 2016). Here, we 

investigated the ability of Aβ11 and Aβ16 to induce integrin αIIbβ3 mediated outside-in signalling 

in platelets. The Aβ-dependent phosphorylation of the β3 subunit was investigated by 

immunoprecipitation (Fig. 2A). Western blot analysis with phospho-specific antibody shows 

that Aβ11 and Aβ16 are not able to induce phosphorylation of the β3 subunit of integrin αIIbβ3. 

In line with these results, the phosphorylation of PLCy2 and SYK was abolished in response 

to Aβ11 and Aβ16 but still detected with Aβ40 (Fig. 2B and C) as already published before 

(Donner, Falker et al., 2016).  

 

3.3 Reduced Clusterin release upon treatment with Aβ11 or Aβ16 

 

Aβ40 binding to integrin αIIbβ3 induces the release of CLU from platelets, important for platelet 

mediated Aβ fibril formation. Thus, treatment of CLU-deficient platelets with Aβ40 resulted in 

significantly reduced platelet-mediated Aβ fibril formation in cell culture compared to control 

platelets (Donner, Falker et al., 2016). To investigate whether Aβ11 or Aβ16 are able to induce 

CLU release from platelets, we stimulated platelets with Aβ peptides and measured the amount 

of secreted CLU by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Stimulation of platelets with 

thrombin and Aβ40 served as positive controls. As shown in Fig. 3A and B, release of CLU 

was observed when we stimulated platelet with Aβ11 and Aβ16 compared to non-stimulated 

platelets; however the amount of secreted CLU was reduced compared to Aβ40 stimulation 

without reaching statistical significance. Western blot experiments confirmed the release of 

CLU from platelets upon stimulation with truncated Aβ11 and Aβ16 peptides. In contrast, 

platelet stimulation with Aβ peptides that did not include the RHDS binding motif (Aβ25-35) 

showed significantly reduced CLU release (Fig. 3C).  
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3.4 Effects of Aβ11 and Aβ16 on platelet activation  

 

Aβ induced platelet activation and aggregation was already shown by several authors in the 

past (Shen, Hsiao et al., 2008, Canobbio, Catricala et al., 2013, Gowert, Donner et al., 2014, 

Donner, Falker et al., 2016). However, treatment of platelets with Aβ40 alone did not induce 

integrin inside-out activation or degranulation as measured by the exposure of P-selectin at 

the platelet membrane but enhances platelet activation following ADP stimulation (Gowert, 

Donner et al., 2014, Donner, Falker et al., 2016). Therefore, we analysed the ability of N-

terminal Aβ peptides to stimulate platelet activation using flow cytometry. To determine integrin 

inside-out activation, we measured the binding of fibrinogen following ADP stimulation with and 

without Aβ11 and Aβ16. As shown in Fig. 4A, integrin activation was not enhanced when 

platelets were stimulated with ADP and Aβ11 and Aβ16, respectively, compared to ADP alone, 

whereas Aβ40 was observed to increase fibrinogen binding to integrin αIIbβ3 upon ADP 

stimulation of platelets and served as positive control (Fig. 4A). In line with these results, P-

selectin exposure as marker for α-granule release was enhanced when ADP-stimulated 

platelets were treated with Aβ40 but not with Aβ11 and Aβ16 (Fig. 4B). Treatment of platelets 

with Aβ25-35 that lacks the RHDS binding motif and thus is not able to bind to integrin αIIbβ3 

also fails to potentiate platelet activation upon ADP stimulation of platelets (Fig. 4C-E).    

 

3.5 Aβ11 and Aβ16 binding to platelets does not affect platelet mediated Aβ40 fibril formation 

in platelet cell culture 

 

We have previously reported that platelets modulate soluble Aβ40 peptides into fibrillar Aβ 

structures leading to fibril Aβ aggregate formation in cell culture (Gowert, Donner et al., 2014, 

Donner, Falker et al., 2016). To investigate the mechanism of platelet-induced Aβ fibril 

formation and the impact of different Aβ residues in more detail, we incubated platelets with 

soluble, synthetic Aβ11 and Aβ16 peptides for 3 days and analysed Aβ aggregate formation 

by Congo red staining. Incubation of platelets with soluble Aβ40 served as positive control. 

Surprisingly, we did not detect any Congo red positive Aβ deposits in the presence of Aβ11 or 

Aβ16 in platelet cell culture (Fig. 5A, left panel). Incubation of platelets with Aβ25-35 did not 

induce Aβ aggregate formation either (Fig. 5A, right panel), but –in contrast to Aβ11 and Aβ16- 

lacks the RHDS binding motif and thus is probably not able to bind to integrin αIIbβ3 to induce 

outside-in signalling and ADP/CLU release.  

We recently demonstrated that binding of Aβ40 with its N-terminal RHDS sequence to platelet 

integrin αIIbβ3 leads to aggregate formation of Aβ40 at least in vitro (Donner, Falker et al., 2016). 
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We now explored whether the truncated Aβ peptides Aβ11 and Aβ16 that lack the C-terminus 

of Aβ40 are able to block binding of Aβ40 to integrin αIIbβ3. Time-equal addition of Aβ40 and 

Aβ11 or Aβ16 to platelet culture (Fig. 5B) as well as the pre-incubation of platelets with Aβ11 

or Aβ16 for 1h did not prevent the formation of fibrillar Aβ40 deposits in platelet cell culture 

(Fig. 5C). Moreover, dose-responses of Aβ11 did not reduce aggregate formation when 

platelets were pre-treated with Aβ11 for 1 h before incubation with Aβ40 for three days (Fig. 

5D).  

 

3.6 RHDS containing Aβ1-16 peptide does not bind to platelet integrin αIIbβ3 

 

Platelet adhesion to different immobilized Aβ peptides was investigated using ReoPro to block 

Aβ binding to integrin αIIbβ3 to avoid Aβ fibril formation as previously reported (Donner, Falker 

et al., 2016). Whereas treatment of platelets with the integrin inhibitor ReoPro significantly 

reduced platelet adhesion to Aβ40, no differences were observed when platelets were allowed 

to adhere to Aβ11, Aβ16 or Aβ25-35 suggesting that binding of these truncated Aβ peptides 

to platelets is mediated by other receptors than integrin αIIbβ3 (Fig. 6A). To confirm this 

hypothesis, kinetic analysis by bio-layer interferometry (BLI) was performed to analyse direct 

binding of truncated Aβ peptides to integrin αIIbβ3. As shown in Fig. 6B, Aβ40 was able to bind 

to purified integrin αIIbβ3 as already reported previously (Donner, Falker et al., 2016). In 

contrast, truncated Aβ peptides did not show any binding signal to purified integrin αIIbβ3 (Fig. 

6B) confirming that Aβ peptides that lack the C-terminus of Aβ40 (F1=Aβ1-15) as well as Aβ 

peptides without RHDS sequence (F2=Aβ6-20), F3=Aβ11-25, F5=Aβ21-35) do not bind to 

integrin αIIbβ3. As loading controls for Aβ fragments, following anti-Aβ antibodies were used: 

6E10 (BioLegend) for F1, NAB228 (Sigma-Aldrich) for F2, 4G8 (BioLegend) for F3 and 

BAM90.1 (Sigma-Aldrich) for F5. Binding of 500 nM of the respective antibody was recorded 

in PBS (Fig. S1). 

 

3.7 Differences in interactions of Aβ peptides with platelet integrin αIIbβ3 

 

Aβ peptide binding to integrin αIIbβ3 was investigated by molecular dynamics (MD) simulations, 

starting from Aβ11, Aβ16, or Aβ40 peptides in complex with the propeller, βA, and hybrid 

domains of αIIbβ3, respectively, as done previously (Donner, Falker et al., 2016). Of note, these 

starting structures were identical except for the missing C-terminal parts in Aβ11 and Aβ16 to 

prevent any bias in the simulations (Fig. S2). While a complete unbinding of the peptides, in 

particular breaking of the interactions between D7 and Mg2+ at the metal-ion dependent 
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adhesion site (MIDAS), cannot be expected on the time scale of the simulations (Ohtaki und 

Radnai 1993), local structural changes may provide an indication of differences in the 

interactions between the peptides and αIIbβ3. As such, Aβ11 and Aβ16 quickly lost the salt 

bridge interaction between R5 of the peptides and D224 of the β3 subunit during the 

simulations, resulting in an average occupancy of 43 ± 0.76% (mean ± SEM) and 4.32 ± 0.82% 

across the three replicates, respectively (Figure 6C; Fig. S3 A and B). In contrast, Aβ40 

maintains this interaction throughout the simulations to, on average, 99.78 ± 0.12% (Figure 

6D, Fig. S3 C). This salt bridge interaction has been found crucial for peptide binding to the 

head region of integrin before (Gohlke, Schmitz et al., 2013). In conjunction with this, the 

structural deviation of the N-terminal part up until residue 6 of Aβ11 and Aβ16 raises to an 

RMSD of 7.08 ± 1.12 Å and 6.35 ± 0.83 Å, respectively, whereas that of Aβ40 is 5.81 ± 0.54 Å 

(Fig. S4). Together, our results suggest that Aβ11 and Aβ16 do not establish crucial 

interactions of the N-terminal part with αIIbβ3, in contrast to Aβ40, despite the presence of the 

RHDS binding motif. 

The MD simulations provide a glimpse into a possible reason for this difference: during the 

simulations, the C-terminus of Aβ40 bends towards the propeller domain (Figure 6C, Fig. S4), 

establishes interactions with it (Figure 6C), and covers the region around R5 of the peptide 

and D224 αIIbβ3 (Figure 6C, Figures S5); this new conformation stays for the remainder of the 

simulations (Fig. S4). Shielding the R5/D224 salt bridge from solvent (Fig. S6) likely contributes 

to its interaction strength (Nussinov und Kumar 2000). Together, these results may explain 

how the C-terminal part of Aβ40, which is lacking in Aβ11 and Aβ16, can help establishing 

crucial interactions of the N-terminal part with αIIbβ3 and contribute to the overall binding 

strength of that peptide. 

 

4. Discussion 

 

The present study demonstrates that platelets are able to adhere to immobilized truncated N-

terminal Aβ11 and Aβ16, but do not induce integrin αIIbβ3 mediated outside-in signalling in 

platelets. Accordingly, platelet mediated Aβ fibril formation was not observed. Mechanistically, 

Aβ11 and Aβ16 peptides bind to a yet unknown receptor on platelets but not to integrin αIIbβ3 

although their sequence includes the binding motif RHDS of Aβ40. Taken together, this study 

suggests that the C-terminal part upstream of amino acid 17 of Aβ40 is important for integrin 

αIIbβ3 binding and subsequent integrin outside-in signalling of platelets and platelet-mediated 

Aβ fibril formation.  
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Adhesion of platelets to Aβ11 and Aβ16 indicated that the first 11 amino acids of Aβ40 that 

include the RHDS motif are sufficient to allow Aβ binding to integrin αIIbβ3 (Donner, Falker et 

al., 2016). However, no integrin outside-in signalling was detected as already observed with 

the mutated Aβ peptides Aβ40scrambled and Aβ40inverted (Donner, Falker et al., 2016). The lack of 

outside-in signalling was due to the fact that platelets do not bind to Aβ11 and Aβ16 via integrin 

αIIbβ3 as shown by adhesion studies using ReoPro to block integrin αIIbβ3 and BLI experiments, 

and supported by MD simulations. Thus, incubation of platelets with Aβ11 and Aβ16 does not 

prevent platelet mediated Aβ fibril formation in the presence of Aβ40 (Fig. 5). The receptor or 

mechanism how platelets bind to Aβ11 and Aβ16 is yet unknown but excludes protein 

phosphorylation and platelet mediated Aβ fibril formation.  In contrast, Aβ25-35 did not include 

the RHDS binding motif responsible for Aβ binding to integrin αIIbβ3. Thus, it was not surprising 

that ReoPro fails to reduce platelet binding to Aβ25-35. However, platelets do adhere to Aβ25-

35 to a yet unknown receptor as well. Furthermore, Canobbio and colleagues demonstrated 

that incubation of platelets with this peptide induces granule secretion and ADP release 

(Canobbio, Guidetti et al., 2014). Here, we never observed phosphorylation of platelet proteins 

or P-selectin exposure solely induced by Aβ25-35 or following ADP stimulation. Moreover, we 

found that Aβ25-35 is not able to induce platelet mediated Aβ fibril formation in cell culture 

which is probably due to the fact that Aβ25-35 binding to platelets is not mediated by integrin 

αIIbβ3. Thus Aβ binding to platelet integrin αIIbβ3 is a fundamental process for platelet mediated 

Aβ fibril formation in vitro and probably platelet mediated processes upon CAA formation in 

vivo.  

However, the RGD (Arg-Gly-Asp) recognition sequence of the natural ligand of integrin αIIbβ3 

fibrinogen is sufficient to allow binding of RGD peptides to integrin αIIbβ3. The RGD motif was 

first discovered in fibronectin but later found in many other extracellular matrix proteins such 

as laminin, vitronectin, thrombospondin etc. (Ruoslahti 1996). This conserved motif efficiently 

serves as attachment site for the α and β subunits of integrins (Ruoslahti 1996). While platelets 

are able to bind to RGD peptides, the incubation of soluble RGD inhibits fibrinogen binding 

and platelet activation and thus might be a promising therapeutic target for thrombosis and 

cancer (Ruoslahti 1996) but also blocks Cdc42 activation and inhibits cell polarity (Etienne-

Manneville und Hall 2001). RGD-based antagonists of integrin αIIbβ3 are widely used as 

antithrombotic agents such as eptifibatide and tirofiban (Hanson, de Leval et al., 2004). Here 

we provided evidence that Aβ binding to platelet integrin αIIbβ3 is not solely mediated by the 

RHDS motif of Aβ. This might be due to the differences in the recognition motif of Aβ (RHDS) 

and fibrinogen (RGDS) suggesting that further recognition sites in the Aβ peptide are needed 

for robust integrin αIIbβ3 binding at the platelet surface. It is well known that platelet integrin 

αIIbβ3 binds to a KQAGDV motif at the fibrinogen y-chain C-terminus beside the RGD motif 

present in loops of many extracellular matrix proteins (Lin, Zhu et al., 2016). The AGDV 
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tetrapeptide of the KQAGDV motif binds to the αIIbβ3 headpiece with comparable affinity known 

form the RGDS peptide and induces complete headpiece opening in solution (Lin, Zhu et al., 

2016). Surprisingly, Aβ40 peptides include an AGDV-like motif in terms of the amino acids 

AEDV (represents amino acids 21-24 of Aβ). Thus, although we did not observe a direct 

interaction in our MD simulations, probably because of too short simulation times for them to 

establish from the starting structures, it is tempting to speculate that this additional recognition 

motif is crucial for Aβ binding to platelet integrin αIIbβ3.  

 

Beside the integrin recognition motifs of Aβ40, the C-terminus of the peptide was described to 

be essential for oligomerization of Aβ. Thus, besides missing the recognition motif AEDV 

(amino acid 21-24 of Aβ), other mechanisms might be responsible for failure of platelet 

mediated Aβ fibril formation in cell culture of platelets incubated with Aβ11 and Aβ16, 

respectively. Already in the early nineties, Maruyama and colleagues suggested that the 

formation of amyloid fibril is an inherent characteristic of the C-terminal peptide of APP 

(Maruyama, Terakado et al., 1990). This observation led to the generation of IgG antibodies 

raised against the C-terminus of Aβ. Chronic intranasal treatment with an anti- Aβ30-42 scFv 

antibody ameliorated amyloid pathology in Alzheimer transgenic mice suggesting that Aβ 

directed immunotherapy can reduce Aβ deposition in brain vessels and 

parenchyma(Cattepoel, Hanenberg et al., 2011).  

However, not only the C-terminus of Aβ plays an important role for Aβ pathology. In recent 

years, several authors have demonstrated that N-terminal sequences of neurotoxic Aβ 

oligomers are implicated in causing AD (Jonsson, Atwal et al., 2012, Welzel, Maggio et al., 

2014, Murray, Sorci et al., 2016, Murray, Sharma et al., 2017). Murray et al., showed an altered 

aggregate morphology of N-terminal mutants leading to an increased aggregation lag time 

prior to the onset of fibril formation compared with wildtype Aβ (Murray, Sorci et al., 2016). 

Moreover, the N-terminal residues Arg5, Asp7, and Ser8 of Aβ40 form important interfilament 

contacts necessary to stabilize the overall fibril structure of threefold symmetry, whereas N-

terminal truncated Aβ(9-40) was less stable (Soldner, Sticht et al., 2017). Interestingly, the N-

terminus of Aβ negatively effects the long-term potentiation (LTP). LTP deficit was effectively 

prevented by blocking the N-terminus with sequence specific antibodies compared to blocking 

of the central hydrophobic core and C-terminus (Willem, Tahirovic et al., 2015, Murray, Sorci 

et al., 2016). Additionally, McLaurin et al., showed that beneficial effects in mice arise from 

antibodies selectively directed against N-terminal residues 4–10 of Aβ, and that these 

antibodies inhibit both Aβ, fibrillogenesis and cytotoxicity (McLaurin, Cecal et al., 2002). 
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Taken together, the RHDS motif of Aβ is not sufficient for Aβ binding to platelet integrin αIIbβ3, 

integrin outside-in signalling and platelet mediated Aβ fibril formation. Rather, other recognition 

and/or C-terminal sequence motifs are required. Thus, an increased understanding of Aβ 

binding to platelets and related platelet mediated cellular processes is important to scrutinize 

the role of platelets in amyloid pathology.    

 

5. Conclusions 

 

1. Platelets adhere to the truncated Aβ peptides Aβ11 and Aβ16 independent of integrin αIIbβ3 

2. N-terminal Aβ11 and Aβ16 are not able to induce outside-in signalling 

3. Treatment of platelets with Aβ16 and Aβ11 does not lead to the formation of toxic Aβ fibrils 

in platelet cell culture 

4. Other recognition or binding motifs of Aβ peptides are required for binding of Aβ peptides to 

integrin αIIbβ3, integrin outside-in signalling and platelet-mediated amyloid fibril formation 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig. 1. Platelets adhere to the truncated Aβ peptides Aβ11 and Aβ16. (A) Representative 

images of platelet adhesion to immobilized Aβ40, Aβ16 and Aβ11 under static conditions. 

Collagen-immobilized coverslips served as positive control. (B) Quantification of adherent 

platelets per visual field.  (C-D) Platelet adhesion to immobilized Aβ25-35 that lacks the integrin 

RHDS binding motif serves as negative control. Bar graphs depict mean values ± SD (n = 4). 

***p <0.001. 

 

Fig. 2. Treatment of platelets with Aβ11 and Aβ16 does not induce phosphorylation of integrin 

αIIbβ3, SYK and PLCy2. Platelets were stimulated with 20 µM Aβ40, 20 µM Aβ16 or 20 µM 

Aβ11. Stimulated platelets were immunoprecipitated with anti-β3 integrin antibody (A). 

Phosphorylation of immunoprecipitated β3 integrin was evaluated with the anti-phospho-

tyrosine (p-tyrosine) antibody 4G10. The level of immunoprecipitated protein was detected with 

anti-β3 integrin antibody. (B-C) Representative Western blots of phosphorylated PLCy2 (B) and 

SYK (C) after stimulation of platelets with different Aβ peptides (n=4).   

 

Fig. 3. Reduced Clusterin release of platelets after treatment with Aβ11 or Aβ16. (A) The 

release of CLU upon stimulation with 5 μM Aβ40, Aβ11 or Aβ16 for 1 min was investigated 

using ELISA (A, n=7) or Western blot analysis (B). Representative Western blot of supernatant 

of platelets after stimulation with indicated peptides using anti-CLU antibody (n=3). (C) CLU 

release from platelets after stimulation of platelets with Aβ25-35. Stimulation of platelets with 

thrombin served as positive control. *p<0.05, ***p<0.001, n.s.=not significant.  

 

Fig. 4. Aβ11 and Aβ16 do not potentiate ADP induced platelet activation. Integrin activation as 

measured by fibrinogen binding to platelets (A) and degranulation of α-granule release by 

exposure of P-selectin (B) following stimulation of platelets with 50 µg/ml Aβ40 (positive 

control), 50 µg/ml Aβ11 or 50 µg/ml Aβ16 in the absence or presence of 5 µM ADP was 

investigated by flow cytometry. (C-E) Aβ peptide without RHDS binding motif (Aβ25-35) is not 

able to increase ADP-induced platelet activation, neither P-selectin exposure (C) nor integrin 

activation (D-E) as measured by PAC1 (integrin antibody that only binds to activated integrins, 

D) and fibrinogen binding (E). n=4 *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s.=not significant. 
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Fig. 5. Treatment of platelets with Aβ16 and Aβ11 does not lead to the formation of toxic Aβ 

fibrils in platelet cell culture. (A) Congo red staining of amyloid fibrils after incubation with 

soluble, synthetic Aβ peptides for 3 days. Incubation of platelets with Aβ40 served as positive 

control. (B-D) Treatment of platelets with Aβ11 or Aβ16 does not avoid platelets mediated 

aggregation of soluble Aβ40. (B) Time-equal addition of 5 µM Aβ40 and 10 µM Aβ11 or 10 µM 

Aβ16 to platelet culture. (C) Platelets were pre-incubated with 10 µM Aβ11 or Aβ16 for 1 h, 

followed by the addition of 5 µM Aβ40. (D) Platelets were pre-incubated with different 

concentration of Aβ11 for 1 h, followed by the addition of 5 µM Aβ40. Scale bars, 50 µm. n=3. 

 

Fig. 6. Lack of the C-terminus of the Aβ peptides Abeta1-16 avoids binding to integrin αIIbβ3. 
(A) Platelet adhesion to different immobilized Aβ peptides with and without RHDS motif in the 

presence and absence of the integrin inhibitor ReoPro. n=4. (B) Binding of purified integrin 

αIIbβ3 (2 µM) to immobilized Aβ fragments F1 (Aβ1-15), F2 (Aβ6-20), F3 (Aβ11-25), F5 (Aβ21-

35) and Aβ1-40 (positive control) was measured by BLI. (C) Closest-to-the-average structure 

of Aβ11 at the propeller and βA domains of αIIbβ3. The interaction between D224 of the 

propeller domain and R5 of Aβ11 is lost in the course of MD simulations (Fig. S3). (D) Closest-

to-the-average structure of Aβ40 binding to the propeller and βA domains of αIIbβ3. The 

C-terminus of Aβ40 bridges both domains, covers the region around R5 of the peptide and 

D224 of αIIbβ3 (Fig. S6), and the salt bridge interaction between R5 and D224 is maintained 

(Fig. S3). Metal ions are shown as spheres. Results are representative for three independent 

measurements. **p<0.01.  
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Supporting Information 

Supplemental Figures 

  

Figure S1. Anti-Aβ antibodies binding to immobilized Aȕ fragments measured by BLI. (A) 6E10 

antibody binding to F1. (B) NAB228 antibody binding to F2. (C) 4G8 antibody binding to F3. 

(D) BAM90.1 antibody binding to F5. Binding of 500 nM antibody was recorded in PBS.    

  

Figure S2. Starting structures for MD simulations of the Aβ peptide/integrin αIIbβ3 complexes. 

The used starting structures are identical except for the C-termini of Aβpeptides with different 

length: Aβ40 (green), Aβ16 (navy), and Aβ11 (orange). The circles and squares indicate the 

Aβ peptides and the interacting integrin subunits, respectively.  

  

Figure S3. Salt bridge interactions between D224 of the propeller domain and R5 of the Aβ 

peptides. The number of hydrogen bonds between the residues over the course of three 

replicate MD simulations (red, black, blue) and the probability of occupancy (highest value 

normalized to 1) are depicted for Aβ11 (A), Aβ16 (B), and Aβ40 (C). While AE11 and AE16 

essentially do not form the D224/R5 salt bridge, Aβ40 forms one or two between the two 

residues.  

  

Figure S4. Structural deviation of the peptides over 150 ns of MD simulations. The non-

hydrogen atom root mean square deviation (RMSD) of the first six residues of Aβ11 (A), Aβ16 

(B), and Aβ40 (C) after superimpositioning of the propeller, βA, and hybrid domains to the 

respective starting structure are shown for three replicate MD simulations (red, black, blue), 

respectively. The RMSD and its spread is lower in Aβ40 than in the other two peptides. The 

highest value of the probability of occurrence is normalized to 1.  

  

Figure S5. Distance between the center of mass of the ten C-terminal residues of Aβ40 and 

D224 in the propeller domain over 150 ns of MD simulations. In all three replicate MD 

simulations (red, black, blue), the C-terminus moves towards D224. The highest value of the 

probability of occurrence is normalized to 1.  

  

Figure S6. Solvent accessible surface area of D224 of the propeller domain and R5 of the Aβ 

peptides over 150 ns of MD simulations. The solvent accessible surface area (SASA) of D224 
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of the propeller domain and R5 of the Aβ11 (A), Aβ16 (B), and the Aβ40 (C) peptides is shown 

for three replicates of MD simulations (red, black, blue). The SASA in Aβ40 is generally lower 

than in the other peptides, as the two residues are covered by the C-terminus of Aβ40 (see 

also Figure S4 and Figure 6D). The highest value of the probability of occurrence is normalized 

to 1 
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4 Allgemeine Diskussion 

 

Die AD ist die häufigste neurodegenerative Erkrankung und für mehr als die Hälfte der 

Demenzfällen verantwortlich (Clarfield 2003). Die Pathologie der Erkrankung ist durch die 

Akkumulation des Amyloid-β-Peptids und die Bildung von neurofibrillären Bündeln 

charakterisiert (Selkoe 2011). Ein weiteres Kennzeichen der AD ist die zerebrale 

Amyloidangiopathie (ZAA), die durch Akkumulation von Aβ in den zerebralen Gefäßen 

zustande kommt (Thal, Griffin et al., 2008).  

Seit vielen Jahren wird von Forschern über einen Zusammenhang zwischen kardio- und 

zerebrovaskulären Erkrankungen, ZAA und AD diskutiert. Insbesondere wurde beobachtet, 

dass Hypertonie sowie Herzerkrankungen Risikofaktoren für das Auftreten von AD darstellen 

und diese zu einem erhöhten und schnelleren Kognitionsverlust führen (Mielke, Rosenberg et 

al., 2007, Helzner, Luchsinger et al., 2009, Kennelly, Lawlor et al., 2009). Ebenfalls erhöhen 

Schlaganfälle das AD-Risiko signifikant (Honig, Tang et al., 2003). Aufgrund zahlreicher 

Befunde ist es naheliegend, dass die vaskulären Faktoren einen Einfluss auf die Entstehung 

und den Verlauf der AD haben. Somit muss AD als eine systemische Erkrankung verstanden 

werden. In kardio- und zerebrovaskulären Erkrankungen nehmen Thrombozyten eine wichtige 

Rolle ein. Die unkontrollierte Thrombozytenaktivierung kann zum Gefäßverschluss führen und 

somit einen Schlaganfall oder Myokardinfarkt auslösen (Gawaz, Langer et al., 2005, Jurk und 

Kehrel 2010). Da unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen konnte, dass transgene AD Mäuse prä-

aktivierte Thrombozyten in der Zirkulation aufweisen sowie ein erhöhtes kardiovaskuläres 

Risiko tragen (Jarre, Gowert et al., 2014), war es von Interesse in dieser Arbeit, den Einfluss 

von Thrombozyten auf die Progression der Alzheimer Erkrankung zu untersuchen. 

Thrombozyten enthalten große Mengen an APP und alle notwendige Enzyme, um Aβ-Peptide 

zu generieren (Van Nostrand, Schmaier et al., 1990, Evin, Zhu et al., 2003). Aβ40-Peptide 

werden überwiegend von Thrombozyten generiert und freigesetzt (Kokjohn, Van Vickle et al., 

2011). Interessanterweise enthalten die amyloiden Plaques in den zerebralen Gefäßen 

hauptsächlich Aβ40-Peptide (Thal, Griffin et al., 2008). Daher wurde in dieser Arbeit 

ausschließlich das Aβ40-Peptid für die Untersuchungen verwendet. 

Bei der Entwicklung der Alzheimer Erkrankung spielt oxidativer Stress eine wichtige Rolle 

(Barnham, Masters et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die Aβ40-Peptide die Bildung 

von reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) in Thrombozyten 

induzieren sowie die Expression von aktiven-Caspase-3 (Apoptosemarker) aktivieren. 

Zusätzlich führt die Inkubation von Thrombozyten mit Aβ-Peptiden zur Reduktion des 

Zellvolumens und des mitochondrialen Membranpotentials. Diese Ergebnisse weisen auf die 
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Apoptose von Thrombozyten durch Aβ hin (Gowert, Donner et al., 2014). Des Weiteren zeigten 

die apoptotischen, jedoch nicht die vitalen, Thrombozyten die Fähigkeit, prä-aggregierte Aβ–

Peptide aufzunehmen (Gowert, Donner et al., 2014). Diese in vitro Ergebnisse legen nahe, 

dass das zirkulierende Aβ zur Aktivierung und zur Induktion der Apoptose von Thrombozyten 

in der Zirkulation führen könnte. Die Induktion der Apoptose wiederum ermöglicht die 

Aufnahme von Aβ in apoptotischen Thrombozyten, sodass es zu einer lokalen Akkumulation 

von Aβ-Peptiden in zerebralen Gefäßen kommen könnte. Interessanterweise konnte durch in 

vitro Analysen gezeigt werden, dass Thrombozyten aktiv an der Modulation von löslichem 

Aβ40 zu fibrillären Aβ-Aggregaten beteiligt sind. Zusätzlich konnte mit Hilfe der 

Fluoreszenzfärbung gezeigt werden, dass die dazugegebenen Aβ-Peptide an der 

Plasmamembran von Thrombozyten anhaften (Gowert, Donner et al., 2014). Nach einer 

Verletzung von Blutgefäßen ist die bedeutendste Aufgabe von Thrombozyten die Blutstillung. 

Hierbei kommt es zur Adhäsion und Aktivierung von Thrombozyten und schließlich zur 

Rekrutierung von weiteren Thrombozyten (Jurk und Kehrel 2010). In dieser Arbeit konnte 

anhand von ex vivo Experimenten gezeigt werden, dass Aβ-Peptide die Adhäsion von 

Thrombozyten auf einer Kollagenmatrix unter Flussbedingungen verstärken. Zusätzlich haben 

in vivo Untersuchungen an Mäusen ergeben, dass die Adhäsion von Thrombozyten an der 

verletzten Arteria carotis durch die Zugabe von Aβ-stimulierten Thrombozyten verstärkt wird 

(Gowert, Donner et al., 2014). Des Weiteren bestätigen Immunfluoreszenzfärbungen aus 

unserer Arbeitsgruppe, dass Thrombozyten an die zerebralen, vaskulären Aβ-Plaques in den 

AD Mausmodellen, APP Dutch und APP23, adhärieren. Dabei deutet die Okklusion zahlreicher 

zerebraler Gefäße in APP23 und APP Dutch Mäusen auf eine anhaltende Rekrutierung von 

weiteren Thrombozyten zu vaskulären Aβ-Ablagerungen durch aktivierte Thrombozyten hin 

(Gowert, Donner et al., 2014). Jarre et al. haben gezeigt, dass alte APP23 Mäuse prä-aktivierte 

Thrombozyten in der Zirkulation aufweisen, die zu einer erhöhten Thrombusbildung ex vivo 

führen (Jarre, Gowert et al., 2014). Zusammengefasst legen diese Ergebnisse nahe, dass 

APP23 Mäuse ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung arterieller Thrombosen haben und daher 

zu zerebrosvaskulären und kardiovaskulären Komplikationen neigen könnten. 

Unter Berücksichtigung der Fähigkeit von Thrombozyten, das lösliche Aβ40 zu fibrillären Aβ 

Strukturen in vitro zu modulieren (Gowert, Donner et al., 2014), wurde des Weiteren 

untersucht, welche molekularen Mechanismen hierbei eine Rolle spielen. In dieser Arbeit 

wurde daher die Thrombozyten-vermittelte Bildung von fibrillären Aβ40-Peptiden in Zellkultur 

genauer analysiert. Das fibrilläre Aβ40 in der Thrombozyten-Zellkultur zeigte eine positive 

Färbung durch Kongorot und Thioflavin. Durch die Färbung mit dem Aβ-Antikörper 6E10 

konnte nachgewiesen werden, dass es sich hierbei um spezifische Aβ-Aggregate handelt. Die 

Aufnahmen mittels Transmissionselektronenmikroskopie zeigten das Anhaften von Aβ-

Fibrillen an der Zelloberfläche von Thrombozyten. Zusätzlich konnten keine Aβ-Aggregate 
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nach Inkubation mit den Überständen von stimulierten Thrombozyten in der Kultur detektiert 

werden (Donner, Falker et al., 2016). Beide Ergebnisse wiesen auf eine Zellkontakt-abhängige 

Aggregation von Aβ40 in Zellkultur hin. 

Aus früheren Publikationen ist bereit bekannt, dass sich verschiedene Rezeptoren auf der 

Thrombozytenoberfläche wie z.B. der Typ 2 Scavenger-Rezeptor CD36, Glykoprotein Ibα und 

Par-1 durch Inkubation mit Aβ40 Peptiden aktivieren lassen (Herczenik, Bouma et al., 2007, 

Shen, Hsiao et al., 2008). Des Weiteren haben Cortes-Canteli et al. gezeigt, dass Fibrinogen 

zur AD Pathologie beitragen kann (Cortes-Canteli, Zamolodchikov et al., 2012). Fibrinogen ist 

ein natürlicher Ligand des Oberflächenrezeptors Integrin αIIbβ3, der für die 

Thrombozytenaggregation verantwortlich ist (Estevez, Shen et al., 2015). Da die Aggregation 

von Aβ40 in der Zellkultur einen Zellkontakt voraussetzt, wurde in dieser Arbeit der Rezeptor 

Integrin αIIbβ3 in der Thrombozyten-vermittelten Aβ-Aggregation untersucht. Die Reduktion der 

Aβ-Aggregat-Bildung in der Zellkultur durch die Vorinkubation der Thrombozyten mit 

Fibrinogen oder mit Integrin αIIbβ-blockierenden Antikörpern, sowohl für humane als auch für 

murine Thrombozyten, ließ einen ersten Rückschluss auf eine direkte Interaktion zwischen Aβ 

und Integrin αIIbβ3 zu. Zusätzlich wiesen diese Ergebnisse auf eine Integrin αIIbβ3 - abhängige 

Aβ-Aggregat-Bildung hin. Immunfluoreszenzfärbungen mit Antikörpern gegen Aβ40 und 

Integrin αIIbβ3 zeigten eine Kolokalisation dieser Proteine auf der Thrombozytenoberfläche. 

Einen weiteren Hinweis auf eine Interaktion zwischen Aβ40 und Integrin αIIbβ wurde in dieser 

Arbeit durch die Durchführung der Immunpräzipitation und der Durchflusszytometrie 

(fluorescence activating cell sorting, FACS) erbracht. Kinetische Analysen mittels Bio-Layer-

Interferometrie (BLI) sowie Molekulardynamik (MD)-Simulationsstudien bestätigten die 

Interaktion zwischen monomerem Aβ40 und Integrin αIIbβ3 und zeigten eine hochaffine 

Bindung von Aβ40 an das Integrin mit einem Kd-Wert von 43.8 ± 18.8 nM (Donner, Falker et 

al., 2016).  

Ein weiteres Protein, das in dieser Arbeit im Zusammenhang mit der thrombozyten-

vermittelten Aβ-Aggregation untersucht wurde, ist das stress-induzierte Chaperonprotein CLU. 

Es ist bekannt, dass der CLU-Spiegel im Plasma von AD-Patienten erhöht ist und dass dieser 

mit dem kognitiven Rückgang sowie der Progression der Alzheimer Krankheit korreliert 

(Jongbloed, van Dijk et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

Thrombozyten durch den Kontakt mit Aβ40 das Protein CLU verstärkt sekretieren. Darüber 

hinaus konnte die Aβ-induzierte Sekretion von CLU durch Hemmung des Integrins αIIbβ3 

verhindert werden. Zusätzlich wurde eine verstärkte Aβ-Aggregation bzw. eine verminderte 

Aβ-Aggregation durch Zugabe verschiedener Konzentrationen von rekombinantem CLU in der 

Thrombozytenzellkultur festgestellt (Donner, Falker et al., 2016). Dieser Befund lässt sich mit 

der Studie von Yerbury et al. erklären. Sie konnten in Abhängigkeit vom Verhältnis zwischen 

CLU und Aβ-Peptiden den aggregationsfördernden (CLU < Aβ) bzw. aggregationsmindernden 
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(CLU > Aβ) Effekt von CLU beobachten (Yerbury, Poon et al., 2007, Wilson, Yerbury et al., 

2008). In dieser Arbeit konnte zudem mit Thrombozyten aus CLU-defizienten Mäusen gezeigt 

werden, dass thrombozytäres CLU zur Aβ-Aggregatbildung in der Zellkultur beiträgt, jedoch 

nicht essentiell für diesen Prozess ist, da nur eine verminderte Aβ Aggregation, nicht aber ein 

vollständiges Ausbleiben der Aβ Aggregation beobachtet wurde (Donner, Falker et al., 2016). 

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der in vivo Studie von DeMattos et al. wieder. AD Mäuse, 

die auf einem CLU-knockout Hintergrund gezüchtet wurden, wiesen nur eine Reduktion und 

keine vollständige Abwesenheit von Amyloidablagerungen im Hirnparenchym auf (DeMattos, 

O'Dell M et al., 2002).  

Um besser zu verstehen, welche Bedeutung das Integrin αIIbβ3 sowie das Protein CLU in der 

Thrombozyten-vermittelten Aβ-Aggregation haben, wurden Thrombozyten von Patienten mit 

Glanzmann-Thrombasthenie (siehe Abschnitt 1.2.3) für weitere Untersuchungen verwendet. 

Interessanterweise korrelierte die Menge an Aβ-Aggregaten in der Zellkultur positiv mit der 

steigenden Expression von Integrin αIIbβ3 auf der Zelloberfläche (Donner, Falker et al., 2016). 

Dieser Befund deutet darauf hin, dass die Expression des Integrins αIIbβ3 auf der 

Thrombozytenoberfläche für die Aggregation von Aβ40 entscheidend ist und nicht die Funktion 

des Integrins αIIbβ3, da alle Patienten einen kompletten Funktionsverlust des Integrins αIIbβ3 

aufwiesen. Darüber hinaus konnte die Sekretion des Proteins CLU durch Thrombozyten von 

einem GT Typ Ⅰ Patienten im Vergleich zu einem GT Typ Ⅲ Patienten nicht durch Aβ40-

Peptide ausgelöst werden (Donner, Falker et al., 2016). Jedoch ist nicht vollständig geklärt, ob 

Aβ40 an das nicht aktivierte und aktivierte Integrin αIIbβ3 binden kann. Einerseits weisen die 

Thrombozyten von GT-Typ Ⅱ und Ⅲ einen qualitativen Defekt, d.h. einen Aktivierungsdefekt 

des Integrins αIIbβ3 auf, sind aber trotzdem fähig, Aβ-Aggregate in der Zellkultur zu bilden. 

Zusätzlich konnte mit Hilfe der MD-Simulation eine Bindung von Aβ40 an das nicht aktivierte 

Integrin αIIbβ3 gezeigt werden (Donner, Falker et al., 2016). Andererseits ist die Aktivierung von 

Integrin αIIbβ3 durch Aufreinigung für BLI-Bindungsstudien nicht auszuschließen.  

AD-erkrankte Patienten sowie APP23 Mäuse weisen Thrombozyten mit aktiviertem Integrin 

αIIbβ3 in der Zirkulation auf (Stellos, Panagiota et al., 2010, Jarre, Gowert et al., 2014). Mittels 

FACS-Analysen konnte in dieser Arbeit eine verstärkte Bindung von markiertem Aβ40 an die 

Thrombozyten nach Aktivierung mit ADP sowie eine Reduktion durch Blockierung des 

Integrins αIIbβ3 gezeigt werden (Donner, Falker et al., 2016). Diese Daten deuten darauf hin, 

dass Integrine αIIbβ3 im aktivierten Zustand mit höherer Affinität Aβ40 binden können. Patienten 

mit kardio-und zerebrovaskulären Erkrankungen, wie z.B. einem Myokardinfarkt oder einem 

Schlaganfall, zeigen ebenfalls prä-aktivierte Thrombozyten mit aktiviertem Integrin αIIbβ3 auf 

der Zelloberfläche. (Langford, Wainwright et al., 1996, Ghosh, Khare et al., 2006, Cevik, 

Baykal et al., 2016). Unter Berücksichtigung der Daten dieser Arbeit könnte der prä-aktivierte 
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Zustand von Thrombozyten einer der Gründe sein, warum bei diesen Patienten das Risiko an 

AD zu erkranken erhöht ist. 

Unter anderem haben die Ergebnisse dieser Arbeit ergeben, dass ADP nicht nur die Bindung 

von Aβ40 an das Integrin αIIbβ3 verstärkt, sondern selbst eine wichtige Rolle in der 

Thrombozyten-vermittelten Aβ Aggregation einnimmt. ADP ist ein sekundärer Mediator der 

Thrombozytenaktivierung und wird von Thrombozyten insbesondere nach Stimulation des 

Kollagenrezeptors GPVI ausgeschüttelt, wobei er die Thrombozytenaktivierung verstärkt 

(Gachet 2006, Gachet 2008). In vitro Untersuchungen zeigten eine reduzierte CLU 

Ausschüttung sowie vollständige Verhinderung der Aβ-Aggregat Bildung in Zellkultur durch die 

Zugabe des ADP-Scavengers Apyrase oder durch Blockierung des ADP-Rezeptors P2Y12. 

Jedoch wies eine Studie zur Kolokalisation keine Bindung von Aβ an den ADP-Rezeptor P2Y12 

auf. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Aβ40 die Aktivierung des Integrins αIIbβ3 auf ADP 

Stimulation amplifiziert (Donner, Falker et al., 2016). Aufgrund dieser Ergebnisse kann 

angenommen werden, dass ADP über die Bindung an seine Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 eine 

verstärkte Aktivierung des Integrins αIIbβ3 induziert. Daraufhin kommt es zu einem weiteren 

Anstieg der Clusterinsekretion und zur hoch-affinen Bindung von Aβ40 an Thrombozyten. Ein 

anderer sekundärer Mediator der Thrombozytenaktivierung, das Thromboxan A2, scheint bei 

der Aβ-Aggregat Bildung in vitro keine Rolle zu spielen. Es konnte weder eine Reduktion von 

Aβ- Aggregaten in Zellkultur, noch eine reduzierte Sekretion von thrombozytärem CLU durch 

Hemmung der Thromboxan-A2-Synthese mittels Azetylsalizylsäure festgestellt werden 

(Donner, Falker et al., 2016). Diese Daten könnten eine Erklärung dafür sein, warum die 

Langzeitstudie AD2000 keinen positiven Effekt erbracht hat. In dieser Studie wurden AD 

erkrankte Patienten zwei Jahre lang mit Aspirin (Azetylsalizylsäure) ohne einen Effekt auf die 

Verbesserung der Kognition (Group, Bentham et al., 2008) behandelt. 

Eigene sowie Untersuchungen von anderen Wissenschaftlern haben gezeigt, dass 

Thrombozyten auf immobilisierten Aβ-Peptiden unter statischen und dynamischen 

Bedingungen adhärieren (Canobbio, Catricala et al., 2013, Gowert, Donner et al., 2014). Durch 

Blockierung des Integrins αIIbβ3 mittels ReoPro konnte eine Integrin αIIbβ3 -vermittelte Adhäsion 

von Thrombozyten auf immobilisiertem Aβ40 nachgewiesen werden. Darauffolgend ergab die 

Analyse der Integrin αIIbβ3 - vermittelten Signalübertragung in Thrombozyten, dass Aβ40 über 

die Bindung an das Integrin αIIbβ3, ähnlich wie der natürliche Ligand Fibrinogen, ein Outside-

in signaling und nachfolgend eine Aggregation der Thrombozyten induziert. 

Interessanterweise konnte mittels Bindungsstudie (BLI) gezeigt werden, dass Aβ40 nicht nur 

an Integrin αIIbβ3, sondern ebenfalls an Fibrinogen bindet. Zusätzlich deuten die FACS-

Analysen in dieser Arbeit auf die Bindung von Fibrinogen an den Aβ40/ Integrin αIIbβ3 -Komplex 

hin (Donner, Falker et al., 2016). Bereits in anderen Studien wurde die kritische Rolle von 

Fibrinogen in AD diskutiert (Ahn, Zamolodchikov et al., 2010, Cortes-Canteli, Paul et al., 2010). 
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Untersuchungen von Cortes-Canteli et al. haben gezeigt, dass Aβ-Peptide eine 

Oligomerisierung von Fibrinogen induzieren können. Des Weiteren führt eine Depletion von 

Fibrinogen im Plasma zu einer Reduktion von ZAA in AD Mäusen (Cortes-Canteli, Paul et al., 

2010). Diese Daten sowie Untersuchungen der vorliegenden Arbeit lassen die Vermutung zu, 

dass die Bindung von Fibrinogen an den Aβ40/Integrin αIIbβ3 -Komplex und die Aβ-induzierte 

Aggregation von Thrombozyten zur Entwicklung der ZAA beitragen. Dies könnte unter 

anderem erklären, warum in transgenen APP23 Mäusen eine Okklusion von zerebralen 

Gefäßen (Gowert, Donner et al., 2014) beobachtet wurde. 

Die Liganden für das Integrin αIIbβ3 enthalten eine Arginin-Glycin-Asparaginsäure (RGD) 

Sequenz, mit der sie an das Integrin αIIbβ3 binden (Nieswandt, Varga-Szabo et al., 2009). APP 

sowie Aβ-Peptide enthalten eine Arginin-Histidin-Asparaginsäure-Serin (RHDS) Sequenz. 

Diese befindet sich im N-Terminus von Aβ-Peptiden an den Positionen 5 bis 8. In dieser Arbeit 

wiesen Untersuchungen mit Aβ40-Peptiden, die die modifizierte RHDS-Sequenzen enthalten, 

darauf hin, dass die Bindung von Aβ40 an das Integrin αIIbβ3 und das von Aβ40 induzierte 

Outside-in signaling des Integrins αIIbβ3 durch Bindung der intakten RHDS Sequenz bestimmt 

wird. Zusätzlich konnte zeigt werden, dass die intakte RHDS-Sequenz für die Thrombozyten-

vermittelte Aβ-Aggregation, das Outside-in signaling sowie für die CLU Sekretion essenziell 

ist (Donner, Falker et al., 2016). Um die Bedeutung des N-Terminus und der RHDS Sequenz 

von Aβ für die Bindung an das Integrin αIIbβ3 sowie für die darauffolgenden Prozesse zu 

untersuchen, wurden die Aβ-Peptide, Aβ1-11 und Aβ1-16, mit intakten RHDS-Sequenzen und 

Aβ25-35 ohne RHDS Sequenz für weitere Analysen verwendet. In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass Thrombozyten an N-terminalen Aβ11- und Aβ16-Peptiden sowie an Aβ25-35 

adhärieren. Es wurde jedoch keine Reduktion der Adhäsion durch Blockierung des Integrins 

αIIbβ3 im Vergleich zu Aβ40 festgestellt (Donner et al. 2018, eingereicht). Dieses Ergebnis lässt 

vermuten, dass es noch andere Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche gibt, an die Aβ 

binden kann. Darüber hinaus wurde bereits in einigen Studien von elektrostatischen 

Wechselwirkungen zwischen Aβ und spezifischen Zellmembrankomponenten (negativ 

geladene Phospholipide und Ganglioside) berichtet (Venkatasubramaniam, Drude et al., 

2014). Diese könnten ebenfalls für die Adhäsion von Thrombozyten auf immobilisierten N-

terminalen Aβ-Peptiden sowie auf Aβ25-35 verantwortlich sein. Zusätzlich konnte in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass die N-terminalen Aβ-Peptide, Aβ11 und Aβ16, sowie das Aβ25-

35 im Vergleich zu intakten Aβ40-Peptiden keine Fibrinogen-Bindung sowie kein Outside-in 

signaling in Thrombozyten auslösen. Entsprechend konnten auch keine Aβ-Aggregate durch 

Kongorot-Färbung von Aβ11-, Aβ16- und Aβ25-35-Peptiden in Anwesenheit von 

Thrombozyten in Zellkultur detektiert werden. Eine Verdrängungsstudie in der Zellkultur wies 

darauf hin, dass die extrazellulären Bindungsstellen von Integrin αIIbβ3 für das Aβ40 trotz 

Vorinkubation mit Aβ11 sowie mit Aβ16-Peptiden nicht blockiert wurden, da eine 
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Thrombozyten-vermittelte Aggregation von Aβ40 detektiert werden konnte. Diese Daten 

lassen vermuten, dass die N-terminalen Aβ-Peptide, Aβ11 und Aβ16, obwohl diese die RHDS 

Sequenz enthalten, nicht an das Integrin αIIbβ3 binden können. Diese Vermutung konnte mittels 

einer Bindungsstudie mit BLI sowie der MD-Simulationsstudie bestätigt werden (Donner et al. 

2018, eingereicht). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die RHDS Sequenz des 

Aβ40-Peptids bei der Bindung an das Integrin αIIbβ3 sowie bei der Aggregation von Aβ40 eine 

essentielle Rolle spielt. Allerdings reicht das RHDS-Motiv alleine für eine stabile Bindung an 

das Integrin αIIbβ3 vermutlich nicht aus. Unter Berücksichtigung dieser Daten ist es vorstellbar, 

dass das Integrin αIIbβ3 mehr als eine Bindestelle für Aβ40 hat. Es ist z. B. bekannt, dass der 

natürliche Ligand Fibrinogen nicht nur über das RGD-Motiv sondern auch über ein KQAGDV-

Motiv am Fibrinogen-γ-Ketten-C-Terminus an das Integrin αIIbβ3 bindet (Lin, Zhu et al., 2016). 

Das AGDV-Tetrapeptid des KQAGDV-Motivs bindet mit vergleichbarer Affinität wie das RGD-

Motiv an das Integrin αIIbβ3 und induziert eine Konformationsänderung des Integrins αIIbβ3 (Lin, 

Zhu et al., 2016, Kononova, Litvinov et al., 2017). Aβ40 besitzt ein AGDV-ähnliches Motiv, bei 

dem die Aminosäure Glycin gegen Glutaminsäure ausgetauscht ist. Das AEDV-Motiv von 

Aβ40 befindet sich in der Reihenfolge der Aminosäuren 21 bis 24. Dies lässt die Vermutung 

zu, dass Aβ40 mehr als eine Bindestelle benötigt, um an das Integrin αIIbβ3 zu binden. Hierzu 

sind weitere Untersuchungen notwendig, um diese Hypothese zu bestätigen. 

Aufgrund von neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen haben einige Wissenschaftler die 

Amyloid-Hypothese modifiziert. Diese besagt, dass die N-terminalen Domänen (Aβ-

Aminosäuren 1 bis 14) von neurotoxischen Aβ-Oligomeren die Ursache für AD sind (Murray, 

Sharma et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass Mutationen im N-Terminus von Aβ zu einer 

Verzögerung der Aggregation führen (Murray, Sorci et al., 2016, Murray, Sharma et al., 2017). 

Darüber hinaus zeigen andere Studien, dass N-terminal verkürzte Pyroglutamat-modifizierte 

Aβ Spezies (AβpE3-42 sowie AβpE3-40) stabiler und toxischer als Aβ1-42 und Aβ1-40 sowie 

stark mit AD assoziiert sind (Schilling, Lauber et al., 2006, Nussbaum, Schilling et al., 2012, 

Murray, Sharma et al., 2017). Zudem beeinflusst der N-Terminus von Aβ negativ die 

Langzeitpotenzierung (LTP). Es konnte gezeigt werden, dass die Blockierung des N-Terminus 

mit sequenzspezifischen Antikörpern eine Aβ-induzierte Beeinträchtigung der LTP verhindert, 

während die Blockierung des zentralen hydrophoben Kerns (CHC) und des C-Terminus nur 

minimale Auswirkungen hat (Willem, Tahirovic et al., 2015, Murray, Sorci et al., 2016, Murray, 

Sharma et al., 2017). Darüber hinaus stabilisieren die N-terminalen Aminosäuren Arg5, Asp7 

und Ser8 von Aβ40 die Fibrillenstruktur, wohingegen N-terminal trunkiertes Aβ (9-40) weniger 

stabil ist (Soldner, Sticht et al., 2017). Diese Daten stehen im Einklang mit unserem Befund, 

dass die N-terminalen Aminosäuren von Aβ-Peptiden von Bedeutung bei AD sein könnten.  

Das transgene APP23-Mausmodell ist ein anerkanntes Tiermodell in der Alzheimer 

Forschung. Die transgenen APP23 Mäuse weisen einen Anstieg von Aβ40 und Aβ42 sowie 
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neuropathologische Merkmale, wie diffuse und neuritische Plaques, lokale Astro- und 

Mikrogliose, Neuronendegeneration und eine zerebrale Amyloidangiopathie auf (Sturchler-

Pierrat, Abramowski et al., 1997, Calhoun, Wiederhold et al., 1998, Winkler, Bondolfi et al., 

2001). Um den Einfluss von Thrombozyten auf die amyloiden Plaques in vivo zu untersuchen, 

wurden in dieser Arbeit 13 Monate alte transgene APP23 Mäuse über einen Zeitraum von 3 

Monaten mit Clopidogrel behandelt. Clopidogrel gehört zu den antithrombotischen 

Medikamenten. Dabei blockiert Clopidogrel den ADP-Rezeptor P2Y12 (Gachet 2006 

Kauffenstein, Bergmeier et al. 2001). Die Behandlung mit Clopidogrel bewirkte eine Hemmung 

der Thrombozytenaktivierung sowie eine Reduktion des CLU Plasmaspiegels in APP23 

Mäusen (Donner, Falker et al., 2016). Dieser Befund spricht dafür, dass die Thrombozyten 

durch Degranulation der α-Granula zum erhöhten CLU Spiegel im Plasma der APP23 Mäusen 

beitragen könnten. Es ist bekannt, dass der CLU-Spiegel im Plasma von AD-Patienten erhöht 

und mit dem kognitiven Rückgang und der Progression der AD korreliert ist (Jongbloed, van 

Dijk et al. 2015). Jedoch scheint CLU anhand der in vitro Daten mit Thrombozyten aus CLU-

Knockout-Mäusen keine essentielle Rolle in der Aβ-Aggregation zu spielen, da die Aβ -

Aggregat-Bildung signifikant reduziert aber nicht vollständig blockiert war. In dieser Arbeit 

konnte mit Hilfe der Färbung von Gehirnschnitten von behandelten und nicht-behandelten 

APP23 Mäusen eine Reduktion der ZAA durch die Clopidogrel-Behandlung gezeigt werden. 

Jedoch ließ die Auswertung von parenchymalen Plaques keinen signifikanten Unterschied in 

der Partikelfläche der amyloiden Plaques im Kortex sowie im Hippokampus feststellen. 

Dennoch wurden tendenziell weniger β-Amyloid-Ablagerungen im Hippokampus von 

behandelten Mäusen als in den gleichaltrigen unbehandelten Mäusen detektiert (Donner, 

Falker et al., 2016). Aufgrund der Tatsache, dass die Bildung von ZAA ab einem Alter von 12 

Monaten und von parenchymalen Plaques schon im Alter von 6 Monaten in APP23 Mäusen 

beginnt (Sturchler-Pierrat, Abramowski et al., 1997, Winkler, Bondolfi et al., 2001), ist es 

denkbar, dass die Thrombozytenhemmung zu einem früheren Zeitpunkt erfolgen muss, um 

die Entstehung von amyloiden Plaques zu verhindern. Ebenfalls könnte es sein, dass die 

Behandlung der Tiere mit Clopidogrel über einen Zeitraum von nur 3 Monaten zu kurz ist, um 

Effekte auf die Entstehung und Verbreitung von parenchymalen Plaques detektieren zu 

können. Es ist derzeit jedoch nicht auszuschließen, dass Thrombozyten nur an der Entstehung 

von ZAA, nicht aber an der Bildung von parenchymalen Plaques beteiligt sind. 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Beteiligung von Thrombozyten an der 

Entstehung und Verbreitung der ZAA nachgewiesen werden. Inwieweit eine antithrombozytäre 

Therapie bei der Behandlung von AD- bzw. ZAA erkrankten Patienten umgesetzt werden kann, 

bleibt Bestandteil weiterer Untersuchungen.  
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5 Ausblick 

 

In dieser Dissertation neu gewonnene Erkenntnisse geben den Anstoß zu einigen 

weiterführenden Fragestellungen. Buckley et al. konnten zeigen, dass RGD-enthaltende 

Peptide Apoptose induzieren. Dabei dringen diese in die Zelle ein und induzieren direkt die 

enzymatische Aktivität des pro-apoptotischen Proteins Pro-Caspase 3 (Buckley, Pilling et al., 

1999). Da die ansteigende Expression der aktiven Caspase-3 durch Aβ40 in Thrombozyten 

sowie die Relevanz der RHD Sequenz von Aβ gezeigt werden konnte, wäre es von Interesse 

zu untersuchen, ob die Aβ-induzierte Caspase-3 Aktivität in Thrombozyten über den gleichen 

Mechanismus, der bereits bei den RGD-Peptiden beschrieben wurde (Buckley, Pilling et al., 

1999), reguliert wird.  

Erst vor kurzem konnten die Forscher durch Parabiose-Experimente zeigen, dass das im Blut 

zirkulierende Aβ zur Entstehung der ZAA und amyloiden Plaques im Hirnparenchym beiträgt 

(Bu, Xiang et al., 2017). Jedoch wurde nicht geklärt, wie das zirkulierende Aβ ins Parenchym 

gelangt und wie es zur Aβ-Aggregation kommt. Unter Betrachtung dieser Ergebnisse sowie 

der Daten der vorliegenden Doktorarbeit stellt sich hier die Frage, ob Thrombozyten ebenfalls 

an der Bildung parenchymaler Plaques beteiligt sind. Erste Hinweise darüber könnte die 

Behandlung von jüngeren transgenen APP23 Mäusen (bevor sie beginnen parenchymale und 

vaskuläre Plaques zu entwickeln) mit Clopidogrel über einen längeren Zeitraum liefern. Des 

Weiteren wäre es von großem Interesse zu klären, ob eine antithrombozytäre Behandlung 

einen Einfluss auf die kognitiven Fähigkeiten von transgenen APP23 Mäusen hat. Sollte sich 

eine Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten bei AD-Mäusen nach antithrombozytärer 

Therapie zeigen, wäre von Bedeutung, bei der Entwicklung geeigneter Therapien nicht nur 

neuronale, sondern auch vaskuläre Prozesse zu berücksichtigen. 

In den letzten Jahren wurden Oligomere des β-Amyloid-Proteins als Hauptursache der AD 

angesehen. Zusätzlich korreliert der Grad der Demenz stärker mit der Menge an Aβ42-

Oligomeren als mit der Menge an amyloiden Plaques (Shankar, Li et al., 2008, Benilova, 

Karran et al., 2012, Selkoe und Hardy 2016). Hierzu könnte durch Bindungsstudien zunächst 

geklärt werden, ob auch Aβ42 an thrombozytäres Integrin αIIbβ3 binden kann. Daran 

anknüpfend stellt sich die Frage, ob Aβ-Oligomere ebenfalls Integrin αIIbβ3 vermitteltes 

Outside- in signaling induzieren können.  
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