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1. Einleitung 
 

Der wingless- (Wnt-) Signalweg ist an zahlreichen Prozessen wie der embryonalen 

Entwicklung, der Aufrechterhaltung der Homöostase in Erwachsenen und der 

Tumorentstehung beteiligt. Die Mitglieder der Wnt-Familie sind sezernierte 

Lipoglykoproteine, welche mit hoher Affinität an frizzled-Rezeptoren binden. β-Catenin 

ist das zentrale Signalmolekül des kanonischen Wnt-Signalweges und wird in den 

meisten Zellen fortlaufend exprimiert. In Abwesenheit der Wnt-Proteine wird β-Catenin  

kontinuierlich durch seinen Abbaukomplex degradiert. Nachdem Wnt-Proteine an 

ihren frizzled-Rezeptor binden, wird ein Komplex mit dem Co-Rezeptor low-density 

lipoprotein receptor-related protein (LRP) 5 oder 6 gebildet. Dieser Komplex inaktiviert 

den β-Catenin-Abbaukomplex durch Bindung desselbigen an die Zellmembran. Nach 

der Anreicherung von β-Catenin im Zytoplasma transloziert β-Catenin in den Zellkern 

und induziert die Expression von Wnt-spezifischen Zielgenen (1). 

In der Retina ist der Wnt/β-Catenin-Signalweg an der Entwicklung und 

Aufrechterhaltung des Gefäßsystems und der Homöostase der Neurone beteiligt. Das 

sezernierte Protein Norrin ist der Hauptmediator des retinalen Wnt/β-Catenin-

Signalwegs und wird spezifisch von Müller-Zellen exprimiert (2). Norrin aktiviert durch 

Bindung an frizzled 4 oder den leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled 

receptor (LGR) 4 den kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg in Gegenwart seines Co-

Rezeptors LRP 5 oder 6 (3–5). 

Während der Entwicklung des retinalen Gefäßsystems ist der Norrin-vermittelte Wnt/β-

Catenin-Signalweg essenziell für die Ausbildung und Aufrechterhaltung der inneren 

Blut-Retina-Schranke, für die Bildung des intraretinalen Gefäßplexus sowie das 

Gefäßwachstum von der inneren retinalen Oberfläche zur Ora serrata (6–8) . In einem 

Mausmodell der Frühgeborenen-Retinopathie fördert Norrin zusätzlich zu seiner 

Funktion in der retinalen Gefäßentwicklung das Wachstum von Gefäßen in 

ischämische Areale (9). 

Mehrere Studien belegen einen neuroprotektiven Effekt von Norrin auf retinale 

Neurone. Während Mäuse mit einem Norrinmangel neben Gefäßveränderungen auch 

einen kontinuierlichen Verlust retinaler Ganglienzellen (RGC) erleiden, zeigen Mäuse 

mit einer Überexpression an Norrin während der Entwicklung eine verstärkte 

Proliferation der retinalen Vorläuferzellen (6,7). Norrin schützt im Tiermodell RGC nach 

akutem Schaden durch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), sowie Photorezeptoren nach 
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akutem Lichtschaden vor der Apoptose (10,11). In beiden Tiermodellen wurde eine 

Wnt/β-Catenin-abhängige Induktion neuroprotektiver Faktoren, unter anderem des 

leukemia inhibitory factor (Lif), des Endothelin (Edn)-2, des brain-derived neurotrophic 

factor, des ciliary neurotrophic factor (Cntf) und des fibroblast growth factor (Fgf)-2, 

beobachtet. In einer aktuellen Studie wurde gezeigt, dass Norrin seinen protektiven 

Effekt auf RGC nach der Injektion von NMDA in den Glaskörper durch die Induktion 

von Lif vermittelt (12). In DBA/2J Mäusen, welche einen erhöhten intraokulären Druck 

und eine chronische Degeneration der RGC aufweisen, schützt Norrin die Zellen durch 

eine Wnt/β-Catenin-vermittelte Induktion des insulin-like growth factor-1 (13). 

Müllerzellen besitzen über die verstärkte Expression neuroprotektiver Faktoren die 

Fähigkeit, schützende Effekte auf geschädigte retinale Neurone zu vermitteln (14). 

Deshalb stellten wir die Hypothese auf, dass die Aktivierung des endogenen Wnt/β-

Catenin-Signalwegs in Müllerzellen einen protektiven Effekt auf RGC ausübt, nachdem 

diese einen akuten exzitotoxischen Schaden erlitten haben. Aus diesem Grund 

generierten wir ein Mausmodell mit einem Tamoxifen- (Tx-) abhängigen, konditionalen 

β-Catenin-Defizienz spezifisch in Müllerzellen. Nach der Induktion der β-Catenin-

Defizienz in Müllerzellen wurde durch intravitreale Injektion von NMDA experimentell 

ein exzitotoxischer Schaden in RGC induziert und dieser untersucht.  

 

2. Material und Methoden 
 

2.1. Versuchstiere 
 

Die Haltung und Behandlung der Versuchstiere entsprach den Bestimmungen des 

„ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research“. Zudem 

lagen für die durchgeführten Tierversuche genehmigte Tierversuchsanträge der 

Regierung der Oberpfalz, Bayern, vor (Aktenzeichen: 54-2532.1-06/14). Die 

Versuchstiere wurden in der Tierhaltung der naturwissenschaftlichen Fakultät III der 

Universität Regensburg unter Standardbedingungen (Temperatur 23 ± 2 °C, relative 

Luftfeuchtigkeit 55 ± 5%, Futter und Wasser ad libitum) mit 12-stündigem Tag-Nacht-

Rhythmus gehalten. Für alle Untersuchungen wurden sowohl männliche als auch 

weibliche Versuchstiere verwendet.  

Als Versuchstiere wurden transgene Mäuse mit einem Tx-abhängigen, konditionalen 

β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen (Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl) verwendet. Für den 
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konditionalen Knockout wurde das aus dem Bakteriophagen P1 stammende Cre/loxP-

System genutzt. Hierbei wird das zu inaktivierende Gen mit zwei loxP-Sequenzen 

flankiert, welche von der Cre-Rekombinase erkannt werden. Das Cre-Protein 

katalysiert die Rekombination zwischen den beiden loxP-Sequenzen und deletiert so 

die intervenierende DNA-Sequenz (15). Um eine zeitliche, Tx-abhängige Induktion der 

Rekombination zu ermöglichen, wurde die CreERT-Variante verwendet. Hier liegt die 

Cre-Rekombinase als Fusionsprotein mit der modifizierten, Tx-selektiven Liganden-

Bindedomäne des Östrogen-Rezeptors vor und wird komplexiert mit 

Hitzeschockproteinen im Zytoplasma zurückgehalten. Durch Bindung des 

synthetischen Liganden Tamoxifen an die Liganden-Bindedomäne des Östrogen-

Rezeptors dissoziiert der Komplex, das Cre-Fusionsprotein transloziert in den Zellkern 

und induziert dort die Rekombination des mit den loxP-Erkennungssequenzen 

flankierten Zielgens, in dem vorliegenden Fall die Exone 2 bis 6 des β-Catenin-Gens 

(Ctnnb1). Zusätzlich zur zeitlichen Induzierbarkeit durch Tx-Gabe wurde eine 

räumliche, zellspezifische Expression der CreERT-Rekombinase in Müllerzellen erzielt, 

indem die Transkription der Cre-Rekombinase unter die Kontrolle des Müllerzell-

spezifischen Promotors Slc1a3 gestellt wurde (Slc1a3-CreERT).  

Zur Generierung der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse wurden Ctnnb1fl/fl-Mäuse 

(Herkunft: Prof. Dr. Rolf Kemler, Universität Freiburg, (16) ) mit Slc1a3-CreERT-Mäusen 

(Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine, USA) gekreuzt. Beide Mauslinien wurden 

im C57BL/6J Hintergrund gezüchtet. Um die selektive Expression und Aktivität der 

Cre-Rekombinase in den Retinae der Slc1a3-CreERT-Mäuse zu überprüfen, wurden 

diese mit transgenen Rosa26-LacZ-Reportermäusen verpaart (17). Diese 

Reportermäuse exprimieren unter der Kontrolle des ubiquitär aktiven Rosa26-

Promotors β-Galaktosidase. Voraussetzung hierfür ist jedoch die Deletion einer durch 

zwei loxP-Erkennungssequenzen flankierten Neomycin-Kassette mit Poly-A-Signal, 

welche als Stopp-Kassette den Promotor vom LacZ-Gen trennt, durch die aktivierte 

Cre-Rekombinase. Nach der Deletion kann die gebildete β-Galaktosidase das 

Substrat X-Gal spalten und führt zu einer spezifischen Blaufärbung.  

Zur Identifikation transgener Mäuse wurden PCR Genotypisierungen unter 

Verwendung der in Tabelle 1 aufgeführten Oligonukleotidprimer durchgeführt.  
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Tabelle 1: Oligonukleotidprimer für Genotypisierungen 

Primer Spezies Orientierung Sequenz 5‘ nach 3‘ 
Produkt-

größe 

Ctnnb1fl/fl 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

aaggtagagtgatgaaagttgtt 

caccatgtcctctgtctattc 

221 bp (WT) 

324 bp (TG) 

LacZ 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

atcctctgcatggtcaggtc 

cgtggcctgattcattcc 
~ 300 bp 

Slc1a3-Cre 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

acaatctggcctgctaccaagc 

ccagtgaaacagcattgctgtc 
~ 600 bp 

 

Die Amplifikation der jeweiligen DNA-Abschnitte erfolgte mittels des Thermocyclers 

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) mit dem Programm Denaturierung bei 

94°C für 30 s, Annealing bei 60°C für 30 s und Extension bei 72°C für 45 s über 35 

Zyklen. Alle Primer wurden von Thermo Fisher (Waltham, Massachusetts, USA) 

bezogen.  

Zur Induktion der Cre-vermittelten Rekombination erhielten 6 Wochen alte Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und Slc1a3-CreERT/Rosa26-LacZ-Mäuse sowie Rosa26-

LacZ- und Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere ohne Cre-Transgen für einen Zeitraum von 5 Tagen 

zweimal täglich eine intraperitoneale (i.p.) Injektion mit je 50 µl Tx (20mg/ml) nach 

Anästhesie mit Isofluran. 

 

2.2. NMDA-Schadensmodell 
 

NMDA ist ein synthetisches Glutamat-Analogon, das nach Bindung an NMDA-Typ-

Glutamat-Rezeptoren zu einer Hyperaktivierung der Neurone führt und dadurch 

exzitotoxischen Schaden verursacht. Die Exzitotoxizität ist bedingt durch einen starken 

Einstrom von Kalzium-Ionen in das Zytoplasma der Neurone, welcher zur Aktivierung 

proapoptotischer Signalkaskaden führt (18). 

Um einen exzitotoxischen Schaden in der Retina zu verursachen, wurden 8 Wochen 

alte Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere durch Inhalation von 

Isofluran anästhesiert. Anschließend wurden ihnen 3 µl NMDA (Konz. 10 mM, gelöst 

in PBS) in den Glaskörper eines Auges injiziert, während in das kontralaterale Auge 3 

µl PBS als Kontrolllösung injiziert wurden (10). Die Augen, Sehnerven und Retinae der 

Tiere wurden zu den genannten Zeitpunkten entnommen. 
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2.3. Lichtmikroskopie 
 

Im Anschluss an die Tx-Behandlung und 2 Wochen nach der NMDA-Injektion wurden 

die Augen und Nn. optici der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und Ctnnb1fl/fl-

Kontrolltiere enukleiert und über Nacht in Cacodylatpuffer (10,7 g Cacodylsäure in 0,5 

l H2O, pH 7,2) mit 2,5% Paraformaldehyd (PFA) und 2,5% Glutaraldehyd fixiert. 

Anschließend wurden sie mit Cacodylatpuffer gewaschen und mit 1% Osmiumtetroxid 

nachfixiert. Nach der Dehydrierung wurden die Augen und Sehnerven nach 

Standardprotokoll in Epon (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingebettet. 

Meridionale Semidünnschnitte (1 µm) der Augen wurden mit Fuchsin/Methylenblau, 

Semidünnschnitte (1 µm) der Sehnerven mit Paraphenylendiamin gefärbt und 

lichtmikroskopisch analysiert (Axiovision Mikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland). Die Quantifizierung der Axone in den Sehnerven erfolgte anhand einer 

von Anderson et al. entwickelten Methode (19). Hierzu wurde ein Raster mit einem 

zentralen und 4 peripheren Quadraten (jeweils 40 x 40 µm), welche mehr als 10% der 

Gesamtfläche der Sehnerven bedecken, über die Sehnerven gelegt. Die Anzahl der 

Axone innerhalb der Quadrate wurde mithilfe der Software ImageJ ausgezählt und die 

Gesamtzahl der Axone über die Gesamtfläche der Sehnerven extrapoliert.  

Die Vermessung der retinalen Schichten erfolgte gemäß dem von Forkwa et al. in 

unserer Arbeitsgruppe etablierten Protokoll (20). In meridionalen Semidünnschnitten 

der Retinae wurde die Strecke zwischen der Ora serrata und dem Sehnervenkopf 

(ONH) mit der Software ImageJ in Zehntel geteilt und zwischen den Zehnteln die 

Gesamtdicke der Retina, die Dicke der inneren Körnerschicht (INL) und der äußeren 

Körnerschicht (ONL), sowie die Dicke der inneren plexiformen Schickt (IPL) und der 

äußeren plexiformen Schicht (OPL) mit der Axiovision Software 4.8 (Carl Zeiss) 

bestimmt. 

 

2.4. Histologische Färbungen  

 

2.4.1. X-Gal histochemische Färbung 
 

Zwei Wochen nach der Tx-Behandlung wurden die Augen der Slc1a3-

CreERT/RosaLacZ Mäuse und RosaLacZ-Kontrolltiere präpariert und 1 h bei 4 °C in 2% 

PFA und 0,2% Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert. Die Augen 

wurden dreimal für je 30 min mit 0,01% Natriumdeoxycholat, 0,02% NP-40, 2 mM 
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MgCl2, 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) gewaschen und über Nacht mit LacZ 

Färbelösung (0,1 M Phosphatpuffer mit pH 7,3, 3 mM MgCl2, 0,01% 

Natriumdeoxycholat, 0,02% NP-40, 5 mM K4Fe(CN)6∙3H2O, 5 mM K3Fe(CN)6, und 1 

mg/ml X-Gal) bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS 

wurden die Augen nach Standardprotokoll in Paraffin eingebettet und als 6 μm dicke 

Meridionalschnitte fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Axio Observer 7 

Fluoreszenzmikroskop, Carl Zeiss). 

 

2.4.2. Immunhistochemischer Nachweis von Sox9 
 

Für den immunhistochemischen Nachweis des Transkriptionsfaktors Sox9 wurden die 

Augen der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und ihrer Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere 2 Wochen 

nach Tx-Behandlung entnommen und für 4 h in 4% PFA fixiert. Anschließend wurden 

sie nach Standardprotokoll in Paraffin fixiert und Meridionalschnitte (6 μm) gefertigt. 

Für die Sox9-Färbung wurden die Schnitte in einer Alkoholreihe entparaffiniert, 

anschließend 20 min bei 100 °C mit 1x Target Retrieval Solution (Dako North America, 

Carpinteria, Kalifornien, USA) behandelt, für 5 min mit 1x PBS bei Raumtemperatur 

(RT) gewaschen und dann für weitere 10 min mit 0,25% Triton X-100 in 1x PBS bei 

RT inkubiert. Nachdem die Schnitte für 60 min mit 3% bovinem Serumalbumin (BSA) 

und 0,1% Triton X-100 in 1x PBS blockiert wurden, erfolgte über Nacht die Inkubation 

mit Rabbit anti-Mouse Sox9 Antikörpern (1:50, Merck, Darmstadt, Deutschland) in 

0,2% BSA und 0,01% Triton X-100 in 1x PBS bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen 

mit 1x PBS für je 10 Minuten, wurden die Proben 60 min mit den sekundären, mit dem 

Fluorophor Cy3-konjugierten Goat anti-Rabbit Antikörpern (1:1000; Thermo Fisher) 

inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 1x PBS für je 10 Minuten wurden 

die Schnitte mit Fluorescent Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, 

Kalifornien, USA), welches 1:50 4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) als 

Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von DNA enthält, eingedeckelt. Die Schnitte 

wurden fluoroszenzmikroskopisch mit einem Axio Observer 7 Fluoreszenzmikroskop 

(Carl Zeiss) analysiert. 

 

2.4.3. TUNEL-Färbung 
 

Zur Ermittlung der Anzahl apoptotischer Zellen in den Retinae wurden TUNEL- 

(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated biotinylated UTP nick end labeling) 
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Färbungen angefertigt. Die Darstellung apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Assay 

erfolgt durch die Markierung der Enden von DNA-Fragmenten, welche beim 

programmierten Zelltod entstehen, mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Durch 

Doppelstrangbrüche entstehen an den einzelnen DNA-Abschnitten freie 

Hydroxylgruppen, die durch eine terminale Deoxynukleotidyl-Transferase mit 

Fluoreszein-12-gekoppelten UTPs versehen werden (21). Für die Färbung wurden die 

Augen der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und der Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere 24 h nach 

NMDA Injektion und 2 Wochen nach Tx-Behandlung entnommen und für 4 h in 4% 

PFA fixiert. Anschließend wurden sie nach Standardprotokoll in Paraffin fixiert und 

Meridionalschnitte (6 μm) angefertigt.  

Nach Entparaffinierung über eine Alkoholreihe wurden die Schnitte mit dem Deadend 

Fluorometric TUNEL system (Promega, Fitchburg, Wisconsin, USA) nach Anweisung 

des Herstellers gefärbt. Die Schnitte wurden mit dem Axio Observer 7 

Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss) analysiert und die Anzahl apoptotischer Zellen 

quantifiziert. 

 

2.5. Expressionsanalysen 
 

Für die Expressionsanalysen verschiedener retinaler Faktoren wurden quantitative 

real-time RT-PCR-Analysen durchgeführt. Zur Isolation der benötigten RNA wurden 

die Augen der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und der Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere 2 

Wochen nach Tx-Behandlung (für den Sox9 Nachweis) bzw. 7 h nach intravitrealer 

Injektion von NMDA und PBS (Lif, Edn2, Fgf 2, glial fibrillary acidic protein [Gfap]) 

enukleiert und die Retinae präpariert. Anschließend wurden die Retinae in peqGOLD 

TriFast (Peqlab, Erlangen, Deutschland) homogenisiert und die Gesamt-RNA nach 

Anweisung des Herstellers isoliert. Die RNA-Konzentration und der OD260/OD280-

Quotient wurden mit dem NanoDrop Spectrophotometer ND-2000c (Peqlab) 

gemessen. Nur RNA mit einem 260/280-Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 wurden für 

die Synthese von komplementärer cDNA mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, 

Hercules, Kalifornien, USA) eingesetzt. Die quantitativen real-time RT-PCR-Analysen 

wurden mit einem Bio-Rad iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) 

durchgeführt. Die PCRs wurden mit der HotStart Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilde, 

Deutschland) entsprechend der Herstellerempfehlung durchgeführt. Für die PCRs 

wurde ein Reaktionsansatz von 15 µl verwendet, welcher 1,5 μl 10x PCR Puffer 
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(Qiagen), 0,6 μl 25 mM MgCl2 (Qiagen), 0,12 μl dNTPs (jeweils 25 mM, Qiagen), 0,06 

μl HotStart Taq (5 U/μl, Qiagen), 0,16 μl Primer Mix (jeweils 1 μM, Thermo Fisher) und 

0,39 μl 1x SYBR Green I Lösung (Qiagen) beinhaltet. Als PCR-Programm wurde das 

folgende Temperaturprofil verwendet: 40 Zyklen mit 20 s Denaturierung bei 95 °C, 10 

s Annealing bei 60 °C und 20 s Extension bei 70°C. Als Negativkontrolle wurde RNA 

verwendet, die nicht mittels reverser Transkriptase in cDNA transkribiert wurde. Alle 

Primerpaare (Tabelle 2) wurden von Thermo Fisher bezogen und so konzipiert, dass 

eine Exon-Intron-Grenze amplifiziert wurde. Um die relative Expression der 

untersuchten Faktoren zu quantifizieren, wurde die Expression dieser Faktoren ins 

Verhältnis zur Expression des Referenzgens Gnb2l1 gesetzt. Die Ergebnisse wurden 

mit der iQ5 optical system software (Version 2.1) ausgewertet.  

 

Tabelle 2: Oligonukleotidprimer für real-time RT-PCR 

Primer Spezies Orientierung Sequenz 5‘ nach 3‘ 
Produkt-

größe 

Edn2 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

acctcctccgaaagctgag 

tttcttgtcacctctggctgta 
76 bp 

Fgf2 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

cggctctactgcaagaacg 

tgcttggagttgtagtttgacg 
108 bp 

Gfap 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

tcgagatcgccacctacag 

gtctgtacaggaatggtgatgc 
67 bp 

Gnb2l1 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

tctgcaagtacacggtccag 

acgatgatagggttgctgct 
89 bp 

Lif 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

cgccaatgctctcttcattt 

taggcgcacatagcttttcc 
80 bp 

Sox9 
Mus 

musculus 

forward 

reverse 

gtacccgcatctgcacaac 

ctcctccacgaagggtctct 
94 bp 

 

2.6. Proteinbiochemische Techniken 
 

Zur Untersuchung der retinalen β-Catenin Expression wurden die Retinae sowohl von 

8 Wochen alten Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse und der Ctnnb1fl/fl-Kontrolltiere nach 

intravitrealer NMDA- und PBS-Injektion als auch von 8 Wochen alten Tieren ohne 

entsprechende intravitreale Injektion präpariert und in peqGOLD TriFast 
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Extraktionspuffer (Peqlab) homogenisiert. Im Anschluss wurden die retinalen Proteine 

nach Anweisung des Herstellers isoliert. Die Proteinkonzentration wurde mittels des 

Bicinchoninsäure- (BCA) Assays (Interchim, Wörgl, Österreich) bestimmt. Bis zu 25 µg 

des Gesamtproteins wurden auf ein 10% Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel 

aufgetragen und mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Dann wurden 

die aufgetrennten Proteine mittels Semidry-Blotting auf eine Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran (Roche, Rotkreuz, Schweiz) übertragen. Nachdem die Membranen 

mit 5% BSA in Tris-buffered saline and Tween 20 (TBST) geblockt wurden, erfolgte 

die Inkubation mit Rabbit anti-Mouse-β-catenin Antikörpern (1:1000; Cell Signaling, 

Cambridge, Vereinigtes Königreich) in TBST mit 0,5% BSA über Nacht. Als sekundäre 

Antikörper wurden Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte anti-Rabbit Antikörper 

(Santa Cruz, Santa Cruz, Kalifornien, USA) verwendet. Die Darstellung der Antikörper-

markierten Proteinbanden erfolgte über das Immobilon HRP substrate (Millipore, 

Darmstadt, Deutschland). Mit dem LAS 3000 Imager (Fujifilm, Tokyo, Japan) wurde 

das resultierende Chemolumineszenz-Signal aufgenommen und in Graustufen 

umgesetzt. Als Ladungskontrolle wurden HRP-gekoppelte anti-Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Antikörper (Cell Signaling) verwendet. Die 

Auswertung der Western Blot Analysen erfolgte mittels Densitometrie mithilfe der 

Software Aida Advanced 208 Image Data Analyzer v.4.06 (Raytest, Straubenhardt, 

Deutschland). 

 

2.7. Statistik 
 

Alle Werte werden als Mittelwerte zusammen mit ihrem Standardfehler (SEM) 

angegeben. Für die statistischen Untersuchungen wurde zunächst mittels ANOVA die 

Verteilung der Varianzen ermittelt. Bei homogener Verteilung der Varianzen wurde zur 

Untersuchung auf statistisch signifikante Unterschiede der Games-Howell-Test, bei 

inhomogener Verteilung der Varianzen der Fishers Least Significant Difference 

(LSD)-Test genutzt. Bei p-Werten („Probability“) < 0,05 (*) wurden die Unterschiede 

als signifikant, bei p < 0,01 (***) als hoch signifikant bewertet.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Tamoxifen-induzierte β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen 
 

3.1.1. Verifizierung der Expression der Cre-Rekombinase in Müllerzellen 
 

Zur Verifizierung der Expression der Cre-Rekombinase in Müllerzellen der Slc1a3-

CreERT-Mäuse, wurden Slc1a3-CreERT/Rosa26-LacZ-Mäuse gezüchtet, die nach Cre-

vermittelter Rekombination LacZ exprimieren. 2 Wochen nach Tx-Behandlung wurde 

an meridionalen Paraffinschnitten der Augen von 8 Wochen alten Slc1a3-

CreERT/Rosa26-LacZ-Mäusen X-Gal-Färbungen durchgeführt. Als Negativkontrolle 

dienten Rosa26-LacZ-Tiere ohne Expression einer Cre-Rekombinase. Die Slc1a3-

CreERT/Rosa26-LacZ-Tiere zeigten eine Blaufärbung in der mittleren INL, welche mit 

einer zytoplasmatischen Färbung von Müllerzellen vereinbar ist. Von den gefärbten 

Zellen ausgehend waren radiäre Ausläufer zu der Membrana limitans externa und 

interna zu erkennen, welche bona fide den Fortsätzen der Müllerzellen entsprechen 

(Abb. 1B). In den Rosa26-LacZ-Tieren ohne Expression einer Cre-Rekombinase war 

kein Hinweis auf eine Aktivität von β-Galaktosidase zu erkennen (Abb. 1A). 

 

Abb. 1: Verifizierung der spezifischen Expression der Tx-abhängigen Cre-Rekombinase in 
Slc1a3-CreERT/ROSA26-LacZ-Tieren 

A, B: X-Gal Färbung meridionaler Paraffinschnitte von Augen 8 Wochen alter Rosa26-LacZ-
Reportermäusen mit oder ohne zusätzliche Expression einer Cre-Rekombinase in Müllerzellen (Slc1a3-
CreERT) nach Behandlung mit Tx (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage). In den Retinae 
von Slc1a3-CreERT/Rosa26-LacZ-Mäusen ist eine radiäre Blaufärbung zwischen der Membrana limitans 
externa und interna nachweisbar. Die Zellkerne der gefärbten Zellen befinden sich in der INL (B). In 
Mäusen ohne Expression einer Cre-Rekombinase zeigt sich keine Aktivität von β-Galaktosidase (A). 
Maßstabsbalken = 50 µm. RGC: Retinale Ganglienzellen, INL: Innere Körnerschicht, ONL: Äußere 
Körnerschicht. 
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3.1.2. Verifizierung der konditionalen β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen 
 

Um nachzuweisen, dass die Tx-Behandlung zu einer retinalen β-Catenin-Defizienz der 

Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse führt, wurden die retinalen Proteine mittels Western 

Blot untersucht. In den retinalen Proteinextrakten von Tx-behandelten Ctnnb1fl/fl-

Mäusen ließ sich ein starkes β-Catenin-Signal nachweisen, wohingegen sich bei den 

Tx-behandelten Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen mit induzierter Cre-Aktivität nur ein 

schwaches Signal für β-Catenin zeigte (Abb. 2A). Die Quantifizierung mittels 

Densitometrie mehrerer Experimente belegte einen statistisch signifikanten Abfall der 

β-Catenin-Spiegel in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse von über 35% im Vergleich zu 

Ctnnb1fl/fl-Tieren (p<0,05; Abb. 2B). Die Ergebnisse legen daher Nahe, dass die Tx-

Behandlung der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse zu einer wesentlichen Reduktion der 

retinalen β-Catenin-Expression führt.  

 

Abb. 2: Verifizierung der konditionalen β-Catenin-Defizienz auf Proteinebene 

A, B: Repräsentative Western Blot Analyse (A) und Densitometrie (B) der β-Catenin-Spiegel in 
retinalem Gesamtprotein 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen und Ctnnb1fl/fl-Kontrollen 2 
Wochen nach Tx Behandlung. Als Ladungskontrolle wurde der Blot mit anti-GAPDH Antikörpern 

hybridisiert (Mittelwert ± SEM; n = 8; * p < 0,05). 

 

3.1.3. Auswirkung der β-Catenin Defizienz auf Müllerzellen 
 

Um auszuschließen, dass die induzierte β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen zu deren 

Untergang führt, wurden immunhistochemische Nachweise von Sox9, einem 

Gliamarker für Müllerzellen und Astrozyten (22), und real-time RT-PCRs für Sox9 

mRNA durchgeführt. In meridionalen Paraffinschnitten der Retinae von 8 Wochen 

alten, Tx- behandelten Ctnnb1fl/fl-Mäusen und Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Tieren ließ sich 

Sox9 überwiegend in den Zellkernen der INL und in geringerem Ausmaß in der RGC-
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Schicht nachweisen (Abb. 3 B,C). Es zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl und 

Verteilung Sox9-positiver Zellkerne in der INL zwischen beiden Gruppen. Weiterhin 

ließ sich 2 Wochen nach der Tx-Behandlung eine vergleichbare Expression von Sox9 

mRNA mittels real-time RT-PCR in den retinalen RNA-Extraktionen beider Genotypen 

nachweisen (Abb. 3A). Der Nachweis von Sox9 als Marker für Müllerzellen unabhängig 

vom β-Catenin-Genotyp bestätigt, dass der Tx-induzierte Verlust des Wnt/β-Catenin-

Signalwegs in Müllerzellen nicht zum zeitnahen Untergang dieser Zellen führt. 

 

Abb. 3: Konditionale β-Catenin Defizienz in Müllerzellen führt nicht zum zeitnahen Untergang der 
Müllerzellen 

A-C: Quantitative real-time RT-PCR für Sox9 (A) und immunhistochemische Sox9-Färbung (B, C) 8 

Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen und Ctnnb1fl/fl-Kontrollen 2 Wochen nach Tx 

Behandlung. Es zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl und Verteilung Sox9-positiver Zellkerne (rot) 

in der INL von Ctnnb1fl/fl- (B) und Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen (C). Maßstabsbalken = 50 µm. Blau: 

4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) Färbung; RGC: Retinale Ganglienzellen, INL: Innere 

Körnerschicht, ONL: Äußere Körnerschicht. 
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3.2. Einfluss der Wnt/β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen auf den 
NMDA-vermittelten exzitotoxischen Schaden in RGC 

 

3.2.1. Analyse der Sehnervenschädigung 
 

Um die Arbeitshypothese zu untersuchen, dass der endogene Wnt/β-Catenin-

Signalweg in Müllerzellen RGC vor NMDA-vermittelten exzitotoxischen Schaden 

schützt, wurden die Sehnerven von 10 Wochen alten Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen 

und Ctnnb1fl/fl-Kontrollen 4 Wochen nach ihrer Tx-Behandlung und 2 Wochen nach der 

intravitrealen Injektion mit NMDA oder PBS als Mock-Behandlung analysiert. Nach 

Injektion von PBS zeigten sich in den Semidünnschnitten der Sehnerven beider 

Genotypen nur wenige dunkel gefärbte, degenerierende Myelinscheiden (Abb. 4 A-D), 

wohingegen nach NMDA-Injektion ein offensichtlicher Axonverlust mit zahlreichen 

dunkel gefärbten Myelinscheiden und ausgeprägten glialen Vernarbungen zu 

erkennen ist (Abb. 4 E-H). Der axonale Schaden war in den Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-

Mäusen deutlich ausgeprägter als in den Ctnnb1fl/fl-Tieren (Abb. 4 E-H). Die 

Quantifizierung des Schadens der RGC durch Zählung ihrer Axone ergab bei beiden 

Genotypen einen deutlichen Untergang der Axone nach Injektion von NMDA auf 17029 

± 870,00 in Ctnnb1fl/fl-Mäusen und 13677 ± 775,00 in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen 

im Vergleich zu den PBS-injizierten Kontrollaugen (32856 ± 961,00 in Ctnnb1fl/fl-

Mäusen; 32451 ± 1646,0 in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen). Dieser Unterschied ist 

für beide Genotypen hochsignifikant (p<0,001; Abb. 4I). Beim Vergleich der Axon-Zahl 

der NMDA-behandelten Augen zwischen Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen mit β-

Catenin-Defizienz und Ctnnb1fl/fl-Kontrolltieren zeigte sich ein signifikanter Unterschied 

(p<0,05) von beinahe 25% mehr Axonen in den Ctnnb1fl/fl-Mäusen ohne β-Catenin-

Defizienz. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in 

der Anzahl an Axonen in den Sehnerven der PBS-injizierten Augen beider Genotypen. 

Hier war die Anzahl der Axone nahezu identisch. Zusammenfassend zeigen die 

axonalen Analysen, dass das Fehlen des endogenen Wnt/β-Catenin-Signalwegs in 

Müllerzellen den Schaden durch NMDA-vermittelte Toxizität an RGC verstärkt.  
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Abb. 4: Wnt/β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen erhöht den Verlust an Axonen in Sehnerven nach 

akutem exzitotoxischem Schaden der RGC. 

 

A-H: Repräsentative meridionale Semidünnschnitte von Sehnerven 10 Wochen alter Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäusen 2 Wochen nach Injektion von 3 µl NMDA [10 mM] oder PBS 

und Behandlung mit Tx im Alter von 6 Wochen (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage). Die 

Sehnerven der NMDA-injizierten Augen weisen einen deutlichen Verlust an Axonen, weite gliale 

Vernarbungen (Stern) und dunkel gefärbte Myelinscheiden (Pfeilkopf) auf (E-H). In den mit PBS 

behandelten Augen fanden sich nur vereinzelte degenerierende Myelinscheiden (A-D). In Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen war der axonale Schaden nach NMAD Injektion im Vergleich zu den Ctnnb1fl/fl-

Kontrollen ausgeprägter (E-H). Maßstabsbalken: A, C, E, G = 50 µm; B, D, F, H = 10 µm. I: Quantifikation 

der Gesamtzahl der Axone in den Sehnerven der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 

(Mittelwerte ± SEM, *p<0,05; ***p<0,001). 
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3.2.2. Morphologische Untersuchung der Retina 
 

Zur genaueren Beschreibung des NMDA-vermittelten exzitotoxischen Schadens an 

retinalen Neuronen von Mäusen mit einer β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen wurde 

die Morphologie der Retinae der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäusen 

untersucht. Hierzu wurden meridionale Semidünnschnitte der Augen beider 

Genotypen 2 Wochen nach NMDA- oder PBS-Injektion und 4 Wochen nach Tx-

Behandlung analysiert. Die Distanz zwischen der Ora serrata und dem ONH wurde in 

Zehntel geteilt und die Dicke der Gesamtretina, IPL, INL, OPL und ONL zwischen den 

Zehnteln gemessen. Nach Injektion von PBS war die Dicke der Gesamtretina, INL und 

OPL der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse im Vergleich zu den Ctnnb1fl/fl-Kontrollen um 

etwa 6%, 10% und 15% reduziert. Dies lässt vermuten, dass das Fehlen des 

endogenen Wnt/β-Catenin-Signalwegs zu einem geringen neuronalen Untergang in 

der zentralen Retina führt (Abb. 5, Abb. 6 A, C, D). Weiterhin erwies sich die Dicke der 

zentralen ONL und OPL nach Behandlung von NMDA in beiden Genotypen statistisch 

signifikant höher als in den PBS-behandelten Kontrollaugen (Abb. 6 D, E). Dies könnte 

dadurch bedingt sein, dass der NMDA-vermittelte Schaden in der inneren Retina 

protektive Mechanismen aktiviert, die auch in der äußeren Retina einen schützenden 

Effekt vermitteln (vgl. Diskussion). Jedoch führte die Behandlung mit NMDA bei beiden 

Genotypen zu einer deutlichen und statistisch signifikanten Reduktion der Dicke der 

Gesamtretina (bis zu 15%), der IPL (bis zu 50%) und der INL (bis zu 30%) im Vergleich 

zu den PBS-injizierten Augen (Abb. 5, Abb. 6 A-C). Die Dicke der IPL und der 

Gesamtretina zeigte sich im Vergleich von Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen mit 

Ctnnb1fl/fl-Kontrollen nach NMDA-Injektion zwar nur leicht, aber doch stellenweise 

statistisch signifikant vermindert (Abb. 5, Abb. 6 A, B). Der Unterschied zwischen 

beiden Genotypen nach NMDA-Injektion war in der INL am ausgeprägtesten. Die 

Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse zeigten in dieser retinalen Schicht eine uniforme und 

statistisch signifikante Reduktion der Dicke um 12% im Vergleich zur Ctnnb1fl/fl-Gruppe 

(Abb. 5, Abb. 6 C). Auch die morphologischen Daten unterstützen somit die 

Hypothese, dass der endogene Wnt/β-Catenin-Signalweg in Müllerzellen einen Effekt 

vermittelt, der retinale Neurone vor akutem exzitotoxischem Schaden schützt. 
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Abb.: 5: Morphologische Analyse adulter Retinae von Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl und Ctnnb1fl/fl 

Mäusen 

Repräsentative meridionale Semidünnschnitte von Retinae 10 Wochen alter Ctnnb1fl/fl- und Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse 2 Wochen nach intravitrealer Injektion von 3 µl [10 mM] NMDA oder 3 µl PBS 

und Tx-Behandlung im Alter von 6 Wochen (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage). RGC: 

Retinale Ganglienzellen, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere Körnerschicht, OPL: Äußere 

plexiforme Schicht, ONL: Äußere Körnerschicht. Maßstabsbalken = 50 µm. 
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Abb. 6: β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen verstärkt die Degeneration der inneren Retina nach 
akutem Schaden an retinalen Neuronen 

A–E: Zur quantitativen Analyse wurden die Dicke der Gesamtretina (A), IPL (B), INL (C), OPL (D) und 

ONL (E) 10 Wochen alter Ctnnb1fl/fl- und Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse 2 Wochen nach intravitrealer 

Injektion von NMDA oder PBS und Tx-Behandlung im Alter von 6 Wochen zwischen jedem Zehntel 

zwischen Ora serrata und ONH gemessen und als Spider-Diagramm dargestellt. OS: Ora serrata, ONH: 

Sehnervenkopf, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere Körnerschicht, OPL: Äußere plexiforme 

Schicht, ONL: Äußere Körnerschicht; Mittelwert ± SEM; n≥8; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; * markiert 

ein statistisch signifikantes Ergebnis zwischen zwei Genotypen mit der gleichen Behandlung, # 

(Ctnnb1fl/fl) und + (Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl) markiert statistisch signifikante Unterschiede zwischen 

NMDA- und PBS-injizierten Augen.  
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3.2.3. Untersuchung der NMDA-induzierten Apoptose 
 

Der Tod von RGC nach NMDA-Behandlung wird durch Apoptose bedingt (23). Um das 

Ausmaß der NMDA-vermittelten Apoptose in Abhängigkeit von der β-Catenin-

Defizienz in Müllerzellen zu untersuchen, wurde ein TUNEL Assay mit meridionalen 

Paraffinschnitten von Retinae 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-

Mäuse 24h nach intravitrealer Injektion von NMDA oder PBS und 2 Wochen nach Tx-

Behandlung durchgeführt. In PBS-injizierten Augen beider Genotypen wurden nur 

vereinzelte TUNEL-positive Zellen in der ONL beobachtet (Abb. 7A). Im Gegensatz 

dazu zeigten sich in den mit NMDA behandelten Augen der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-

Mäuse und in geringerem Ausmaß auch der Ctnnb1fl/fl-Kontrollen zahlreiche 

apoptotische Zellen in der RGC-Schicht und in dem inneren Teil der INL (Abb. 7A). Die 

Quantifizierung der apoptotischen Zellen in der RGC-Schicht nach NMDA-Injektion 

ergab für die Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse eine um etwa 40% und somit statistisch 

signifikant (p = 0,023) höhere Anzahl TUNEL-positiver Zellen (56,0 ± 4,60 pro 1000 

μm, Mittelwert ± SEM) als in den Ctnnb1fl/fl-Tieren (39,8 ± 4,70 pro 1000 μm, Mittelwert 

± SEM). Allerdings konnte in der INL kein Unterschied in der Anzahl apoptotischer 

Zellen beider Genotypen nach NMDA Injektion nachgewiesen werden.  
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Abb. 7: Wnt/β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen steigert die Apoptose von retinalen Neuronen 

A: Repräsentative TUNEL-Färbung meridionaler Paraffinschnitte von Retinae 8 Wochen alter Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 24h nach Injektion von 3 µl NMDA [10 mM] oder PBS und 

Behandlung mit Tx im Alter von 6 Wochen (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage). 

Maßstabsbalken = 50 µm. Grün: TUNEL-positive Zellen, blau: 4',6-Diamidin-2'-phenylindol-

dihydrochlorid (DAPI) Färbung, RGC: Retinale Ganglienzellen, INL: Innere Körnerschicht. ONL: Äußere 

Körnerschicht. B, C: Quantifizierung der Zellzahl TUNEL-positiver Zellen in der RGC-Schicht (B) und in 

der INL (C) bezogen auf die Länge der Retina. Retinae der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse zeigten 

nach NMDA-Injektion eine statistisch signifikant höhere Anzahl TUNEL-positiver Zellen in der RGC-

Schicht als in Ctnnb1fl/fl-Mäusen. In der INL zeigte sich nach NMDA-Injektion kein Unterschied in der 

Anzahl apoptotischer Zellen zwischen beiden Genotypen. (Mittelwert ± SEM; *p<0,05; ***p<0,001) 
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3.3. Akuter retinaler Ganglienzell-Schaden induziert den Wnt/β-
Catenin-Signalweg in Müllerzellen 

 

Um zu überprüfen, ob ein exzitotoxischer Schaden von retinalen Neuronen zur 

Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs in Müllerzellen führt, wurden Western Blot 

Analysen von retinalen Proteine 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse 24 h 

nach intravitrealer Injektion von NMDA oder PBS und entsprechend behandelter 

Ctnnb1fl/fl-Mäuse, welche als Kontrolle für die β-Catenin-Expression dienten, 

durchgeführt. Sowohl in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- als auch in Ctnnb1fl/fl-Mäusen ließ 

sich nach PBS Injektion ein moderates, spezifisches Signal für β-Catenin in den 

retinalen Proteinen nachweisen (Abb. 8A). Die Injektion von NMDA führte in den 

Ctnnb1fl/fl-Kontrolltieren hingegen zu einem deutlichen Anstieg der retinalen β-Catenin-

Spiegel im Vergleich zu den PBS-behandelten Augen (Abb. 8A). Im Gegensatz dazu 

ließ sich in den Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen kein Unterschied zwischen den 

retinalen β-Catenin-Spiegeln NMDA- und PBS-behandelter Augen erkennen (Abb. 

8A). Die Quantifizierung mittels Densitometrie ergab einen statistisch signifikanten 

Anstieg von mehr als 85% der β-Catenin-Spiegel in den Retinae der Ctnnb1fl/fl-Mäuse 

nach Behandlung mit NMDA im Vergleich zu den PBS-injizierten Augen (1,87 ± 0,31; 

p<0,05; Abb. 8B). In den Retinae der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse ließ sich mittels 

Densitometrie kein statistisch signifikanter Unterschied der β-Catenin-Spiegel von 

PBS- (1,24 ± 0,21) und NMDA- (1,08 ± 0,19; Abb. 8B) injizierten Augen nachweisen. 

Die Western Blot Analysen legen nahe, dass der exzitotoxische Schaden an retinalen 

Neuronen zu einer deutlichen Induktion der β-Catenin-Expression in Müllerzellen führt. 
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Abb. 8: Akuter Schaden an retinalen Neuronen verstärkt die β-Catenin-Expression in 
Müllerzellen 

A, B: Repräsentative Western Blot Analyse (A) und Densitometrie (B) der β-Catenin-Spiegel in 

retinalem Gesamtprotein 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 24 h nach 

intravitrealer Injektion von 3 µl [10 mM] NMDA oder 3 µl PBS und Tx-Behandlung (50 μl Tx [20 mg/ml] 

i.p. zweimal täglich für 5 Tage) im Alter von 6 Wochen. Als Ladungskontrolle wurde der Blot mit anti-

GAPDH Antikörpern hybridisiert (Mittelwert ± SEM; *p<0,05). 

 

3.4. Untersuchung der Gliosereaktion 
 

Gfap wird in aktivierten Müllerzellen vermehrt exprimiert und dient daher als Marker für 

die Gliosereaktion von Müllerzellen (24). Um zu überprüfen, ob die Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signalwegs in Müllerzellen zur Gliose von Müllerzellen führt, wurden 

quantitative real-time RT-PCR für das glial fibrillary acidic protein (Gfap) in der 

retinalen RNA 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 7 h nach 

intravitrealer Injektion von NMDA oder PBS und 2 Wochen nach Tx-Behandlung 

durchgeführt. Nach NMDA Injektion kam es in den Ctnnb1fl/fl-Mäusen zu einem 

moderaten, aber statistisch signifikantem Anstieg (1,7 ± 0,3; p<0,05) der Gfap-mRNA-

Spiegel im Vergleich zu den PBS-behandelten Augen (Abb. 9). Die Gfap-Spiegel 

waren in PBS-injizierten Augen der Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäuse im Vergleich zu 

den PBS behandelten Augen der Ctnnb1fl/fl-Kontrollen signifikant erhöht (2,5 ± 0,6; 

p<0,05). Nach Behandlung mit NMDA kam es in den Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Tieren 

zu keinem weiteren Anstieg der Gfap-Spiegel. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass 

der endogene Wnt/β-Catenin-Signalweg in Müllerzellen für die Gliosereaktion nach 

akutem exzitotoxischem Schaden retinaler Neurone benötigt wird (vgl. Diskussion).  
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Abb. 9: Akuter Schaden an retinalen Neuronen verstärkt die Gliose-Reaktion über den Wnt/β-
Catenin-Signalweg in Müllerzellen 

Quantitative real-time RT-PCR für Gfap in der retinalen RNA 8 Wochen alter Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- 

und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 7 h nach intravitrealer Injektion von 3 µl [10 mM] NMDA oder 3 µl PBS und Tx-

Behandlung (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage) im Alter von 6 Wochen (Mittelwert ± 

SEM; *p<0,05). 

 

3.5. Expressionsanalysen protektiver Faktoren 
 

In früheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die intravitreale 

Injektion von NMDA zur vermehrten retinalen Expression neuroprotektiver Faktoren 

wie Lif führt (10,12). Um zu klären, ob diese Induktion protektiver Faktoren über die 

Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs in Müllerzellen vermittelt wird, wurden 

quantitative real-time RT-PCR-Analysen mit retinaler RNA 8 Wochen alter Slc1a3-

CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 7 h nach intravitrealer Injektion von NMDA 

oder PBS und 2 Wochen nach Tx-Behandlung durchgeführt. Nach der intravitrealen 

Injektion von NMDA in Ctnnb1fl/fl-Tiere wurde eine statistisch signifikant erhöhte 

Expression der mRNA von Lif (37,45 ± 6,430; p<0,001), Fgf2 (2,22 ± 0,290; p<0,05) 

und Edn2 (1,59 ± 0,18; p<0,05) im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren 

nachgewiesen (Abb. 7). Die Stärke der mRNA-Induktion war jedoch nicht gleichmäßig 

(Abb. 7). Die mRNA-Level für Lif in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen nach NMDA-

Injektion (16,94 ± 3,720) waren im Vergleich zu den Ctnnb1fl/fl-Kontrollen signifikant 

niedriger (p<0,05; Abb. 7). Die mRNA-Level von Fgf2 (1,61 ± 0,16) und Edn2 (1,39 ± 

0,18) in Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl-Mäusen nach NMDA-Injektion tendierten zu 

niedrigeren Werten als in Ctnnb1fl/fl-Tieren, jedoch war dieser Unterschied nicht 

signifikant (Abb. 7). Insgesamt weisen die mRNA Analysen stark darauf hin, dass ein 

exzitotoxischer Schaden an retinalen Neuronen zur Aktivierung von Müllerzellen führt 
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und dies in Abhängigkeit vom Wnt/β-Catenin-Signalweg wiederum die Expression 

neuroprotektiver Faktoren wie Lif induziert. Diese Ergebnisse bestätigen die Daten 

vorangegangener Studien unserer Arbeitsgruppe (10,12). 

 

Abb. 10: Akuter Schaden an retinalen Neuronen induziert über den Wnt/β-Catenin-Signalweg in 
Müllerzellen die Expression von Lif 

Quantitative real-time RT-PCR für Lif (A), Edn2 (B) und Fgf2 (C) in der retinalen RNA 8 Wochen alter 

Slc1a3-CreERT/Ctnnb1fl/fl- und Ctnnb1fl/fl-Mäuse 7 h nach intravitrealer Injektion von 3 µl [10 mM] NMDA 

oder 3 µl PBS und Tx-Behandlung (50 μl Tx [20 mg/ml] i.p. zweimal täglich für 5 Tage) im Alter von 6 

Wochen (Mittelwert ± SEM; *p<0,05, ***p<0,001). 

 

4. Diskussion 
 

Die durchgeführten Experimente zeigen, dass der endogene Wnt/β-Catenin-

Signalweg in Müllerzellen die Fähigkeit besitzt, RGC vor exzitotoxischem Schaden zu 

schützen und dass dieser Effekt über die vermehrte Expression neuroprotektiver 

Faktoren vermittelt wird. Diese Folgerung liegt begründet in der Beobachtung, dass 1.) 

ein akuter exzitotoxischer Schaden den Wnt/β-Catenin-Signalweg aktiviert, 2.) Mäuse 

mit einer β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen nach akutem exzitotoxischem Schaden 

weniger Axone in den Sehnerven und mehr TUNEL-positive Zellen in der RGC-Schicht 

aufweisen als Kontrolltiere und 3.) die Expression neuroprotektiver Faktoren nach 
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akutem exzitotoxischem Schaden in Mäusen mit einer β-Catenin-Defizienz in 

Müllerzellen deutlich verringert ist. 

Die Rolle des endogenen Wnt/β-Catenin-Signalwegs wurde in einem Mausmodell 

untersucht, welches eine Tx-abhängigen Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des 

Slc1a3-Promotors exprimiert. Das Slc1a3-Gen kodiert für den hochaffinen 

Glutamat/Aspartat-Transporter GLAST. Durch immunhistochemische Methoden 

wurde nachgewiesen, dass dieser Transporter in der Retina in Müllerzellen und 

Astrozyten lokalisiert ist (25–27). Korrespondierend zu diesen Studien zeigten die 

Slc1a3-CreERT/Rosa26-LacZ-Reportermäusen radial angeordnete spezifische 

Blaufärbungen, welche von der Membrana limitans interna bis zur Membrana limitans 

externa der Retina reichen, sowie trianguläre Vorwölbungen in die Nervenfaserschicht, 

welche den Endfüßen der Müllerzellen entsprechen. In der RGC-Schicht, in der 

retinale Astrozyten lokalisiert sind, konnte jedoch keine spezifische Färbung für β-

Galaktosidase nachgewiesen werden. Obgleich die Aktivierung der Cre-Rekombinase 

in vereinzelten Astrozyten nicht ausgeschlossen werden kann, belegen mehrere 

Studien klar die Expression der Cre-Rekombinase in Müllerzellen von Slc1a3-CreERT-

Mäusen (28–30). Die beobachtete Diskrepanz zwischen der endogenen und 

transgenen Aktivität des Slc1a3-Promotors könnte dadurch bedingt sein, dass in den 

Slc1a3-CreERT-Mäusen ein Fragment des Slc1a3-Promotors aus einem Bacterial 

Artificial Chromosome (BAC) Klon verwendet wurde (31).  

Die Western Blot Analysen der β-Catenin-Expression nach Aktivierung der Cre-

Rekombinase in Müllerzellen zeigten eine signifikante Reduktion der β-Catenin-

Spiegel in der gesamten Retina von über 35%. Die nur partielle Reduktion der β-

Catenin Menge durch die Cre-abhängige Inaktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs 

in den Müllerzellen lässt sich zum einen dadurch erklären, dass der Proteinextrakt 

nicht selektiv von den Müllerzellen gewonnen werden kann, sondern ein 

Gesamtextrakt der Retina darstellt und β-Catenin auch von anderen Zelltypen der 

Retina exprimiert wird (32). Außerdem haben frühere Studien gezeigt, dass die 

Behandlung mit Tx nur in etwa 80% der Müllerzellen zur Rekombination und somit zur 

β-Catenin-Defizienz führt (28). 

Der protektive Effekt des endogenen Wnt/β-Catenin-Signalwegs in Müllerzellen wurde 

im Anschluss an akuten NMDA-vermittelten exzitotoxischen Schaden retinaler 

Neuronen untersucht. Nachdem NMDA an Glutamat-Rezeptoren vom NMDA-Typ 

bindet, kommt es über einen exzessiven Einstrom von Kalziumionen zur Aktivierung 
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der Apoptose (18). In der Retina werden Glutamat-Rezeptoren vom NMDA-Typ in 

RGC und amakrinen Zellen exprimiert, wodurch diese Zellen anfällig für 

exzitotoxischen Schaden sind (33). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der 

TUNEL-Analysen, welche apoptotische Zellen in der RGC-Schicht und der INL, in der 

amakrine Zellen überwiegend lokalisiert sind, detektierten.  

Obwohl kein offensichtlicher Phänotyp oder ein Verlust an Müllerzellen in Mäusen mit 

einer Störung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs in diesen Zellen nach Tx-Behandlung 

und intravitrealer Injektion von PBS nachgewiesen werden konnte, zeigte sich in 

diesen Tieren in der zentralen Retina eine moderate, aber statistisch signifikante 

Reduktion der Dicke der Gesamtretina, der INL und der ONL im Vergleich zu den 

Kontrolltieren. Studien, welche die Degeneration der Retina durch Licht untersuchen, 

berichten von einem verstärkten Schaden der zentralen Retina-Abschnitte und 

erklären dies durch eine stärkere Fokussierung des Lichtes auf diesen Bereich des 

Auges durch die Linse (34–36). Der NMDA-vermittelte Schaden der Retina zeigte sich 

entweder gleichmäßig verteilt oder peripher betont, die verminderte Dicke in den 

Tieren mit einer β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen jedoch nur in den zentralen Retina-

Abschnitten, sodass zu klären bleibt, ob der endogene Wnt/β-Catenin-Signalweg in 

Müllerzellen retinale Neurone vor Schaden durch das Umgebungslicht im Tierstall 

schützt. Weiterhin wies die ONL in den zentralen Retina-Abschnitten beider 

Genotypen nach Injektion von NMDA eine höhere Dicke auf als nach Injektion von 

PBS. Da die Expression protektiver Faktoren nach akutem Schaden durch NMDA 

erhöht ist, könnten diese Faktoren möglicherweise auch die Photorezeptoren der ONL 

vor Licht-vermitteltem Schaden schützen.  

Für mehrere neurodegenerative Erkrankungen, unter anderem für die Alzheimer-

Demenz und das idiopathische Parkinson-Syndrom, wurde eine Assoziation des 

Fortschreitens der Erkrankungen mit einer verminderten Aktivität des Wnt/β-Catenin-

Signalwegs belegt (37,38). Eine erhöhte Expression an Inhibitoren des Wnt/β-Catenin-

Signalwegs wurde in den Augen von Patienten mit Glaukom, Retinopathia pigmentosa, 

altersbedingter Makuladegeneration und diabetischer Makulopathie beobachtet, 

sodass diskutiert wird, ob eine Störung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs an der 

Degeneration der Retina beteiligt ist (39–43). In Übereinstimmung mit früheren 

Studien, welche belegen, dass eine Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs 

protektive Effekte auf retinale Neurone vermittelt, zeigen die durchgeführten 

Experimente, dass Mäuse mit einer β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen nach akutem 
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exzitotoxischem Schaden weniger Axone der RGC in den Sehnerven und mehr 

apoptotische Zellen in der RGC-Schicht aufweisen als ihre Kontrollen. 

Lichtmikroskopisch wurden in den Sehnerven beider Genotypen nach Injektion von 

PBS annähernd 32500 Axone ausgezählt, was eine deutlich geringere Anzahl ist als 

frühere elektronenmikroskopische Untersuchungen in verschiedenen Mauslinien (44). 

Diese Diskrepanz kann zum einen dadurch erklärt werden, dass Mäuse mit dem 

genetischen C57BL/6J Hintergrund verwendet wurden, die eine geringere Anzahl an 

RGC besitzen als andere Mauslinien, zum anderen durch die Verwendung eines 

Lichtmikroskops zur Auszählung, welches eine geringere Auflösung besitzt als ein 

Elektronenmikroskop. 

In der INL, in der sich die amakrinen Zellen vorwiegend befinden, konnte kein Effekt 

des Wnt/β-Catenin-Signalwegs auf den NMDA-vermittelten Schaden nachgewiesen 

werden. Da für amakrine Zellen eine deutlich höhere Anfälligkeit für NMDA-

vermittelten Schaden berichtet wurde als für RGC (45,46), kann vermutet werden, 

dass die in den durchgeführten Experimenten injizierte Dosis an NMDA zu hoch war 

und den potenziellen neuroprotektiven Effekt des Wnt/β-Catenin-Signalwegs auf 

amakrine Zellen übersteigt.  

Im Gegensatz dazu wurde 2 Wochen nach NMDA-Injektion lichtmikroskopisch eine 

moderate Reduktion der Dicke der IPL und INL in Tieren mit einer β-Catenin-Defizienz 

in Müllerzellen im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet. Es wurde bereits belegt, 

dass es 2 Wochen nach intravitrealer Injektion von NMDA nicht nur zu einem 

ausgeprägten Verlust an RGC und amakrinen Zellen kommt, sondern auch zu einem 

moderaten Untergang bipolarer Zellen (47). Eine akute Degeneration von RGC und 

amakrinen Zellen könnte somit zu einem sekundären Verlust an bipolaren Zellen 

führen. Da die Anzahl überlebender RGC in den Retinae mit intaktem Wnt/β-Catenin-

Signalweg in Müllerzellen erhöht ist, besteht die Möglichkeit, dass dies auch einen 

schützenden Effekt auf retinale Neurone in der INL vermittelt.  

Müllerzellen bilden in der Retina einen der wichtigsten Mediatoren potenzieller 

neuroprotektiver Effekte. Die wichtige Rolle von Müllerzellen in der Aufrechterhaltung 

der retinalen Homöostase wurde durch ein transgenes Mausmodell mit induzierbarer 

Ablation von Müllerzellen aufgezeigt. Nach der selektiven Ablation von Müllerzellen 

wurde eine Degeneration der Photorezeptoren und eine Aktivierung des retinalen 

Wnt/β-Catenin-Signalwegs beobachtet (22,48). Passend zu diesen Beobachtungen 

wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass der Verlust von β-Catenin in den Müllerzellen zu 
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einer verstärkten Expression von Gfap führt. Es ist davon auszugehen, dass der 

endogene Wnt/β-Catenin-Signalweg in diesen Zellen für die normale Funktion der 

Retina erforderlich ist. Weiterhin zeigen die durchgeführten Experimente, dass es in 

den Retinae der Tiere mit einer gezielten Störung des endogenen Wnt/β-Catenin-

Signalwegs nach Injektion von NMDA zu keiner gesteigerten Expression der mRNA 

von Gfap im Vergleich zu den Kontrolltieren kommt.  

Der Einfluss des endogenen Wnt/β-Catenin-Signalweg in Müllerzellen auf geschädigte 

retinale Neurone, wurde bisher nicht erläutert. Schaden an RGC führt zur reaktiven 

Gliose der Müllerzellen. Dies ermöglicht es den Müllerzellen in Abhängigkeit der Art 

und Dauer des Schadens an den RGC einen protektiven oder aber schädlichen Effekt 

zu vermitteln. So wurde zum einen beschrieben, dass es im Anschluss an NMDA-

vermittelten exzitotoxischen Schaden in RGC zu einer erhöhten NFκB- (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) vermittelten Expression des 

Tumornekrosefaktors-α (TNF-α) kommt, welche durch den gesteigerten Einbau Ca²+-

permeabler AMPA-Rezeptoren eine vermehrte Anfälligkeit der RGC für 

exzitotoxischen Schaden bedingt (49,50). Zum anderen wurde nach akutem Schaden 

an retinalen Neuronen in reaktiven Müllerzellen auch eine vermehrte Expression 

protektiver Faktoren wie Lif, Cntf und Edn2 belegt (10,51,52). Dies steht im Einklang 

mit den im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen, welche eine reduzierte 

Expression von Lif in Mäusen mit einem gestörten Wnt/β-Catenin-Signalweg in 

Müllerzellen aufzeigen. Weiterhin konnten Studien demonstrieren, dass es im 

Anschluss an retinalen Schaden durch Laser zu einer Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signalwegs kommt und dass die gesteigerte retinale Aktivität des Wnt/β-Catenin-

Signalwegs mit einer verstärkten Gliose-Reaktion der Müllerzellen assoziiert ist 

(10,53). Diese These steht in Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Studie, die 

eine blockierte Induktion der Gfap mRNA nach der Behandlung von Mäusen mit einer 

β-Catenin-Defizienz in Müllerzellen mit NMDA belegen.  

 

5. Zusammenfassung 
 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durch akuten 

Schaden bedingte Aktivierung des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs in der 

Retina vorwiegend in den Müllerzellen stattfindet und diese Aktivierung wiederum zu 

einer verstärkten Expression neuroprotektiver Faktoren führt. Weiterhin lässt sich 
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anhand der gewonnenen Daten der Schluss ziehen, dass der endogene Wnt/β-

Catenin-Signalweg in Müllerzellen Teil eines retinalen neuroprotektiven Netzwerks ist, 

welches das Überleben der RGC nach akutem Schaden begünstigt und dass dieser 

Effekt die verstärkte Expression protektiver Faktoren beinhaltet.  
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6.2. Abkürzungsverzeichnis 
 

°C    Grad Celsius 

α   Alpha 

β   Beta 

κ   Kappa 

μ    mikro- 

a    Adenin 

Abb.    Abbildung 

ad libitum   nach Belieben 

AMPA   α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure 

ARVO   Association for Research in Vision and Ophthalmology 

BCA    Bicinchoninsäure 

bp    Basenpaare 

BSA    bovines Serumalbumin 

bzw.    beziehungsweise 

c    Cytosin, Zenti- 

C57BL/6J  Maus-Inzuchtstamm 

cDNA    komplementäre DNA 

Cntf   ciliary neurotrophic factor 

Ctnnb1   β-Catenin 

DAPI    4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid 

DBA/2J  Maus-Inzuchtstamm 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

dNTP    2'-Desoxyribonukleotid-5'-Triphosphat 

Edn2    Endothelin 2 

ER   Östrogenrezeptor 

et al.    und andere 

Fgf2    Fibroblast growth factor 2 

fl    loxP site 
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g    Gramm, Guanin 

GAPDH   Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

Gfap    glial fibrillary acidic protein 

GLAST   Glutamat/Aspartat-Transporter 

h    Stunde 

H2O    Wasser 

HRP    Meerrettich-Peroxidase 

INL    innere Körnerschicht 

i.p.    intraperitoneal 

IPL    innere plexiforme Schicht 

Konz.   Konzentration 

l    Liter 

LGR   leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 

Lif   leukemia inhibitory factor 

LRP    low-density lipoprotein receptor-related protein 

m    milli-, Meter 

M    molar 

min    Minute 

mRNA   Boten-Ribonukleinsäure 

N.    Nervus 

NFκB    nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

NMDA   N-Methyl-D-Aspartat 

NP-40   Nonoxinol 40 

ONH   optic nerve head, Sehnervenkopf 

ONL    äußere Körnerschicht 

OPL    äußere plexiforme Schicht 

OS   Ora serrata 

p    Probability 

PBS    Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PFA    Paraformaldehyd 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

RGC    retinale Ganglienzellen 

RNA    Ribonukleinsäure 
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Rosa26  Reverse Oriented Splice Acceptor, Clone 26 

RT    Raumtemperatur, reverse Transkriptase 

s   Sekunde 

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SEM    Standardfehler 

Slc1a3   Solute carrier family 1 member 3 

t    Thymin 

Taq Polymerase  DNA-abhängige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 

TBST    Tris-buffered saline and Tween 20 

TG Transgen 

TNF-α Tumornekrosefaktors-α 

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase mediated biotinylated UTP 

nick end labeling 

Tx   Tamoxifen 

U   Enzymeinheit 

USA    Vereinigte Staaten von Amerika 

UTP   Uridintriphosphat 

Wnt   wingless 

WT   Wildtyp 

x   mal, -fach 

XGal   5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid 
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