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Referat 
Die Ubiquitinylierung von Proteinen in Eukaryoten induziert den Proteinabbau und wird von 

drei Enzymen, E1, E2 und E3 Ligasen, reguliert. Die Familie der E3 Ligasen besitzt die größte 

Diversität (Marín, 2012) und vermittelt sowohl die Substraterkennung als auch die Spezifität der 

Ubiquitinylierung (Pickart, 2001; Robinson and Ardley, 2004). Eine Untergruppe der E3 

Ligasen weist ein RING- Finger (really interesting new gene) Sequenzmotiv auf. Ihnen 

zugehörig ist die Familie der TRIM (Tripartite motif) Proteine (Marín, 2012; Napolitano et al., 

2011), welche durch einen strukturellen Aufbau aus Ring-Finger Domäne, B-Box und Coiled- 

Coil Region charakterisiert werden. Obwohl viele Funktionen dieser Proteine bekannt sind, ist 

ihre Rolle in der Embryonalentwicklung noch unklar. Daher war es Ziel dieser Arbeit an Hand 

von Embryonen des Xenopus laevis die Expression von Trim23 und Trim7, zwei Vetretern der 

TRIM Familie, mittels „Whole-mount“ in situ Hybridisierung (Wmish) und RT- PCR zu 

untersuchen. Zur phyolgenetischen Einordnung wurde ein entsprechender Stammbaum sowie 

eine Syntenieanalyse angefertigt. Für beide Trim‘s konnte in der zeitlichen Expressionsanalyse 

eine maternale Expression nachgewiesen werden. Trim23 wies im Gegensatz zu Trim7 

Transkripte im frühen Schwanzknospenstadium (ab NF-Stadium 27) auf. In der räumlichen 

Expressionsanalyse wurde für beide Trim‘s eine Expression im animalen Pol innerhalb der 

Blastula Stadien nachgewiesen. Mit fortschreitender Entwicklung zeigten beide Trim‘s eine 

Expression in den Augenvesikeln und in kaudalen Abschnitten des Neuralrohres. 

Für Trim23 zeigte die phylogenetische Analyse eine starke Homologie zwischen den 

dargestellten Organsimen. Besonders starke Übereinstimmung bestand in der für Trim23 

charakteristischen ARD1 (ADP- ribosylation factor domain protein 1) Domäne mit putativer 

GTPase Funktion. In Mausembryonen wurde eine Expression des Trim23 an Lysosomen bzw. 

Golgi- Apparat nachgewiesen. Eine Beteiligung des Trim23 an zellulären Transportprozessen 

zur Regulation der Proteinhomöostase ist deshalb wahrscheinlich. Für Trim7 gelang der 

Nachweis eines reinen maternalen Erbganges. Besonders die frühen Embryonalstadien wiesen 

die meisten Transkripte auf. Erst in späteren Enwicklungsstadien konnte Trim7 in den kaudalen 

Abschnitten des Neuralrohres nachgewiesen werden. Bekannt ist eine Interaktion des Trim7 als 

GNIP (Glykogenin- Interaktions Protein 1) mit Glykogenin sowie die Wirkung als Progenitor 

in der Entstehung maligner Neoplasien. Die hohe Diversität zwischen einzelnen Organismen 

innerhalb der phylogenetischen Analyse weist auf unterschiedliche Funktionen der einzelnen 

Organismen hin. Für beide Trim‘s ist die genaue Funktion aktuell unklar. 

Buberl, Cilli Dana: „Expressionsanalyse der putativen E3 Ligasen Trim23 und Trim7 in der 
frühen Neuralentwicklung von Xenopus laevis.“ Halle (Saale), Martin-Luther-Universität, 
Institut für physiologische Chemie, 80 Seiten, 2017.
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1 Einleitung 
 

Das humane Genom besteht aus 20.000-30.000 einzelnen Genen und wurde im April 2003 

komplett entschlüsselt. Eine der größten Familien des menschlichen Genoms stellen die TRIM 

Gene dar (Napolitano and Meroni, 2012). Aktuell sind über 100 verschiedene Mitglieder 

bekannt, im Menschen existieren allein ca. 68 Vertreter (Napolitano et al., 2011). Mitglieder der 

TRIM Familie zeichnen sich durch ihren konservierten Aufbau aus Ring-Finger Domäne, B-

Box, Coiled coil Region und variablen C-Terminus aus. Als Ubiquitin E3 Ligasen nehmen sie 

an diversen zellulären Regulationsprozessen teil. Mutationen innerhalb der TRIM‘s führen zu 

schweren Systemerkrankungen, wie das Smith-Lemly-Opitz-Syndrom (Mutation in TRIM18) 

oder das familiäre Mittelmeerfieber (Mutation in TRIM20) (Cox et al., 2000; James et al., 2007; 

Woo et al., 2006). 

In vorliegender Arbeit wurden Trim23 und Trim7 im Rahmen einer Expressionsanalyse 

innerhalb der Embryonalentwicklung des Xenopus laevis analysiert und charakterisiert. Damit 

sollte diese Arbeit zum Verständnis einer möglichen Funktion der TRIM‘s innerhalb der 

Embryonalentwicklung beitragen.  

 

1.1 Xenopus laevis als Modellorganismus 
 

Xenopus laevis gehört zu den südafrikanischen Krallenfröschen oder auch zungenlosen 

Fröschen (Pipidae). Die durch humanes Gonadotropin stimulierten Weibchen sind in der Lage 

mehrmals täglich und vor allem jahreszeitlich unabhängig Gelege zu produzieren. Die sich 

extern entwickelnden Eier sind mit circa einem Millimeter sehr groß, weshalb 

mikrochirurgische Manipulationen einfach beobachtet werden können. All dies begründet, 

weshalb Xenopus laevis als Modellorganismus der Embryonalforschung gilt (Segerdell et al., 

2013). 

 

1.2 Überblick der Embryonalentwicklung des Xenopus laevis 
 

Nieuwkoop und Faber beschrieben die Embryonalentwicklung des Xenopus laevis und 

entwickelten ein System zur Einteilung der einzelnen Entwicklungsstadien (Abb. 1). 
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Abbildung 1 Entwicklungszyklus des Xenopus laevis (schematische Darstellung nach (Hubrecht-Laboratorium 
(Embryologisch Instituut) et al., 1967). Das Blastulastadium wird innerhalb von ca. 5-6 Stunden nach Befruchtung 
erreicht. Die Gastrulation beginnt nach ca. 13 Stunden. Das Neurulastadium wird ca. 7 Stunden später erreicht. Die 
Organogenese schließt sich an. Der Embryo hat sich 4 Tage nach der Befruchtung schon zu einer freischwimmenden 
Kaulquappe entwickelt. Nach ca. 60 Tagen und einer Metamorphose entsteht der adulte Frosch.  

 

1.2.1 Befruchtung und Furchung 
 

Die Eizelle gliedert sich in animalen und vegetalen Pol. Letzterer erscheint heller auf Grund des 

höheren Dottergehaltes. Nach der Befruchtung erfolgt eine Rotation der Zygoten, wobei der 

animale Pol oben zu liegen kommt. Die Zellen des animalen Pols (animation (engl.)= schnell 

Bewegen) weisen eine höhere Teilungstendenz auf. Die Furchungsteilungen beginnen in diesem 

Bereich und setzen sich in den vegetalen Pol fort. Die ersten beiden mitotischen Teilungen 

verlaufen streng parallel. Innerhalb dessen kommt es zu einer rasanten Zellzunahme bei 

Reduktion der Zellgröße. Die so entstehenden Zellen werden Blastomere genannt. Als Ergebnis 

dieser mitotischen Teilungen entsteht eine Blastula. 

Die Zellzyklusregulation in den Blastomeren des Xenopus erfolgt durch zytoplasmatisch 

lokalisierte Maturation promoting factors (MPF = CyclinB/Cdc2) (Satterwhite et al., 1992). 

Diese hochkonservierten Kinasen sind für den Beginn, wie auch für das Beenden der Mitose 

verantwortlich (Beckhelling et al., 1999). Die oszillerierende Aktivität des MPF reguliert die 

ersten Phasen nach Befruchtung (Chesnel et al., 2005). Innerhalb der Teilungen wird in den 

Zellen Zyklin synthetisiert und akkumuliert (Rankin and Kirschner, 1997). Das entstandene 

Zyklin bildet mit der cyclin dependent cinase 2 (Cdc2) (Hartley et al., 1996, 1997; Pomerening 
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et al., 2005) einen Komplex zur Phosphorylierung mitotischer Substrate, die den Übergang der 

Interphase in die Mitose fördern (Pomerening et al., 2005). 

Mit fortschreitender Entwicklung werden die Teilungen zunehmend asynchron und 

ungleichmäßig (Arata et al., 2014). Im Zuge der Zellvermehrung kommt es ab dem 12. 

Zellzyklus zum Anstieg der Gentranskription. Der Übergang maternaler in zygotischer 

Expression wird Midblastula Transition genannt (MBT). Zur Regulation der zeitlichen Abfolge 

der Genexpression werden Methylierungen und Demethylierungen an speziellen Gen 

Promotoren innerhalb der MBT genutzt (Stancheva et al., 2002).  

 

1.2.2 Gastrulation 
 
Als nächster Schritt in der Embryonalentwicklung folgt die Ausbildung der Keimblätter, auch 

Gastrulation genannt. Diese wird im Wesentlichen von den Zellbewegungen des Mesoderms 

geleitet (Keller et al., 2003; Winklbauer and Keller, 1996). Ausgangspunkt dabei ist der dem 

Spermieneintritt 180° gegenüberüberliegende Punkt der Oozyte, in der äquatorialen Zone der 

Blastula (Marginale Zone). In diesem Bereich bildet sich eine kleine Vertiefung aus. Diese 

Blastopore markiert die dorsale Seite des Embryos. Eine etwas stärker pigmentierte Vertiefung 

in diesem Bereich des Embryos stellt die dorsale Blastoporenlippe dar. An dieser ist der 

„Speemannorganisator“ lokalisiert. Dieser besitzt die Fähigkeit, durch Signaltransduktion das 

umgebende Gewebe zu steuern (Zimmerman et al., 1996). In diesem Bereich kommt es 

während der Gastrulation zur Bildung von Noggin, Follistatin, Chordin und Wnt. Alle diese 

Moleküle zeichnen sich durch die Inhibierung des BMP-Signalweges aus. Gleichzeitig besitzen 

sie die Fähigkeit, die Bildung von Neuralgewebe zu induzieren (Gerhart et al., 2011). 

Im Zuge der Gastrulation kommt es zur Invagination der äußeren Zellschichten (Abb. 2). Die 

marginalen Zellen invaginieren über die dorsale Blastoporenlippe entlang der inneren 

Oberfläche des Blastocoel Daches in Richtung des animalen Pols (Winklbauer and Keller, 

1996). Die zuerst einwandernden Zellen bilden das pharyngeale Endoderm des Vorderdarms. 

Darauf folgen Zellen der zukünftigen Prächordial Platte (Vorläufer des Kopfmesoderms) sowie 

die Chordamesodermzellen, welche die Chorda dorsalis bilden. Mit steigender invaginierender 

Zellzahl breitet sich die Blastoporenlippe nach dorsal, lateral und ventral über den gesamten 

Embryo aus. Es kommt zur Ausbildung des Dotterpfropfens am ventralen Pol des Embryos.  
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Abbildung 2 Gastrulation (schematisch nach Sive et al., 2000): Die Pfeile stellen die Richtung der Zellbewegungen 
dar. Über die dorsale Blastoporenlippe wandern die Zellen des zukünftigen Meso- und Endoderms in das Innere des 
Embryos und lagern sich am Dach des Blastocoels an (B). Dadurch werden die drei Keimblätter gebildet. Das 
Mesoderm kommt dabei zwischen dem Endo- und Ektoderm zu liegen (C). Durch diese Zellwanderung bildet sich 
das Archenteron als neue Höhle aus. Das Blastocoel ist am Ende der Gastrulation nicht mehr vorhanden. A- frühe 
Gastrula; B,C- mittlere Gastrula, D- späte Gastrula. 

 

Die frühe Gastrulation wird im Wesentlichen durch die Expression von paraxialem 

Protocadherin (PAPC) bestimmt (Kai et al., 2015). PAPC besitzt mehr als fünf extrazelluläre 

Cadherin-domänen, eine Transmembrandomäne und einen zytoplasmatischen Schwanz (Kai et 

al., 2015; Kim et al., 1998). Die Gewebetrennung während der Transition der invaginierenden 

Zellen entlang des Blastocoeldaches erfolgt durch Zellinteraktionen an der Gewebegrenzschicht 

(Luu et al., 2015). PAPC mindert die Adhäsion an Zellgrenzen durch eine Herabregulierung von 

Zellpolarisationen sowie durch Fremd-/ Eigenerkennungen. So führt die Erkennung gleicher 

Signale zur Kontaktformation. Aus einer unterschiedlichen Signalexpression resultiert eine 

Spaltbildung (Luu et al., 2015).  

Im Zuge der Auskleidung der Blastula durch die invaginierenden Zellen kommt es zur 

Ausbildung des Urdarms (Archenteron) und zum Verschwinden des Blastocoels. Die 

Gastrulation ist beendet, wenn das frühere animale Ektoderm den gesamten Embryo bedeckt. 

Letztlich kommt das Mesoderm zwischen dem Ektoderm (außen) und dem Endoderm (innen) 

zu liegen. Aus diesen 3 Keimblättern gehen folgende Organe hervor:  

Ektoderm: neurales Gewebe (Gehirn, periphere Nervenfasern), Auge, Riech- und Hörorgane, 

      Epidermis 

Mesoderm: Chorda dorsalis, Muskulatur, Knorpel, Knochen, Nieren, Herz 

Endoderm: Darm, Lunge, Leber und Bauchspeicheldrüsen, lymphatisches System 
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1.2.3 Neurulation und Ausbildung des zukünftigen Nervensystems  
 

Die Neurulation im Xenopus beginnt mit der Induktion der Neuralplatte im dorsalen Ektoderm 

(Rashid et al., 2006). Umfangreiche Zellinterkalationen führen zur Ausbreitung der Neuralplatte 

in anterio-posteriorer Richtung (Extension) sowie zur mediolateralen Verschmälerung 

(Konvergenz) (Keller et al., 1992). Eine Ablösung der Neuralplatte vom umgebenden Gewebe 

wird durch apikale Konstriktion verhindert. Initiiert wird dieser Prozess durch Shroom, ein 

Aktin-Bindungs- Protein (Haigo et al., 2003). Im Verlauf flacht die Neuralplatte ab und erhebt 

sich an den anterioren Rändern zu Neuralfalten, welche sich zum Neuralrohr schließen (Abb. 3). 

Diese Bildung ist im Wesentlichen von Adhäsionsmolekülen abhängig. Ursprünglich 

exprimierten alle ektodermalen Zellen E-Cadherin. Dessen Expression wird in den Zellen der 

Neuralplatte mit fortschreitender Neurulation herabreguliert. Innerhalb des Neuralrohres kommt 

es somit zur Expressionssteigerung von N-Cadherin als auch von Cadherin 6B. Das nicht 

neuronale Ektoderm exprimiert weiterhin E-Cadherin (Nakagawa and Takeichi, 1998; Rogers et 

al., 2013).  

 

 

Abbildung 3 Neurulation (schematisch): Die im dorsalen Ektoderm gebildete Neuralplatte flacht sich ab und erhebt 
sich an den Rändern zu Neuralfalten, welche sich zum Neuralrohr schließen. In dessen dorsalen Bereichen kommt es 
zur Bildung der Neuralleistenzellen. Diese embryonalen Stammzellen migrieren durch das Mesenchym, um das 
periphere Nervensystem, den kranialen Knorpel und Knochen sowie Melanozyten zu bilden (Kerosuo and Bronner-
Fraser, 2012).  
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Ein weiterer wichtiger Mediator des Neuralfaltenschlusses ist NF-Protocadherin (NFPC). Es ist 

in den Spitzen der Neuralfalten lokalisiert (Rashid et al., 2006). Protocadherine stellen die 

größte Subgruppe der Cadherine dar. Die einzige Gemeinsamkeit besteht in dem Vorhandensein 

einer extrazellulären Domäne (Heggem and Bradley; Hirano et al., 2003). Dessen 

zytoplasmatische Domäne wird von TAF1 gebunden, welches in der anterioren, wie auch 

kaudalen Neuralplatte exprimiert wird (Thomas und Chiang, 2006; Tora, 2002). Die Inhibition 

beider Moleküle führt zu Aberrationen in der Bildung der Neuralfalten bis zum vollständigen 

Verlust anteriorer Strukturen (Rashid et al., 2006). Die genaue Interaktion beider Moleküle mit 

dem Zytoskelett ist noch nicht vollständig geklärt. Eine Wechselwirkung mit Shroom wird 

vermutet.  

Gleichzeitig mit der Formation des Neuralrohres kommt es in dessen dorsalen Bereichen zur 

Bildung von Neuralleistenzellen (Abb. 3). Dabei handelt es sich um transiente embryonale 

Stammzellen, welche durch das Mesenchym migrieren, um das periphere Nervensystem, den 

kranialen Knorpel und Knochen sowie Melanozyten zu bilden (Kerosuo and Bronner-Fraser, 

2012). Die Differenzierung sowie das Auftreten und die zeitliche Abfolge der Emigration der 

Neuralleistenzellen aus der dorsalen Region des Neuralrohres wird durch einen gut untersuchten 

Ablauf von Transkriptionsfaktoren (u.a. Sox9, Snail2/Slug, AP2) und Signalwegen (z.B. BMP, 

Wnt) spezifiziert (Park and Gumbiner, 2010).  

Als Voraussetzung der Migration der Neuralleistenzellen gilt der Durchlauf der Epithelialen 

Mesenchymalen Transition (EMT). Kernstück dabei ist die Transformation von streng 

verbundenen polarisierten epithelialen Zellen in locker verbundene migrierende mesenchymale 

Zellen (Rogers et al., 2013). Während der Migration kommt es neben der Änderung der 

Zellmorphologie zu einem Wechsel des Expressionsmusters. Zu Beginn der Transition 

exprimieren die Neuralleistenzellen Adhäsionsmoleküle N-Cadherin und NCAM, welche im 

Verlauf verloren gehen (Akitaya and Bronner-Fraser, 1992). Am Ende der Migration aber noch 

vor der Bildung der sympathischen Ganglien, kommt es zum Wiederanstieg der N-Cadherin 

Expression. Mit dem Entstehen motiler mesenchymaler Zellen wechselt das Expressionsmuster 

von N- zu E-Cadherin (Rogers et al., 2013). Die Transkriptexpression wird dabei von Sip1 

reguliert. Ein Ausschalten dieses Faktors führt zu einer gehemmten Migration.  

Die EMT in Neuralleistenzellen zeichnet sich durch Deepithelialisierung und Delaminierung 

(Park and Gumbiner, 2012) aus. Der erste Schritt der Deepithelialisierung wird durch die 

Expression von Cadherin 6B reguliert. Es handelt sich dabei um ein Typ II Cadherin, welches 

vorrangig in den vormigratorischen Zellen des Rumpfes und bereits migrierten Zellen 

exprimiert wird. Dieser Prozess wird durch den BMP-Signalweg induziert (Park and Gumbiner, 

2012). BMP’s sind Mitglieder der TGFβ Familie (Park and Gumbiner, 2012). BMP’s sind 
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wesentlich für die Embryonalentwicklung zur Differenzierung von Organsystemen/ -geweben 

sowie zur Differenzierung von Stammzellen.  

Am Ende der Gastrulation kann eine Unterteilung des Ektoderms in neuronal und nicht 

neuronale Bereiche erfolgen. Die neuronalen Strukturen stellt die Neuralplatte dar, aus ihr geht 

das spätere zentrale Nervensystem hervor. Das nicht neuronale Ektoderm formt die spätere 

Epidermis. An der Grenzschicht, der sog. Neuralplattengrenze, kommt es zur Bildung von 

Neuralleistenzellen, Zellen der kranialen Plakoden sowie Rohon-Beard (RB)-Zellen (Rossi et 

al., 2008). Letztere werden nicht in allen Vertebraten gebildet. Im Xenopus befinden sich diese 

Zellen nach der Neurulation im dorsalen Bereich des sich schließenden Neuralrohres und bilden 

sensorische Neurone aus (Park et al., 2012). Diese Rohon-Beard-Zellen besitzen sowohl lange 

Dendriten, welche entlang der lateralen Fasciculi den Hirnstamm erreichen, als auch kurze, für 

die Innervation der Haut (Yajima et al., 2014). Besonders letztere dienen zur 

Informationsverarbeitung der Umwelt sowohl in Embryonen des Xenopus als auch des 

Zebrafisches. Schon durch leichte taktile Reizung dieser Nervenendigungen erfolgt eine 

Kontraktion der kontralateralen Muskulatur. Diese Ausweichbewegung des Rumpfes stellt einen 

primitiven Fluchtreflex dar (Rossi et al., 2009). Die Bildung dieser sensorischen RB-Neurone 

wird durch BMP induziert. Neben BMP4 spielt prmd1 eine wesentliche Rolle. Dabei handelt es 

sich um einen Transkriptionsfaktor der Downstream von BMP agiert (Rossi et al., 2008). 

Expressionsstudien in Zebrafischen zeigten, dass dessen Fehlen zu falsch gerichteten 

Reizantworten sowie zum Verlust der RB-Zellen führt (Rossi et al., 2008). Mit fortschreitender 

Entwicklung erfolgt die Apoptose der Rohon-Beard-Zellen. An ihre Stelle treten dorsale 

Wurzelglia Zellen. Als Schlüsselregulator dieser Transition gilt der Transkriptionsfaktor Six1, 

welcher vermehrt vor der Apoptose der RB-Zellen exprimiert wird (Yajima et al., 2014). 

Das Neuralrohr ist der zentrale Ausgangspunkt für die weitere Entwicklung des zentralen 

Nervensystems. Dabei wird zwischen der anterior-posterioren und der dorsal-ventralen 

Achsenstrukturierung unterschieden. Die anterioren Bereiche bilden Vorder- und Mittelhirn und 

die posterioren Bereiche das Hinterhirn und Rückenmark (Saha et al., 1997). Mit 

fortschreitender Entwicklung unterteilt sich das Vorderhirn (Prosenzephalon) in Tel- und 

Dienzephalon. Die zerebralen Hemisphären gehen aus dem Telenzephalon hervor. Innerhalb des 

Dienzephalons werden die optischen Vesikel sowie die thalamischen und hyptothalamischen 

Regionen gebildet. Das Mesenzephalon wird nicht unterteilt. Aus Hinterhirn (Rhomenzephalon) 

bilden sich Zerebellum und Medulla oblongata. 

Diese Achsenstrukturierung ist fundamental innerhalb der Embryogenese der Amphibien. Sie 

unterliegt dem Zusammenspiel zwischen den Transkriptionsfaktoren Nodal/Vg1, Wnt und 

BMP. Nodal ist für die Ausbildung der dorsalen Achse verantwortlich, während Vg1 die 

Anteriorisierung bestimmt. Veg T und Vg1, beides T-Box transkriptionale Regulatoren von 



Einleitung 

8 
 

Nodal-Genen, sind wichtig für die Kopfentwicklung und werden maternal exprimiert. Vg1 und 

Nodal wirken antagonistisch zu BMP, welches zu Ventralisation und Posteriorisierung führt 

(Onai et al., 2010).  

Die Ausbildung anteriorer neuraler Gewebe (Prosenzephalon) wird durch Chordin, Noggin und 

Follistatin induziert. Dem gegenüber stehen die Induktion der posterioren Gewebe durch 

Retinsäure, Wnt und BMP (Ribes et al., 2010). Funktionsstudien in Mäusen zeigten, dass der 

Verlust von Wnt1 zum Abbruch der Bildung des Mittelhirns und Cerebellums führt, während 

sich das restliche Neuralrohr normal weiter entwickelte (Saint-Jeannet et al., 1997). 

Die Ausbildung der dorsal- ventralen Achse des Neuralrohres erfolgt in Abhängigkeit der 

umgebenden Gewebe (Lee et al., 1997; Roelink et al., 1995). Als Beispiel dient das zukünftige 

Rückenmark. Das darüberliegende Ektoderm induziert die Bildung der Deckplatte, während die 

unterliegende Chorda dorsalis die Grundplatte der Wirbelsäule induziert. Als Schlüsselmolekül 

der Bildung der Grundplatte und der darin enthaltenen Motorneuronen gilt die Sezernierung des 

Sonic hedgehog (Shh) aus der Chorda dorsalis (Abb 4). Ein weiterer wesentlicher Faktor in der 

Polarisierung der dorsal-ventralen Achse ist die Expression von HNF3β (Patten und Placzek, 

2002). Dessen Expression wird durch das dorsale Mesoderm induziert. Expressionsanalysen 

zeigten, dass beide Moleküle die gegenseitige Bildung induzieren können (Ribes et al., 2010).  

 

 
Abbildung 4 Polarisierung des Neuralrohres. Das Ektoderm induziert durch BMP4 die Induktion der Deckplatte 
im Neuralrohr. Die Grundplatte wird durch Shh aus der Chorda dorsalis induziert. Insgesamt herrscht innerhalb des 
Neuralrohres ein dorso-ventraler Konzentrationsgradient des BMP4 und Shh. Entsprechend der einzelnen 
Konzentrationen werden verschiedene Neuronen ausgebildet. Shh- Sonic hedgehog; BMP4- Bone-morphogenic 
protein 4. 

 

Die weitere Spezifizierung der Grundplatte unterliegt dem Konzentrationsgradienten des Shh. 
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Die Konzentration des Shh sinkt mit steigender Entfernung zur Chorda. Hohe Shh- 

Konzentrationen führen zur Expression der Homeobox Proteine Nkx6.1 und Nkx2.2 und damit 

zur Bildung von V3-Neuronen (ventrale Neuronen). In den dorsal benachbarten Zellen liegen 

verminderte Shh-Konzentrationen vor, weshalb hier Nkx 6.1 und Pax6 exprimiert werden. Dies 

führt zur Entstehung von Motorneuronen. Die folgenden Zellreihen werden zu V2- und V1-

Interneuronen mit noch geringeren Shh-Konzentrationen (Patten und Placzek; 2002, Ribes et 

al., 2010).  

Die Bildung der Deckplatte erfolgt abhängig von der Sekretion von BMP‘s (BMP 2,4,7), gdf7, 

activin und dorsalin aus dem überliegenden Ektoderm (Swapna und Borodinsky, 2012). Wie in 

der Grundplatte besteht auch in der Deckplatte ein Konzentrationsgradient. Das BMP4 

innerhalb der Deckplatte induziert eine TGFβ-Kaskade. Je weiter ventral die Zellen lokalisiert 

sind, desto geringer ist dessen Konzentration. Auf Grund der unterschiedlichen Konzentrationen 

kommt es zur Ausbildung diverser Interneurone. Ergebnis dieser Achsenstrukturierung ist die 

Ausbildung verschieden lokalisierter Neurone, welche bestimmte Funktionen auf Grund ihrer 

Lokalisation erfüllen können.  

 

1.2.4 Somitenbildung 
 
Entlang des Neuralrohres verdichtet sich beiderseits das Mesoderm und bildet die Somiten, auch 

„Urwirbel“ genannt. Aus diesen entstehen die spätere Rückenmuskulatur, die Dermis und das 

Skelettsystem. Durch Metamorphose entsteht der adulte Frosch. 

Innerhalb des parachsialem Mesoderms, welches dem Neuralrohr und der Chorda dorsalis 

benachbart ist, entstehen transiente Zellansammlungen, sog. Somiten (Münsterberg et al., 1995). 

Initial handelt es sich dabei um eine Sphäre epithelialer Zellen. Mit fortschreitender 

Entwicklung kommt es durch die EMT des ventralen Somitenepithels zur Bildung des 

Sklerotoms, welches Vorläuferzellen der Wirbelkörper und Rippen enthält. Das dorsale 

Somitenepithel verbleibt in situ und bildet das Dermomyotom (Capdevila et al., 1998). Das 

Dermomyotom unterscheidet zwischen einem medialen und einem lateralen Anteil. Die Zellen 

des medialen Dermomyotoms, welches dem Neuralrohr benachbart ist, entwickeln sich zu 

Rücken- und Interkostalmuskulatur. Aus den Zellen des lateralen Dermomyotoms enstehet die 

Muskulatur der Extremitäten und der ventralen Rumpfwand (Münsterberg et al., 1995).  

Zwischen Sklerotom und Dermomyotom bildet sich das Myotom aus, welches Vorläuferzellen 

der skelettalen Muskulatur enthält.  

Die Somiten unterliegen, ebenso wie das Rückenmark, dem Einfluss des umgebenden Gewebes 

(Abb. 5). Die Chorda dorsalis und die Grundplatte des benachbarten Neuralrohres expremieren 

Shh. Dieses aktiviert in den Sklerotomen die Expression von Pax1, welches die Differenzierung 
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der darin enthaltenen Zellen induziert (Dietrich and Gruss, 1995; Münsterberg et al., 1995). 

Das Dermomyotom wird wesentlich durch den Wnt Signalweg beeinflusst. Als wichtigsten 

Vertreter gilt Wnt1. Expressionsstudien zeigten, dass eine Überexpression des Wnt1 zu einer 

Repression des Sklerotoms führt (Bumcrot und McMahon, 1995; Capdevila et al., 1998).  

 

 
Abbildung 5 Somitenbildung: Somiten sind transiente Zellansammlungen, aus denen die zukünftige 
Rückenmuskulatur entsteht. Durch die EMT kommt es zur Bildung von Dermomyotom (Vorläufer der 
Rumpfmuskulatur) und Sklerotom (Voläufer der zukünftigen Wirbelkörper und Rippen). Durch die Exkretion 
entsprechender Signalmoleküle aus Ektoderm und Chorda dorsalis wird die entsprechende Ausdifferenzierung 
innerhalb des Sklero- und Dermomyotoms aktiviert.  

 

Als letzten Entwicklungsschritt durchlaufen alle Amphibien die Metamorphose. Speziell bei 

Anuren (Fröschen und Kröten) durchlaufen alle Organe Veränderungen wie z.B. Wachstum, 

Umbau oder Zelltod. Initiiert wird dieser Prozess durch die Schilddrüse der Kaulquappe. Das 

daraus sekretierte T3 (Triiodthyronin) und T4 (Thyroxin) erreicht über die Blutbahn die 

peripheren Gewebe und induziert die oben genannten Veränderungen (Cai and Brown, 2004; 

Crump et al., 2002). So verknöchert z.B. der zuvor knorpelige Schädel der Kaulquappe, die 

Kiemen bilden sich zurück und an deren Stelle weitet sich die Lunge aus. Mit dem Einsatz der 

Gametogenese ist die Metamorphose beendet und ein neuer Entwicklungszyklus beginnt.  

 

1.2.5 Überblick über die Entwicklung des Auges 
 
Die Entwicklung der Augen beginnt bereits während der Gastrulation (Zygar et al., 1998). Sie 

entstehen aus sog. „Optischen Vesikeln“, wobei es sich um bilaterale Ausstülpungen des 

Diencephalons handelt (Abb.6). Erreicht das Vesikel das oberflächliche Ektoderm wird an 

dieser Stelle die Linsenbildung induziert (Harmon Lewis, 1906; Hyer et al., 2003). Eine 
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wesentliche Rolle dabei spielen Pax6, Six3 und Sox2 (Bailey et al., 2006). Die Expression von 

Six3 findet im oberflächlichen Ektoderm statt und induziert Pax6 und Sox2 (Liu et al., 2006). 

Die Induktion von Sox2 wird von BMP7 reguliert. 

Mit fortschreitender Verdichtung der Linsenplakode beginnt die Invagination, welche zur 

Ausbildung des Linsenvesikels und des doppelschichtigen Augenbechers führt (Chow and Lang, 

2001). Dabei bildet die innere Schicht die neuronale Retina und die äußere Schicht das retinale 

Pigmentepithel. Treffen sich diese beiden Strukturen kommt es zur Ausbildung der Iris bzw. des 

Ziliarkörpers.  

Die Spezifizierung der Retina ist komplex. Für die Bildung des retinalen Pigmentepithels ist die 

Expression von Mitf und Oxt2 wesentlich (Martínez-Morales et al., 2003). Für die weitere 

Differenzierung im Augenbecher ist die Expression von BMP nötig (Sjödal et al. 2007). 

Insbesondere BMP4 ist verantwortlich für die Induktion der Linsenbildung. Für die 

Spezifizierung der neuronalen Retina spielt der FGF-Signalweg eine Rolle. Im Linsenektoderm 

zeigen besonders FGF1 und FGF2 eine starke Expression (Hyer et al., 1998). 

Aus den Augenbecher umgebenden Mesenchym bilden sich Choroidea und Augenmuskeln. Das 

Linsenvesikel wird dichter und kapselt sich vom Ektoderm ab, um die Linse zu bilden. In dem 

Raum zwischen Linse und Ektoderm kommt es zur Einwanderung von Neuralleistenzellen, die 

das Kornealendothel bilden (Hu et al., 2013).  

 

 
Abbildung 6 Augenentwicklung (schematisch): Das optische Vesikel, als Ausstülpung des Dienzephalons, 
vergrößert sich in Richtung des umgebenden  Ektoderms. Der Kontakt beider Strukturen induziert die Bildung der 
Linsenplakode. Durch Invagination kommt es zur Ausbildung des Linsenvesikels und des doppelschichtigen 
Augenbechers. Aus der inneren Schicht des Augenbechers geht die zukünftige Retina und aus der äußeren das 
zukünftige Pigmentepithel hervor. Mit fortschreitender Entwicklung verdichtet sich das Linsenvesikels und kapselt 
sich vom Ektoderm ab. Einwandernde Nueralleistenzellen zwischen Ektoderm und Linsenvesikel bilden die 
zukünftige Cornea (Chow and Lang, 2001; Hu et al., 2013; Sive et al., 2000).  
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1.3 Ubiquitinylierung 
 
Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosäuren bestehendes Protein, welches wichtige zelluläre Prozesse 

reguliert, u.a. Endozytose, lysosomales Targeting (Zielauswahl), nukleären Export, DNA 

Reparatur, Histonveränderung, Aktivierung von Kinasen sowie Transkriptionsfaktoren 

(Bielskienė et al., 2015; Fang et al., 2003). In eukaryotischen Zellen spielt die Regulation des 

koordinierten Proteinabbaus eine wesentliche Rolle (Lindsten and Dantuma, 2003). So werden 

beispielsweise gealterte oder fehlerhafte Proteine mit Ubiquitin markiert und dem Proteasom 

zugeführt und vernichtet. Diese Ubiquitinylierung ist ein hoch konservierter Prozess (Xu et al., 

2009). Dieser wird durch drei Enzyme ermöglicht (Abb.7). Das Ubiquitin aktivierende Enzym 

E1 formt unter ATP-Verbrauch ein Ubiquitin-Thioester-Derivat, welches an ein Cystein des 

Ubiquitin konjugierenden Enzyms E2 übertragen wird. E3 Ligasen übertragen das Ubiquitin 

von E2 zu einem Lysin des Zielproteins (Glickman and Ciechanover, 2002). Das gebundene 

Lysin gibt den weiteren Weg vor. Wird das Substrat an Lysin 48 gebunden, erfolgt dessen 

Abbau. Eine Bindung an Lysin 63 mediiert die Proteinkinaseaktivierung, die DNA-Reparatur 

und den Zelltransport (Sun and Chen, 2004). Eine Verbindung aus mindestens vier 

Ubiquitinmolekülen aktivieren das 26S Proteasom (Ardley et al., 2005). Dabei handelt es sich 

um einen großen proteolytischen Komplex (ca. 2MDa), welcher Proteine in kleinste 

Bestandteile zerlegt. Ubiquitin wird recycelt und steht für neue Prozesse zur Verfügung (Ardley 

et al., 2005). 

Vergleichend mit den E1 und E2 Enzymen besitzt die Gruppe der E3 Ligasen die größte 

Diversität (Marín, 2012). So kann eine E3 Ligase meherer E2 Enzyme zu unterschiedlischen 

Ubitquitinketten verbinden. Dadurch werden diverse zelluläre Funktionen reguliert (Fang et al., 

2003). Die vielfältigsten E3 Ligasen sind Ring-Finger-Proteine, zu denen unter anderem die 

Familie der TRIM-Proteine gehört (Marín, 2012; Napolitano et al., 2011). Diese sollen im 

Folgenden näher beleuchtet werden. 
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Abbildung 7 Ubiquitinylierung (schematisch): Die Ubiquitinylierung eines Proteins erfolgt in drei Schritten. 
Ubiquitin (Ub) wird dabei vom aktivierenden Enzym (E1) auf das konjugierende Enzym (E2) übertragen. Durch die 
E3 Ligase erfolgt die Übertragung auf das Zielprotein. Erfolgen weitere Verknüpfungen mit Ubiquitin 
(Polyubiquitinylierung), wird das markierte Protein zum Proteasom transportiert und dort abgebaut.  

 

Mitglieder der TRIM (Tripartite motif) Familie, auch RBCC genannt, sind gekennzeichnet 

durch ihren molekularen Aufbau. Dabei handelt es sich (vom N-zum C-Terminus) um eine 

Ring-Domäne, 1-2 zinkbindende B-Boxen, gefolgt von einer Coiled-coiled-Region und dem 

variablen C-terminus (Abb.7). Die Zugehörigkeit zur Familie der TRIM wird dabei durch die B-

Boxen am N-Terminus definiert (Meroni and Diez-Roux, 2005). Die erste Beschreibung der 

RBCC erfolgte 1991 als „Xenopus nuclear factor 7 gene (Xnf7)“ (Reddy und Etkin, 1991). Seit 

dem wurden über 100 solcher RBCC entdeckt, über 68 allein im Menschen (Napolitano et al., 

2011).  

TRIM‘s gehören zu der Familie der Ringfinger-Proteine. Die Ring-Finger-Sequenz fand 

erstmalig 1991 Erwähnung im Zusammenhang mit dem menschlischen Gen RING1 (really 

interesting new gene). Damals wurde sie unter dem Namen A-Box 1 bekannt (Torok and Etkin, 

2001). Das Motiv der Ringfinger besteht aus acht linearen Cystein-Histidin Resten, welche zwei 

Zinkatome binden können und nach dem „cross-brace“ Schema aufgebaut sind (Fang et al., 

2003; Freemont, 2000). Diese Domäne ist entscheidend für die Interaktion mit Ubiquitin 

(Joazeiro und Weissman, 2000; Meroni and Diez-Roux, 2005). B-Boxen sind ebenfalls cystein- 

und histidinreiche Regionen, welche im Gegensatz zu der Ringfinger-Domäne nur ein Zinkatom 

binden können (Meroni and Diez-Roux, 2005). Verschiedene Proteine weisen eine 

unterschiedliche Anzahl B-Boxen auf. Ist nur eine Box vorhanden, handelt es sich immer um B-



Einleitung 

14 
 

Box2. B-Box 1 tritt nur zusammen mit einer B-Box 2 auf (Sardiello et al., 2008). Die sich daran 

anschließende leucinreiche Coiled-coiled-Region besteht aus ca. 100 Molekülen und ist für die 

Homo- wie auch Heterooligomerisierung (Sanchez et al., 2014) sowie zur Bildung von 

hochmolekularen Komplexen verantwortlich (Meroni and Diez-Roux, 2005).  

Die strukturelle Anordnung dieser einzelnen Domänen innerhalb des RBCC ist stark konserviert 

(Sardiello et al., 2008). Die einzelnen Familienmitglieder unterscheiden sich nur anhand des C-

terminalen Restes. Eine Vielzahl der TRIM‘s besitzen die SPRY/PRY, auch B30.2 Domäne 

genannt (Kawai and Akira, 2011). Diese vermittelt die Protein-Protein-Interaktion, z.B. die 

Regulation von Zytokinsignalwegen und die Freisetzung des intrazellulären Calciums (Rhodes 

et al., 2005). 

 

 
Abbildung 8 Schematische Darstellung des Aufbaus der Proteine der TRIM Familie (Napolitano und Meroni, 
2012): R- Ring Domäne; B- B-Box; CC- Coiled-coiled Region; C-terminal Domain- C-Terminus. Im rechten Teil der 
Abbildung werden die wichtigsten Strukturelemente der C-terminalen Domäne gezeigt. 

 

1.4 Forschungsüberblick Trim23 und Trim7 

1.4.1 Trim23 
 

Trim23, ein 64kDa Protein, enthält das TRIM typische RBCC Motiv und wird in der Literatur 

auch als ARD1 (ADP-ribosylation factor domain protein 1) bezeichnet (Vichi et al., 2005). 

Namensgebend ist die am C-terminalen Ende befindliche ARF (ADP-ribosylation-factor) 

Domäne (Vichi et al., 2005). Benannt wurden die ARF’s nach ihrer Fähigkeit, die Choleratoxin 

induzierte ADP-Ribosylierung der Gsα Untereinheit zu beschleunigen (Moss and Vaughan, 

1998; Vichi et al., 2005; Vitale et al., 1996). 
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ARF’s gehören zur Familie der GTPasen. In eukaryotischen Zellen erfolgt die Einteilung in 

sechs Untergruppen basierend auf genetischer Struktur, Aminosäuresequenzanalysen sowie 

phylogenetischen Analysen (Donaldson and Jackson, 2011; Moss and Vaughan, 1995). Ihre 

Aktivität wird durch Interaktion mit GTP-exchange factors (GEF) und GTPase- activation 

protein (GAPs) reguliert (Vitale et al., 2000). Im Vergleich zu anderen bekannten ARFs besitzt 

ARD1 am N-terminalen Ende eine GAP-Domäne (Vitale et al., 1996), wodurch eine direkte 

Bindung von Guanintriphospat (GTP) und Guanindiphosphat (GDP) möglich ist 

(Kanamarlapudi and Wilson, 2011; Vitale et al., 2000).  

Neueste Studien zeigen, dass ARF’s in der Regulation einzelner intrazellulärer 

Transportvorgänge beteiligt sind. Sie rekrutieren Effektorproteine für den Vesikeltransport und 

aktivieren Enzyme, z.B. die Phosphatidylinositol-Kinase (Donaldson and Jackson, 2011; 

Mossessova et al., 2003; Selyunin et al., 2014).  

Speziell für ARD1 zeigten Expressionsanalysen eine Lokalisation vornehmlich am Golgi- 

Apparat und Lysosomen. Eine Beteiligung des ARD1 an der Regulation der Transportvorgänge 

zwischen beiden Organellen ist jedoch noch nicht bewiesen (Vitale et al., 1998, 2000). Bekannt 

ist die Regulation zellulärer Abwehrprozesse durch Trim23. Infektionsstudien an humanen 

Zellen bewies eine Interaktion des Trim23 mit UL 144, einem Protein des Humanen 

Cytomegalie Virus. Diese Interaktion führt zur viral gesteuerten NF-κB Aktivierung innerhalb 

der frühen Infektion (Poole et al., 2009). Die dabei auf zellulärer Ebene ablaufenden 

Regulationsmechanismen sind zum aktuellen Zeitpunkt noch unklar.  

 

1.4.2 Trim7 
 

Kennzeichnend für Trim7 ist neben dem namensgebenden RBCC Motiv, die SPRY Domäne am 

C-terminalen Ende, welche zelluläre Interaktionen ermöglicht (James et al., 2007). So erkennt 

die SPRY-Domäne des TRIM5α der Rhesusaffen eindringende HIV-1 Capside und baut diese 

ab (Yang et al., 2012). TRIM22, auf Grund der SPRY-Domäne nukleär lokalisiert, beeinfluss 

im Rahmen der Funktion als E3 Ligase die posttranslationale Modifizierung des Gag-Moleküls 

des HIV-1, weshalb dessen intrazellulärer Transport zur Zellmembran verhindert wird (Gao et 

al., 2009; Hattlmann et al., 2012; Kajaste-Rudnitski et al., 2011). Neben HIV wird durch 

TRIM22 die Genexpression des Hepatitis B Virus inhibiert (Gao et al., 2009).  

Identifiziert wurde die SPRY-Domäne in der splA Kinase des Dictyostelium discoideum sowie 

in den Calciumkanälen des Ryanodin-Rezeptors in Säugetieren (Grütter et al.; Woo et al., 

2006). Mutationen im Bereich der SPRY-Domäne führen zu schweren Systemerkrankungen, 



Einleitung 

16 
 

wie das Familiäre Mittelmeerfieber (Mutationen in TRIM20/Pyrin) oder das Smith- Lemly- 

Opitz-Syndrom (Mutation in TRIM18/Mid1) (Cox et al., 2000; James et al., 2007; Woo et al., 

2006).  

In der Literatur wird Trim7 als Glykogenin-Interaktions-Protein 1 (GNIP 1) bezeichnet und 

interagiert mit Glykogenin innerhalb der Glykogen-Biosynthese (Skurat et al., 2002). Auf 

Grund seiner Selbstglykosylierungsaktivität verlängert Gylkogenin unter Bindung von Glukose 

an Tyrosin des Glykogens die bestehende Glykogenkette bis zu einer Länge von 8-10 Resten 

(Alonso et al., 1995; Cao et al., 1993). In Expressionsstudien konnte eine Interaktion des 

Glykogenins mit GNIP dargestellt werden (Skurat et al., 2002).  

Aktuell sind drei verschiedene Isoformen des GNIP bekannt. GNIP 1 besitzt sowohl die längste 

Aminosäurekette als auch eine RBCC-Familie zugehörige Sequenz, welche identisch zu Trim7 

ist (Skurat et al., 2002). Unterschiede bestehen jedoch im C-terminalen Ende, weshalb Trim7 

eher als Splicevariante des humanen GNIP Genes gesehen werden kann (Skurat et al., 2002). 

Expressionsstudien an murinen und humanen Geweben zeigten ein starkes Vorkommen des 

Trim7 in der Skelettmuskulatur, geringe Transkriptmengen fanden sich in Herz-, Gehirn- und 

Pankreasgewebe (Reymond et al., 2001; Skurat et al., 2002). Mutationsstudien konnten eine 

Interaktion zwischen TRIM7 und dem Ras-Signalweg nachweisen (Chakraborty et al., 2015). 

Dadurch bedingt kam es zur Zunahme des Tumorwachstums, speziell des Lungencarzinoms 

(Chakraborty et al., 2015). Inwieweit Trim7 als prognostischer Marker dient, ist noch unklar. 
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2 Ziel dieser Arbeit 
 

Ziel dieser Arbeit war die Darstellung der räumlichen und zeitlichen Expression des Trim23 und 

Trim7 in der Entwicklung von Vertebraten. Dafür wurden Embryonen des Xenopus laevis von 

der befruchteten Eizelle bis zum frühen Kaulquappenstadium mittels Whole mount in situ 

Hybridisierung und semiquantitativer RT-PCR untersucht. Zur phylogenetischen Einordnung 

der erzielten Ergebnisse wurden auf Basis eines detaillierten Sequenzvergleiches ein 

entsprechender Stammbaum und eine Syntenieanalyse erstellt. 

Insgesamt sollte diese Arbeit zum Verständnis über die mögliche Funktion dieser Trim‘s 

innerhalb der Embryonalentwicklung beitragen.  
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3 Methoden 

 

3.1 RNA-Isolierung 
 

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels RNeasy mini Kit (Qiagen) laut Anleitung. Der Lysispuffer 

wurde gewichtsadaptiert verwendet. Zum Schluss erfolgte die Konzentrationsbestimmung der 

RNA im Eluat mittels NanoDrop® und die Auftragung von 1µl dieser Lösung auf ein Argarose-

Gel. 

 

3.2 Reverse Transkription mittels SuperScript® II Reverse Transkriptase 
 

Die Transkription der RNA in DNA erfolgte mittels SuperScript®II Reverse Transkriptase Kit 

entsprechend dem dazugehörigen Invitrogen Protokoll. Der Mix wurde bei 42°C für 45 Minuten 

inkubiert und anschließend bei 72°C für 10 Minuten inaktiviert.  

 

3.3 PCR 
 

Die für die PCR notwendigen Primer (Anhang 1.6) wurden von Sigma-Aldrich Biotechnology, 

L.P. and Sigma-Aldrich Co. erworben. 

Restriktionsansatz:     Reaktionsprogramm: 

2µl cDNA (100ng/µl)     Initialisierung: 96°C für 1,30 Minuten 

11,5µl destilliertes H2O     Denaturierung: 96°C für 30 Sekunden 

2µl 10x Puffer Annealing: Trim7: 58°C für 30 

Sekunden, 28 Zyklen  

  Trim23: 53°C für 30 

Sekunden, 30 Zyklen 

1µl dNTP’s (10mM)     Elongation: 72°C für 45 Sekunden 

1,25µl forward Primer  (0,2mM)   Ligatur: 72°C für 10 Minuten 

1,25µl reverse Primer (0,2mM) 

1µl Taq-Polymerase (0,5U) 
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Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. 

 

3.4 Agarose-Gelelektrophorese 
 

Die analytische Auftrennung entsprechender DNA/RNA-Fragmente erfolgte mittels Agarose-

Flachbrettgelen (7 x 10cm). Für die Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 1,5%ige und für 

die Auftrennung RNA-Fragmente 0,8%ige Agarose-Gele genutzt. TBE (1x) diente als Lösungs- 

und Laufpuffer. 70ml flüssiger Agarose wurden 1,5µl Ethidiumbromid zugesetzt. Vor dem 

Auftragen wurden 10µl DNA-Probe oder 1µl RNA-Probe mit jeweils 5µl Ladepuffer (1x) 

(Anhang A1.1) versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 70V. Unter 

Zuhilfenahme eines UV-Transilluminators konnten die erhaltenen Bandenmuster visualisert und 

fotografiert werden. Mittels mitgeführter Molekulargewichtsmarker konnte die Fragmentgröße 

bestimmt werden.  

 

3.5 RNA-Sonden Herstellung 
 

Zur Darstellung gewünschter mRNA in Embryonen im Rahmen der in situ Hybridisierung 

werden Sonden in Form einer antisense RNA benötigt. 

 

Abbildung 9 Schematische Darstellung des pCMV-Sport6 Vektors. Als Schnittstellen dienen SalI und NotI. 
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Zuerst erfolgte die Linearisierung des Plasmids, welches die genspezifischen Sequenzen enthält. 

Schnittstellen waren SalI und NotI. Als Restriktionsenzym diente SalI. Der entsprechende 

Reaktionsansatz (50µl) lautete: 

5µl Plasmid (1µg/µl) 

2,5µl Enzyme SalI (50U) 

5µl enzymspezifischer 1x Puffer 

37,5µl RNAse freies Wasser 

Nach Inkubation des Ansatzes über Nacht bei 37°C und anschließender Plasmidaufreinigung 

(PCR-Purification Kit; Qiagen) folgte eine Kontrolle der vollständigen Aufspaltung mittels 

Gelelektrophorese und Bestimmung der Konzentration mittels Photometer. Die anschließende 

in vitro Transkription erfolgte mittels RNA-Polymerase T7 in Anwesenheit von Digoxigenin 

markiertem rUTP nach folgendem Ansatz: 

1µg linearisiertes Plasmid 

2µl Transkriptionspuffer (10x) 

2µl Digoxygenin labeling Mix 

1µl RNAse Inhibitor (20U/µl; Invitrogen) 

2µl T7 RNA Polymerase (50U/µl) 

auf 20µl RNase freies dH2O auffüllen 

Die Probe wurde bei 37°C für 2 Stunden inkubiert. Anschließend wurde die DNA Matritze nach 

Zugabe von 2µl RNase freier DNAseI (Ambion) bei 37°C für 30 Minuten verdaut. Danach 

erfolgte eine Agarosegelelektrophorese mit 1µl des Reaktionsansatzes zur Kontrolle einer 

erfolgreichen Transkription. Die Aufreinigung der transkribierten RNA erfolgte unter Zugabe 

von 33µl NaAc (7,5M), 100µl RNAse freies dH2O und 300µl EtOH (100%). 

Nach Fällung bei -80°C für 1 Stunde erfolgte eine Zentrifugation (15000 rpm) bei 4°C für 10 

Minuten. Anschließend folgte ein Waschschritt mit 70%igem Ethanol und eine weitere 

Zentrifugation (15000 rpm) der Proben bei 4°C für 5 Minuten. Das Pellet wurde luftgetrocknet 

und in 20µl RNAse freiem Wasser unter Zugabe von 1µl RNA Inhibitor (20U/µl; Invitrogen) 

gelöst, gefolgt von der endgültigen Konzentrationsbestimmung der Auftragung von 1µl der 

fertigen Sonde auf ein Agarose Gel. Zum Schluss wurde die Probe in 7,5ml 

Hybridisierungspuffer verdünnt und bei -20°C gelagert.  
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3.6 Präparation der Xenopus laevis Embryonen 
 

3.6.1 Herstellung Spermiensuspension aus Xenopus laevis testis 
 

Unter Betäubung wurde ein Xenopus laevis Männchen dekapitiert und ventral aufgeschnitten. 

Die Testis wurden entfernt und in eiskaltes 1x MBS überführt. Im Anschluss wurden 1/3 bis 1/5 

des Hodens mittels Mikroschere in 1000µl 1x MBS maszeriert.  

 

3.6.2 Stimulation der Eiablage und Embryonengewinn 
 

Die Stimulation der Eiablage erfolgte 12 Stunden vor Experimentbeginn. Dafür wurde den 

Xenopus laevis Weibchen circa 600-800U humanes Gonadotropin (βHCG) in den dorsalen 

Lymphsack injiziert. Diese Tiere wurden bei ca. 16°C über Nacht gehalten. Die Eier wurden am 

nächsten Tag durch sanftes Massieren des weiblichen Rumpfes gewonnen. 

 

3.6.3 In vitro Fertilisation 
 

In einer Petrischale wurden 100µl der Spermiensuspension mit 900µl dH2O verdünnt und sofort 

über das Gelege gegeben. Zur Befruchtung wurden die Eier zu einer Einzelschicht ausgebreitet 

und 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Eier mit 0,1x MBS 

überschichtet und für circa 45 Minuten bei gleicher Temperatur stehen gelassen.  

Danach erfolgte eine 3 minütige Behandlung mit 2% Cysteinlösung zur Entfernung der 

Gallerthülle. Im Anschluss wurden die Eier in 0,1x MBS drei- bis fünfmal gewaschen. Die 

Kultivierung der Embryonen erfolgte in 0,1x MBS bis zum gewünschten Stadium. Die 

Stadienbestimmung folgte dabei der Einteilung nach Nieuwkoop und Faber (NF-Stadien) 

(Hubrecht-Laboratorium (Embryologisch Instituut) et al., 1967). Erreichten die Embryonen das 

gewünschte NF-Stadium, wurden sie in 5ml Schraubdeckelglasröhrchen auf einer Wippe für 

eine Stunde in 1x MEMFA inkubiert und anschließend in einer aufsteigenden Ethanolreihe ( 

25% EtOH, 50% EtOH, 75% EtOH, 100% EtOH) dehydriert. Embryonen ab NF-Stadium 15 

wurden vor der Fixierung mittels Mikropinzetten aus ihrer Vitellinmembran befreit. Die 

Lagerung der Embryonen für die Wmish erfolgte in 100% Ethanol. 
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3.7 Whole mount in situ Hybridisierung (Wmish)  
 

Eine weit verbreitete Methode, um die zeitliche und räumliche Expression von Genen zu 

analysieren, ist die in situ Hybridisierung. Dabei bindet eine Dig-markierte antisense-RNA-

Sonde an die für sie komplementäre endogene mRNA. Mittels gekoppelter Farbreaktion wird 

die Expression sichtbar. Jeweils 5 Xenopus laevis Embryonen werden in verschließbare 

Röhrchen überführt.  

Am ersten Tag erfolgte eine Rehydrierung der Embryonen durch eine absteigende 
Ethanolkonzentration (Tabelle 1). 

Tabelle 1 Rehydrierungsschritte 

   Dauer in 
Minuten 

Wiederholungen 
auf Wippe 

1 Ethanol 100%  5 1x 
2 Ethanol 75% H20 25% 5 1x 
3 Ethanol 50% H20 25% 5 1x 
4 Ethanol 25% PTw 75% 5 1x 
5  PTw 100% 5 4x 
 

Um die Embryonen durchlässiger für die antisense- Sonden zu machen, wurden sie bei 

Raumtemperatur in 1ml PTw-Puffer mit 10µg/ ml Proteinase K inkubiert. Die Behandlungszeit 

musste den Entwicklungsstadien angepasst werden: 

NF-Stadium 0-12   1 Minute 

NF-Stadium 15-24   9 Minuten 

NF-Stadium 27-36   14 Minuten 

Anschließend folgte ein zweimaliger Waschschritt in Triethanolamin für jeweils 5 Minuten und 

die Acetylierung mit Acetanhydrid zur Neutralisierung vorhandener freier Amine (Sive et al., 

2000) (Tabelle 2). Danach schloss sich die Refixierung der Embryonen an (Tabelle 3). Die 

Waschung in PTw diente zur Entfernung möglicher Acetanhydridreste 

Tabelle 2 Acetylierung der Embryonen 

 Puffer Zugabe von Dauer in Minuten Wiederholungen 
auf Wippe 

1 Triethanolamin 0,1 M  5 2 x 
 

2 Triethanolamin 0,1 M Acetanhydrid 12,5 µl 5 1 x 
3  Acetanhydrid 12,5 µl 5 1 x 
4 PTw 100 %  5 2 x 
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Tabelle 3 Refixierung der Embryonen 

 Puffer Dauer in Minuten Wiederholungen auf Wippe 
1 PTw+ 4 % (P)FA 20 1 x 
2 PTw 100 % 5 5 x 
 

Zur Hybridisierung der Embryonen wurde die Lösung bis auf ca. 1ml PTw abgesaugt und mit 

250µl Hybridisierungsmix aufgefüllt. Waren alle Embryonen abgesunken, wurde diese Lösung 

mit 500µl Hybridisierungsmix aufgefüllt und für 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Danach wurde 

der Hybridisierungsmix entfernt, das Röhrchen mit 2ml antisense Reagenz aufgefüllt und über 

Nacht bei 60°C inkubiert. 

Der zweite Tag begann dann mit der Reinigung der Embryonen (Tabelle 4). Der 

Hybridisierungspuffer wurde durch SSC ausgetauscht. RNAsen wurden zur Verdauung evtl. 

überschüssiger RNA zugesetzt und im Anschluss mit SSC gespült. Die Lösung wurde 

gewechselt und das Röhrchen mit MAB aufgefüllt 

 

Tabelle 4 Reinigung der Embroynen 

 Puffer Dauer in 
Minuten 

Temperatur in 
°C 

Wiederholungen 
auf Wippe 

1 Hybridisierungspuffer 10 60 1 x 

2 2 x SSC 20 60 3 x 
3 2 x SSC mit RNAsen 60 37 1 x 
4 2 x SSC 10 RT 1 x 
5 0,2 x SSC 30 60 2 x 
6 1 x MAB 15 RT 2 x 
 

Der nächste Schritt war die Antikörperinkubation (Tabelle 5). Dabei sollte auf gleiche 
Verhältnisse von MAB, BMB und Horse Serum geachtet werden. Die zweimalige MAB-
Spülung sorgte für die Entfernung evtl. vorhandener Antikörper- Reste. 

Tabelle 5 Antikörperinkubation  

 Puffer Dauer in 
Minuten 

Temperatur in 
°C 

Wiederholungen 
auf Wippe 

1 5 x MAB+ 2 % BMB 15-60 RT 1 x 
2 5 x MAB+ 2 % BMB+ 

20% Horse Serum 
60 RT 1 x 

3 5 x MAB+ 2% BMB+ 
20 % Horse Serum + Ak  
(1/5000) 

240 RT 1 x 

4 1 x MAB 30 RT 2 x 
5 1 x MAB über Nacht 4 1 x 
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Am Tag 3 entwickelte sich die Färbung (Tabelle 6). Die Färbelösung (APB+ NBT+ BCIP) 

musste regelmäßig gewechselt werden und die Proben sollten dabei vor Licht geschützt sein. 

War die gewünschte Signalstärke erreicht, folgte das Abstoppen mittels absteigender 

Methanolreihe (Tabelle 7) und die abschließende Überführung in MEMFA sowie Lagerung bei 

4C°. 

Tabelle 6 Färbung der Embryonen  

 Puffer Dauer Temperatur Wiederholungen 
auf Wippe 

1 1 x MAB 60 min RT 1 x 
2 APB 5 min RT 2 x 
3 APB+ NBT/ BCIP 3-5 Tage RT 1 x 
4 MEMFA 15 min RT 1 x 
5 MEMFA Übernacht RT 1 x 
 

Tabelle 7 Abstoppen der Färbung  

  Dauer in 
Minuten 

Wiederholungen 
auf Wippe 

1 Methanol 100% 5 1x 
2 Methanol 75% 5 1x 
3 Methanol 50 % 5 1x 
4 Methanol 25 5 1x 
 

3.8 Anfertigen von Vibratomschnitten 
 

Zur Beurteilung der Expressionsmuster der Embryonen nach der Wmish wurden mittels 

Vibratom 30µm Gewebeschnitte angefertigt.  

Zuerst wurden die gewünschten Embryonen in Gelatin/ Albumin für 20 Minuten äquilibriert. 

Danach wurden 1,5ml Gelatin/Albumin-Einbettungsmedium in einem Wägeschälchen auf Eis 

mit 105µl 25% Glutaraldehyd-Lösung vermischt und möglichst luftblasenfrei in eine 

Kunststoffform gegossen. War dieser Sockel ausgehärtet, konnten die zuvor äquilibrierten 

Embryonen ausgerichtet und überschüssige Flüssigkeit entfernt werden. Danach erfolgte eine 

Überschichtung der Embryonen mit 1,5ml Einbettungsmedium vermischt mit 105µl 25%iger 

Glutaraldehyd-Lösung. Der verfestigte Block wurde aus der Kunststoffform gelöst und unter 

einem Stereomikroskop mittels Rasierklingen trapezförmig geschnitten. Anschließend wurde 

der Embryo mit Sekundenkleber in gewünschter Orientierung auf einem Metallträger fixiert. 

Dieser Träger wurde in das Vibratom eingespannt und unter Wasser gesetzt. Dann wurden 

30µm dicke Schnitte angefertigt und mit einem Pinsel auf einen mit Tween benetzten 
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Objektträger gestrichen. Nach kurzem Antrocknen konnten die Schnitte mit Mowiol-Lösung 

überschichtet und mikroskopiert werden. 

 

3.9 Erstellen des Aminosäuresequenzvergleiches 
 

Mittels NCBI wurden die gewünschten Proteinsequenzen der Vertebraten im FASTA Format in 

Clustal Omega Multiple Sequenz Alignment eingefügt (Díaz et al., 2014; Kim and Joo, 2010; 

Larkin et al., 2007; Sievers et al., 2011). Die Bezugssequenz Xenopus laevis musste der Beginn 

sein. Das Programm erstellte den Sequenzvergleich und ermittelte die Homologie der einzelnen 

Organismen in Prozent Identität. Nachträglich wurden gleiche Aminosäuren grau hinterlegt, 

sowie die Domänen mittels NCBI graphisch dargestellt. Waren mehrere Isoformen vorhanden, 

wurde diejenige mit der längsten vollständigen Aminosäuresequenz abgebildet. 

 

3.10 Syntenie 
 

Mit Hilfe der online-Software Metazome des Joint Genome Institute, Unites States Departement 

of Energy, wurde eine Übersicht des Stammbaumes erstellt. Die aus NCBI erhaltene mRNA 

FASTA-Sequenz des Trim7 und Trim23 wurde mittels Xenbase blast mit dem Xenopus laevis 

Genom 7.1 geblastet (Karpinka et al., 2015; Segerdell et al., 2013). Dargestellt wurde die 

Sequenz mit der stärksten Übereinstimmung. Die einzelnen Sequenzabschnitte wurden mittels 

NCBI Blast® innerhalb der gewünschten Organismen (Homo sapiens, Mus Musculus, 

Monodelphis domestica, Gallus gallus) geblastet. Zur graphischen Darstellung kamen die 

benachbarten Sequenzen. Mittels Genedetails konnten eventuelle Gemeinsamkeiten zwischen 

den Organismen untersucht, sowie die Richtung des Leserahmens festgestellt werden. 

 

3.11 Phylogenetischer Stammbaum 
 

Mittels phylogenetischen Stammbaumes lassen sich verwandtschaftliche Beziehungen einzelner 

Organismen untersuchen. Zur Erstellung dessen diente die online Software phylogenie.fr 

(Dereeper et al., 2008, 2010). In diese wurden die zuvor über NCBI ermittelten Sequenzen des 

Trim7 und Trim23 diverser Organismen eingepflegt.  
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Phylogenetische Einordnung und Aminosäuresequenzvergleich des 
Trim23 und Trim7 
 

Zur Beurteilung der evolutionären Beziehung sowie des Konservierungsgrades der 

Aminosäuresequenzen von Trim23 und Trim7 wurde eine phylogenetische Analyse 

durchgeführt. Als Grundlage dienten die Aminosäuresequenzen verschiedener Spezies, welche 

über die Datenbank des NCBI ermittelt wurden (vgl. Methoden 3.9). Mittels der online-Software 

Clustal Omega konnte ein Sequenzalignment durchgeführt werden, welches den Vergleich der 

Sequenzen diverser Spezies mit der entsprechenden des Xenopus laevis ermöglichte (Abb. 11, 

13) (Goujon et al., 2010; Li et al., 2015; McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011).  

Die Erstellung der phylogenetischen Stammbäume erfolgte mittels der Online Datenbank 

phylogene.fr (Dereeper et al., 2008). Die analysierten Daten basieren auf den Proteinsequenzen 

der dargestellten Arten. Mittels Verbindungslinien sind die Verwandtschaftsbeziehungen 

dargestellt. Schwesterngruppen sind direkt benachbart (Abb. 10, 12). Der jeweils dargestellte 

Maßstab gibt die Mutationen pro Position an und gilt daher als Maß für die Mutationsrate.  

 

4.1.1 Phylogenetische Betrachtung und Aminosäuresequenzanalyse des 
Trim23 
 

Die Darstellung des phylogenetischen Stammbaumes für Trim23 zeigt eine starke Konsistenz 

(0,3 Mutationen pro Position) dieses Proteins innerhalb der Entwicklung (Abb. 10). Geringe 

Abstände zwischen den einzelnen Knoten bzw. Schwesterngruppen des Xenopus laevis und den 

Vertretern der Vertebraten sprechen ebenfalls für eine hohe Ähnlichkeit der einzelnen 

Sequenzen. Entfernte Beziehungen bestehen zu den Wirbellosen bzw. Vertretern der Fische. 

Diese Beobachtungen werden in der Aminosäuresequenzanalyse (Abb. 11) verdeutlicht. Es 

besteht eine fast 90%ige Ähnlichkeit zwischen Trim23 des Xenopus laevis und den dargestellten 

Vertebraten. Eine Konservierung von ca. 90 % gab es zwischen Xenopus und Maus, dicht 

gefolgt vom Menschen mit 88% und Beuteltier mit 85%. Auch die Aminosäuresequenz des 

Haushuhnes zeigte nur geringe Unterschiede. Trotz der phylogenetisch gesehen nur entfernten 

Verwandtschaftsbeziehung zwischen Xenopus und Danio rerio als Vertreter der Fische zeigten 

beide Sequenzen im Vergleich eine ca. 85%ige Übereinstimmung (Abb. 11).  
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Insgesamt weisen alle Sequenzen eine starke Homologie auf. Die stärkste Ähnlichkeit besteht 

innerhalb der Domänen. Die TRIM-Familie definierenden Domänen Ring-Finger und B-Box 

befinden sich zu Beginn des Proteins, während sich die Trim23 charakterisierende ARD1-

Domäne am Ende befindet (Abb. 11). 

In Zusammenschau der Ergebnisse der phylogenetischen Analyse sowie des 

Aminosäuresequenzvergleiches liegt eine starke Konservierung des Trim23 innerhalb der 

Evolution vor.  

 

 

Abbildung 10 Phylogenetischer Stammbaum Trim23: Der Stammbaum basiert auf der Sequenzanalyse des 
Trim23 der abgebildeten Arten mittels der Online Datenbank phylogene.fr (Dereeper et al., 2008). Verbindungslinien 
zwischen den Arten stellen die Verwandtschaftsgrade dar. Der Maßstab gibt die Mutationen pro Position an und gilt 
daher als Maß für die Mutationsrate. Insgesamt zeigen sich starke verwandtschaftliche Beziehungen zwischen 
Xenopus laevis und den restlichen Vertretern der Vertebraten, besonders den Säugetieren. Entferntere Beziehungen 
bestehen zu den Vertretern der Fische, bzw. den Wirbellosen.  
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Abbildung 11 Sequenzvergleiche des Trim23 (Larkin et al., 2007): Zwischen Xenopus und anderen Vertebraten 
besteht eine Homologie von ca. 90%. Identische Aminosäuren sind grau unterlegt, fehlende Aminosäuren sind durch 
Striche marktiert. Die Domänen sind wie folgt markiert: gelber Kasten: Ringfinger, rote Kasten: Zinkfinger B-Box; 
blauer Kasten: B-Box C-terminale-Domäne (coiled coil Region), grüner Kasten: ARD1; xl- Xenopus laevis, hs- 
Homo sapiens; mm- Mus musculus, md- Monodelphis domestica, gg- Gallus gallus, dr- Danio rerio. 

 

4.1.2 Phylogenetische Betrachtung und Aminosäuresequenzanalyse des 
Trim7 
 

Im Gegensatz zu Trim23 stellt sich der phylogenetische Stammbaum des Trim7 weit verzweigt 

dar (Abb. 12). Die Mutationen pro Position entsprechen 0,6 und stellen fast das Doppelte zu 

Trim23 dar. Deutlich ersichtlich ist die frühe Abspaltung der Familie der Amphibien. Daraus 

resultierend bilden die Mammalia einen eigenen phylogenetischen Baum aus. Selbst das 

Haushuhn (Gallus gallus) als Vertreter der Avies weist eine frühe Abspaltung und damit 

evolutionär gesehen kaum verwandtschaftliche Beziehungen zu Xenopus laevis auf.  

Trim7 zeigt im direkten Vergleich zu Trim23 größere verwandtschaftliche Beziehungen zu den 

Fischen. Ähnliches zeigt die Sequenzvergleichanalyse (Abb. 13). Die Sequenz des Xenopus 

laevis weist mit 29% die stärkste Ähnlichkeit zum großen Gelbfisch (Larimichthys crocea) auf. 

Trotz phylogenetisch gezeigter entfernter Verwandtschaft, weist die Sequenz des Menschen mit 
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29 % die größte Übereinstimmung auf. Die weiteren Vertreter der Vertebraten folgen direkt auf. 

Die geringste Ähnlichkeit besteht zum Haushuhn mit 27%.  

Insgesamt weisen die Motive der TRIM-Familie (Ring-Finger, B-Box, cc-Region), sowie die 

Trim7 charakterisierende PRY/SPRY Domäne eine vergleichsweise hohe Konservierung auf 

(Abb. 13). 

 

 

Abbildung 12 Phylogenetischer Stammbaum Trim7: Der Stammbaum basiert auf der Sequenzanalyse des Trim7 
der abgebildeten Arten mittels der Online-Datenbank phylogene.fr (Dereeper et al., 2008). Verbindungslinien 
zwischen den Arten stellen die Verwandtschaftsgrade dar. Der Maßstab gibt die Mutationen pro Position an und gilt 
daher als Maß für die Mutationsrate. Die entfernten verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Xenopus laevis und 
den Mammalia wird deutlich. Letztere bilden einen eigenen phylogenetischen Stammbaum. 
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Abbildung 13 Sequenzvergleich Trim7 (Larkin et al., 2007): Zwischen Xenopus und anderen Vertebraten besteht 
eine Homologie von max. 33%. Die meisten Übereinstimmungen und damit die stärkste Konservierung finden sich in 
den Zinkfinger- und B-Box- Domänen. Identische Aminosäuren sind grau unterlegt, fehlende Aminosäuren sind 
durch Striche markiert. Die Domänen sind wie folgt markiert: gelber Kasten: Zinkfinger, roter Kasten: B-Box; 
grüner Kasten: B-Box C-terminales Ende (coiled coil Region); blauer Kasten: PRY-Domäne, lila Kasten: SPRY- 
Domäne; xl- Xenopus laevis, hs- Homo sapiens, mm- Mus musculus, md-Monodelphis domestica, gg- Gallus gallus, 
lc- Larimichthys crocea, Id- Identität. 

 

4.2 Syntenieanalyse 
 

Die Syntenie beschreibt sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede in der Anordnung der 

Gene (farbige Pfeile) auf einem Chromosom zwischen verschiedenen Arten (Abb. 14, 15). Die 

Pfeilrichtung gibt die Richtung des Leserahmens an. 

 

4.2.1 Syntenieanalyse des trim23 
 

Die Syntenie (Abb. 14) ist zwischen den einzelnen Organismen identisch. Bis auf das Haushuhn 

wird das trim23 Gen (schwarzer Pfeil) von gleichen Genen mit identischem Leserahmen 

(Pfeilrichtung) flankiert. Somit kann von einem hoch konservierten Gencluster gesprochen 

werden. 
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Abbildung 14 Syntenie für trim23 (Karpinka et al., 2015; Pruitt et al., 2014): Jeder Pfeil entspricht einem Gen. 
Dessen Farbe beschreibt die Identität, wobei gleiche Farben für gleiche Gene steht. Die Richtung der Pfeile entspricht 
der Richtung des Leserahmens. trim23 wird, außer in Gallus gallus, in allen hier gezeigten Organismen von gleichen 
Genen flankiert. Diese stimmen in Leserichtung und Identität überein.  Hsa- Homo sapiens, Mdo- Monodelphis 
domestica, Gga- Gallus gallus, Xla- Xenopus laevis; Pfeile: schwarz: trim23, rot: small glutamine rich tetratrico 
peptide repeat (TPR)- containing, beta, blau: trafficking protein particle complex (TRAF), grün: peptidylprolyl 
isomerase domain and WD repeat containing protein 1 (PID), weiß- uncharacterized protein 

 

4.2.2 Syntenieanalyse des trim7 
 

Der direkte Vergleich zwischen Xenopus laevis und den aufgezeigten Vertebraten (Abb. 15) 

zeigt lediglich eine Übereinstimmung des trim7 Gens (schwarzer Pfeil) rechts flankierenden raf-

1-Protoonkogen (blauer Pfeil). Im Beuteltier und im Haushuhn wird das TRIM7-Gen links vom 

TRIM25-Gen flankiert. Mensch und Maus zeigen sowohl im links von TRIM7-Gen lokalisierten 

TRIM27-Gen (grüner Pfeil) als auch im RAF-1-Protoonkogen folgenden NEDD4-Gen (oranger 

Pfeil) Gemeinsamkeiten. TRIM27 und NEDD4 sind Gene der E3 Ligasen, wobei das Trim27-

Gen in der Maus eine entgegengesetzte Leserichtung aufweist. Es wird ersichtlich, dass das 

TRIM7-Gen im Menschen in entgegengesetzter Richtung abgelesen wird. Alle weiteren 

aufgeführten Gene zeigten keine Übereinstimmungen. Insgesamt kann nicht von einer 

Konservierung gesprochen werden. 
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Abbildung 15 Syntenie für trim7 (Karpinka et al., 2015; Pruitt et al., 2014): Jeder Pfeil entspricht einem Gen. 
Dessen Farbe beschreibt die Identität, wobei gleiche Farben für gleiche Gene steht. Die Richtung der Pfeile entspricht 
der Richtung des Leserahmens. In jedem Organismus ist Trim7 enthalten. Rechts wird es jeweils vom gleichen Gen 
(blau) flankiert. Alle anderen hier auf geführten Gene weisen im Bezug zu Xenopus laevis keine Übereinstimmungen 
auf. Hsa- Homo sapiens, Mmu- Mus musculus, Mdo- Monodelphis domestica, Gga- Gallus gallus, Xla- Xenopus 
laevis. Pfeile: schwarz- trim7, blau- RAF1 protoonkogen; seronin/ threonin protein kinase, rot- PREDICTED: E3 
ubiquitin/ISG15 ligase Trim25, grün- Trim27, orange- PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like, weiß 
1-PREDICTED: methyltransferase-like protein 12, mitochondrial isoform X1, weiß 2- PREDICTED: leucine-rich 
repeat and WD repeat-containing protein KIAA1239, weiß 3- KH and NYN domain containing 

 

4.3 Darstellung der räumlichen Expression 
 

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung konnte ein räumliches und zeitliches Expressionsmuster des 

Trim23 und Trim7 in Xenopus laevis Embryonen nachgewiesen werden. Zur detaillierten 

Betrachtung der einzelnen Entwicklungsstadien erfolgte die Anfertigung von Vibratomschnitten 

der NF-Stadien 12, 24, 33 und 36.  

 

4.3.1 Darstellung der räumlichen Expresison ganzer Embryonen des 
Trim23 
 

Schon im NF-Stadium 0 weist der animale Pol Tranksripte auf (Abb. 16). Mit fortschreitender 

Entwicklung breitet sich das Signal über den gesamten Embryo aus, um mit dem Beginn der 

Invagination innerhalb der Gastrulation (NF-Stadium 12) wieder zu verschwinden (Abb. 17).  
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Abbildung 16 Expression Trim23 in NF-Stadien 0-6: Wmish der Embryonalstadien 0-6 des Xenopus laevis mittels 
Dig-markierten RNA-Sonden gegen Trim23. Ansicht der Embryonen von lateral. Erste Transkripte des Trim23 
können im animalen Pol des Embryos ab NF-Stadium 0 nachgewiesen werden. ani- animaler Pol, veg- vegetaler Pol 

 

 

Abbildung 17 Expression Trim23 im NF-Stadium 12: Nachweis der Trim23-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Mittels Invagination verschwindet das äußere Signal in das Innere des Embryos. Die Bildung der 3 Keimblätter 
beginnt. ani- animaler Pol, bc- Blastocoel, bl- Blastopore, dbl- dorsale Blastoporenlippe, end- zukünftiges Endoderm, 
ekt- zukünftiges Ektoderm, li- links, re- rechts, vbl- ventrale Blastoporenlippe, veg- vegetaler Pol. 

 

Innerhalb der Neurulation befindet sich die Expression unterhalb der Nachweisgrenze (Abb. 

28). Erst im frühen Schwanzknospenstadium (NF-Stadium 27) zeigen sich erste 

Expressionsdomänen in der Mittellinie und der Augenanlage. Diese verstärken sich mit 

fortschreitender Entwicklung. So zeigt sich eine starke Expression im späten 

Schwanzknospenstadium (NF-Stadium 30) in der Augenanlage, dem Neuralrohr, den 

Branchialbögen als auch in den Somiten (Abb. 19-21).  
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Abbildung 18 Expression Trim23 im NF Stadium 21: Nachweis der Trim23-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Sichtbar werden die fortschreitende Neurulation sowie die beginnende Augenentwicklung mit der Ausbildung erster 
Augenvesikel. Eine Expression des Trim23 ist nicht nachweisbar. av- Augenvesikel, ant- anterior, dors- dorsal, li- 
links, nf- Neuralfalten, nr- Neuralrohr, re- rechts, vent- ventral 

 

Während im Stadium 30 Transkripte im gesamten Augenstroma nachweisbar sind, beschränkt 

sich das Expressionssignal mit fortschreitender Entwicklung auf die sich entwickelnde Linse 

(vgl. Einleitung 1.2.5). Erste Transkripte lassen sich im NF-Stadium 33 innerhalb der sich 

bildenden Linsenplakode nachweisen (Abb. 20). Im folgenden Entwicklungsschritt lässt sich im 

Linsenvesikel eine starke Expression des Trim23 nachweisen. Besonders deutlich wird nun die 

Abgrenzung zum umgebenden Augenstroma (Abb. 20).  

Im späten Schwanzknospenstadium erfolgt die Unterteilung des zukünftigen Gehirnes in 

Vorder-, Mittel- und Hinterhirn. Mikroskopisch kann besonders in den kaudalen Anteilen des 

Neuralrohres (zukünftige Grundplatte) eine Transkriptanreicherung nachgewiesen werden. 

Erstmals tritt diese im NF-Stadium 30 auf (Abb. 19). Mit fortschreitender Entwicklung kommt 

es zu einer zunehmenden Verdichtung, sodass im NF-Stadium 36 der gesamte untere Teil des 

Neuralrohres Expressionsdomänen erhält (Abb. 21). 

Die Bildung der Somiten aus Mesodermzellen wird deutlich. Makroskopisch lassen sich Signale 

innerhalb der Zellkerne der Somiten nachweisen. Mikroskopisch treten Transkripte erst ab NF-

Stadium 36 (Abb. 21) auf. 
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Ab NF-Stadium 30 zeigen sich erstmals Expressionsdomänen innerhalb der sich entwickelnden 

Branchialbögen (Abb. 19). Deren komplette Ausdehnung zeigt sich im NF-Stadium 36 (Abb. 

21). Innerhalb der Vibratomschnitte kann diese Entwicklung nicht nachvollzogen werden.  

 

 
Abbildung 19 Expression Trim23 im NF Stadium 30: Nachweis der Trim23-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Die Augenentwicklung schreitet weiter voran. Deutlich erkennbar ist die Bildung der prospektiven Retina (1) (Sive et 
al., 2000). Expressionsdomänen können besonders in den Augenbechern und in den kaudalen Abschnitten des 
Neuralrohres (zukünftige Grundplatten) nachgewiesen werden (1a, 2a). ab- Augenbecher, dors- dorsal, hh- 
Hinterhirn, nc- Notochrod (Chorda dorsalis), nr-Neuralrohr, pr- prospektive Retina, so- Somiten, vent- ventral 
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Abbildung 20 Expression Trim23 im NF Stadium 33: Nachweis der Trim23-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Mit fortschreitender Augenentwicklung kommt es zur Ausbildung einer Linsenplakode. Sowohl diese als auch das 
Neuralrohr weisen eine starke Expression auf. Mikroskopisch zeigt sich eine schwache Expression in den Somiten. 
ab- Augenbecher, dors- dorsal, lp- Linsenplakode, nc- Notochrod (Chorda dorsalis), nr-Neuralrohr, so- Somiten, 
vent- ventral 
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Abbildung 21 Expression Trim23 im NF Stadium 36: Nachweis der Trim23-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Das Linsenvesikel grenzt sich zum umgebenden Stroma ab. Es enthält neben dem Neuralrohr die meisten 
Expressionsdomänen. Deutlich transkriptreich zeigen sich die Chorda dorsalis umgebenden Somiten. ab- 
Augenbecher, dors- dorsal, lv- Linsenvesikel, nc- Notochrod (Chorda dorsalis), nr-Neuralrohr, so- Somiten, vent- 
ventral 

 

4.3.2 Darstellung der räumlichen Expression ganzer Embryonen des Trim7 
 

Im NF-Stadium 3 kann erstmals eine Expression des Trim7 im animalen Pol des Embryos 

nachgewiesen werden (Abb. 22). Mit fortschreitender Entwicklung kommt es zur Zunahme der 

Signalintensität.  
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Abbildung 22 Expression Trim7 in NF-Stadien 0-6: Wmish der Embryonalstadien 0-6 des Xenopus laevis mittels 
Dig-markierten RNA-Sonden gegen Trim7. Ansicht der Embryonen von lateral. Erste Transkripte des Trim7 können 
im animalen Pol des Embryos ab NF-Stadium 3 nachgewiesen werden. ani- animaler Pol, veg- vegetaler Pol 

 

In der Gastrulation erfolgt u.a. mittels Invagination die Bildung der drei Keimblätter (vgl. 

Einleitung 1.2.2). Im Zuge dessen „wandert“ die äußerlich sichtbare Expression mit den 

ausgebildeten Blastoporenlippen in das Innere des Embryos (Abb. 23). In den folgenden 

Entwicklungsstadien ist kein Signal sichtbar (Abb.24). 

 

 

Abbildung 23 Expression Trim7 im NF-Stadium 12: Nachweis der Trim7-RNA mittels Wmish und 
anschließender histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Mittels Vagination verschwindet das äußere Signal in das Innere des Embryos. Die Bildung der 3 Keimblätter 
beginnt. ani- animaler Pol, bc- Blastocoel, bl- Blastopore, dbl- dorsale Blastoporenlippe, end- zukünftiges Endoderm, 
ekt- zukünftiges Ektoderm, li- links, re- rechts, vbl- ventrale Blastoporenlippe, veg- vegetaler Pol. 
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Abbildung 24 Expression Trim7 im NF Stadium 21: Nachweis der Trim7-RNA mittels Wmish und anschließender 
histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). Eine 
Expression des Trim7 ist nicht nachzuweisen. Sichtbar wird die fortschreitende Neurulatoin sowie die beginnende 
Augenentwicklung. av- Augenvesikel, ant- anterior, dors- dorsal, li- links, nf- Neuralfalten, nr- Neuralrohr, re- rechts, 
vent- ventral 

 

Abbildung 25 Expression Trim7 im NF Stadium 30: Nachweis der Trim7-RNA mittels Wmish und anschließender 
histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Expressionsdomänen können in den Augenbechern und dem Neuralrohr nachgewiesen werden. Die Somiten 
enthalten wenige Transkripte. ab- Augenbecher, dors- dorsal, hh- Hinterhirn, hv- Hirnventrikel, nr-Neuralrohr, so- 
Somiten, vent- ventral 
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Erst im frühen Schwanzknospenstadium (NF-Stadium 27) lassen sich schwache Expressionen in 

den Augenanlagen, den Branchialbögen, den Somiten sowie in dem sich entwickelnden Gehirn 

nachweisen, welche sich mit fortschreitender Organogenese (spätes Schwanzknospenstadium 

NF-Stadium 30-44) verstärken (Abb. 25-27). 

Im späten Schwanzknospenstadium kann das Gehirn in Vorder-, Mittel-, und Hinterhirn 

unterteilt werden. Der Bereich des Hinterhirns weist makroskopisch gesehen die meisten 

Expressionen auf (Abb. 25-27). Kaudalwärts lassen sich makroskopisch lediglich in den 

Zellkernen der Somiten Expressionsdomänen nachweisen (Abb. 25-27). 

 

 

Abbildung 25 Expression Trim7 im NF Stadium 33: Nachweis der Trim7-RNA mittels Wmish und anschließender 
histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). 
Expressionsdomänen sind verstärkt nachweisbar in den Augenbechern und den kaudalen Bereichen des Neuralrohres. 
Zudem weist das Hinterhirn im Verlgeich mit den anderen Hirnabschnitten eine starkte Expression auf. Die 
Linsenplakode erscheint und enthält wenig Tranksipte. ab- Augenbecher, dors- dorsal, hh- Hinterhirn, lp- 
Linsenplakode, nr-Neuralrohr, so- Somiten, vent- ventral 

 

Mit fortschreitender Entwicklung grenzt sich die Augenanlage weiter ab. Die Linsenplakode ist 

ab NF-Stadium 33 dargestellt (Abb. 26). Im NF-Stadium 36 zeigt sich das Linsenvesikel 

(Abb. 27). Im Gegensatz zu Trim23 beschränkt sich die Expressionen des Trim7 nicht nur auf 

die Linse, sondern ist im gesamten Augenstroma nachweisbar (Abb. 25-27).  
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Das stärkste Expressionssignal des Trim7 innerhalb der Branchialbögen zeigt sich im NF-

Stadium 33 (Abb. 26). Mit fortschreitender Entwicklung zeigt sich auch das entsprechende 

Expressionssignal regredient.  

 

 

Abbildung 26 Expression Trim7 im NF Stadium 36: Nachweis der Trim7-RNA mittels Wmish und anschließender 
histologischer Untersuchung. Schematische Zeichnung zur Achsendarstellung (Karpinka et al., 2015). Eine 
Expression kann besonders innerhalb des Augenbechers und der unteren Bereiche des Neuralrohres, welche die 
zukünftige Grundplatte darstellen, nachgewiesen werden. Im entstandenen Linsenvesikel sind wenig Transkripte 
nachweisbar. ab- Augenbecher, dors- dorsal, hh- Hinterhirn, lv- Linsenvesikel, mn- Motorneuron, nc- Notochord 
(Chorda dorsalis), nr-Neuralrohr, so- Somiten, vent- ventral 

 

Insgesamt zeigen beide Trim‘s in den frühen Embryonalstadien (NF-Stad. 0-12) eine 

Expression besonders im animalen Bereich. Im Rahmen der Gastrulation kann keine weitere 

Expression nachgewiesen werden. Erst im späten Schwanzknospenstadium zeigen sich einzelne 

Expressionsdomänen. Für Trim23 kann eine Expression besonders in der Linse ab NF-Stadium 

33 nachgewiesen werden (Abb. 20). Gleichzeitig besitzt das neuronale Gewebe, besonders 

Bereiche des Hinterhirnes einige Expressionsdomänen (Abb. 21, 22). 

Für Trim7 lassen sich ebenfalls Expressionen in neuronalen Geweben (Gehirn und 

Augenstroma) ab dem späten Schwanzknospenstadium nachweisen (Abb. 25-27). Eine klare 

Abgrenzung einzelner Strukturen ist dabei jedoch nicht möglich.  
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Bei beiden dargestellten Trim‘s gibt es erhebliche Unterschiede in der Signalintensität zwischen 

den makroskopischen Beobachtungen und den mikroskopischen Schnitten. Mögliche schwache 

Expressionen können auf Grund der nicht ausreichenden Sensitivität der Wmish als 

Nachweisreaktion nicht detektiert werden. Um auch die schwächste Expression nachweisen zu 

können, wurde eine RT-PCR angefertigt.  

 

4.4 Darstellung der zeitlichen Expression 
 

Zur verbesserten Darstellung des zeitlichen Expressionsverhaltens des Trim7 und Trim23 in der 

frühen Embryonalentwicklung des Xenopus laevis wurde eine semiquantitative RT-PCR 

angefertigt. 

Hierfür erfolgte eine RNA-Isolierung aus allen in der Wmish genutzten NF-Stadien. Die 

Konzentration wurde für alle Proben auf einen einheitlichen RNA-Gehalt von 100 ng/µl 

angeglichen (Abb. 28). Danach erfolgte die Umschreibung in cDNA mit Hilfe von Reverse 

Transcriptase unter Verwendung von Random Hexamer Primern (vgl Methoden 3.2). Als 

Ladekontrolle wurde Ornithin-Decarboxylase 1 (ODC 1) verwendet. Diese wird ubiquitär in 

Xenopus laevis Embryonen exprimiert (Cao et al., 2001).  

 

 

Abbildung 27 Total- RNA: Isolation der RNA aus allen NF-Stadien und Angleichung auf einen RNA-Gehalt von 
100 ng/µl. Sichtbar ist die Auftrennung der rRNA in eine 28S und 18S Untereinheit. Wasser diente als Negativ 
Kontrolle. 

 

Zum Nachweis einer konstanten Signalstärke innerhalb der zu untersuchenden NF-Stadien 

wurde jede cDNA mittels ODC Primern aufgetragen. Dadurch ist ein Vergleich der Markergene 

(Trim7 und 23) hinsichtlich ihrer Expressionsstärke möglich. Als Kontaminationskontrolle 

diente Wasser. 
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Abbildung 28 RT-PCR Trim7 und Trim23 in Xenopus laevis Embryonen: Semiquantitative RT-PCR mit total 
RNA aus den NF-Stadien 0-36. Als Standard diente ODC 1, als Kontaminationskontrolle diente Wasser. Die 
Produktgrößen des jeweils nachgewiesenen Fragmentes werden an der rechten Grafikseite dargestellt: Trim7: 212 bp 
und 28 Zyklen, Trim23: 235 bp und 30 Zyklen. Ersichtlich ist ein maternales Expressionsmuster für beide Trims. Das 
Signal des Trim7 verschwindet mit NF-Stadium 12 und taucht ab NF-Stadium 30 wieder auf. Trim23 weist in allen 
Stadien ein Signal auf, am stärksten jedoch in den NF-Stadien 0-9. Bp- Basenpaare, H2O- Wasser, NF-St.- 
Nieuwkoop und Faber Stadien   

 

Eine Expression des Trim23 kann in allen NF-Stadien nachgewiesen werden (Abb. 29). Die 

meisten Transkripte enthalten die maternalen NF-Stadien 0-9. Folgende Entwicklungsstadien 

12-27 zeigen eine abgeschwächte Signalintensität. Ab NF-Stadium 30, innerhalb des späten 

Schwanzknospenstadiums, verstärkt sich die Signalintensität. Der maternale Expressionsspiegel 

wird jedoch nicht erreicht. 

Im Gegensatz zu Trim23 kann Trim7 nicht in allen dargestellten NF-Stadien nachgewiesen 

werden. Das stärkste Signal lässt sich für Trim7 in den NF-Stadien 0-9 nachweisen (Abb. 29). 

Ab NF-Stadium 12, der Beginn der zygotischen Genexpression (sog. Midblastulatransition), 

befindet sich die Expression unterhalb der Nachweisgrenze. Erst im späten 

Schwanzknospenstadium (NF-Stadium 30) werden einzelne Transkripte ersichtlich. Die 

ursprüngliche Signalintensität der NF-Stadien 0-9 wird jedoch nicht erreicht.  

 

Beide Trim‘s unterliegen einer maternalen Expression. Mit fortschreitenden 

Entwicklungsstadien sinkt die Signalintensität. Im Unterschied zu Trim23 können für Trim7 

keine Signale in den NF-Stadien 15-27 nachgewiesen werden. 

Zusammengefasst bestätigen die Daten der gezeigten RT-PCR sowohl für Trim7, als auch für 

Trim23 die Daten der Wmish.  
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5 Diskussion 
 

Alle Mitglieder der TRIM (tripartite motif)-Familie, auch RBCC genannt, weisen einen stark 

konservierten molekularen Aufbau aus Ringdomäne, 1-2-Zink bindenden B-Boxen, einer 

Coiled-coil-Region sowie eines variablen C-Terminus auf (Meroni and Diez-Roux, 2005). Seit 

ihrer ersten Beschreibung (1991) als „Xenopus nuclear factor 7 gene (Xnf7)“ (Reddy and Etkin, 

1991) wurden über 100 dieser RBCC entdeckt. Allein im Menschen sind aktuell über 68 

bekannt (Napolitano et al., 2011). Die Mehrzahl von ihnen ist im Wesentlichen in der 

Regulation immunologischer Interaktionsprozesse beteiligt. 

Bisher bekannte Studien beziehen sich meist auf Untersuchungen mit vorwiegend humanen und 

murinen Säugetierzellen. Die Rolle der TRIM‘s in der frühen embryonalen Entwicklung wurde 

noch nicht beleuchtet. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, einen Nachweis der Expression von 

Trim7 und Trim23 in der frühen Embryonalentwicklung des Xenopus laevis zu erstellen und 

erhaltene Ergebnisse im evolutionären Konsens zu betrachten. 

 

5.1 Funktionen der TRIM-Familie 
 

Durch Ubiquitinylierung werden wichtige zelluläre Prozesse, wie Endozytose, Aktivierung/ 

Deaktivierung von Kinasen und Transkriptionsfakoren (Fang et al., 2003) sowie die 

Proteinhomöostase (Lindsten and Dantuma, 2003) reguliert. Der Ubiquitinylierungsprozess 

wird von drei Enzymen reguliert, wovon das dritte Enzym, die E3-Ligase, die größte Diversität 

aufweist (vgl. Einleitung 1.3). TRIM‘s stellen wichtige Vertreter dieser E3-Ligasen dar und 

werden durch einen hochkonservierten strukturellen Aufbau aus Ring-Finger Domäne, B-

Boxen, Coiled- coil-Region und dem variablen C-Terminus charakterisiert (Meroni and Diez-

Roux, 2005). Dieser C-Terminus enthält mindestens ein Proteininteraktionsmolekül, wie z.B. 

die PRY/SPRY- bzw. B30.2-Domäne. Auf Grund der Homologie ihrer Sequenzen werden beide 

Domänen als Synonym in der Literatur geführt (Grütter et al.; James et al., 2007). Zudem 

werden beide in mehr als der Hälfte der menschlichen TRIM‘s exprimiert (Yudina et al., 2015). 

Die B30.2-Domäne weist eine Länge von 170 Aminosäuren auf und wurde erstmals als 

proteincodierendes Exon im menschlichen Major Histokompatibilitäts Komplex I (MHC I) 

entdeckt (Henry et al., 1998). Die analoge SPRY-Domäne folgt meist einer PRY-Domäne 

(Grütter et al.). Zusammen umfassen beide eine Länge von ca. 200 Aminosäuren. Ihre 

funktionale Bedeutung ist aktuell noch unklar (Woo et al., 2006). Identifiziert wurde die SPRY-
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Domäne in der splA Kinase des Dictyostelium discoideum sowie in den Calciumkanälen des 

Ryanodin-Rezeptors in Säugetieren (Grütter et al.; 2005, Woo et al., 2006). Mutationen im 

Bereich der PRY/SPRY-Domäne führen zu diversen schweren Systemerkrankungen. So ist eine 

Mutation innerhalb des TRIM20/Pyrins ursächlich für die Entstehung des familiären 

Mittelmeerfiebers, welches durch intermittierende Fieberschübe charakterisiert ist (James et al., 

2007; Woo et al., 2006). Mutationen innerhalb des TRIM18/MID1/Midline1 führen zur 

Entstehung des Smith-Lemly-Opitz-Syndromes, eines autosomal rezessiv vererbten Defekt der 

Cholesterolbiosynthese, speziell der 7-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7). Die DHCR7 

ist ein neunteiliges Membranprotein, welches den finalen Schritt der Cholesterolbiosynthese im 

Endoplasmatischen Retikulum reguliert, indem es 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) zu 

Cholesterol reduziert (Koide et al., 2006). Erkrankte weisen daher eine reduzierte 

Cholesterolkonzentration bei gleichzeitig erhöhtem 7-DHC Spiegel auf (Lee et al., 2013; 

Meljon et al., 2013). Kennzeichen des Smith-Lemly-Opitz-Syndromes sind multiple kongenitale 

Abnormalitäten, wie z.B. Herzfehlbildungen, Syndaktylie, Katarakt und Nierenagenesie. Zudem 

weisen erkrankte Kinder typische kraniofaziale Dysmorphien, wie Hypertelorismus, einen 

breiten Nasenrücken, tiefstehende, posterior rotierte Ohren, auf (Cox et al., 2000). Ursache 

dieser pathologischen Veränderungen ist die Mutation des Mid1, welches besonders in den 

Branchialbögen des sich entwickelnden Embryonen exprimiert wird (Cox et al., 2000). 

Nicht nur Stoffwechselwege werden durch Veränderungen der PRY/SPRY-Domäne beeinflusst. 

Auf Grund ihrer Interaktionsfähigkeit wird der PRY/SPRY-Domäne eine wesentliche Rolle 

innerhalb der immunologischen Antwort, speziell im Rahmen der Virusabwehr, zu teil (James 

et al., 2007). So verhindert z.B. TRIM5α der Rhesusaffen das Eindringen des HIV-1, indem das 

virale Capsid durch die SPRY/B30.2-Domäne erkannt und abgebaut wird (Yang et al., 2012). 

Im Gegensatz dazu weist das humane TRIM5α nur eine schwache Inhibition der HIV-1 

Infektion auf. Ein weiterer wichtiger Faktor in der Abwehr des HIV-1 ist TRIM22. Es 

beeinträchtigt sowohl die virale Gentranskription als auch die Konstruktion des Virion. Durch 

seine Funktion als E3 Ligase erfolgt eine posttranslationale Modifizierung des Gag-Moleküls 

des HIV-1. Dadurch wird dessen intrazellulärer Transport zur Zellmembran verhindert 

(Hattlmann et al., 2012; Kajaste-Rudnitski et al., 2011). Unabhängig davon verhindert TRIM22 

die Replikation der LTR’s (long terminal repeats) des HIV-1 (Hattlmann et al., 2012; Kawai 

and Akira, 2011). Zudem agiert TRIM22 als transskriptionaler Suppressor und inhibiert damit 

die Genexpression des Hepatitis B Virus (Gao et al., 2009). Ursächlich dafür scheint die durch 

die SPRY-Domäne bedingte nukleäre Lokalisation des TRIMs zu sein (Gao et al., 2009). 

TRIM‘s ohne PRY/SPRY-Domäne sind ebenfalls in der immunologischen Zellabwehr beteiligt. 

So ist TRIM56 in der Lage, die in die Zelle eindringende DNA und RNA zu erkennen (Liu et 

al., 2014; Tsuchida et al., 2010; Wang et al., 2011). TRIM23 reguliert u.a. die Aktivierung des 
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NF-κB durch Induktion der Ubitquitinylierung des NEMO (Arimoto et al., 2010; Kawai and 

Akira, 2011). 

Durch Fehlregulation der gerichteten Immunantwort des jeweiligen Organismus wird die 

Entstehung diverser Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Rheumatoide Arthritis, Sjögren-

Syndrom und Systemischer Lupus Erythematodes begünstigt. Zur Diagnostik als auch zur 

Verlaufskontrolle der jeweiligen Erkrankungen werden spezifische molekulare Marker genutzt. 

Als Beispiel dient Ro52, auch als TRIM21 bekannt. Auf Grund seiner Fähigkeit der simultanen 

Bindung von Immunglobulin G und anti- TRIM21 Autoantikörpern führt eine Überexpression 

des TRIM21 zur Entstehung diverser Autoimmunkrankheiten, wie rheumatoider Arthritis oder 

Sjögren-Syndrom (Almagro et al., 2015; Infantino et al., 2015; James et al., 2007). 

Aber nicht nur in der Immunologie haben TRIM‘s Eingang gefunden (Kawai and Akira, 2011). 

Wesentliche Aufgaben werden ihnen in der Tumorgenese zu teil. In der Regel wird die 

tumorsuppressive Wirkung der TRIM‘s durch die Interaktion mit p53 bzw. anderen 

Protoonkogenen beschrieben. So korreliert das Auftreten gastrointestinaler Tumore direkt mit 

der TRIM29 Aktivität, welche ebenfalls über die Regulation des p53 Signalweges das 

Tumorwachstum und die Zellapoptose beeinflusst (Qiu et al., 2015). In Osteosarkomzellen führt 

eine vermehrte Expression des TRIM66 zur Herabregulation des p53 so zur Inhibierung der 

Zellapoptose, weshalb die Expressionsstärke des TRIM66 als direkter Marker für das 

Patientenüberleben genutzt wird (Chen et al., 2015). 

 

5.2 Phylogenetische Betrachtungen 

 

5.2.1 Phylogenetische Betrachtungen des Trim23 
 

Der phylogenetische Stammbaum (Abb. 10) zeigt starke verwandtschaftliche Beziehungen 

zwischen Xenopus laevis und den Vertretern der Säugetiere. Zu weiteren Vertretern der 

Chordaten z.B. der Vögel (Avies) bestehen entferntere Beziehungen. Die Nichtvertebraten, z.B. 

die stachellose Biene (Melipona quadrifasciata), bilden eine eigenständige Gruppe. In der 

Aminosäuresequenzanalyse zeigt die Sequenz der Maus (90%), gefolgt von Mensch (88%) und 

Beuteltier (85%) größte Übereinstimmungen (Abb. 11). Trotz phylogenetisch gesehen entfernter 

verwandtschaftlicher Beziehungen weisen sowohl das Haushuhn (Gallus gallus), als Vertreter 

der Avies, als auch der Zebrafisch (Danio rerio), als Vertreter der Fische, eine 85%ige 

Sequenzübereinstimmung auf (Abb. 10). Besonders im Bereich der TRIM-definierenden Motive 
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besteht eine starke Identität zwischen den einzelnen aufgeführten Vertebraten. So besteht für die 

Trim23 charakterisierende ARD1 Domäne eine fast 100%ige Identität innerhalb aller 

aufgeführter Vertebraten (Abb. 10).  

Das ARD1 (ADP-ribosylation factor domain protein 1) gehört zur Familie der ARF’s (ADP-

ribosylation-factor) GTPasen, welche nach ihrer Fähigkeit zur Beschleunigung der 

Choleratoxin induzierten ADP-Ribosylierung der Gsα Untereinheit benannt wurden (Moss and 

Vaughan, 1998; Vichi et al., 2005; Vitale et al., 1996). Trim23 (ARD1) wird definiert durch die 

C-terminal lokalisierte, 18 kDa große ARF-Domäne (Vitale et al., 1998). In Säugetierzellen 

können 6 verschiedene ARF’s unterschieden werden. Diese werden gemäß Sequenzhomologie 

in 3 Klassen unterteilt, wobei die Klasse 1 hoch konserviert in eukaryotischen Zellen ist 

(Donaldson and Jackson, 2011).  

ARF1 besitzt als GTPase eine Vielzahl von GEF‘s, welche sich eine ca. 200 Aminosäuren 

große katalytische Domäne (Sec7) teilen. Diese ermöglicht den Austausch von GDP zu GTP 

und damit die simultane Bindung von Proteinen und Lipidmembranen (Béraud-Dufour et al., 

1999; Mossessova et al., 2003), weshalb ARF1 eine regulierende Funktion innerhalb des 

zellulären Vesikeltransports zu teil wird (Colombo et al., 1995; Spang et al., 1998). Der exakte 

Mechanismus dieser Regulation durch ARF1 ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht geklärt 

(Donaldson and Jackson, 2011; Mossessova et al., 2003; Selyunin et al., 2014). In 

rekombinanten Trim23 (ARD1)-Proteinen konnte eine Interaktion zwischen zwei negativ 

geladenen Aminosäuren (Asp427 und Glu428) in der Effektorregion der ARF-Domäne mit zwei 

postitiv geladenen Aminosäuren (Arg249 und Lys250) der aminoterminalen Domäne 

nachgewiesen werden. Durch diese Interaktion wird die Hydrolyse, des in der ARF-Domäne 

gebundenen GTP, stimuliert (Vitale et al., 1998, 2000). Die aminoterminale Domäne besitzt 

somit eine GAP-Aktivität. Entscheidend für diese Aktivität ist das Vorhandensein eines intakten 

Zink-Finger-Motivs sowie zweier Arginine (Vitale et al., 1998, 2000). Beides vereinen die 

Ring- Finger Motive der TRIM-Familie (Napolitano et al., 2011). 

Zusammenfassend vereint Trim23 (ARD1) die Aktivität einer E3 Ubiquitin-Ligase mit der 

Funktion einer GTPase.  

E3 Ligasen sind in der Lage gleichzeitig Ubiquitin und entsprechende Substrate zu binden. Die 

Susbtratbindung an Ubiquitin erfolgt über die Aminosäure Lysin, im Fall Trim23 die 

Aminosäure Lysin63 (K 63) (Poole et al., 2009). Dieser Signalweg wird im Vergleich zum 

Signalweg über Lysin48 (K48) nicht vom Proteasom erkannt. Die Ubiquitinylierung via K63 

reguliert u.a. die postreplikative DNA-Reparatur (Hofmann and Pickart; 1999, Spence et al., 

1995), die zelluläre Stressantwort (Arnason and Ellison, 1994) sowie die Signaltransduktion 

(Deng et al., 2000) und Endozytose einiger Plasmaproteine (Galan and Haguenauer-Tsapis, 
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1997). Letztere und der Nachweis einer vermehrten Expression des Trim23 am Golgi-Apparat 

sowie den Lysosomen (Vitale et al., 1998) bestätigt die vermutete Regulation der 

Proteinhomöostase der Zelle. Durch am Golgi-Netzwerk lokalisierte, ɣ- ear-Domäne 

enthaltende und ARF-bindende Proteine (GGA), wird Ubiquitin gebunden und damit die 

Proteinsortierung sowie der Transport zu den Endosomen vollendet (Kang et al., 2010; 

Puertollano and Bonifacino, 2004; Scott et al., 2004). In welchem Ausmaß Trim23 die 

Proteinhomöostase der Zelle reguliert und welches Substrat Trim23 wirklich bindet, müssten 

weitere Expressionsstudien zeigen. 

In dieser Arbeit konnte die stärkste Expression des Trim23 in der sich entwickelnden Linse 

nachgewiesen werden. Die Linse ist gekennzeichnet durch eine lebenslange Zellsynthese und 

Differenzierung. Die Proteinhomöostase nimmt dabei eine zentrale Rolle ein. Alte oder 

aberrante Proteine werden via Ubiquitinylierung dem Proteasom zugeführt und abgebaut, um 

die Klarheit/ Durchsichtigkeit der Linse zu wahren. Bestehen Mutationen in einem dieser 

Stoffwechselwege, kommt es zur Anhäufung alter oder fehlgefalteter Proteine, welche zur 

Entstehung einer Katarakt führen (Caceres et al., 2010; Niceta et al., 2015). Es ist anzunehmen, 

dass Trim23 im Rahmen seiner Fähigkeit als Ubiquitinligase alte und fehlgefaltete Proteine 

entsorgt. Gleichzeitig ist anzunehmen, dass Trim23 regulierend in die Zellsynthese eingreift. 

Auf Grund von Trim23 mediierter Autoubiquitinylierung von TRAF6 erfolgt eine Steigerung 

der NF-κB-Synthese und damit eine vermehrte Virusreplikation in mit HCMV infizierten Zellen 

(Poole et al., 2009). Die genaue Funktion des Trim23 innerhalb der Linsenentstehung lässt sich 

nur vermuten. In Zukunft müssten weitere Expressionsstudien hinsichtlich Funktionsverlust 

oder -steigerung des Trim23 stattfinden. Hilfreich ist dabei die starke Konservierung des 

Trim23. Sowohl Ubiquitnylierung als auch GTPase regulierte zelluläre Transportprozesse sind 

evolutionär stark konserviert (Mossessova et al., 2003). Dies spiegelt sich in der 

Syntenieanalyse (Abb.13) wieder. Alle gezeigten Vertebraten weisen eine identische genetische 

Abfolge auf. Aufgrund dieser engen verwandtschaftlichen Beziehungen des Trim23 kann von 

einer Übertragung funktioneller Aspekte des Proteins innerhalb der gezeigten Wirbeltiere 

ausgegangen werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit haben alle konservierten Proteine die 

gleiche Funktion inne.  

 

5.2.2 Phylogenetische Betrachtungen des Trim7  
 

Der Aminosäuresequenzvergleich (Abb. 12) verdeutlicht erhebliche Unterschiede innerhalb der 

Sequenzen der einzelnen Vertebraten. So zeigt das Haushuhn (27%) als phylogenetisch gesehen 
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nächster betrachteter Verwandter des Xenopus laevis die geringste Sequenzübereinstimmung. 

Im Gegensatz dazu weist die humane Sequenz (33%), die phylogenetisch weit entfernt zu 

Xenopus laevis ist, die meisten Übereinstimmungen in der Aminosäureabfolge auf (Abb. 11) 

Die größte Ähnlichkeit besteht in der Trim7 definierende SPRY/PRY-Domäne. Die 

SPRY/PRY-Domäne stellt ein Interaktionsmolekül dar (James et al., 2007), welches erstmalig 

in der splA Kinase des Dictyostelium discoideum sowie in den Calciumkanälen des Ryanodin-

Rezeptors in Säugetieren identifiziert wurde (Grütter et al.; Woo et al., 2006). Mutationen in 

diesem Bereich sind assoziiert mit diversen Systemerkrankungen bzw. vermehrter Anfälligkeit 

für virale Infektionen (vgl Diskussion 5.1). Die Konservierung dieser Domäne wurde anhand 

von Modellorganismen bewiesen (Rhodes et al., 2005). Die gleichen Beobachtungen spiegeln 

sich in der o.g. Sequenzanalyse wieder. In allen aufgeführten Vertebraten ist die PRY/SPRY-

Domäne enthalten. Neben der SPRY/PRY gibt es ebenfalls Übereinstimmungen in den TRIM 

spezifischen Domänen des Ringfingers, der B-Box und der Coiled-coil-Region. Trotzdem 

besteht insgesamt eine geringe Sequenzidentität, weshalb für Trim7 nicht von einer Homologie 

gesprochen werden kann (Sander and Schneider, 1991; Yona et al., 1998). 

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde eine Syntenieanalyse angefertigt (Abb. 14). In jedem 

gezeigten Organismus wird das putative Trim7 von der Raf-1-Kinase begrenzt. Eine weitere 

Übereinstimmung ist nicht vorhanden. Interessanterweise gleichen sich die Sequenzen von 

Mensch und Maus, sowie Beuteltier und Huhn in den Trim7 flankierenden Genen. Mensch und 

Maus werden neben Raf-1 jeweils von TRIM27 begrenzt, während Beuteltier und Haushuhn 

von TRIM25 flankiert werden. Beide letztgenannten TRIM‘s spielen eine wesentliche Rolle in 

der antiviralen Abwehrreaktion der Zelle (Conwell et al., 2015; Lee et al., 2015). Trim25 ist 

wesentlicher Bestandteil im RIGI-Signalweg (Abb. 30) und stellt damit einen wesentlichen 

Faktor innerhalb der viralen Immunantwort dar. Die Aktivierung des RIGI Rezeptors erfolgt 

durch RNA-Viren, wie z.B. dem Influenza oder dem Hepatitis C Virus. Die daraus initiierte 

Signalkaskade mündet in die Produktion von NF- κB und Typ I Interferonen (IFNα/β) (Abb.30) 

(Davis and Gack, 2015; D’Cruz et al., 2013). Ursächlich für die Aktivierung ist die 

Ubiquitinylierung der N-terminalen CARD‘s des RIGI (Gack et al., 2009; Koliopoulos et al., 

2016; Lee et al., 2015). Die Substratbindung erfolgt dabei über die SPRY/PRY-Domäne. 

Beobachtungen im TRIM20 ergaben eine Rückfaltung dieser Domäne über die Coiled-coil-

Region (Weinert et al., 2015). Für TRIM25 bedeutet diese Annäherung der RING- und 

substratbindenen Domänen eine Erleichterung des Ubiquitintransfers vom Enzym E2 auf das 

Substrat. Diese Susbtratbindung verstärkt gleichzeitig die RING-Dimerisation (Weinert et al., 

2015). Insgesamt ermöglichen beide stereotaktische Veränderungen die antivirale 

Immunantwort des TRIM25 (Davis and Gack, 2015). Interessanterweise binden virale Proteine, 

z.B. Non-structural-1-Proteine (NS1), an die Coiled-coil-Region und verhindern dadurch die 
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intramolekulare Ringdimerisierung und Aktivierung des TRIM25 und somit die IFNI 

Freisetzung (Gack et al., 2009; Rajsbaum et al., 2012).  

 

 

Abbildung 29 Signalkaskade RIG I (schematisch nach Loo and Gale, 2011): Die Aktivierung des RIGI erfolgt 
nach Virusinfektion durch Erkennung 5’triphosphorylierter oder nicht eigener RNA. Nach K63 abhängiger 
Polyubiquitinylierung durch TRIM25 setzt sich die Signalkaskade des angeborenen Immunsystems fort, welche in 
die Produktion von NF-κB und Typ I Interferone mündet (Davis and Gack, 2015; Jiang et al., 2011; Koliopoulos et 
al., 2016; Lee et al., 2015).CARD- caspase activation and recruitment domain, DEAD- ATPase containing DEAD 
box helicase, RD- Repressor Domäne. 

 

 

Abbildung 30 Trim25 des Xenopus laevis. Deutlich erkennbar ist der strukturelle Aufbau aus Ringfinger, BBox und 
PRY/SPRY-Domäne am C-terminalen Ende (Letunic et al., 2015; Schultz et al., 1998).  

 

Erstmals wurde Trim25 als östrogenabhängiges Gen beschrieben und ist bekannt unter dem 

Namen oestrogen- responsive finger protein (efp) (Orimo et al., 1999). Das efp Gen besitzt an 

der 3‘ untranslatierten Region (UTR) ein Östrogen- empfängliches Element (ERE), wird 

vorrangig in den weiblichen Geschlechtsorganen wie Uterus, Ovar und Mamma exprimiert. Es 
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induziert in diesen Geweben östrogenabhängiges Wachstum (Ikeda et al., 2000). Diverse 

gynäkologische maligne Tumorerkrankungen, z.B. Ovarial- und Mammakarzinom, gehen mit 

einer Überproduktion an Östrogen einher. Ursächlich dafür ist eine efp abhängige, 

ubiquitinmediierte Proteolyse, welche Tumorsuppressorfaktoren, z.B. 14-3-3 σ, herabreguliert 

(Ko et al., 2014). Zusätzlich besteht ein direkter Zusammenhang zwischen Überexpression des 

TRIM25 und verstärktem Vorkommen des Mammakarzinoms bei Frauen sowie 

Lymphknotenmetastasen und dadurch bedingten verschlechterten Gesamtüberleben (Zhao et al., 

2011). In Ovarialtumoren konnte eine Überexpression des TRIM27 nachgewiesen werden, 

welche ähnlich TRIM25 mit einem verschlechterten Gesamtüberleben und vermehrten 

Metastasierungen korreliert (Ma et al., 2016). Die Regulation des Zellzyklusses erfolgt dabei 

durch Inhibierung des p38, einer mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK). Ein Ausschalten 

des TRIM27 führte in Ovarialtumorzellen zu vermehrter Apoptose und gleichzeitig zu einem 

vermehrten Vorkommen des p38 (Ma et al., 2016).  

 

 

Abbildung 31 Trim27 des Xenopus laevis. Deutlich erkennbar ist der strukturelle Aufbau aus Ringfinger, BBox und 
PRY/SPRY-Domäne am C-terminalen Ende (Letunic et al., 2015; Schultz et al., 1998). 

 

TRIM27, auch als RET finger Protein (RFP) bekannt, besitzt wie TRIM25 und Trim7 

eine SPRY-Domäne (Abb. 32) (Conwell et al., 2015; Lee et al., 2015). 

Expressionsstudien in Hefen konnten eine Interaktion zwischen TRIM27 und TRIM23 

nachweisen (Abb. 33) (Reymond et al., 2001; Szklarczyk et al., 2015). Die Funktion 

dieser Interaktion ist aktuell noch ungeklärt.  
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Abbildung 32 Interaktion TRIM27 des Menschen (schematisch nach Online Datenbank String; (Szklarczyk et 
al., 2015)): Deutlich erkennbar ist eine Interaktion des TRIM27 mit TRIM23. Die Funktion dieser Interaktion ist 
aktuell ungewiss.  

 

Interessanterweise basieren die genannten Beobachtungen des TRIM27 auf Untersuchungen mit 

humanen und murinen Zellen. Sowohl in Xenopus laevis als auch Monodelphis domestica ist 

TRIM27 bisher noch nicht beschrieben. Mittels Online Datenbank BLAST® wurde die Sequenz 

des humanen TRIM27 mit dem Xenopus-Genom verglichen. Die meisten Sequenz-

Übereinstimmungen wies Trim39 des Xenopus laevis auf (Abb. 34). Die strukturellen 

Gemeinsamkeiten beruhen dabei auf dem Vorhandensein einer PRY-Domäne (Abb. 35).  

Wie TRIM27 greift auch Trim39 regulierend in den Zellzyklus ein, in dem es sowohl p53 als 

auch p21 destabilisiert und mittels Ubiquitinylierung für deren verstärkten Abbau sorgt (Zhang 

et al., 2012a, 2012b). Interesssanterweise werden für Haushuhn, Maus und Mensch sowohl 

TRIM27 als auch Trim39 beschrieben. Daraus folgernd kann TRIM27 als Beispiel für 

evolutionäre Anpassung wegen gestiegener Stoffwechselanforderungen gesehen werden. 

Voraussetzung dafür ist die vollständige Sequenzierung des Xenopus-Genoms.  
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Abbildung 33 Sequenzvergleich Trim7 und Trim25 des Xenopus laevis (Larkin et al., 2007): Bis auf einzelne 
Abweichungen innerhalb der Coiled coil Region sowie fehlender SPRY-Domäne im Trim39 weisen TRIM27 und 
Trim39 die gleichen Domänen auf. Dennoch besteht zwischen beiden Trims eine Homologie von ca. 34%. Identische 
Aminosäuren sind grau unterlegt, fehlende durch Striche markiert. Gelber Kasten: Zinkfinger, roter Kasten: B-Box, 
grüner Kasten: Coiled-coil-Region, blauer Kasten: PRY-Domäne, lila Kasten: SPRY-Domäne, T-Trim, hs- Homo 
sapiens, xl- Xenopus laevis, md- Monodelphis domestica. 

 

 

Abbildung 34 Trim39 des Xenopus laevis. Deutlich erkennbar ist der strukturelle Aufbau aus RING-Finger, BBox 
und PRY-Domäne am C-terminalen Ende. Grün dargestellt ist eine nicht näher bezeichnete Region (Letunic et al., 
2015; Schultz et al., 1998).  

 

Allen aktuell betrachteten TRIM‘s ist die SPRY-bzw. PRY-Domäne gemeinsam. Im Xenopus 

laevis weist Trim25 zusätzlich eine fast identische Struktur zu Trim7 auf. Lediglich auf 

Aminosäureebene zeigen sich entsprechende Unterschiede (Abb. 36).  
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Abbildung 35 Sequenzvergleich Trim7 und Trim25 des Xenopus laevis (Larkin et al., 2007). Trotz Vorkommen 
identischer Domänen besteht zwischen beiden Trims eine Homologie von 55,4%. Identische Aminosäuren sind grau 
unterlegt, fehlende durch Striche markiert. Gelber Kasten: Zinkfinger, roter Kasten: B-Box, grüner Kasten: Coiled 
coil Region, blauer Kasten: PRY-Domäne, lila Kasten: SPRY-Domäne, T-Trim. 

 

Auf Grund der Ähnlichkeit beider Trims können mögliche Funktionen übertragen werden. Wie 

Trim25 und TRIM27 könnte Trim7 regulatorisch in den Zellzyklus eingreifen. Die SPRY-

Domäne dient zur Proteininteraktion (Woo et al., 2006). Im Trim7 interagiert sie mit Glukose 

(Zhai et al., 2004). Zumindest für Lungentumorzellen ist diese Funktion beschrieben. Ein 

vermehrtes Vorkommen von TRIM7 in entsprechenden Patienten geht mit einer 

verschlechterten Prognose einher (Chakraborty et al., 2015). 

Zusammenfassend stellen alle drei Trims Tumorpromotorfaktoren dar. Diese Erkenntnisse 

beruhen vorwiegend auf Untersuchungen mit murinen oder humanen Zelllinien. Auf Grund 

erheblicher Unterschiede zwischen den Sequenzen des Menschen bzw. Maus und Xenopus 

(Abb. 13) können diese Ergebnisse nicht direkt übertragen werden. Jedoch lassen die 

strukturellen Gemeinsamkeiten auf ähnliche Funktionen schließen.   
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5.3 Expressionsanalyse des Trim23 und Trim7 
 

Die räumliche Analyse der Expression von Trim23 und Trim7 erfolgte anhand von in situ 

Hybridisierung ganzer Embryonen („Whole-mount“ in situ Hybridisierung; Wmish). Zur 

verbesserten Darstellung der zeitlichen Expression schloss sich eine semiquantitative RT-PCR 

mit entsprechenden TRIM spezifischen Primerpaaren an.  

 

5.3.1 Expressionsanalyse des Trim23  
 

Durch die Wmish werden hohe Transkriptmengen des Trim23 im animalen Bereich der NF-

Stadien 0-9 nachgewiesen (Abb. 16). Mit Beginn der Einwanderung des Ektoderms im Zuge der 

Mesodermbildung (NF-Stadium 12) verschwindet das Signal (Abb. 17, 28). Erst im frühen 

Schwanzknospenstadium (ab NF-Stadium 27) werden einzelne Expressionsorte in der 

Augenanlage sichtbar (Abb. 19). Anhand dieses Expressionsmusters kann für Trim23 von einer 

maternalen Expression ausgegangen werden. Bestätigt werden die Ergebnisse der Wmish durch 

die RT-PCR (Abb. 28). Die meisten Transkripte für Trim23 lassen sich in den NF-Stadien 0-9 

nachweisen (Abb. 16). In den folgenden Stadien ist die Signalintensität reduziert, bleibt aber 

immer oberhalb der Nachweisgrenze. In diesem Fall ist davon auszugehen, dass die maternale 

Expression von Trim23 ununterbrochen in eine zygotische Expression übergeht. Mit 

fortschreitender Entwicklung (NF Stadium 33-36) kann für Trim23 mittels Wmish neben einer 

Expression in den Augenvesikeln auch eine Expression in der Linse und den kaudalen 

Abschnitten des Neuralrohrs detektiert werden (Abb. 20; 21). Die Invagination des 

Linsenvesikels wird durch den Kontakt des Augenbechers mit dem darüberliegenden 

Oberflächenektoderm induziert (Einleitung 1.2.2). Wesentliche Rollen dabei spielen 

Transkriptionsfaktoren wie Pax6, Sox2 (Bailey et al., 2006) aber auch BMP4 und 7 (Faure et 

al., 2002; Sjödal et al., 2007). Eine direkte Interaktion von Trim23 mit diesen genannten 

Transkriptionsfaktoren ist noch nicht bekannt. Für die Linsenentwicklung notwendig ist der 

durch FGF aktivierte Ras-Signalweg (Burgess et al., 2010; Carbe and Zhang, 2011). Mutationen 

in diesem führen zur Reduktion der Zellproliferation und Apoptose (Li et al., 2014). Interessant 

ist, dass die Linsenentwicklung, speziell die Linsenfaserentwicklung, durch eine Vielzahl 

zellulärer Migrationsprozesse gekennzeichnet wird. Diese werden im Wesentlichen durch die 

GTPase-Rho reguliert und spielen eine wesentliche Rolle in der Regulation des 

Linsenwachstums und der Differenzierung (Rao, 2008). Zu vermuten wäre ein Zusammenhang 

mit der potentiellen GTPasen Aktivität des Trim23/ARD1 (Diskussion 5.2.1), welches an 

vesikulären Transportprozessen innerhalb einer Zelle beteiligt ist. Um die Bedeutung in der 
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Linsenentwicklung beurteilen zu können, müssten sich Mutationsstudien anschließen. Sinnvoll 

wäre eine Mikroinjektion eines sowohl funktionslosen als auch überexprimierten Trim23 in 

Xenopus laevis Embryonen, um dessen Bedeutung innerhalb der Linsenentwicklung 

darzustellen. Des Weiteren wäre eine weiterführende Beobachtung der Xenopus laevis 

Embryonen hinsichtlich der Augenentwicklung bedeutsam. Eine Untersuchung adulter Gewebe 

wäre ebenfalls vorteilhaft, um zu klären, ob sich die Expression des Trim23 lediglich auf die 

Embryonalentwicklung bezieht oder Transkripte des Trim23 auch in der adulten Linse oder 

anderen adulten Geweben nachweisbar sind. 

Ab NF-Stadium 30 lassen sich vermehrt Transkripte für Trim23 in den ventralen Abschnitten 

des Neuralrohres nachweisen (Abb. 19). Dieser Bereich stellt die zukünftige Grundplatte dar 

und enthält vornehmlich motorische Neurone bzw. Interneurone zur Regulation der 

Skelettmuskulatur. Die Bildung der Grundplatte wird durch die Chorda dorsalis induziert (Abb. 

4). Sie sezerniert Shh, welches in absteigender Konzentration für die Ausbildung verschiedener 

Neuronenarten innerhalb des Neuralrohrs verantwortlich ist (vgl. Einleitung 1.2.3). Insgesamt 

ist die Entwicklung von Neuronen ein komplexer Prozess, welcher diverse dynamische und 

molekulare Mechanismen benötigt. So werden Bestandteile des Zytoskeletts, der 

Zellmembranen und der Signaltransduktion entlang der sich entwickelnden Neuriten 

transportiert. Die GTPasen der Rho-und Ras-Familie, als Regulatoren u.a. zellulärer 

Transportprozesse sowie der zytoskelettalen Organisation, spielen somit eine wesentliche Rolle 

in der neuronalen Entwicklung (Govek et al., 2005; Torii et al., 2014). Die Familie der ARF-

GTPasen scheinen in der neuronalen Entwicklung ebenfalls beteiligt zu sein. 

Expressionsstudien an Neuronen von Maus und Mensch zeigten, dass ARF6 regulierend in den 

Vesikeltransport des Cytohesin-2 (GEF der ARF-Familie) entlang sich entwicklender Neuriten 

eingreift (Frank et al., 1998; Torii et al., 2010, 2014). Auch zeigen sich entwickelnde ziliäre 

Neurone von Hühnern eine vermehrte Expression von Calciumkanälen an deren 

Membranoberfläche (Chae et al., 2005). Der intrazelluläre Transport dieser Kanäle zur 

Membran wird durch GTPasen, speziell von ARF’s, reguliert. So steuert ARF1 den Transport 

der Calciumkanäle durch den Golgi-Apparat. ARF6 steuert hingegen die Integration der Kanäle 

in die Plasmamembran (Chae et al., 2005; Donaldson, 2003; Donaldson and Jackson, 2011).  

Auf Grund des hohen Konservierungsgrades des Trim23 (vgl. Diskussion 5.2.1) können oben 

genannte Ergebnisse in Neuronen von Hühnern, Mäusen, Menschen und Xenopus zusammen 

betrachtet werden. Da Trim23 eine ARD1-Domäne enthält und funktionelle Eigenschaften einer 

GTPase aufweist, erscheint es denkbar, dass auch Trim23 in den genannten Transportprozessen 

eine Funktion ausübt. Auf Grund der Expression erscheint es sogar wahrscheinlich, dass Trim23 

an der Regulation der Entwicklung von Neuronen bzw. neuronalem Gewebe beteiligt ist. 

Weshalb sich die Expression auf den unteren Bereich des Neuralrohres, also des Bereiches der 
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zukünftigen Motorneurone, beschränkt und welchen speziellen Entwicklungsschritt/ -funktion 

diese erfüllt, müssen zukünftige Funktionsstudien klären.  

5.3.2 Expressionsanalyse des Trim7 
 

Hohe Transkriptmengen des Trim7 werden durch die Wmish im animalen Bereich der NF-

Stadien 0-9 nachgewiesen (Abb. 22). Mit Beginn der Gastrulation (NF-Stadium 12 Abb. 23) 

verschwindet das Signal und wird erst im frühen Schwanzknospenstadium (ab NF-Stadium 27) 

wieder sichtbar (Abb. 30-36). Diese Ergebnisse der Wmish werden durch die RT-PCT bestätigt 

(Abb. 29). Auf Grund des dargestellten Expressionsmusters stellt Trim7 ein maternal 

exprimiertes Protein dar. 

Innerhalb der frühen Embryonalentwicklung, speziell der Furchungsteilungen, findet kaum 

DNA-Synthese statt (Heasman, 2006; Kai et al., 2003). Relevante biosynthetische Prozesse, 

mitotische Teilungen und spezifizierte Zellschicksale werden durch maternale mRNA und 

maternale Proteine reguliert (Benoit et al., 2009; Tadros and Lipshitz, 2009). Diese maternale 

mRNAs werden aktiv translatiert bei gleichzeitig reduzierter Transkription der Kerngene 

(Heasman, 2006; Shiokawa et al., 2008). Die Aufrechterhaltung eines stabilen Verhältnisses des 

Kern-/Zytoplasmavolumens ist dabei entscheidend für die weitere Embryonalentwicklung. Ein 

Anstieg des Verhälnisses des Kern-/ Zytoplasmavolumens führt zu einer verfrühten Aktivierung 

der zygotischen Gentranskription und daraus resultierend zu einem verfrühten Beginn der MBT 

(Jevtić and Levy, 2015). Die richtige zeitliche Abfolge der Aktivierung der zygotischen 

Genexpression wird im Wesentlichen durch den Methylierungsstatus der DNA reguliert. Das 

Xenopus Genom weist ursprünglich eine globale Methylierung auf (Ruzov et al., 2004; 

Shiokawa et al., 2008; Stancheva et al., 2002). Auf Grund dieser Methylierung wird die 

Transkription innerhalb der ersten 12 Teilungszyklen der Zygote gehemmt. Vor der MBT findet 

eine schrittweise Hypomethylierung bestimmter Gen-Promotorregionen innerhalb der 

Blastulaembryonen statt (Stancheva et al., 2002). Ein Verlust der Methylierung, z.B. durch 

Inaktivierung der DNA-Methyltransferase xDnmt1, ist assoziiert mit verfrühter Aktivierung 

entwicklungsentscheidender Gene und daraus resultierender Apoptose embronaler Zellen 

(Stancheva et al., 2002). Entsprechende Signalkaskaden werden ebenfalls durch maternale 

mRNAs bereitgestellt. 

Trim7, als Glykogenin-Interaktions Protein 1 (GNIP 1), nimmt am Glykogenstoffwechsel teil 

(Skurat et al., 2002). Glykogenin besitzt eine Aktivität zur Selbstglykosylierung und verlängert 

die Glykogenkette durch Bindung von Glukose via Tyrosin (Alonso et al., 1995; Skurat et al., 

1993). Danach wird unter Bindung der Glykogensynthase die Glykogenkette vervollständigt 

(Mu et al., 1997; Viskupic et al., 1992). Immunpräzipitationen in Hefezellen bestätigten eine 
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Interaktion zwischen Glykogenin und der Glykogensynthase via COOH-Terminus (Skurat et al., 

2006). Weitere Expressionsstudien in Hefezellen konnten eine Interaktion des Glykogenins mit 

GNIP (Trim7) aufzeigen (Skurat et al., 2002). Insgesamt existieren drei verschiedene Isoformen 

des GNIP. GNIP 1 weist neben der längsten Aminosäurekette eine der RBCC-Familie 

zugehörige Sequenz bestehend aus Ringfinger-Domäne, B- Boxen sowie Coil- coiled-Region 

auf. Charakterisiert wird es durch die C-terminal lokalisierte B30.2-Domäne (Skurat et al., 

2002). Sequenzanalysen zeigten sowohl eine identische Aminosäureabfolge des NH2-Terminus 

des GNIP 1 und Trim7, als auch identische RBCC definierende Domänen (Skurat et al., 2002). 

GNIP 1 fungiert als Targetmolekül des Glykogenins und stellt vermutlich die Bindung zwischen 

Glykogenin und dem Zytoskelett her (Skurat et al., 2002). So konnten Expressionsstudien in 

HeLa Zellen der Ratte einerseits eine Interaktion des Glykogenins mit Aktin darstellen, 

andererseits ein Vorkommen des Glykogenins sowohl zytoplasmal als auch nukleär zeigen 

(Baqué et al.; 1997, Ferrer et al., 1997). Im Weiteren wurde die Expression verschiedener 

GNIP-Transkripte im menschlichen Gewebe mittels Nothern-Blot- Analysen untersucht. Die 

meisten Transkriptmengen wurden in der Skelettmuskulatur nachgewiesen, während Herz-, 

Gehirn- und Pankreasgewebe nur wenige Transkripte aufwiesen (Skurat et al., 2002). 

Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte eine Expression des Trim7 in der 

Skelettmuskulatur der erwachsenen Maus gezeigt werden (Reymond et al., 2001). Diese 

Beobachtungen weichen erheblich von den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen der 

Expressionsanalyse in Xenopus laevis Embryonen ab. In vorliegender zeigt sich eine Expression 

des Trim7 vornehmlich im Augenstroma und im Neuralrohr (Abb. 25-27). Zu diskutieren ist, 

weshalb es zu einem Anstieg der Signalstärke innerhalb der Neurulation kommt. 

Interessanterweise beschränkt sich das Signal, laut Wmish, mit fortschreitender Entwicklung 

auf die ventralen Anteile des Neuralrohres. Aus ihnen wird sich das Vorderhorn bilden, welches 

die motorischen Neurone enthält. Besonders im NF-Stadium 36 ist eine deutliche Abgrenzung 

des Signales zur Umgebung sichtbar (Abb. 27). Am wahrscheinlichsten handelt es sich hierbei 

um motorische Neurone. Für die Entstehung des zukünftigen Rückenmarkes ist die Nähe zur 

Chorda dorsalis mit entsprechenden Sekretionskaskaden notwendig (vgl. Einleitung 1.2.3). Ein 

hoher Shh Spiegel führt zur Ausbildung von motorischen Neuronen. Es scheint, dass  Trim7 

durch die beginnende Signalkaskade aus der Chorda dorsalis bzw. mit Beginn der Migration der 

Neuralleistenzellen aktiviert wird (Abb. 3).  

Fraglich bleibt die Funktion des Trim7. Eine Interaktion innerhalb des Glykogenstoffwechsels 

scheint möglich. Besonders in den frühen embryonalen Phasen benötigt die Zelle sehr schnell 

viel Energie zur Durchführung diverser Furchungsteilungen. Genau in diesen Phasen zeigt sich 

eine starke Expression des Trim7 (Abb. 22). Die Furchungsteilungen sind gekennzeichnet durch 

eine erhebliche Zellzunahme. Lediglich die erste Furchungsteilung in fertilisierten Xenopus 
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laevis Oozyten durchläuft die G1 und G2 Phase. Ab dem zweiten Zellzyklus bis zum Erreichen 

der zwölften Teilung werden nur Synthese- und Mitosephasen durchlaufen (Murphy and 

Michael, 2013; Shiokawa et al., 2008). Zudem werden die Furchungsteilungen zunehmend 

asynchron und die Zellen weisen insbesondere in der zukünftigen animalen Region eine 

gesteigerte Motilität auf (Shiokawa et al., 2008). Erst in der MBT erfolgt eine erneute G1 Phase, 

in welcher die entstandenen Zellen einer „Fehlerkontrolle“ unterzogen werden. 

Kontrollmechanismen sind DNA-Struktur, DNA-Replikation, DNA-Methylierung sowie RNA-

Transkription und –Translation (Kai et al., 2003). Weisen Zellen zu viele Defekte auf, erfolgt 

die Apoptose mit anschließendem Zelltod. Das bei Fertilisation vorliegende Apoptoseprogramm 

wird maternal vererbt und mit Beginn der Gastrulation aktiviert. Weisen lediglich eine 

bestimmte Anzahl Zellen Defekte auf, erfolgt eine Apoptose der entsprechenden Zellen in das 

Blastocoel. Die Embryonalentwicklung schreitet weiter voran. Am Ende weisen die 

entstandenen Organismen jedoch entsprechende Defizite, z.B. Azephalie oder eine gedrungene 

Körperachse, auf (Kai et al., 2003). 

Alle Zellen der Blastula sind pluripotent. Durch entsprechende Mutationen kann ein Eintritt in 

die G1-Phase verhindert werden. Dies hätte eine unkontrollierte Zellteilung zur Folge. In 

Lungenkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass Trim7 durch Ubiquitinylierung des AP-1 

Co- Aktivators RACO1 die Transkription des c-Jun vorantreibt und so die Zellproliferation und 

die Apoptose verhindert (Chakraborty et al., 2015). C-Jun, als Mitglied der AP-1 Familie, 

kontrolliert die Transkription der Zellzyklus Regulatorgene cyclinD1 und cdc2 (Chakraborty et 

al., 2015). Ein Knockdown des TRIM7 führte zur Reduktion der Tumorzellproliferation und des 

Tumorwachstums. TRIM7 greift somit regulierend in den Zellzyklus ein. Um eine 

unkontrollierte Zellteilung zu verhindern, muss eine TRIM7-Expression inhibiert werden. Im 

Rahmen der Embryonalentwicklung geschieht dies durch Micro-RNAs, die mit Beginn der 

zygotischen Transkription gebildet werden und für einen schnellen Abbau maternaler Proteine 

und mRNA sorgen (Tadros and Lipshitz, 2009). Entscheidend ist dabei das richtige „Timing“ 

der zygotischen Transkription, die u.a. vom Methylierungsgrad der DNA abhängig ist. 

Das Xenopus laevis Genom weist eine globale Methylierung auf, wodurch die Transkription 

innerhalb der ersten 12 Teilungszyklen der Zygote gehemmt wird (Ruzov et al., 2004; Shiokawa 

et al., 2008; Stancheva et al., 2002). Vor der MBT findet eine schrittweise Hypomethylierung 

bestimmter Gen-Promoterregionen innerhalb der Blastulaembryonen statt (Stancheva et al., 

2002). Ein Verlust der Methylierung, z.B. durch Inaktivierung der DNA-Methyltransferase 

xDnmt1, ist assoziiert mit verfrühter Aktivierung entwicklungsentscheidender Gene und daraus 

resultierender Apoptose embryonaler Zellen (Stancheva et al., 2002). Die Apoptose verläuft 

dabei schrittweise und geht nicht mit einem massenhaften Zellzerfall einher (Stancheva et al., 

2001). Die höchste Anzahl Hypomethylierungen tritt im NF-Stadium 9 auf (Stancheva and 
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Meehan, 2000). Bis dahin konnte eine starke Expression des Trim7 besonders im animalen Pol 

der Embryonen nachgewiesen werden (Abb. 22). Im animalen Pol befindliche DNA weist ein 

bis dreimal stärkere Methylierung als DNA der vegetalen Zellen auf (Stancheva and Meehan, 

2000). Wahrscheinlich greift Trim7 regulierend in die Mehtylierung der DNA ein. So könnte 

eine Hypomethylierung entsprechender Promotoren durch Bindung via Zinkfingermotiv erzielt 

werden (Ruzov et al., 2004). Durch Hypomethylierung innerhalb der Furchungsteilungen 

scheint der Tumorsuppressor p53 stabilisiert zu werden, wodurch eine Apoptose entsprechender 

Zellen eingeleitet werden kann (Stancheva et al., 2001). Im Hinblick auf die Kanzerogenese ist 

eine Stabilisierung des p53 und damit eine Kontrolle der Zellsynthese kontraproduktiv. In wie 

weit Trim7 die Regulation des p53 beeinflusst, müssten weitere Studien zeigen. Zudem müssten 

diverse Gewebearten auf in die Analyse einbezogen werden. Neben TRIM7 zeigen 

Nichtkleinzellige Bronchialkarzinome eine Überexpression des TRIM59 (Zhan et al., 2015). In 

den Bronchialepithelzellen konnte jedoch kein Einfluss des TRIM59 auf p53 festgestellt 

werden, während intestinale Zellen mit Überexpression des TRIM59 eine vermehrte Inaktivität 

des p53 aufwiesen (Valiyeva et al., 2011).  

Zusammenfassend scheint Trim7 wesentlich am Voranschreiten der Zellproliferation 

verantwortlich zu sein, in dem es regulierend in die Zellsynthese und –proliferation eingreift. 

Dies beschränkt sich jedoch nur auf die Furchungsteilungen, da keine Expression des Trim7 

nach der MBT nachgewiesen werden kann (Abb. 23, 24, 29) Welche Prozesse durch Trim7 im 

Einzelnen beeinflusst werden, müssten weitere Expressionsstudien zeigen. 

Alle aufgeführten Studien des Trim7 beschränken sich auf Untersuchungen in Säugetierzellen. 

Anhand der Phylogenie sowie des Aminosäuresequenzvergleiches werden die erheblichen 

Unterschiede zwischen Amphibien und Mammalia deutlich (vgl. Diskussion 4.2.2). Selbst in 

der Syntenieanalyse können kaum Gemeinsamkeiten zwischen Xenopus laevis und den 

Mammalia dargestellt werden. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass das Trim7 des Xenopus 

laevis eine andere Funktion erfüllt als das TRIM7 der Mammalia. Zudem beziehen sich die 

Ergebnisse dieser Studien meist auf Embryonen in fortgeschrittener Entwicklung, während sich 

die in dieser Arbeit geschilderten Ergebnisse auf die frühe Embryonalentwicklung beziehen.  

Durch Mikroinjektionen in Xenopus Embryonen könnte ein Funktionsverlust oder -steigerung 

des Trim7 erzielt werden. Auf Grund des maternalen Expressionsmusters könnten mögliche 

zugeführte Schäden auch einen Stop der Embryonalentwicklung bedeuten. Zur besseren 

Vergleichbarkeit bzw. zur Einordnung gemachter Ergebnisse in den aktuellen 

Forschungshintergrund sollte sich eine Expressionsanaylse des Trim7 in Geweben des adulten 

Xenopus laevis als auch eine Darstellung der zellulären Lokalisation des Trim7 anschließen. 

Bis zur Darstellung dieser Expressionen kann die Funktion des Trim7 nur vermutet werden.  
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6 Zusammenfassung  
 

TRIM‘s gehören zur RBCC-Familie und sind gekennzeichnet durch einen stark konservierten 

Aufbau. Als potentielle E3 Ligasen sind sie wesentlich im Zellstoffwechsel involviert, indem 

sie die Initiation des Proteinabbaus im Proteasom durch Ubiquitin koordinieren. Hier sind 

besonders die immunologische Zellabwehr und die Kanzerogenese zu nennen. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Modellorganismus Xenopus laevis ausgewählt, 

um die Expression von Trim23 und Trim7 während der Embryonalentwicklung zu 

charakterisieren. Zeitliche Expressionsanalysen zeigten für beide Trims eine maternale 

Expression. Im Gegensatz zu Trim7 wurden für Trim23 Transkripte in dem frühen 

Schwanzknospenstadium (ab NF-Stadium 27) nachgewiesen. In der räumlichen 

Expressionsanalyse zeigten beide Trims eine Expression im animalen Pol innerhalb der 

Blastula-Stadien. Mit fortschreitender Entwicklung wurde für beide Trims eine Expression in 

den Augenvesikeln und in den kaudalen Abschnitten des Neuralrohres nachgewiesen. 

Für Trim23 konnte in der phylogenetischen Analyse eine starke Homologie zwischen den 

dargestellten Organsimen gezeigt werden. Besonders starke Übereinstimmung bestand in der für 

Trim23 charakteristischen ARD1-(ADP- ribosylation factor domain protein 1) Domäne mit 

putativer GTPase Funktion. In Mausembryonen wurde eine Expression des Trim23 an 

Lysosomen bzw. Golgi-Apparat nachgewiesen. Eine Beteiligung des Trim23 an zellulären 

Transportprozessen zur Regulation der Proteinhomöostase ist deshalb wahrscheinlich. 

Der Vergleich der Aminosäuresequenz zwischen Xenopus Trim7 und TRIM7 vom Menschen 

und der Maus ergab eine Übereinstimmung von nur 33% (Identität) während die genomische 

Organisation deutliche Unterschiede zeigte. Einzig die SPRY/PRY-Domäne zeigte in allen 

dargestellten Organismen hohe Übereinstimmungen. Als Interaktionsmodul vermittelt diese 

Domäne allgemein die Substratbindung an Ubiquitin. Für Trim7, auch als GNIP (Glykogenin 

Interaktions Protein 1) bekannt, vermittelt sie auch die Interaktion mit Glykogenin innerhalb der 

Glykogensynthese.  

Abschließend betrachtet sind sowohl für Trim23 als auch für Trim7 die eigentlichen Funktionen 

noch weitestgehend unklar. Die vorliegende Expressionsanalyse des Trim23 und Trim7 bildet 

lediglich den Beginn einer notwendigen Forschungsreihe zur Analyse der Funktion beider 

TRIM‘s innerhalb der Embryonalentwicklung.  
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8 Thesen 
 

1. Trim23 wird sowohl maternal als auch ab dem späten Schwanzknospenstadium (ab NF-

Stadium 27) exprimiert. 

2. Trim23 wird in der sich entwickelnden Linse sowie in kaudalen Abschnitten des 

Neuralrohrs exprimiert. 

3. Trim23 ist evolutionär stark konserviert. Dies zeigt sich anhand der großen Identität von 

93% zwischen der menschlichen und der Xenopus laevis Trim23 Aminosäuresequenz. 

4. Trim23 besitzt eine ARD1 Domäne mit putativer GTPase- Funtkion. Eine Beteiligung 

des Trim23 an zellulären Transportprozessen zur Regulation der Proteinhomöostase ist 

deshalb wahrscheinlich.  

5. Trim7 wird ausschließlich maternal exprimiert. 

6. Die Expression des Trim7 beschränkt sich auf den animalen Pol innerhalb der Blastula 

Stadien. Mit fortschreitender Entwicklung wird Trim7 in den kaudalen Abschnitten des 

Neuralrohres und in den Augenvesikeln exprimiert. 

7. Auf Grund geringer Identität von 33% zwischen der menschlichen und der Xenopus 

laevis Trim7 Aminosäuresequenz kann nicht von einer Konservierung gesprochen 

werden. 
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Anhang A 

A.1 Material 
 

A.1.1 Chemikalien 
 

Bezeichnung Hersteller 
2-Mercaptoethanol Sigma 
Agarose NEEO Ultra- Qualität Roth 
Albumin Roth 
Anti- Digoxigenin-AP Fab-fragments Roche 
Blockierungsreagenz (Blocking Reagent) Roche 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) Roche 
CHAPS Roth 
L-Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat Appli Chem 
dNTP mix 10mM New England Biolabs 
DIG RNA Labeling Mix Roche 
DNA Ladder, O’GeneRulerTM 1kb, 500bp  Fermentas 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roth 
Essigsäure Roth 
Ethanol Sigma-Aldrich 
Ethidiumbromid Q Biogene 
Formaldehyd (säurefrei 37%) Roth 
Formamid Roth 
Gelatin Roth 
Glutardialdehyd-Lösung  Sigma 
Glukose Merck 
Glycerol Roth 
HCG (humanes Choriongonadotropin) PROSPEC GIBLO 
Heparin Sigma 
Horse Serum GIBCO-Lifetechnologies 
Kaliumchlorid Roth 
Kaliumhydrogenphosphat Roth 
Calcium Chlorid Dihydrat Sigma 
Ladepuffer New England Biolabs 
Magnesiumchlorid Merck 
Magnesiumsulfat Sigma 
Maleinsäure Roth 
Methanol Roth 
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) Roth 
Mowiol® 4-88 Reagent Calbiochem 
Natriumacetat Roth 
Natriumchlorid Roth 
Natriumhydrogenphosphat Merck 
Alkalische Phosphat Substrat Lösung (NBT) Roche 
Paraformaldehyd Roth 
Salzsäure (36 %) Roth 
Triethanolamin Sigma 
Tris- Hydrochlorid Roth 
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A.1.2 Puffer und Lösungen 
 

APB (1x) (pH 9,5): 100mM Tris/HCl (1M, pH9,5); 50mM MgCl2 (1M); 100mM NaCl (5M); 
0,1% Tween-20 (20%) 
 
APB Färbelösung: 1x APB; 150mg/ml  NBT; 50mg/ml BCIP 
 
2 % Cystein-HCl (pH 7,8–8,0.): 2% (w/v) L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat, 
 
Denhart’s (100 x): 2%  BSA; 2% PVP; 2% Ficoll 400 
 
Gelatine/Albumin Einbettungsmedium: 1x PBS; 4,88mg/ml Gelatine; 0,3g/ml Albumin; 
0,2mg/ml Sucrose. Die Gelatine wurde durch Erhitzen auf ca. 60°C gelöst, nach dem Abkühlen 
wurden Albumin und Sucrose zugefügt. Die Lösung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
HCG: 10.000U/Glasröhrchen HCG (Sigma) wurden in 10ml ddH2O für eine Stocklösung von 
1000 U/ml aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
 
Hybridisierungslösung: 50% Formamid (deionisiert); 5x SSC (20x); 1mg/ml  Torula RNA 
(50mg/ml); 100µg/ml Heparin (10mg/ml); 1x  Denhart’s (100 x); 0,1% Tween-20 (20%); 
0,1% CHAPS (10%); 10mM EDTA (0,5M) 
 
MAB (2 x) (pH7,5): 200mM Maleinsäure; 300mM NaCl 
 
MBS (5x): 50mM HEPES, pH7,4; 440mM NaCl; 5mM KCl; 12mM NaHCO3; 4,1mM 
MgSO4; 2,05mM CaCl2; 3,3mM KNO3; pH7,4; steril filtrieren. 
 
MEM (10x) (pH 7,4): 1M MOPS; 20mM EGTA; 10mM MgSO4 
 
MEMFA: 1x MEM (10x), 3,7% Formaldehyd (37%) 
 
Mowiol-Lösung: 9,6g Mowiol in 19,35ml 100% Glycerin lösen; 1Std rühren. Zugabe von 24ml 
dH2O, 2 Std. rühren.Zugabe von 48ml 0,2M Tris-HCl (pH8,5); 10 min erhitzen auf 50°C; 
15min bei 5000 U/min abzentrifugieren. Überstand aliquotieren und bei -20°C lagern. 
 
Paraformaldehyd: 8% Paraformaldehyd; 1x PBS (10x) 
 
PBS (10x): 0,1M NaH2PO4 x 12H2O; 20mM KH2PO4; 1,4M NaCl; 28mM KCl 
 
PTw (1x): 1x PBS (10x); 0,1%  Tween- 20 
 
SSC (20x) (pH7,0): 0,3M NaCitrat x 2H2O; 3M NaCl 
 
Triethanolamin (pH7,5): 0,1M Triethanolamin x HCl 
 

A.1.3 Kits 
 

Bezeichnung Hersteller 
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN 
RNeasy Mini Kit QIAGEN 
SuperScriptTmII RT Fermentas 
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A.1.4 Enzyme 
 

Für die jeweiligen Enzyme wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet. 

Bezeichnung Hersteller 
Deoxyribonuklease (DNAseI RNAse free) Fermentas 
Proteinase K Merck 
Restriktionsenzyme New England Biolabs 
RNAse A Fermentas 
RNAse T1 Roche 
RNAse OUT Invitrogen 
Superscript IITm RT Fermentas 
Taq-Polymerase New England Biolabs 
T7 RNA- Polymerase Roche 
 

A.1.5 verwendete Konstrukte für whole mount in situ Hybridisierung 
 

Trim7: BioScience LifeSciences; Nottingham/UK; Vektor: pCMV-SPORT6 (Abb.9) 

Trim23 BioScience LifeSciences, Nottingham/ UK; Vektor: pCMV-SPORT6 (Abb.9) 

 

A.1.6 PCR-Primer 
 

Name Sequenz Temperatur 
 xl_trim7_F 5’ATGGGCAGGAGGCTAAAAAT3‘ 58°C 
 xl_trim7_R 5’ATATCCCAATCCCCCAATGT3‘ 58°C 
 xl_trim-23_F 5’CCATCCCAACAATTGGTTTG3‘ 64°C 
 xl_trim-23_R 5’CATCACGCAGTTCCTTCTCA3‘ 64°C 
 xl_ODC_F 5’GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC3’  
 xl_ODC_R 5’TTCGGGTGATTCCTT3’  

 

A.1.7 Geräte, Zubehör, Mikroskope 
 

Bezeichnung Hersteller 
Bio-Rad Gel Doc 2000 Bio-Rad Laboratorien, USA 
Inkubator WB 22K Mytron 
Nanodrop®Spektrophotometer ND-1000 PeqLab Biotechnologie GmbH 
Kunststoffform zum Einbetten (Peel-A-Way®) Polysciences Inc. 
Kühlzentrifuge 2K15 Sigma 
Microtom Leica VT 100 Vibratom Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 

Bensheim 
Mikroskop Schott 
Mikroskop Stemi 2000 Zeiss 
Mikrowelle Panasonic 
Olympus SZX12 Olympus Microscopy, Japan 
PCR Tubes Cycler Mini star silverline VWR 

http://www.lifesciences.sourcebioscience.com/genomecube/vector.aspx?v=pCMV-Sport6
http://www.lifesciences.sourcebioscience.com/genomecube/vector.aspx?v=pCMV-Sport6
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PCR Maschine Biometra Tpersonal Biometra 
PCR Maschine Biometra Tgradient Biometra 
Spannungsgerät Biometra Power Pack P25 Biometra 
Rotor Kamag RET 
Waage Kern 
Wasserbad Memmert 
Zentrifuge 5415 Eppendorf 
Zeiss Stemi 2000 Carl Zeiss, Deutschland 
 

A.1.8 Versuchstiere 
 

Verwendet wurden pigmentierte Xenopus laevis Froschstämme der Firma NASCO,Wisconsin, 
USA. 

 

A.1.9 Software 
 

BLAST Datenbanken-Suchsystem (Altschul et al., 1997) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 

Clustal omega multiple alignment EMBL-European Bioinformatics Institute 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

Metazome 
 

Dient zur Erleichterung von vergleichenden 
genomischen Studien der Metazoa, 
herausgegeben vom Joint Genome Institut 
Energy und dem Center for Integrative 
Genomics 
http://metazome.com/search.php 13.03.2014 

Phylogenie.fr http://www.phylogeny.fr/ 08.10.2015 
Primer3  Whitehead Institute for Biomedical 

Research,USA (Steve Rozen and Helen J. 
Skaletsky, 2000) 

Xenbase Stellt als Datenbank genomische und 
biologische Daten von X. tropicalis und X. 
laevis bereit. 
http://www.xenbase.org/entry/ 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://metazome.com/search.php%2013.03.2014
http://www.phylogeny.fr/
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