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Zusammenfassung  

Der grundlegende Mechanismus der Signaltransduktion durch Fibroblasten-Wachstumsfaktor-

Rezeptoren (FGFRs) ist im Tierreich hoch konserviert und essentiell für Schlüsselfunktionen 

wie beispielsweise Migration, Proliferation und Differenzierung bei Wachstums- und 

Entwicklungsprozessen. Bereits im evolutionsgeschichtlich frühen Stamm der Cnidaria sind 

FGF-Rezeptoren zu finden. Beim Süßwasserpolyp Hydra vulgaris waren bis 2015 sechs 

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren bekannt (Lange et al. 2014). In 2024 wurden fünfzehn 

weitere FGFs identifiziert (Dissertation Ohler 2025; Ohler et al., zur Begutachtung eingereicht) 

Darüber hinaus wurden zwei kanonische Rezeptoren FGFRa (Kringelchen) (Hasse et al. 2014; 

Sudhop et al. 2004) und FGFRb (Rudolf et al. 2013; Suryawanshi et al. 2020) beschrieben und 

die downstream Signalelemente Crkl, Grb2, Shp2, Sos2 (Suryawanshi et al. 2020) sowie der 

Inhibitor Spry2 identifiziert (Dissertation Suryawanshi 2017).  

In der vorliegenden Arbeit wurden die downstream Signalelemente auf ihre Funktion während 

der Knospenablösung untersucht. Zudem wurde ein neuer potentieller FGF-Rezeptor in Hydra 

identifiziert. Durch Koexpressionsanalysen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung konnte 

bestätigt werden, dass die downstream Signalelemente ab dem Knospenstadium 8 (Beginn 

der Ablösephase) vollständig oder teilweise mit fgfra koexprimiert werden. Um einen Effekt auf 

die Knospenablösung zu beobachten, wurde ein siRNA Knockdown während der Knospung 

im Knospenstadium 3 durchgeführt (vgl. Transfektion von Oligonukleotiden und Inhibition 

durch SU5402 bei Sudhop et al. 2004. Dabei konnte der durch Sudhop et al. 2004 bekannte 

Ănicht-ablösende Knospenñ Phänotyp reproduziert werden. Je nach downstream 

Signalelement wurde der nicht-ablösende Knospen Phänotyp zu unterschiedlichen 

Signifikanzen beobachtet. Da in Suryawanshi et al. 2020 weder die mRNA-Expression des 

Dof-Homologs noch des Frs2-Homologs an der Knospenbasis nachgewiesen werden konnte, 

stellt sich die Frage, ob die Adapterproteine Crkl und Grb2 in Hydra direkt an den FGF-

Rezeptor binden können. Im Rahmen einer Proteininteraktionsstudie mit Hilfe des Hefe-2-

Hybrid-Systems konnte allerdings keine Proteininteraktion zwischen FGFRa und den 

jeweiligen potentiellen Dockingproteinen Crkl und Grb2 festgestellt werden.  

Der neue potentielle FGF-Rezeptor FGFR-lx4 weist nach Untersuchung der codierenden 

Sequenz alle charakteristischen Proteindomänen, Phosphorylierungsstellen und Bindemotive 

des Hydra FGFRa auf. Durch eine Koexpressionsanalyse mit fgfra konnte bestätigt werden, 

dass fgfrl-x4 mit fgfra zellulär koexprimiert wird. 

Die vorliegende Arbeit gibt somit neue Einblicke in mögliche Funktionen der downstream 

Signalelemente des FGFRa, weist mit dem neu identifiziertem FGFR-lx4 einen möglichen 

neuen Interaktionspartner auf und dient damit als Grundlage für weitere Untersuchungen zur 

Interaktion von FGFRs und den downstream Signalelementen bei der Signaltransduktion bei 

Hydra.   
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Abstract  

The fundamental mechanism of signal transduction by fibroblast growth factor receptors 

(FGFRs) is highly conserved across the animal kingdom and essential for key functions such 

as migration, proliferation, and differentiation during growth and development processes. FGF 

receptors have already been found in the early evolutionary lineage of Cnidaria. In the 

freshwater polyp Hydra vulgaris, six fibroblast growth factors were known up to 2015 (Lange 

et al. 2014). In 2024, fifteen additional FGFs were identified (Dissertation Ohler 2025; Ohler et 

al., submitted for review). In addition, two canonical receptors FGFRa (kringelchen) (Hasse et 

al. 2014; Sudhop et al. 2004) and FGFRb (Rudolf et al. 2013; Suryawanshi et al. 2020) were 

described, as well as the downstream signaling elements Grb2, Crkl, Shp2, Sos2 

(Suryawanshi et al. 2020) and the inhibitor Spry2 identified (Dissertation Suryawanshi 2017). 

In the present work, the downstream signaling elements were examined for their function 

during the bud detachment. Moreover, a new potential FGF receptor in Hydra was identified. 

Through co-expression analyses using fluorescence in situ hybridization, it could be confirmed 

that the downstream signaling elements are fully or partially co-expressed with fgfra from the 

bud stage 8 (start of the detachment phase). To observe an effect on bud detachment, siRNA 

knockdown was performed during budding at bud stage 3 (see transfection of oligonucleotides 

and inhibition by SU5402 in Sudhop et al. 2004. There, the non-detaching bud phenotype 

known from Sudhop et al. 2004 could be reproduced. Depending on the downstream signaling 

element, the non-detaching bud phenotype was observed with varying significance. Since in 

Suryawanshi et al. 2020 neither the mRNA expression of the DOF homolog nor of the FRS2 

homolog at the bud base could be demonstrated, the question arises whether the adaptor 

proteins Crkl and Grb2 can directly bind to the FGF receptor in Hydra. In a protein-interaction 

study using the yeast two-hybrid system, however, no protein interaction between FGFRa and 

the respective potential docking proteins Crkl and Grb2 could yet be detected. 

The new potential FGF receptor FGFRl-x4, after examination of the coding sequence, 

possesses all characteristic protein domains, phosphorylation sites, and binding motifs of 

Hydra FGFRa. Through a co-expression analysis with fgfra, it could be confirmed that fgfrl-x4 

is cellular co-expressed with fgfra. 

The present work thus provides new insights into possible functions of the downstream 

signaling elements of FGFRa, identifies with the newly discovered FGFR-lx4 a potential new 

interaction partner, and serves as a basis for further investigations into the interaction of 

FGFRs and the downstream signaling elements in signal transduction in Hydra. 
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1 Einleitung 

Mechanismen wie die Signaltransduktion durch den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 

Signalweg (FGF/R) sind in Tierreich hoch konserviert (Rebscher et al. 2009; Bertrand et al. 

2014) und haben ihren Ursprung im letzten gemeinsamen Vorfahren der Eumetazoa. FGF/Rs 

sind somit spezifisch für Eumetazoa, fehlen allerdings in den frühen verzweigten nicht-

bilateralen Stämmen Placozoa, Porifera und Ctenophora (Bertrand et al. 2014). Studien an 

einem weiteren evolutionsgeschichtlich frühen beziehungsweise basalen Organismus wie 

dem Cnidaria Hydra vulgaris, welcher FGF/Rs besitzt, helfen dabei, zum Verständnis des 

evolutionären Aspekts der FGFR-Signaltransduktion beizutragen. 

In der folgenden Einleitung wird der FGF/R Signalweg zunächst allgemein an Vertebraten 

betrachtet, um den grundlegenden Mechanismus der Signaltransduktion vorzustellen. Im 

Anschluss wird der FGF/R Signalweg im Kontext mit dem Modellorganismus Hydra vulgaris 

beschrieben. 

 

1.1 Fibroblasten -Wachstumsfaktor -Rezeptor Signalweg  

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fibroblast growth factors, FGF) und Fibroblasten-

Wachstumsfaktor Rezeptoren (Fibroblast growth factor receptor, FGFR) sind im Tierreich hoch 

konserviert (Bertrand et al. 2014; Maddaluno et al. 2017; Ornitz und Itoh 2015; Rebscher et al. 

2009; Ornitz und Itoh 2022). Die FGFs und somit auch die FGFR-Signalwege wirken in den 

frühesten Stadien der Embryonalentwicklung sowie in der Organogenese. Hingegen werden 

FGFR-Signalwege im adulten Gewebe für Stoffwechselfunktionen, Gewebereparatur und 

Regeneration (Gewebehomöostase) benötigt (Maddaluno et al. 2017; Ornitz und Itoh 2015, 

2022). Auf zellulärer Ebene bedeutet dies die positive und negative Regulation von 

Schlüsselfunktionen wie Migration, Proliferation, Differenzierung, Überleben und 

Metabolismus. Da FGFs in fast allen Geweben und Organen vorkommen, ist eine 

abweichende Aktivität der Signalweiterleitung mit Entwicklungsdefekten verbunden. Bei den 

Entwicklungsdefekten wird die Organogenese gestört, die Reaktion auf Verletzungen 

beeinträchtigt und sie führen zu Stoffwechselstörungen.  

Im folgenden Kapitel werden FGFR-Signalwege vorgestellt. Insbesondere wird dabei der 

Ras/MAPK-Signalweg und seine downstream Signalelemente beschrieben. 

 

 

1.1.1 Aufbau und Funktion von FGFs und FGF-Rezeptoren 

Die FGF-Familie besteht aus sekretierten Polypeptiden, welche mit den FGF-Rezeptoren und 

intrazellulären Polypeptiden interagieren und spannungsgesteuerte Natriumkanäle regulieren 
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können (Goetz und Mohammadi 2013; Ornitz und Itoh 2015, 2022). Beide Klassen der FGF-

Familie sind durch eine konservierte Kernsequenz miteinander verwandt und sowohl in 

Vertebraten als auch in Invertebraten vertreten. Die FGF-Familie der Vertebraten umfasst 22 

Polypeptide und ist in sieben Gruppen eingeteilt (Abbildung 1). Die meisten dieser FGFs sind 

parakrine Wachstumsfaktoren, also Signalstoffe, die in die unmittelbare Umgebung der 

abgegeben werden und sind aufgeteilt in die Unterfamilien FGF1/2, FGF4/5/6, FGF3/7/10/22, 

FGF8/17/18/24 und FGF9/16/20. Die Unterfamilie FGF15/19/21/23 agiert als endokrine 

Wachstumsfaktoren, wobei der Cofaktor Klotho für die Rezeptorbindung essentiell ist (Ornitz 

und Itoh 2015, 2022). Bei der Unterfamilie FGF11/12/13/14 handelt es sich um intrazelluläre 

Wachstumsfaktoren. Mit Hilfe von Cofaktoren wie Heparin/Heparansulfatproteoglykane oder 

Proteinen der Klotho-Familie binden die FGFs an FGF-Rezeptoren und dies führt zur 

Dimerisierung der Rezeptoren und Aktivierung der intrazellulären Signaltransduktion. 

 

 

Abbildung 1: Unterfamilien der FGFs  (verändert nach Ornitz und Itoh 2015). 

 

FGF-Rezeptoren gehören zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen. In Vertebraten sind vier 

FGF-Rezeptoren zu finden (FGFR1-4), die eine gemeinsame Struktur aufweisen (Abbildung 

2). Die FGF-Rezeptoren besitzen eine N-terminale Signalsequenz, drei extrazelluläre 

Immunglobulin (Ig)-ähnliche Schleifen, eine saure Domäne zwischen IgI und IgII, eine 
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Transmembrandomäne sowie eine intrazelluläre Domäne mit einer gespaltenen 

Tyrosinkinase-Domäne (Ornitz und Itoh 2015; Rebscher et al. 2009; Ornitz und Itoh 2022). Die 

extrazelluläre Domäne trägt ein Signalpeptid sowie Heparinbindestellen zwischen der ersten 

und zweiten Ig-ähnlichen Schleife. Diese werden über Disulfidbrücken zwischen zwei 

Cysteinen stabilisiert. IgII und IgIII binden die FGF-Liganden. Bei Bilateria kann IgIII alternativ 

gespliced werden, sodass Ig IIIa, Ig IIIb und Ig IIIc Isoformen entstehen. Die verschiedenen 

Splice-Varianten haben Auswirkungen auf die Ligand-Rezeptor-Bindespezifität (Ornitz und 

Itoh 2015; Powers et al. 2000; Thisse und Thisse 2005). Durch die Transmembrandomäne 

werden die Rezeptoren in der Membran verankert. Die intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne 

trägt von Hydra bis Vertebraten hoch konservierte (nach der Rezeptoraktivierung tyrosin-

phosphorylierte) Bindestellen für downstream Signalelemente (Ornitz und Itoh 2015). Die 

gesamte intrazelluläre Domäne dient damit der Signaltransduktion.  

 

 

Abbildung 2: Aufbau von FGF -Rezeptoren  der Vertebraten .  

Die Abbildung zeigt die Domänenstruktur der Wirbeltier FGF-Rezeptoren mit den extrazellulären Ig 
ähnlichen Schleifen (I-III), der Transmembrandomäne (TM) sowie die Tyrosinkinasedomänen (TK1/2) 
(verändert nach Ornitz und Itoh 2015). 

 

Die Struktur der FGFs und FGF-Rezeptoren der Invertebraten ähneln denen der Vertebraten. 

Beispielsweise besitzt Drosophila die FGF-Liganden Pyramus, Thisbe (Stathopoulos et al. 

2004) und Branchless (Sutherland et al. 1996) sowie die zwei FGF-Rezeptoren Heartless 

(Beiman et al. 1996) und Breathless (Reichman-Fried und Shilo 1995). Die Liganden Pyramus 

und Thisbe interagieren mit Heartless und sind für die Migration und Differenzierung von 

mesodermalen Zellen und Geweben sowie für die Herz- und Muskelentwicklung zuständig. 

Der Ligand Branchless interagiert mit Breathless und reguliert die Morphogenese der 

Tracheen sowie die Neurogenese bei Drosophila. Der FGF-Rezeptor Breathless besitzt fünf 

und der Heartless FGF-Rezeptor nur zwei Ig- ähnliche Schleifen (Muha und Müller 2013; 

Thisse und Thisse 2005). 

Bei Caenorhabditis elegans sind die zwei FGF-Liganden EGL-17 (Burdine et al. 1997) und 

LET-756 (Roubin et al. 1999) bekannt, welche mit dem FGF-Rezeptor EGL-15 interagieren 
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und unter anderem für die Migration von mesodermalen Zellen und Geweben benötigt werden 

(Lo et al. 2010; Thisse und Thisse 2005).  

In der Seeanemone (Anthozoa) Nematostella wirkt der FGF-Signalweg bei der Achsenbildung 

und der Bildung des sensorischen Apikal-Organs (Matus et al. 2007; Rentzsch et al. 2008). 

Eine Inhibition des Signalwegs über eine loss-of-function-Mutante sowie durch die Behandlung 

mit UO126, welches spezifisch MEK blockiert (Favata et al. 1998), inhibiert die Bildung des 

Apikal-Organs und beeinträchtigt die Metamorphose (Rentzsch et al. 2008). Der FGF/R ist 

somit essentiell für die Differenzierung von Sinnes- und Stützzellen im apikalen Organ von 

Nematostella (Sabin et al. 2024). 

 

 

1.1.2 FGF-Rezeptor Signalwege bei Vertebraten 

Die Aktivierung (Phosphorylierung) des Rezeptors ermöglicht es, intrazellulären Proteinen mit 

Src-Homologie- (SH2) oder Phosphotyrosin-Bindungsdomänen (PTB), an 

Sequenzerkennungsmotive an FGF-Rezeptoren zu binden, was zur Aktivierung von 

sogenannten Docking-Proteinen führt (Dhalluin et al. 2000; Forman-Kay und Pawson 1999; 

Pawson 1995). Der aktivierte FGF-Rezeptor ist an diverse intrazelluläre Signalwege gekoppelt 

(Abbildung 3). Ein wichtiger FGF-Signalweg ist der Ras/MAPK-Signalweg (Ornitz und Itoh 

2022). Die Verbindung zwischen den Signalelementen dieses Signalwegs und dem aktivierten 

FGF-Rezeptor besteht bei Vertebraten in der Interaktion der Juxtamembrandomäne des FGF-

Rezeptors und dem Docking-Protein FRS2a (Fibroblast growth factor receptor substrate 2a). 

Aktiviertes FRS2a ermöglicht die Interaktion mit den Adaptermolekülen Crkl (CT10 regulator 

of kinase like), Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) und der 

Proteintyrosinphosphatase Shp2 (Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2). 

Grb2 liegt in einem Komplex mit dem Nukleotidaustauschfaktor Sos (Son Of Sevenless) vor 

und ist an der Aktivierung des GTP-bindenden Proteins Ras beteiligt (Gotoh 2009; Baltanás 

et al. 2020). In diesem Komplex katalysiert Sos den Austausch von GDP 

(GuanosinDiPhosphat) gegen GTP (Guanosintriphosphat) an Ras und fördert so die 

Aktivierung von Ras und den downstream Elementen des Weges, zu denen Raf, MEK 

(Mitogen-aktivierte Proteinkinase -Kinasen) und MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte 

Proteinkinase) gehören, von denen dann das letzte Mitglied in den Zellkern gelangt, um 

Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren (Ornitz und Itoh 2015; Sternberg und Alberola-Ila 

1998; Thisse und Thisse 2005). Die Regulierung des Ras/MAPK-Signalweg kann unter 

anderem über Shp2 oder Sprouty erfolgen (Thisse und Thisse 2005; Ornitz und Itoh 2015, 

2022).  

Weitere Hauptwege der FGFR-Signaltransduktion sind die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase)-

AKT-, PLC (Phospholipase C)- und STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) 
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-Signalwege. Die p38-, JNK (c-Jun-N-terminalen Kinasen)- oder Rho/ROCK (Rho-Kinasen)-

Signalwege können ebenfalls durch ein FGF-Signal angesteuert werden (Hasse et al. 2014; 

Lemmon und Schlessinger 2010; Ornitz und Itoh 2015, 2022). 

 

 

Abbildung 3: Ein Überblick der FGFR -Signalwege .  

(A) Ein vereinfachter Überblick der downstream Signalwege von FGFR. Nach der Aktivierung des 

FGFRs können die vier Hauptsignalwege PLCg, AKT/STAT, PI3K und der Ras/MAPK-Signalweg 
angesteuert werden (Ornitz und Itoh 2015; Lemmon und Schlessinger 2010). (B) Ein vereinfachter 
Überblick der Interaktion der Docking- und Adapterproteinen zur Signalweiterleitung an den Ras/MAPK-
Signalweg (verändert nach (Hallinan et al. 2016) und nach Ornitz und Itoh 2015). 

 

 

 

1.2 Downstream  Signalelemente des FGFR -Signalwegs  

Nachdem die FGF-Liganden an den FGF-Rezeptor gebunden haben, wird dieser aktiviert und 

leitet das FGF-Signal ins Zellinnere weiter. Für diese Weiterleitung sind verschiedene 

Signalelemente verantwortlich, welche unterschiedliche Signalwege ansteuern können (siehe 

1.1.3). Einer der Hauptsignalwege, der Ras/MAPK-Signalweg, wird über zum Teil konservierte 

Docking- und Adapter-Proteine angesteuert und reguliert. Im Folgenden werden die 

wichtigsten Signalelemente der Vertebraten dieses Signalwegs beschrieben.  

 

1.2.1 FRS2 Proteine: Schaltzentrale der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 

Die FRS2 Proteinfamilie, bestehend aus FRS2a und FRS2b, sind Scaffold-Proteine, die als 

Schaltzentrale der Signalübertragung für spezifische RTKs (Rezeptortyrosinkinasen) wie 
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beispielsweise den FGF-Rezeptoren oder den Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptoren 

fungieren (Kouhara et al. 1997; Gotoh 2008, 2009; Pennacchietti et al. 2023).  

FRS2a und FRS2b sind in ihrer Struktur ähnlich ( 

Abbildung 4). Beide Proteine enthalten N-terminale Myristoylierungsstellen mit der Konsensus-

Sequenz (MGXXXS/T) zur konstitutiven Bindung an die Lipide der Plasmamembran und eine 

PTB-Domäne mit der Konsensussequenz NPxY(p) für die Bindung an Rezeptortyrosinkinasen. 

(Kouhara et al. 1997; Eswarakumar et al. 2005; Ong et al. 2000; Schlessinger 2000). Am C-

Terminus ist ein langer ungeordneter Schwanz mit mehreren Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen zu finden, die von SH2-Domänen erkannt werden (Gotoh 2008; 

Kouhara et al. 1997; Ornitz und Itoh 2015). FRS2a besitzt sechs und FRS2b besitzt fünf 

Tyrosin-Phosphorylierungsstellen. Vier dieser Tyrosin-Phosphorylierungsstellen beinhalten 

das Bindemotiv YxNx der SH2-Domäne von Grb2 (Kouhara et al. 1997; Gotoh 2008). 

FRS2 Proteine binden nahe der Juxtamembrandomäne an die Rezeptortyrosinkinasen. Die 

Bindung kann auch im inaktiven, nicht phosphorylierten Zustand des Rezeptors erfolgen (Ong 

et al. 2000). Ist beispielsweise ein FGF-Rezeptor aktiv, wird Frs2a phosphoryliert. Das 

phosphorylierte FRS2a agiert daraufhin wie eine Schaltzentrale und kann verschiedene 

downstream Signalwege ansteuern. Zu diesen Signalwegen gehören der Ras/MAPK-

Signalweg (auch Ras/ERK-Signalweg genannt), Ubiquitinierungs/Degradations-Signalwege 

sowie der Phosphatidyl-Inositol (PI)-3-Kinase-Signalweg. Dabei wird der Ras/MAPK-

Signalweg durch die Rekrutierung von Grb2-Sos oder Shp2 angeschaltet, der IP-3-Kinase-

Signalweg durch FRS2a-Grb2-Gab1 (GRB2-associated-binding protein 1) und der 

Ubiquitinierungs-Signalweg durch FRS2a-Grb2-Cbl (Koch et al. 1991; Hadari et al. 1998; Mohi 

und Neel 2007; Gotoh 2008). 
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Abbildung 4: Aufbau und Interaktionen von FRS2 Proteinen.  

In FRS2a und FRS2b sind am N-Terminus Myristoylierungsstellen für die Bindung an die 
Plasmamembran zu finden, gefolgt von der PTB-Domäne für die Interaktion mit den RTKs und mehreren 
Tyrosin-Phosphorylierungsstellen für die Bindung der SH2-Domänen von Adaptoren wie Grb2 oder 
Shp2. Tyrosinphosphorylierte Grb2-Bindestellen aktivieren Ras/ERK-, PI-3-Kinase und 
Ubiquinierungs/Abbau-Signalwege. Tyrosinphosphorylierte Shp2-Bindungsstellen aktivieren ebenfalls 
den Ras/ERK-Signalweg (Gotoh 2009). 

 

Darüber hinaus gibt es durch acht kanonische ERK-Phosphorylierungsstellen (PxTP-Motiv) in 

FRS2a einen ERK-vermittelten negativen Rückkopplungsmechanismus für die Kontrolle von 

Signalwegen, der die Zellmigration und Zellproliferation reguliert (Lax et al. 2002). 

FRS2b bindet an EGF-Rezeptoren und wird nicht durch die EGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen 

phosphoryliert. Stattdessen reguliert FRS2b die Tyrosinkinase-Aktivität der Rezeptoren und 

dient somit sowohl als negativer als auch als positiver Regulator für die RTK-

Signalübertragung in Abhängigkeit von der Rezeptorspezies (Huang et al. 2004; Gotoh 2008).  

Bei Drosophila ersetzt Dof (Downstream of FGFR) (Muha und Müller 2013; Vincent et al. 1998) 

FRS2a als Docking-Protein und Csw (corkscrew) Shp2 im RAS/MAPK-Signalweg. Dabei ist 

anzumerken, dass Dof nicht mit dem FRS der Vertebraten verwandt ist. FRS2 ist zwar in 

Drosophila vorhanden, interagiert allerdings nicht mit FGFR. 

Bei Caenorhabditis elegans erfolgt die Signalweiterleitung ohne Docking Proteine direkt an 

das Grb2-Homolog SEM-5 (Lo et al. 2010). 

 

 

1.2.2 Adapter Proteine: Crkl und Grb2  

Die Adapter Proteine Crk und Crkl sind essentiell für die Signaltransduktion im Menschen und 

anderen Organismen, insbesondere bei der Signaltransduktion via RTKs. Dabei spielen die 

Proteine eine zentrale Rolle bei der Zellproliferation, der Zelladhäsion und -migration sowie bei 

der Apoptose und der Regulation von Genexpressionen (Feller 2001; Birge et al. 2009; Park 

et al. 2016). 

Crkl besteht aus einer SH2-Domäne und aus zwei SH3-Domänen. Die Domänen sind durch 

flexible Linker-Sequenzen getrennt, die als Bausteine für den Aufbau von 

Multiproteinkomplexen dienen. Die SH2-Domäne von Crk Proteinen binden kurze 

tyrosinphosphorylierte Proteine mit dem Motiv pYDxP oder pYxxP und die SH3N-Domäne 

bindet an Proteine mit charakteristischen prolinreichen Sequenzen mit dem Motiv PxxPxK/R 

(Birge et al. 2009; Feller 2001) (Abbildung 5). Diese prolinreichen Sequenzen sind unter 

anderem in den GEFs (Guanine nucleotide exchange factor) SOS1 and SOS2 zu finden, 

wodurch Crkl eine direkte stabile Bindung mit SOS1 und SOS2 eingehen kann.  

Bei der Signalweiterleitung im RAS-MAPK Signalweg erfolgt die Aktivierung von ERK1/2 

teilweise durch die Phosphorylierung des Y463 des FGFR und durch die Anwesenheit von 
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Crkl. Das phosporylierte Y463 des FGFR interagiert dabei direkt mit dem Adaptorprotein Crkl. 

(Larsson et al. 1999; Moon et al. 2006; Ornitz und Itoh 2015; Seo et al. 2009). 

Crkl kann durch autoinhibitorische Phosphorylierungsereignisse negativ reguliert werden. Die 

Phosphorylierung von Crkl an Y207 bewirkt eine intramolekulare Bindung der Linker-Region 

an die SH2-Domäne, wodurch SH2 und SH3N an der Bindung von Zielproteinen gehindert 

werden (Birge et al. 2009; Kobashigawa et al. 2007; Rosen et al. 1995). 

 

 

Abbildung 5: Aufbau und Signalweiterleitung über Crkl  als Adaptorprotein.  

(A) Struktur von Crkl: SH2, SH3, Y207, negative regulatorische Phosphorylierungsstelle. (B) Wird ein 
Signal durch extrazelluläre Faktoren ausgelöst, wird eine intrazelluläre Tyrosinphosphorylierung eines 
Rezeptors induziert. Über die SH2-Domäne bindet Crkl an das phosphorylierte Tyrosin und leitet das 
Signal anschließend über einen SH3-Bindungspartner (gekennzeichnet durch den Pfeil) an 
nachgeschaltete Ziele weiter. (verändert nach (Birge et al. 2009). 

 

Das Adapter Protein Grb2 wurde ursprünglich als fehlendes Bindeglied zwischen dem 

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor und dem Ras/MAPK-Signalweg entdeckt und ist für die 

Signalübertragung bei fast allen RTKs erforderlich (Belov und Mohammadi 2012; Gale et al. 

1993). Auch bei C. elegans findet man das Grb2-Homolog SEM-5, welches nicht nur für die 

Signaltransduktion notwendig ist, sondern auch ohne Docking Proteine direkt an den FGF-

Rezeptor Egl-15 binden kann (Lo et al. 2010). 

Grb2 besteht aus einer SH2-Domäne, die von zwei SH3-Domänen flankiert wird. Die SH3-

Domänen binden an prolinreiche-Motive im C-terminalen Teil des GEF Sos. Die SH2-Domäne 

von Grb2 bindet Phosphotyrosin-Motive (YxNx-Motiv) auf Rezeptoren oder anderen Adapter-

Proteinen. Durch diese Bindung wird ein Grb2-Sos-Komplex an die Plasmamembran 

rekrutiert, der Nukleotidaustausch von Sos auf Ras stimuliert und die MAPK-Kinasen Kaskade 
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aktiviert (Belov und Mohammadi 2012; Chardin et al. 1995; Li et al. 1993; Lowenstein et al. 

1992; Songyang et al. 1994). Bei FGFRs ist anzumerken, dass das kanonische SH2-

Bindemotiv von Grb2 fehlt und dass FGFRs daher nicht in der Lage sind, den Grb2-Sos-

Komplex direkt zu rekrutieren. Um den Grb2-Sos-Komplex zu binden, benötigen Vertebraten 

FGFR das Docking-Protein FRS2 (Kouhara et al. 1997). Darüber hinaus reguliert Grb2 die 

FGFR-Signalübertragung durch die Bindung an Shp2. Die Aktivierung von Shp2 

dephosphoryliert Sprouty-Proteine. (Agazie et al. 2003; Belov und Mohammadi 2012). Zudem 

kann Grb2 mit Gab1, einem weiteren Adapter-Protein, assoziieren und den PI-3-Kinase-

Signalweg aktivieren (Belov und Mohammadi 2012; Gotoh 2008).  

Grb2 nimmt durch die Bildung von Dimeren die Rolle eines aktiven Regulators ein. Grb2-

Dimere sind in der Lage über ihre SH3-Domänen an die C-Termini von zwei inaktiven, also 

nicht mit FGF assoziierten, FGFR2-Molekülen zu binden. Dabei binden die C-terminalen SH3-

Domänen von Grb2 das PxxP-Motiv im C-Terminus des Rezeptors. Diese Bindung erzeugt 

eine Transphosphorylierung des Rezeptors auf niedrigem Niveau, wobei die C-terminale 

Phosphorylierung und die Rekrutierung von Signalproteinen behindert ist. Wird der FGFR2 

aber durch ein FGF-Signal aktiviert, werden Tyrosinreste auf Grb2 phosphoryliert. Das 

phosphorylierte Grb2-Dimer wird vom Rezeptor entfernt und ermöglicht die vollständige 

Aktivierung der nachgeschalteten Signalübertragung (Belov und Mohammadi 2012; Lin et al. 

2012). 

 

 

1.2.3 Protein-Tyrosin-Phosphatasen: Shp2 

Das Shp2 Protein (SH2 domain containing tyrosine phosphatase 2, auch PTPN11 (Tyrosine-

protein phosphatase non-receptor type 11) spielt eine zentrale Rolle bei der RTK-vermittelten 

Signalweiterleitung (Abbildung 6B), insbesondere bei der Aktivierung des Erk1/2 (MAPK) 

Weges (Araki et al. 2003; Feng 1999; Lin et al. 2021). 

SHP2 besteht aus zwei SH2-Domänen (NSH2 und CSH2), einer PTP-Domäne sowie einem 

C-terminalen Schwanz mit zwei Tyrosin-Phosphorylierungsstellen (Y542 und Y580) und einem 

prolinreichen Motiv (559PLPPCTPTPP568) (Abbildung 6A) (Agazie et al. 2003; Araki et al. 2003; 

Li 2016; Lin et al. 2021). Mit Hilfe der N-terminalen SH2-Domäne kann Shp2 an aktives 

(Tyrosin-phosphoryliertes) Frs2 binden. Die Phosphorylierungsstelle Y436 des Frs2 fungiert 

dabei als Andockstelle für die N-terminale SH2-Domäne Shp2. Beide 

Phosphorylierungsstellen (Y542 und Y580) von Shp2 entsprechen dem Konsensus für die 

Bindung an die Grb2-SH2-Domäne (YxNx). Dementsprechend trägt aktives Shp2 durch die 

Rekrutierung von Grb2/Sos-Komplexen in die Nähe der Plasmamembran zur Aktivierung von 

Ras bei, und somit fungiert Shp2 auch als Adapterprotein (Abbildung 6) (Araki et al. 2003; 

Feng et al. 1993; Hadari et al. 1998; van Vactor et al. 1998). Zudem dienen die beiden SH2-
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Domänen für die Autoinhibition von Shp2, indem sie die intramolekulare Interaktion blockieren, 

die für die Bindung eines Substrats an die aktive Stelle der Phosphatase erforderlich ist 

(Abbildung 6B) (Rehman et al. 2018). 

 

 

Abbildung 6: Struktur, Signalweiterleitung und Autoinhibition von Shp2.  

(A) Domänenstruktur von Shp2. N-SH2: N-terminale SH2-Domäne, C-SH2: C-terminale SH2-Domäne, 
PTPase: Protein-Tyrosin-Phosphatase-Domäne, Phosphorylierungsstellen (Y542 und Y580) in der 
prolinreichen Region am C-Terminus (verändert nach (Araki et al. 2003). (B) Signaltransduktion nach 
Rezeptoraktivierung. Shp2 wird im Grundzustand inaktiv (autoinhibiert) gehalten und blockieren den 
Zugang zum Substrat. Bei der Aktivierung durch beispielsweise ein pY-Peptid oder eine aktive RTK wird 
die intramolekulare Interaktion zwischen der PTP-NSH2-Domäne gelöst, wodurch der Regulator oder 
das Substrat, Zugang zum katalytischen Zentrum erhält. Die extrazelluläre Stimulation führt zur 
Aktivierung von Shp2. Das aktive (Tyrosin-phosphorylierte) Shp2 kann sowohl an Sos als auch an Grb2 
binden und das Signal über Erk/Ras weiterleiten (verändert nach Rehman et al. 2018). 

 

 

1.2.4 Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren: Sos2 

Sos wurde zuerst bei Drosophila melanogaster als Ras spezifischer Aktivator beschrieben 

(Bonfini et al. 1992; Chang et al. 2000; Baltanás et al. 2020). Die Sos-Proteine gehören zur 

Familie der Guanin-Austauschfaktoren (GEFs) und sind unter anderem in der Lage RAS-

Proteine zu aktivieren. Bei RAS handelt es sich um eine kleine GTPase, welche zwischen 
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einem inaktiven (RAS-GDP) und einem aktiven (RAS-GTP) Zustand wechseln kann, wobei 

der Prozess durch negative RAS-GAPs (GTPase activating proteins) und positive Ras-GEFs 

Regulatoren gesteuert wird (Baltanás et al. 2020; Rojas et al. 2011).  

Die Sos-Proteine können in eine C-terminale, zentrale und N-terminale Region unterteilt 

werden (Abbildung 7). Die N-terminale Region der Sos Proteine ist für die Aufrechterhaltung 

und Freisetzung von Autoinhibitionsmechanismen sowie für die Membranposition der Sos-

Proteine verantwortlich. Die zentrale Region von Sos Proteinen dient der Aktivierung (GTP-

Beladung) von RAS-Proteinen. Die C-terminale Domäne enthält mehrere prolinreiche Motive, 

die für verschiedene Protein-Protein-Interaktionen essentiell sind, insbesondere für die 

Signalübertragung bei der Aktivierung von RAS- oder RAC-Proteinen. Dabei dient das 

prolinreiche Motiv PxxP als Konsensus für die SH3-Bindung von prolinreichen Liganden 

(Baltanás et al. 2020; Birge et al. 2009; Feller 2001; Innocenti et al. 2002; Rojas et al. 2011; 

Yu et al. 1994).  

 

 

Abbildung 7: Sos Proteinstruktur und Interaktion der Sos prolinreichen Region .  

(A) Struktur von Hs_SOS1- und Hs_SOS2. HD: Histon-ähnliche Domäne; DH: Dbl-Homologie; PH: 
Pleckstrin-Homologie; HL: Helical Linker; REM: Ras-Austauschmotiv, das die allosterische Stelle 
enthält, CDC25H: homolog zum Zellteilungszyklus; PR: prolinreiche Region (enthält mehrere SH3-
bindenden Motive (vertikale Linien). (B) Die intermolekulare Interaktion der Sos-PR-Domäne mit dem 
Adaptorprotein GRB2 führt zur Rekrutierung des Sos-Grb2 Komplexes an die Membran, an der das 
aktivierte Sos ihr spezifisches RAS-Ziel aktiviert (verändert nach Baltanás et al. 2020).  

 

 

1.2.5 Sprouty-Proteine: Inhibitoren des FGFR-Signalwegs 

Die Vielzahl der FGFR-Signalwege muss hinsichtlich des Zeitpunkts, der Dauer und der 

Ausbreitung der Signale reguliert werden. Dies geschieht durch positive und negative 

Rückkopplungsschleifen. Dabei kann die Regulation im extrazellulären Raum und innerhalb 

der Zelle erfolgen. Diese Faktoren werden nicht nur gemeinsam mit FGFs exprimiert, sondern 
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werden selbst durch FGF-Signale reguliert und hemmen FGF-Signale, indem sie eine negative 

Rückkopplungsschleife bilden (Thisse und Thisse 2005; Neben et al. 2019).  

Sprouty Proteine sind Rückkopplungs-Regulatoren im FGFR-Signalweg und wurden 

ursprünglich als Antagonisten von FGF-Signalen identifiziert, die die apikale Verzweigung in 

den Tracheen von Drosophila steuern (Hacohen et al. 1998). Sprouty Proteine gelten als 

generelle Inhibitoren für Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. In Säugetieren wurden vier Sprouty 

Proteine (Spry1-4) entdeckt und sind evolutionär konserviert (Kim und Bar-Sagi 2004; Thisse 

und Thisse 2005). Die Sprouty Proteine besitzen am C-Terminus eine Cystein-reiche Domäne 

(cysteine-rich domain, CRD), auch bekannt als SPR (Sprouty) Domäne, welche für die 

spezifische Lokalisation und Funktion notwendig ist. Sprouty2 besitzt zudem ein PxxPxR-Motiv 

(PTVPPR) im äußersten C-Terminus welches zur Bindung der SH3-Domäne von Grb2 dient 

(Abbildung 8) (Edwin et al. 2009; Gross et al. 2001; Guy et al. 2009; Lao et al. 2006). Im N-

terminalen Bereich befindet sich ein Cbl-Tyrosinkinase-bindendes (c-Cbl) Motiv, welches eine 

obligatorische Tyrosin-Phosphorylierungsstelle (Tyr55 in Sprouty2) enthält, sowie ein 

serinreiches Motiv (SRM). Das Cbl-Tyrosinkinase-bindende Motiv ist über die 

Konsensussequenzen NxY(p) oder RY(p) für die Bindung an Rezeptor- und nicht-Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen essenziel (Edwin et al. 2009; Guy et al. 2009; Ng et al. 2008).  

 

 

Abbildung 8: Aufbau und Interaktionen von Sprouty Proteinen.   

Die Ubiquitin-Ligase Cbl bindet an den N-Terminus von SPRY (Y55/Tyr55), während die 
Tyrosinphosphatase SHP2 und die Raf-Kinase an die cysteinreiche Domäne (CRD, auch bekannt als 
Sprouty) binden. Bindemotiv PxxPxR am äußersten C-Terminus für die Bindung von SH3-Domänen. 
CDR: lila, SRM: pink, cbl TKB: rot, PxxPxR-Motiv: türkis (verändert nach Guy et al. 2009). 

 

Gain- und Loss-of-Function-Studien in Maus, Xenopus und im Zebrafisch (Thisse und Thisse 

2005) haben gezeigt, dass Spouty ein Antagonist der FGF-Signalübertragung ist. Dabei 

reguliert Sprouty die Zellproliferation und -differenzierung, die Sortierung aktivierter Rezeptor-

Tyrosin-Kinasen, das Migrationsverhalten von Zellen (Nutt et al. 2001), die Musterbildung 

(Fürthauer et al. 2004) sowie die Lungen- und Knochenentwicklung (Minowada et al. 1999; 

Mailleux et al. 2001). Spouty Proteine sind zudem negative Regulatoren der MAP-Kinase ERK, 
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können aber auch upstream von Ras (Casci et al. 1999; Hanafusa et al. 2002) wirken 

beispielsweise als Interaktionspartner von Grb2, FRS2 oder Shp2 (Dikic und Giordano 2003; 

Edwin et al. 2009; Guy et al. 2009; Thisse und Thisse 2005).  

Die Inhibierung des Erk1/2-Signalwegs erfolgt über das PxxPxR-Motiv im C-Terminus von 

Spry2 durch die Bindung an Grb2, wodurch Grb2 von Sos abgekoppelt wird (Lao et al. 2006).  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Spry2 und Spry4 über ein Raf-bindendes Motiv 

in ihrer C-terminalen Domäne direkt an Raf binden und somit die Phosphorylierung von Raf 

an Ser338 durch die Raf-Kinase PKCg inhibieren (Sasaki et al. 2003). 

 

 

 

1.3 Hydra  vulgaris  als Modellorganismus  

Die FGF-Rezeptoren sind evolutionsgeschichtlich bereits im Stamm der Nesseltiere 

(Cnidaria), der Schwestergruppe der Bilateria zu finden. Bei dem Süßwasserpolyp Hydra 

vulgaris aus dem Stamm der Cnidaria ist die FGFR-Signaltransduktion unter anderem für 

Musterbildungsprozesse, Entwicklung, Morphogenese und Regeneration essentiell. Im 

folgenden Kapitel wird Hydra vulgaris als Modellorganismus vorgestellt und ihre 

charakteristischen Merkmale beschrieben. Studien an dem Modellorganismus Hydra vulgaris 

helfen dabei, den evolutionären Aspekt der FGFR-Signaltransduktion zu untersuchen. 

 

 

1.3.1 Bauplan der Hydra 

Hydra ist Teil des Stamms der Cnidaria, welcher sich vor >600 Millionen Jahren von der 

Hauptlinie der Tiere abgespalten hat und als Schwestergruppe der Bilateria gilt (Bertrand et 

al. 2014; Holstein 2023; Klimovich und Bosch 2018; Rebscher et al. 2009). In Martínez et al. 

2010 konnte der geschätzte Zeitraum der Ursprung der Hydra-Radiation auf vor 64 bis 45 

Millionen Jahre festgelegt werden. 

Durch genomische und phylogenomische Analysen konnte gezeigt werden, dass der Bauplan 

der Cnidaria vor der kambrischen Explosion festgelegt wurde (Holstein 2023; Philipp et al. 

2009). Die evolutionäre Verzweigung der Cnidaria erfolgte vor der Entstehung des Mesoderms 

ï des dritten Keimblattes ï und damit der Bilateria. Somit ist Hydra, wie alle Cnidaria, 

diploblastisch (Klimovich und Bosch 2018).  

Der Körper der Hydra ist radiärsymmetrisch. Die Körpersäule ist zylindrisch geformt und kann 

in die Regionen Kopf, Körpersäule, Stiel und Fuß eingeteilt werden. Der Kopf liegt am apikalen 

Ende der Hydra. Am Kopf befinden sich das Hypostom mit der Mundöffnung und die Tentakel. 

Die Tentakel sind beweglich und kontraktil und werden für die Feindabwehr und den Beutefang 
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benötigt. Der Fuß mit der Basalscheibe bildet das basale Ende der Hydra. Die Zellen der 

Basalscheibe produzieren ein lösliches Chitingel womit sich die Hydra an Oberflächen heften 

kann (Seabra et al. 2022). Im unteren Drittel der Körpersäule liegt die Knospungszone 

(Martínez und Bridge 2012). 

Als Diploblast besitzt Hydra zwei Zellschichten ( 

Abbildung 9), das Ektoderm (ektodermale Epithelmuskelzellen) und das Endoderm bzw. 

Gastroderm (endodermale Epithelmuskelzellen). Diese beiden Zellschichten sind für die Zell-

Zell Adhäsion und Kommunikation verantwortlich sowie für die Kontraktion und Synthese der 

extrazellulären Matrix, die Mesogloea genannt wird (Martínez und Bridge 2012; Holstein 2023; 

Storch und Welsch 2014). Der Zell-Zell Kontakt zwischen dem Ektoderm und dem Endoderm 

wird durch kleine Poren in der Mesogloea möglich (Aufschnaiter et al. 2011; Sarras 2012). Die 

Kontraktion der Hydra wird durch Myoneme ermöglicht, die sich auf der basalen Seite der 

Epithelmuskelzellen befinden. Dabei verlaufen die Myoneme der ektodermalen 

Epithelmuskelzellen in Längsrichtung und die Aktomyosinfortsätze der endodermalen 

Epithelmuskelzellen zirkulär (Aufschnaiter et al. 2017; Holstein 2023; Technau und Steele 

2011). Die endodermalen Epithelmuskelzellen sind zudem für die Nahrungsverdauung 

zuständig (Campbell 1967; Holstein et al. 1991; Holstein 2023). Die ektodermalen 

Epithelmuskelzellen der Tentakel, die mit Nematocyten bestückt sind, sind speziell 

abgewandelt und werden Batteriezellen genannt. Die Nematocyten lassen sich von 

Batteriezellen in Einstülpungen der Zellmembran aufnehmen.  
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Abbildung 9: Diploblastische Organisation bei Hydra.   

Die Hydra besitzt eine zweischichtige zelluläre Organisation (diploblastisch). Das Ektoderm (grün) und 
das Endoderm (rosa) sind durch die Mesogloea (grau) getrennt. Die Epithelmuskelzellen sind mit 
Myonemen (rot) auf der basalen Seite ausgestattet. Die Myoneme verlaufen beim Ektoderm in 
Längsrichtung und beim Endoderm zirkulär. Die interstitiellen Zellen befinden sich zwischen den 
Epithelmuskelzellen. Zu den interstitiellen Zellen gehören Stammzellen und reife Zellen für sensorische 
und ganglionäre Neurone (violett), Nematoblasten und Nematocyten sowie Drüsenzellen (blau) 
(verändert nach Technau und Steele 2011). 

 

Hydra besitzt vier Stammzelllinien (Holstein 2023), zwei Stammzelllinien für die ektodermalen 

und endodermalen Epithelmuskelstammzellen, sowie zwei Stammzelllinien für die 

multipotenten interstitiellen Stammzellen. Die Stammzelllinien sind in der Körpermitte 

anzutreffen und können sich kontinuierlich erneuern, auch unter schlechten Bedingungen wie 

beispielsweise Hunger. Dabei werden die ektodermalen und endodermalen 

Epithelmuskelstammzellen der Körpersäule alle vier Tage und die interstitiellen Stammzellen 

alle 1,5 Tage erneuert (Campbell und David 1974; David und Campbell 1972; Martínez und 

Bridge 2012). Die interstitiellen Stammzellen sind in die Zwischenräume (Interstitien) der 

Epithelmuskelzellen eingebettet und sind in der Lage vom Ektoderm zum Endoderm zu 

wandern. (Holstein 2023; Martínez und Bridge 2012; Schmidt und David 1986). Die interstitielle 

Stammzelllinie differenziert zu verschiedenen Unterlinien mit proliferierenden Vorläufern, den 

Neuronen, verschiedene Typen von Nervenzellen (Dupre und Yuste 2017), bestimmte 

Drüsenzellen und den Gameten, Eizellen und Spermien (Bode und David 1978; Holstein 2023; 

Martínez und Bridge 2012). Die Vorläuferzellen wandern, ausgehend von der Körpermitte, 

aktiv zu ihren endgültigen Zielen in Richtung des Kopfes, der Tentakel sowie in den Fuß und 

in die sich neu bildenden Knospen (Anton-Erxleben et al. 2009; Campbell 1967; Martínez und 

Bridge 2012). Während der aktiven Wanderung sind die Zellcluster in Einzelzell-Transkriptome 

gut erkennbar (Siebert et al. 2019). Die Migration kann dabei aktiv, wie bei den interstitiellen 

Zellen und ihren differenzierten Nachkommen oder, im Fall der ekto- und endodermalen 

Zellen, passiv durch einen Gewebestrom verlaufen. Durch kontinuierliche Proliferation der 

Epithelmuskelzellen wird ein Gewebestrom in Richtung der sich neu bildenden Knospen und 

zu den Enden erzeugt, wo die Zellen abgestoßen werden (Campbell 1967; Holstein 2023). 

Darüber hinaus ist zu erwähnen, dass Hydra aufgrund ihrer hohen Regenerationskapazität als 

Modellsystem für die Erforschung der Prinzipien der Regeneration verwendet wird. Hydra 

regeneriert mittels Morphallaxis, dabei wird keine Proliferation und kein Wachstum erfordert 

(Agata et al. 2007; Bode 2003; Martínez und Bridge 2012; Vogg et al. 2019).  
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Abbildung 10: Dynamik und Stammzelldifferenzierung in Hydra .  

Hydra besitzt vier Stammzelllinien (Holstein 2023). Die zwei Stammzelllinien für die ektodermalen und 
endodermalen Epithelmuskelstammzellen der Körpersäule (gelb) wandern durch einen Gewebestrom 
in Richtung der Tentakel und der Basalscheibe und differenzieren terminal zu Batterie- und 
Fußscheibenzellen (blau). Die zwei Stammzelllinien (in der Abbildung nur als eine dargestellt) der 
multipotenten interstitiellen Stammzellen differenzieren zunächst in verschiedene, oft aktiv wandernde 
Vorläuferzellen und anschließend in Neurone, Nematocyten, Drüsenzellen oder Gameten (Eizellen und 
Spermien) (verändert nach Martínez und Bridge 2012). 

 

 

1.3.2 Die Reproduktion der Hydra 

Hydra kann sich sexuell und vegetativ fortpflanzen. Die Bedingungen, die die Bildung von 

Spermien und Eiern aus ihren Stammzellinien auslösen, sind noch nicht vollständig geklärt. 

Bei einigen Arten kann durch schlechte Lebensbedingungen wie zu niedrigen Temperaturen 

(Hydra oligactis) oder Hunger (Hydra vulgaris) ausgelöst werden. Weibliche Hydra vulgaris 

bilden ein einzelnes Ei an der Körpersäule, wohingegen männliche Hydra vulgaris mehrere 

Testes ausbilden. Hydra besitzt kein Larvenstadium zwischen Embryo und Polyp. Der Embryo 

vollendet seine Entwicklung innerhalb einer Kutikula, aus der nach einer Ruhephase von 

Wochen bis Monate ein voll ausgebildeter Polyp schlüpft (Fraune et al. 2010; Technau und 

Steele 2011; Martin et al. 1997). Sexuelle Reproduktion wurde zur Erzeugung von stabilen 

transgenen Hydra vulgaris (AEP) genutzt (Wittlieb et al. 2006). 

Die vegetative Reproduktion durch Knospung wird bei Hydra im Gegensatz zur sexuellen 

Reproduktion vorrangig genutzt. Die Knospen entstehen in der Knospungszone der Hydra 

(Abbildung 10) im unteren Drittel der Körpersäule (Martínez und Bridge 2012; Otto und 

Campbell 1977; Storch und Welsch 2014; Technau und Steele 2011)). Für die Bildung der 
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Knospe wird das Körpergewebe des Elterntiers verwendet. Die Knospe entwickelt sich nach 

vier Tagen zu einem vollständigen Polyp und löst sich vom Elterntier. Es gibt 10 

Knospenstadien, die in drei Phasen unterteilt sind (Abbildung 11). In der ersten Phase, der 

Initiationsphase verdickt sich das Ektoderm an der Stelle, an der sich die Knospe bildet. Zellen 

des Endoderms schieben sich durch Bildung einer Spitze nach. Die Initiationsphase umfasst 

die Knospenstadien 1 bis 3. Während der zweiten Phase, der Elongationsphase, vergrößert 

und verlängert sich die Knospe und bildet erste Tentakelrudimente. Die Elongationsphase 

umfasst die Stadien 4 bis 7. In der letzten Phase, der Ablösephase bilden sich die Tentakel 

der Knospe vollständig aus und das Gewebe zwischen Elterntier und Knospe schnürt sich ein. 

Im Knospenstadium 9 entwickelt sich die Basalscheibe der Knospe. Abschließend, in Stadium 

10, löst sich die Knospe vom Elterntier ab (Otto und Campbell 1977), es bleibt ein zentraler 

Porus in der Basalscheibe bestehen. Die Ablösephase beinhaltet die Knospenstadien 8 bis 

10. Die Initiierung und Evagination von Knospen ist von dem kanonischen und 

nichtkanonischen Wnt-Signalen abhängig (Hobmayer et al. 2000; Philipp et al. 2009). Die 

Grenzbildung zwischen Elterntier und Knospe erfolgt durch das Zusammenspiel von FGFR- 

und Notch-Signalgebungen (Münder et al. 2010; Prexl et al. 2011). Der FGF-Rezeptor 

ĂKringelchenñ ist f¿r das Ablºsen der Knospen essentiell (Hasse et al. 2014; Sudhop et al. 

2004). Aktuelle Daten deuten darauf hin, dass der RAS/MEK/ERK Signalweg ein downstream 

Signalweg von Hydra-Kringelchen ist, der das Timing steuert. Die Knospenablösung wird 

durch die Inhibierung der ERK Phosphorylierung verzögert (Hasse et al. 2014). Während der 

Knospenablösung wird darüber hinaus die Formveränderung der Zellen durch Umbildung des 

Aktin-Zytoskeletts durch den FGFR- und Rho-ROCK-Myosin II Signalweg reguliert. Nur durch 

die Formänderung kann Ablösung final stattfinden (Holz et al. 2017; Holz et al. 2020). 
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Abbildung 11: Die Knospenstadien von Hydra .  

Die schematische Darstellung zeigt die 10 Knospenstadien der Hydra, welche in 3 Phasen unterteilt 
sind. Die Knospenstadien 1 bis 3 befinden sich in der Initiationsphase. In dieser Phase verdickt sich das 
Ektoderm an der Stelle, an der sich die Knospe bildet. Zellen des Endoderms schieben sich durch 
Bildung einer Spitze nach. Die Knospenstadien 4 bis 7 befinden sind Teil der Elongationsphase. 
Während der Elongation vergrößert und verlängert sich die Knospe und bildet erste Tentakelrudimente. 
Knospenstadien 8 bis 10 kennzeichnen die Ablösephase. Die Tentakel bilden sich vollständig aus und 
das Gewebe zwischen Elterntier und Knospe schnürt sich ein. Der Tochterpolyp entwickelt eine 
Basalscheibe und Fuß und löst sich anschließend vom Elterntier ab (verändert nach (Otto und Campbell 
1977).  
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1.3.3 Der FGFR Signalweg in Hydra 

Unsere AG hat bis 2015 sechs Fibroblasten-Wachstumsfaktoren bei Hydra identifiziert: 

HvFGF1/2 (Dissertation Sudhop 2006), FGF-a, FGF-b, FGF-c, FGF-e und FGF-f (Lange et al. 

2014; Dissertation Lange 2016). In 2024 sind fünfzehn FGFs bekannt (Ohler et al., zur 

Begutachtung eingereicht). Des Weiteren wurden zwei kanonische Rezeptoren FGFRa 

(Kringelchen) (Hasse et al. 2014; Sudhop et al. 2004), FGFRb (Rudolf et al. 2013; Suryawanshi 

et al. 2020) und einen nicht-kanonischen FGFRL1, dem die Transmembran- und intrazelluläre 

Domäne fehlt (Dissertation Lange 2016), beschrieben. Wie die FGFR der Bilateria besitzt der 

FGFRa eine N-terminale Signalsequenz, drei extrazelluläre Ig-ähnliche Schleifen, eine saure 

Region zwischen IgI und IgII, eine Transmembrandomäne sowie eine intrazelluläre Domäne 

mit einer gespaltenen Tyrosinkinase-Domäne. Anzumerken ist, dass die Ig-ähnliche Schleife 

IgIII nicht über Disulfidbrücken stabilisiert wird, sondern mit großer Wahrscheinlichkeit über 

hydrophobe Wechselwirkungen zusammen gehalten wird (Sudhop et al. 2004). Die FGFR-

Signaltransduktion ist bei Hydra für die Knospenablösung essentiell (Hasse et al. 2014; Holz 

et al. 2017; Holz et al. 2020; Sudhop et al. 2004). Mindestens FGFRa ist für die Ablösung der 

Knospe entscheidend, indem der Rezeptor die Grenzbildung und die Gewebeverengung in 

den späten Knospenstadien kontrolliert (Hasse et al. 2014; Holz et al. 2017; Holz et al. 2020; 

Sudhop et al. 2004). Durch RNAi Funktionsverluststudien und die anschließende 

Untersuchung der Veränderung von Anteilen unterschiedlicher Zelltypen in 

Einzelzellpräparaten (Mazeraten) nach siRNA Knockdown wurden Hinweise gewonnen, die 

vermuten lassen, dass FGFRa möglicherweise eine Funktion in der Neuronentwicklung 

übernimmt und FGF-c möglicherweise an der Differenzierung von I-Zellen beteiligt ist 

(Dissertation Reichart 2020). 

Da die FGF/R Signalwege denen der Vertebraten stark gleicht, wurde in unserer AG in der 

aktuellen Studie (Suryawanshi et al. 2020) cDNA Sequenzen aus Bilateria untersucht und 

bekannte downstream Signalelemente der FGFR-Signaltransduktion in Hydra identifiziert. Zu 

diesen Signalelementen gehörten die Adaptoren Grb2 und Crkl, die Protein-Tyrosin-

Phosphatase Shp2/Csw und der Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos2. 

Expressionsanalysen ergaben dabei, dass die genannten Signalelemente ab Knospenstadium 

6/7 an der Knospenbasis wie FGFRa und FGFRb transkriptionell hochreguliert wurden. Das 

Homolog des Drosophila Dockingelements Dof wurde nur im oberen Körperdrittel und nicht an 

der Knospenbasis exprimiert. Das Dockingelement Frs2 konnte in Hydra nicht nachgewiesen 

werden. Da die transkriptionelle Hochregulierung dieser Dockingelemente fehlt, ist zu klären, 

ob die FGFR-Signalübertragung in Hydra eines der aus Bilateria bekannten Dockingproteine 

benötigt (Abbildung 12) oder ob die Adaptoren Grb2 und Crkl eine Dockingfunktion, wie unter 

anderem Grb2 (SEM-5) bei C. elegans (Lo et al. 2010), übernehmen. Zusätzlich wurde in der 

Dissertation Suryawanshi 2017 ein bekannter Inhibitor des FGFR-Signalweges, Spry, 
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untersucht. Von den vier Hydra Spry Homologen ist eines, spry2, an der Knospenbasis 

hochreguliert und wird mit FGFRa koexprimiert.  

 

Abbildung 12: Downstream  Signalelemente des FGFR -Signalwegs.   

(A) Expressionsmuster von FGFRa und den in Bilateria bekannten downstream Signalelementen Grb2, 
Sos, Shp2/Csw und Crkl. Alle Signalelemente zeigen eine transkriptionellen Hochregulierung an der 
Knospenbasis auf. (B) Der Inhibitor Spry2 wird an der Knospenbasis ebenfalls transkriptionell 
hochreguliert. (C) Modell eines hypothetischen FGFR-Signalweges in Hydra. Die Funktion der 

Dockingelemente sind noch unbekannt (verändert nach Suryawanshi et al. 2020). 
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1.4 Untersuchung der Funktion der downstream  

Signalelemente von FGFRa in Hydra  

Um das Verständnis der Evolution des FGF/R Signalwegs in Hydra zu erweitern, wurden die 

downstream Signalelemente der FGFR-Signaltransduktion untersucht. In den folgenden 

Unterkapiteln werden die Methoden der RNA-Interferenz und des Hefe-2-Hybrid-Systems zur 

funktionellen Untersuchung von Genen und Proteinen vorgestellt sowie das Ziel des 

Promotionsprojekts wird vorgestellt.  

 

1.4.1 Die Untersuchung von Gen-Funktionen mittels RNAi 

RNAi (RNA-Interferenz) ist eine einfache und effiziente Möglichkeit, die Expression eines 

bestimmten Gens zu hemmen (Knockdown) und ermöglicht die Aufklärung der Funktionen von 

Proteinen, die bisher unbekannt sind (Loss-of-Function, Funktionsverluststudien), da in vielen 

Fällen nur die DNA-Sequenz bekannt ist (Kurreck 2009). Zur Validierung von Genfunktionen 

wird synthetische small interfering RNA (siRNA) verwendet.  

Im Jahr 1999 konnte durch Lohmann et al. erstmals die Elektroporation von Double-stranded 

RNA als ein erfolgreicher Knockdown-Ansatz in dem früher gentechnisch nicht zugänglichen 

Modellorganismus Hydra demonstriert werden (Lohmann et al. 1999). In Lommel et al. 2017 

wurde ein Knockdown-Ansatz etabliert, der auf RNAi-Anwendungen in Hydra basiert (Bosch 

et al. 2002; Lohmann und Bosch 2000; Lohmann et al. 1999), aber siRNAs für die RNA-

Interferenz verwendet (Watanabe et al. 2014). Durch die Verfeinerung der Bedingungen für 

die Elektroporation konnte ein robustes Protokoll etabliert werden, um einen Knockdown der 

Ziel-RNA in Hydra mit minimaler Gewebeschädigung zu erzeugen. Aufgrund der Qualität des 

Knockdown-Ansatzes von (Lommel et al. 2017) wurde die siRNA Elektroporation als Methode 

der Wahl für die Untersuchung der Signalelemente downstream von Hydra FGFRa verwendet.  

 

 

1.4.2 Untersuchung von Protein-Interaktionen mittels Hefe-2-Hybrid-
System 

Mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems (Yeast Two-Hybrid, Y2H) können interagierenden 

Proteinen in lebenden Hefezellen detektiert werden. Das Y2H System wurde erstmals 1989 

beschrieben (Fields und Song 1989).  

Zur Untersuchung einer Protein-Protein-Interaktion werden nach Fields und Song 1989 die 

beiden Proteine von Interesse X und Y an die DBD (DNA-Bindungsdomäne) bzw. die AD 

(Aktivierungsdomäne) von Gal4 fusioniert. In einem ersten Konstrukt, dem sogenannten 

ĂKºderñ (englisch "Bait"), wird Protein X an den N-terminalen Teil von GAL4 fusioniert. Der 
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Köder enthält die DBD von Gal4 (GAL4DBD). In einem zweiten Konstrukt, der sogenannten 

ĂBeuteñ (englisch "Prey"), wird Protein Y an den C-terminalen Teil von Gal4 fusioniert. Die 

Beute enthält die AD von Gal4 (GAL4AD). 

Bei der Interaktion zwischen X (Bait) und Y (Prey) wird der funktionelle Transkriptionsfaktor 

Gal4 rekonstruiert und ermöglicht die Expression eines Reporter-Gens. Dabei rekrutiert Gal4 

die RNA-Polymerase II, was zur Transkription eines GAL1-lacZ-Fusionsgens führt. Das lacZ 

Reporter-Gen kodiert für das Enzym Beta-Galaktosidase, wodurch die Hefezellen bei der 

Verwendung eines kolorimetrischen Substrats markiert werden (Brückner et al. 2009; Fields 

und Song 1989). 

 

 

1.4.3 Ziel des Projekts  

Ziel meiner Promotionsarbeit war es, am Modellsystem des Süßwasserpolypen Hydra, die 

downstream Signalelemente der FGFR-Signaltransduktion funktionell zu untersuchen und 

damit einen Beitrag zum Verständnis der Evolution dieses Signalwegs zu leisten. Bei Hydra 

ist die FGFR-Signaltransduktion für Musterbildungsprozesse während der Knospung und 

eventuell Zelldifferenzierung essentiell. Unklar ist, über welche intrazellulären Signalelemente 

die Signaltransduktion des FGF/R Signals in das Zellinnere erfolgt. Basierend auf der Studie 

von (Suryawanshi et al. 2020), in der potentielle Kandidaten für Docking- und Adapter-Proteine 

eines FGFR/RAS/MAPK Signalweges in Hydra identifiziert und als mit FGFRa und FGFRb 

koexprimiert erkannt wurden, sollte das Ziel über die folgenden methodischen 

Herangehensweisen erreicht werden. 

Um die Funktion der potentiellen downstream Signalelemente zu untersuchen, wurden in 

meinem Promotionsprojekt (a) Protein-Protein Interaktionsstudien im Hefe-2-Hybrid-System 

durchgeführt, um die Rolle von Grb2 und Crkl als mögliche FGFRa Dockingproteine zu 

analysieren, (b) siRNA-basierte mRNA Knockdowns durchgeführt, um die Auswirkungen eines 

reduzierten mRNA-Levels der downstream Signalelemente zu ermitteln sowie (c) 

Koexpressionsanalysen durchgeführt, um zu überprüfen, ob die downstream Signalelemente 

mit fgfra während der Knospung kolokalisieren. Darüber hinaus wurde (d) ein potentieller 

neuer FGF-Rezeptor charakterisiert. 
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2 Material  

Chemikalien des allgemeinen Laborbedarfs und jene, die für die Herstellung von Puffern, 

Lösungen und Nährmedien genutzt wurden, wurden in p. a. (pro analysi) Qualität verwendet 

und nicht weiter spezifiziert. Materialien des allgemeinen Laborbedarfs sowie die 

Grundausstattung eines molekularbiologischen Labors wurden ebenfalls nicht weiter 

spezifiziert. Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle Lösungen mit Milli-Q® Reinstwasser 

hergestellt. 

 

2.1 Material für Hydra -Methoden  

2.1.1 Hydra Stämme 

 

Tabelle 1: Liste der verwendeten Hydra  Stämme  

Name Beschreibung  Referenz  

Hydra magnipapillata wt105 
Ursprünglich aus einem Sumpf in 
Mishima, Japan 

Hydra Genom-Projekt 
Chapman et al., 2010 

Hydra vulgaris AEP  (Wittlieb et al. 2006) 

 

 

2.1.2 Haltung der Hydren  

Hydra-Medium Stammlösung 1 (1000x) 

 

Hydra-Medium Stammlösung 2 (100x) 

 

 

Hydra-Medium (HM), pH 7,4 

42,18 g/L CaCl2 

 

8,116 g/L MgSO4 7H2O, 4,238 g/L NaHCO3, 1,096 g/L 
K2CO3  

 

10 ml/L Stammlösung 1, Wasserzugabe, dann 100 ml/L 
Stammlösung 2 

Künstliches Meerwasser 1 kg Tropic MarinPro-Reef Meersalz in 30 L, pH 8-8,5 

Artemia salina Ocean Nutrition, Erdmann Spezial-Tiefkühl-
Zierfischfutter-Versand 

 

 

2.1.3 Fixierung von Hydra 

Paraformaldehyd (PFA) 4 % [w/v] in Hydra-Medium 

Urethan 2 % [w/v] in Hydra-Medium, sterilfiltriert 
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2.1.4 Elektroporation von Hydra 

Elektroporator Square Pulser Fischer, Heidelberg, Square pulser (prototype 1998) 

Elektroporationsküvette BioRad 

Transfektionsansatz 3 µM siRNA in RNase-freiem Wasser 

Dissoziationsmedium  
nach (Gierer et al. 1972) 

3,6 mM KCl, 6 mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 6 mM Na-Citrat, 
6 mM Pyruvat, 6 mM Glukose, 12,5 mM TES pH 6,9, 0,05 
g/L Rifampicin, 0,10 g/L Phenol-Rot 

Recovery-Medium 80 % Hydra-Medium, 20 % Dissoziationsmedium 

 

 

2.1.5 siRNA Duplexe 

Die verwendeten siRNA Duplexe wurden von Eurogentec Deutschland GmbH (Köln) in RP-

HPCL Qualität bezogen. In der folgenden Tabelle sind die Sequenzen des Sense- und 

Antisensestrangs in 5'Ÿ3'- Richtung angegeben. 

 

Tabelle 2: Liste der verwendeten siRNA Duplexe  

siRNA Duplex  Sense Sequenz  Antisense Sequenz  Verwendung/ Referenz  

crkl_1 
5ô CUCAGGAGAUCAA
AGUCAA dTdT 

5ô UUGACUUUGAUCU
CCUGAG dTdT crkl Knockdown,  

NCBI: XM_047268684.1 
crkl_2 

5ô GAAGGAAUGAUUC
CUGCAA dTdT 

5ô UUGCAGGAAUCAU
UCCUUC dTdT 

fgfra_1 
5ô CAGAGCCAGUUAA
UUAUAU dTdT 

5ô AUAUAAUUAACUGG
CUCUG dTdT 

fgfra Knockdown;  
NCBI: NM_001309765.1, 
Dissertation Reichart 
2020, Positiv Kontrolle 

grb2_1 
5ô GGUAUUGAAUAUG
ACAGAU dTdT 

5ô AUCUGUCAUAUUC
AAUACC dTdT grb2 Knockdown,  

NCBI: XM_047287166.1 
grb2_2 

5ô GCUUACCUAAUAC
GAGAUA dTdT 

5ô UAUCUCGUAUUAG
GUAAGC dTdT 

shp2_1 
5ô GUCUGGUCCAUCA
UUUGCA dTdT 

5ô UGCAAAUGAUGGA
CCAGAC dTdT shp2 Knockdown,  

NCBI: XM_047271342.1  
shp2_2 

5ô GUUGCAUGAUGUU
AAGGAU dTdT 

5ô AUCCUUAACAUCAU
GCAAC dTdT 

sos2_1 
5ô CAGUGAGGAUAUU
GAUAAU dTdT 

5ô AUUAUCAAUAUCCU
CACUG dTdT Sos2 Knockdown,  

NCBI: XM_047276973.1 
sos2_2 

5ô CUCUGUUCAUGAU
AUUCAA dTdT 

5ô UUGAAUAUCAUGAA
CAGAG dTdT 

spry2_1 
5ô GUCAGGUUUCAGU
AUGUGA dTdT 

5ô UCACAUACUGAAAC
CUGAC dTdT spry2 Knockdown, NCBI: 

XM_002155264.4 
spry2_2 

5ô CAUCUCGUGUUCC
CAGUAA dTdT 

5ô UUACUGGGAACAC
GAGAUG dTdT 

Control siRNA 
duplex pGL2 
luciferase (firefly) 

5ô CGUACGCGGAAUA
CUUCGA dTdT 

5ô UCGAAGUAUUCCG
CGUACG dTdT 

negativ Kontrolle, 

Elbashir et al. 2001 
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2.2 Material für molekulare Klonierungsmethoden  

2.2.1 Oligonukleotide 

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei Sigma-Aldrich oder Eurofins Genomics in HPCL-

Qualität bezogen. Die Angabe der Sequenzen erfolgt in 5ó Ÿ 3ó Richtung. Beigef¿gte 

Enzymschnittstellen sind klein, fett und blau geschrieben, GC-Caps klein und kursiv. Die 

genspezifischen Primer wurden mit Hilfe der annotierten Sequenzen der NCBI GenBank 

(NCBI) sowie der Datenbank des Hydra AEP Genome Projects designt. 

 

Tabelle 3: Liste der vektorspezifische n Sequenzierungsprimer  und der Sonden -Synthese  

Vektorspezifische Sequenzierungsprimer   

Bezeichnung  Sequenz  (5ó Ÿ 3ó) Verwendung/ Referenz  

Sp6 CTATTTAGGTGACACTATAGA 
Sondensynthese, pCRII 
TOPO, pGEM-T 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

Sondensynthese, pCRII 
TOPO, pGEM-T, pGADT7 
AD, pGBKT7 BD 

 

Tabelle 4: Liste der genspezifischen Primer  

Genspezifische Primer  

Bezeichnung  Sequenz  (5ó Ÿ 3ó) Referenz  

Crk-like-fl-fw ATGGCTGATCGTTTGTTTATGTATAGCTG AEPblast: 
HVAEP5.T010160.1 
NCBI: 
XM_065798064.1 

Crk-like-fl-rv CTATATTTGGGTGAAAGATGCCTTCC 

Fw-EcoRI-Crkl ccggaattc ATGGCTGATCGTTTGTTTATGTATAGC 

Rv-BamHI-Crkl cgcggatcc CTATATTTGGGTGAAAGATGCCTTCC 

Csw-fl-fw ATGTCCTTAAAATGGTTTCAC3ô AEPblast: 
HVAEP3.T006963.1 
NCBI: 
XM_065793860.1 

Csw-fl-rv CTACTTATTTTTTGAGTTGGATG3ô 

HvAEP_Csw-EcoRI-Fw-24 ccggaattc ATGTCCTTAAAATGGTTTCAC 

HvAEP_Csw-BamHI-Rv-24 cgcggatcc CTACTTATTTTTGGAGTTGGATG 

Fw-EcoRI-FGFRa ccggaattc ATGATATCAGATTGGTGTGTTG NCBI: 
NM_001309765.1 Rv-BamHI-FGFRa cgcggatcc TTAAGAAACTGCATAGTGACTAAG 

Grb2-fl-fw ATGGAGGCTATTGCCCTTCAC AEPblast: 
HVAEP8.T013756.1 
NCBI:  
XM_065802260.1 

Grb2-fl-rv TCAACGAGTTGCAATAAGTTGTATATAATTG 

Fw-EcoRI-Grb2 ccggaattc ATGGAGGCTATTGCCC 

Rv-BamHI-Grb2 cgcggatcc TCAACGAGTTGCAATAAGTTG 

HvAEP_Spry-fl_fw ATGTATAAAGACCAAGAAGATATTG AEPblast: 
HVAEP3.T007012.1 
NCBI: 
XM_065793920.1 

HvAEP_Spry-fl_rv TTAAAGTTCGTCGTGAACTAATG 

Spry-Fw-EcoRI ccggaattc ATGTATAAAGACCAAGAAGATATTG 

Spry-Rv-BamHI cgcggatcc TTAAAGTTCGTCGTGAACTAATG 

HvAEP3.T006530.1_26.1_fw ATGATATCAGATTGGTGTGTT 
AEPblast: 
HVAEP3.T006530.1 
NCBI: 
XM_065793407.1 

HvAEP3.T006530.1_fl_rev TCAAGAAACTACTTGGTAATTA 

30.1_mitte_fw GAGAAAGGCCAGAGAAGAGG 

30.1_mitte_rv CCTCTTCTCTGGCCTTTCTC 
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2.2.2 Vektoren 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Vektoren  

Vektor  Größe Beschreibung  Referenz  

pCRII-TOPO 3,9 kb 
Klonierungsvektor, Klonierung von PCR 
Produkten mit 3ó ¦berhªngen, Ampicillin 
Resistenz, Sp6- und T7-Promotor Region 

Invitrogen by Thermo 
Scientific 

pGADT7 AD 8 kb 
Hefevektor, enthält die Gal4 Aktivierungs-
domäne und einen HA-Anhang, LEU2 
Auxotrophie Marker, Ampicillin Resistenz 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid System, 
Clontech 

pGBKT7 BD 7,3 kb 
Hefevektor, enthält die Gal4 DNA-Binde-
domäne und einen c-Myc-Anhang, TRP1 
Auxotrophie Marker, Kanamycin Resistenz 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid System, 
Clontech 

Die Vektorkarten der verwendeten Vektoren sind im Anhang A 1, A 2 und A 3 einzusehen  

 

 

2.2.3 Enzyme 

Restriktionsenzyme und Puffer Thermo Scientific 

T4 DNA-Ligase und Puffer Thermo Scientific 

Hot Start Taq DNA Polymerase und Puffer New England Biolabs 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase und Puffer New England Biolabs 

Easy-A Hi-Fi Cloning Enzyme und Puffer Agilent 

 

 

2.2.4 DNA-Marker und Färbemittel 

TriTrack DNA Loading Dye (6X) Thermo Scientific 

GeneRuler 1 kb Plus DNA-Leiter Thermo Scientific 

GeneRuler DNA-Leiter  Thermo Scientific 

GelRed Nucleic Gel Stain 10,000X Biotium 

 

 

2.2.5 Antibiotika 

Tabelle 6: Liste der verwendeten Antibiotika für die  molekulare Klonierung  

 Konzentration der Stocklösung  Arbeitskonzentration  

Ampicillin (Amp) 50 mg/ml Amp in MilliQ-H2O 100 ɛg/ml  

Kanamycin (Kan) 30 mg/ml Kan in MilliQ-H2O   30 µg/ml 
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2.2.6 Nährmedien für Bakterien (Escherichia coli) 

LB-Medium 25 g/L LB-Medium, autoklaviert 

LB-Platten 25 g/L LB-Medium, 15 g/L Select Agar, autoklaviert 

SOB-Medium 20 g/L Pepton, 5 g/L Hefe, 0,58 g/L NaCl, 0,19 g/L 
KCl, autoklaviert 

SOC-Medium 0,01 M MgCl2 (sterilfiltriert), 0,01 M MgSO4 
(sterilfiltriert), 0,02 M Glukose (sterilfiltriert) in 
SOB-Medium 

 

 

2.2.7 Bakterienstämme 

Tabelle 7: Liste der verwendeten Bakterienstämme  

Bakterienstamm  Beschreibung  

Escherichia coli DH5a F- ű80lacZȹ M15 ȹ (lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rKï mK+) phoA supE44 ɚ- thi-1 
gyrA96 relA1 

chemisch kompetenter Klonierungsstamm 

One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli F- mcrA ȹ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ū80lacZȹM15 
ȹlacɉ74 recA1 araD139 ȹ(ara-leu)7697 galU 
galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

chemisch kompetenter Klonierungsstamm 

 

 

2.2.8 Kits 

QuickPrepÊ Micro mRNA Purification Kit GE Healthcare 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific 

Monarch DNA Gel Extraction Kit New England Biolabs 

TOPOÊ TA CloningÊ Kit, Dual Promoter Invitrogen by Thermo Scientific 

NucleoSpin Plasmid (NoLid) Kit Macherey-Nagel 

GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific 

 

2.2.9 Lösungen und Puffer 

Agarosegel, 1 % 1 % Agarose in 1x TAE mit 8 µl/100ml GelRed 

dNTP-Mix  10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP 

TAE-Puffer, 50x  242 g/L Tris, 57,1 ml/L Essigsäure, 100 ml/L 0,5 M EDTA 
(pH 8), autoklaviert 

TAE-Puffer, 1x 20 ml/L 50x TAE in MilliQ-H2O 
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2.2.10 DNA-Konstrukte  

Tabelle 8: DNA-Konstrukte, die in dieser Arbeit generiert und verwendet wurden  

Konstrukt  Klonierung  Bemerkung / Verwendung  Datenbank/ Referenz  

pCRII-TOPO ï 
HvAEP_crkl 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen von crkl, 
Subklonierung für Y2H mit EcoRI 
und BamHI Schnittstellen, 
Sondensynthese 

AEPblast: HVAEP5.T010160.1 

NCBI: XM_065798064.1 

pCRII-TOPO ï 
HvAEP_csw (shp2) 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen von csw 
(shp2), Subklonierung für Y2H 
mit EcoRI und BamHI Schnitt-
stellen, Sondensynthese 

AEPblast: HVAEP3.T006963.1 
NCBI: XM_065793860.1 

pCRII-TOPO ï 
Hv_fgfra 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen von fgfra, 
Subklonierung für Y2H mit EcoRI 
und BamHI Schnittstellen, 
Sondensynthese 

NCBI: NM_001309765.1 

pCRII-TOPO ï 
HvAEP_grb2 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen von grb2, 
Subklonierung für Y2H mit EcoRI 
und BamHI Schnittstellen, 
Sondensynthese 

AEPblast: HVAEP8.T013756.1 

NCBI: XM_065802260.1 

pCRII-TOPO ï 
HvAEP_spry2 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen von spry2, 
Subklonierung für Y2H mit EcoRI 
und BamHI Schnittstellen, 
Sondensynthese 

AEPblast: HVAEP3.T007012.1 
NCBI: XM_065793920.1 

pGADT7 AD ï 
HvAEP_crkl 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von crkl, Y2H 

AEPblast: HVAEP5.T010160.1 

NCBI: XM_065798064.1 

pGADT7 AD ï 
Hv_fgfra 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von fgfra, Y2H 

NCBI: NM_001309765.1 

pGADT7 AD ï 
HvAEP_grb2 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von grb2, Y2H 

AEPblast: HVAEP8.T013756.1 

NCBI: XM_065802260.1 

pGBKT7 BD ï 
HvAEP_crkl 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von crkl, Y2H 

AEPblast: HVAEP5.T010160.1 

NCBI: XM_065798064.1 

pGBKT7 BD ï 
Hv_fgfra 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von fgfra, Y2H 

NCBI: NM_001309765.1 

pGBKT7 BD ï 
HvAEP_grb2 

EcoRI + 
BamHI 

offener Leserahmen  
von grb2, Y2H 

AEPblast: HVAEP8.T013756.1 

NCBI: XM_065802260.1 

pCRII-TOPO ï 
HvAEP_ FGFRl-x4 
(30.1) 

TA-
Klonierung 

offener Leserahmen  
von 30.1 

AEPblast: HVAEP3.T006530.1 

NCBI: XM_065793407.1 pCRII-TOPO ï 
HvAEP_ FGFRl-x4-
ex (30.1) 

TA-
Klonierung 

Extrazelluläre Domäne  
von FGFRl-x4 (30.1), 
Sondensynthese 
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Tabelle 9: Verwendete DNA -Konstrukte aus anderen Arbeiten  

Die DNA-Konstrukte wurden im Rahmen anderer Arbeiten generiert und in der vorliegenden Arbeit 

verwendet. 

Konstrukt  Bemerkung / Verwendung  Datenbank/ Referenz  

pGEM-T ï hym176 
offener Leserahmen von  
hym176, Sondensynthese 

NCBI: AB018544.1 

pBlueScript - FGFRa 
offener Leserahmen von  
fgfra, Subklonierung  
für pCRII-TOPO 

NM_001309765.1, Sudhop et al. 2004 

pCRII-TOPO - Hm_crkl 
offener Leserahmen von crkl 
Sondensynthese 

NCBI: XM_047268684.1, Masterarbeit 
Sophie von Schwichow 

pCRII-TOPO - Hm_grb2 
offener Leserahmen von grb2 
Sondensynthese 

NCBI: XM_047287166.1, Masterarbeit 
Sophia Engstfeld 

 

 

 

2.3 Material für Hefe -Methoden  

2.3.1 Nährmedien für Hefe (Saccharomyces cerevisiae) 

YPDA Medium 1×0,5 L YPDA Broth Pouch, autoklavieren 

YPDA Platten 1×0,5 L YPDA with Agar Pouch, autoklavieren 

SD -Leu Platten 
1×0,5 L SDïLeu Broth Pouch, 15 g/L Select Agar, 40 µg/ml X-a-Gal, 
autoklavieren 

SD -Trp Platten 
1×0,5 L SDïTrp Broth Pouch, 15 g/L Select Agar, 40 µg/ml X-a-Gal, 
autoklavieren 

Selektionsplatten 1×0,5 L SDïLeu/ïTrp Broth Pouch, 15 g/L Select Agar, autoklavieren 

Induktionsplatten 
1×0,5 L SDïAde/ïHis/ïLeu/ïTrp Broth Pouch, 15 g/L Select Agar,  
40 µg/ml X- -Gal, autoklavieren 

 

 

2.3.2 Zusätze für Nährmedien des Hefe-2-Hybrid-Systems 

Tabelle 10: Liste der Zusätze für Nährmedien des Hefe -2-Hybrid -Systems  

 Konzentration der Stocklösung  Arbeitskonzentration  

Kanamycin (Kan) 30 mg/ml Kanamycin  30 µg/ml 

X-alpha Gal 20 mg/ml in Dimethylformamid (DMF) 40 µg/ml 
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2.3.3 Hefestämme 

Tabelle 11: Verwendeter Hefestamm  

Hefestamm  Genotyp  Reporter  
Transformation  
Marker  

Referenz  

Y2HGold  
(Gold Hefe) 

MATa, trp1-901, leu2-3, 112,  
ura3-52, his3-200, gal4ȹ, gal80ȹ, 
LYS2 : : GAL1UASïGal1TATAïHis3, 
GAL2UASïGal2TATAïAde2  
URA3 : : MEL1UASïMel1TATA  

AUR1-C MEL1  

AbAr, 
HIS3, 
ADE2, 
MEL1  

trp1, leu2  Matchmaker 
Gold Yeast 
Two-Hybrid 
System, 
Clontech 

 

 

2.3.4 Kits 

Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid-System Clontech 

Yeastmaker Yeast Transformation System 2 Clontech 

 

 

2.3.5 Lösungen und Puffer 

1,1× TE/LiAc Lösung 1,1 ml 10× TE Puffer, 1,1 ml 1 M LiAc (10×) ad 10 ml 

PEG/LiAc Lösung 40 % PEG3350, 1× TE Puffer, 1× LiAc 

0,9 % NaCl Lösung 0,9 % [w/v] NaCl, sterilfiltrieren 

Yeastmaker Carrier DNA 10 µg/µl, denaturiert 

DMSO Roth, 100 % 

YPD Plus Medium Yeastmaker Yeast Transformation System 2, Clontech 

 

 

2.3.6 Hefe-Vektoren 

Tabelle 12: Liste der verwendeten Hefe -Vektoren  

Vektor  Größe Beschreibung  Referenz  

pGADT7 AD 8 kb Hefevektor, enthält die Gal4 Aktivierungs-
domäne und einen HA-Anhang, LEU2 
Auxotrophie Marker, Ampicillin Resistenz 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid-System, 
Clontech 

pGBKT7 BD 7,3 kb Hefevektor, enthält die Gal4 DNA-Binde-
domäne und einen c-Myc-Anhang, TRP1 
Auxotrophie Marker, Kanamycin Resistenz 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid-System, 
Clontech 

pGBKT7-53 8,2 kb Kontroll-Plasmid, kodiert für das 
Fusionsprotein aus dem murinem p53 
Protein und der GAL4 DNA-Bindedomäne 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid-System, 
Clontech 

pGBKT7-Lam 7,9 kb Kontroll-Plasmid, kodiert für das 
Fusionsprotein aus dem Lamin und der 
GAL4 DNA-Bindedomäne 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid-System, 
Clontech 

pGADT7-T 9,9 kb Kontroll-Plasmid, kodiert für das 
Fusionsprotein aus dem SV40 großes T-
Antigen und der GAL4 Aktivierungsdomäne 

Matchmaker Gold Yeast 
Two-Hybrid-System, 
Clontech 
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2.4 Material für RNA -Methoden  

2.4.1 Sondensynthese für die in-situ-Hybridisierung 

Digoxigenin-Labelling Mix, 10× 10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 
3,5 mM Dig-11-UTP in DEPC-Wasser 

Fluorescein-Labelling Mix, 10× 10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 
3,5 mM Fluo-12UTP in DEPC-Wasser 

Transkriptionspuffer, 10× Roche 

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Roth 

DEPC-Wasser 400 ɛl/L DECP, ¿ber Nacht einwirken lassen, autoklavieren 

Digoxigenin-11-UTP Roche 

Fluorescein-12-UTP Roche 

LiCl 4 M 

Ribonucleosid-Triphosphat-Set Roche 

SP6 RNA Polymerase Roche 20 U/ɛl 

T7 RNA Polymerase Roche 20 U/ɛl 

Transkriptionsreaktionsansatz 

6 ɛl DEPC-Wasser, 1 ɛl 10Ĭ Transkriptionspuffer, 1 ɛl 10Ĭ 
Labelling Mix, 1 ɛl linearisierte DNA (Insert-PCR, 1:100), 

1 ɛl RNA Polymerase 

 

 

2.4.2 Northern Blot und Dot Blot 

Amersham Hybond-N+ Membran GE Healthcare, Transfermembran 

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragmente Roche, 1:5000 Verdünnung in Waschpuffer 

Anti-Fluorescein-AP Fab Fragmente Roche, 1:5000 Verdünnung in Waschpuffer 

Northern Blot Blocklösung 1 % Blocking Reagenz (Roche) in MAB 

Blocking Reagent Roche 

MAB 
100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl2, pH 7,5 in DEPC-
Wasser, autoklavieren 

MOPS-Puffer (10×) 
0,2 M MOPS, 0,01 M EDTA, 0,05 M Natriumacetat in DEPC-
Wasser, pH 7  

NBT/BCIP-Färbelösung  2% NBT/BCIP in NTM-Färbepuffer 

Northern Blot Gel (1,5%) 
0,75 g Agarose, 36 ml DEPC-Wasser, 5 ml MOPS-Puffer 
(10×), 9 ml Formaldehyd (37 %) 

Northern Blot Laufpuffer 
5 ml MOPS-Puffer (10×), 62,5 ml Formaldehyd (37 %), 252,5 
ml DEPC-Wasser 

Northern Blot Sondenvorbereitung  
4,5 ɛl DEPC-Wasser, 1 ɛl MOPS-Puffer (10×), 3,5 ɛl Form-
aldehyd (37 %), 10 µl Formamid, 1 ɛl RNA Sonde 

NTM-Färbepuffer 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCL pH 9,5, 50 mM MgCl2  

RNA-Ladepuffer (10×) 
50 % Glycerin, 1 mM EDTA (pH 8), 0,4 % Bromphenolblau, 
0,4 % Xylencyanol, sterilfiltrieren 

SSC (20×) / Transferpuffer 
3 M NaCl2, 0,3 M Natriumcitrat, 400 ɛl DEPC, ¿ber Nacht 
einwirken lassen, autoklavieren 

Waschpuffer 100 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl in DEPC-Wasser 

Whatman Saugpapier 3 mm 
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2.4.3 In-situ-Hybridisierung (ISH) 

Albumin Fraktion V (BSA) Roth, protease-free, 100 % 

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragmente Roche, präabsorbiert, 1:2000 in Blocklösung, recyclebar 

Anti-Fluorescein-AP Fab Fragmente Roche, präabsorbiert, 1:2000 in Blocklösung, recyclebar 

EDTA 0,5 M pH 8,0 

Glycin 40 mg/ml DEPC-Wasser 

Hybridisierungslösung 50 % Formamid, 5× SSC, 200 ɛg/ml Torula RNA, 0,1 % 
Tween20, 0,1 % CHAPS, 1× Denhardtôs, 10 mg/ml Heparin 
in DEPC-Wasser 

Essigsäure Anhydrid Roth 

Blocklösung 80 % MAB-B + 20 % Schafsserum 

CHAPS Stammlösung 10 % in DEPC-Wasser, sterilfiltrieren 

Denhardtôs (50Ĭ) 
1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % Ficoll, 1 % BSA in DEPC-
Wasser, sterilfiltrieren 

Formamid 
100 %, deionisiert über Amberlite (Sambrook und Russell 
2001) 

Heparin Stammlösung 10 mg/ml in DEPC-Wasser 

Hybridisierungslösung 
50 % Formamid, 5× SSC, 200 ɛg/ml Torula RNA, 0.1 % 
Tween 20, 0.1 % CHAPS, 1Ĭ Denhardtôs, 10 ɛg/ml Heparin 
in DEPC-Wasser 

MAB 
100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl2, pH 7,5 in DEPC-
Wasser, autoklavieren 

MAB-B MAB, 1 % BSA 

NTM-Färbepuffer 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCL pH 9,5, 50 mM MgCl2  

NTMT-Färbepuffer NTM-Färbepuffer, 0,1 % Tween20 

NBT/BCIP-Färbelösung NTMT-Färbepuffer, 1 mM Tetramisol, 20 µl/ml NBT/BCIP,  

PBS (10×) 
1,5 M NaCl, 0,08 M Na2HPO4-2H2O, 0,02 KH2PO4-H2O, 
400 ɛl/L DECP, pH 7,4. über Nacht einwirken lassen, 
autoklavieren 

PBTw (1×) 10 % PBS (10×) in DEPC-Wasser, 0,1 % Tween20 

Paraformaldehyd (PFA) 4 % in Hydra-Medium 

Proteinase K 
Roche, rekombinant PCR Grad, Stammlösung 10 mg/ml in 
DEPC-Wasser 

Reduzierte Hybridisierungslösung 
50 % Formamid, 5× SSC, 0,1 % Tween20, 0,1 % CHAPS 
in DEPC -Wasser 

Schafsserum 100 %, hitzeinaktiviert 

SSC (20×) 
3 M NaCl2, 0,3 M Natriumcitrat, 400 ɛl DEPC, ¿ber Nacht 
einwirken lassen, autoklavieren 

SSC (2×) 10 % SSC (20×) in DEPC-Wasser 

Natrium Azid Stammlösung 10 %  

Triethanolamin (TEA) 0,1 M in DEPC-Wasser, pH 7,8, sterilfiltriert 

Torula RNA Stammlösung 10 mg/ml in DEPC-Wasser 

Tween20 Stammlösung 10 % in DEPC-Wasser 

Tetramisol 1 M in DEPC-Wasser 
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2.4.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

Lösungen, die bereits in Abschnitt 2.4.3 gelistet wurden, werden hier nicht erneut aufgeführt. 

 

Anti-Digoxigenin-POD Fab Fragmente Roche, präabsorbiert, 1:2000 in Blocklösung, recyclebar 

Anti-Fluorescein-POD Fab Fragmente Roche, präabsorbiert, 1:2000 in Blocklösung, recyclebar 

PBS (1×) 10 % PBS (10×) in DEPC-Wasser 

TSA Plus Cyanine 5 Stammlösung  
PerkinElmer, Cyanine 5 Amplification Reagent in 150 µl 
DMSO 

TSA Plus Cyanine 5 Gebrauchslösung 
TSA Plus Cyanine 5 Stammlösung 1:50 in 1× Plus 
Amplification Diluent 

TSA Plus Fluorescein Stammlösung 
PerkinElmer, Fluorescein Amplification Reagent in 150 µl 
DMSO 

TSA Plus Fluorescein Gebrauchslösung 
TSA Plus Fluorescein Stammlösung 1:50 in 1× Plus 
Amplification Diluent 

Wasserstoffperoxid 30 % Roth 

Glycerin Roth 

ROTI®Mount FluorCare  Roth 

 

 

 

2.5 Internetseiten und Programme  

Tabelle 13: Liste der verwendeten Internetseiten und Programme  

Internetseiten  URL/ Referenz  

National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) GenBank 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/  

NCBI Basic Local Alignment Search 
Tool (BLAST) 

(Altschul et al. 1990) 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

NCBI Conserved Domain Search 
Service (CD Search) 

(Wang et al. 2023) 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 

Hydra AEP Genome Project Portal https://research.nhgri.nih.gov/HydraAEP/  

SMART: A Simple Modular 
Architecture Research Tool 

(Letunic et al. 2021) 

InterProScan (Jones et al. 2014) 

Expasy Translate tool https://web.expasy.org/translate/ 

Expasy Protparam https://web.expasy.org/protparam/  

NetPhos - 3.1 
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/ 

(Blom et al. 1999) 

NEB Tm Calculator https://tmcalculator.neb.com/#!/main 

Sigma-Aldrich OligoEvaluator http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet 

Programme  Referenz  

ClustalX (Larkin et al. 2007) 

Genedoc Nicholas, Karl B. und Nicholas, Hugh B. Jr. 1997  

Fiji (Fiji Is Just ImageJ) (Schindelin et al. 2012) 

ApE-A Plasmid Editor by M. Wayne Davis 

Microsoft Office Microsoft Corporation 
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3 Methoden 

3.1 Hydra  Methoden  

3.1.1 Hälterung von Hydra-Kulturen 

Die Hydra Stämme wurden bei 18 °C in Gerda-Schalen gehalten (Klimovich et al. 2019). Als 

Süßwasserersatz diente das Hydra-Medium. Die Hydren erhielten einen künstlichen Tag-

Nachtrhythmus, der aus 16 h Tag und 8 h Nacht bestand. Die Hydra-Kulturen wurden dreimal 

in der Woche (montags, dienstags, donnerstags) mit Artemia salina gefüttert. 6 h nach der 

Fütterung wurden die Kulturen ausgewaschen, wodurch die verdauten Reste der Artemien 

entfernt wurden. Einmal in der Woche wurden die Hydren in eine saubere Gerda-Schale 

umgesetzt. Dabei wurden die Gerda-Schalen ausgeschabt und mit heißem Leitungswasser 

und VE-Wasser gespült.  

 

 

3.1.2 Anzucht der Futtertiere Artemia salina 

Die Anzucht der Artemien erfolgte bei 18 °C in künstlichem Meerwasser. Dabei wird ein 

Teelöffel Artemien Eier in 1 L künstliches Meerwasser gegeben und belüftet. Die Artemien 

schlüpfen bei 18 °C nach 60 h bis 72 h. Damit das künstliche Meerwasser den Hydren nicht 

schadet, wurden die Artemien vor der Fütterung mit VE-Wasser gewaschen und in Hydra-

Medium umgesetzt.  

 

 

3.1.3 Fixierung von Hydren 

Die zu fixierenden Hydren wurden 24 h vor der Fixierung nicht gefüttert. Zur Betäubung wurden 

die Hydren 1 min mit 2 % Urethan relaxiert. Damit sich die Hydren strecken, wurden sie dabei 

stark belichtet. Daraufhin wurde das Urethan durch einmaliges Waschen mit 4 % PFA 

ausgetauscht. Im Anschluss wurden die Hydren in 4 % PFA über Nacht bei 4 °C auf dem 

Schüttler (50 rpm) inkubiert. Für die in-situ-Hybridisierung wurde das PFA mit 100 % Methanol 

ausgetauscht und mindestens 24 h bei -20 °C inkubiert. Die Hydren wurden in 100 % Methanol 

bei -20 °C gelagert.  
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3.1.4 siRNA vermittelter Knockdown in Hydra durch Elektroporation 

Die Elektroporation ist eine Transfektionsmethode, bei der mittels eines elektrischen Feldes 

Fremd-DNA/RNA in die Hydra transfiziert wird. Durch die Transfektion von siRNA soll ein Gen-

Knockdown vermittelt werden. Die Elektroporation erfolgte nach Lommel et al. 2017. 

Die Polypen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, zweimal mit eiskaltem 

autoklaviertem Reinstwasser gewaschen und anschließend in eine Elektroporationsküvette 

überführt. Daraufhin wurde das Reinstwasser durch den Transfektionsansatz (3 µM) ersetzt. 

Die Elektroporation erfolgte mit Hilfe des Elektroporator Square Pulser bei 250 V für 25 ms als 

Square-Puls. Die transfizierten Hydren wurden daraufhin in eine auf Eis stehende 6-Well Platte 

überführt. Im Anschluss wurde der Transfektionsansatz durch Recovery-Medium ersetzt. Die 

Hydren erholten sich über Nacht in dem Recovery-Medium bei 18 °C im Dunkeln. Am 

folgenden Tag wurde das Recovery-Medium schrittweise durch Hydra-Medium ausgetauscht 

bis keine Rotfärbung (Phenol-Rot) mehr zu sehen war. Die Hydren konnten nun für 

Folgeexperimente genutzt werden. Die Polypen wurden, wenn nicht anders in 

Folgeexperimenten beschrieben, ab dem zweiten Tag nach der Elektroporation täglich 

gefüttert.  

 

 

 

3.2 Molekulare Klonierungsmethoden  

3.2.1 mRNA Isolation aus Hydra-Polypen 

Die mRNA Isolation erfolgte mit dem QuickPrepÊ Micro mRNA Purification Kit von GE 

Healthcare. Das Grundprinzip der Isolation nutzt die disruptiven und schützenden 

Eigenschaften von Guanidin-Thiocyanat (GTC) zusammen mit der Geschwindigkeit und 

Selektivität der Oligo(dT)-Cellulose-Chromatographie. Zentrifugationsschritte wurden, wenn 

nicht anders beschrieben, für 10 sek bei 13 000 x g durchgeführt. 

100 mg Hydra-Polypen mit verschiedenen Knospenstadien wurden abgesammelt und mit 

einem Mikropistill in 400 µl Extraktionspuffer homogenisiert. Der Mikropistill wurde zuvor für 

30 min mit 0,1 mol/L Natronlauge dekontaminiert, um RNAsen zu denaturieren und intensiv 

mit VE Wasser gewaschen. Da der Extraktionspuffer Kristalle bildet, musste dieser vor 

Verwendung für 30 min bei 37°C auf dem Schüttler bei 50 rpm gemischt werden, damit sich 

die Kristalle lösten. Durch die Zugabe von 800 µl Elutionspuffer und dem guten Durchmischen 

des Homogenisats wurden die Zellen lysiert. In der Zwischenzeit wurde 1 ml der Oligo(dT)-

Cellulose in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß aliquotiert. Das Zelllysat und die Oligo(dT)-Cellulose 

wurden für 1 min zentrifugiert. Der Überstand der Oligo(dT)-Cellulose wurde verworfen und 
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1 ml des Überstands des Zellysats wurde dem Oligo(dT)-Cellulose-Pellt hinzugefügt. Das 

Zellysat wurde durch 3-minütiges Invertieren mit der Oligo(dT)-Cellulose gemischt und 

anschließend zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Es folgten fünf Wasch- und 

Zentrifugationsschritte mit 1 ml Hochsalzpuffer. Anschließend wurden zwei Waschschritte mit 

1 ml Niedrigsalzpuffer in der Zentrifuge für 2 min bei 350 g durchgeführt. Daraufhin wurde das 

Oligo(dT)-Cellulose-Pellet in 300 µl Niedrigsalzpuffer aufgenommen, in eine MicroSpin Säule 

mit Sammelgefäß überführt und für 5 sek zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es 

folgten drei 5-sekündige Zentrifugationen mit 500 µl Niedrigsalzpuffer. Der Durchfluss wurde 

erneut verworfen. Die Säule wurde in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert. Durch die 

Zugabe von 200 µl auf 65°C vorgewärmten Elutionspuffer und einer 5-sekündigen 

Zentrifugation wurde die mRNA aus der Säule eluiert. Die mRNA wurde bei -80 °C gelagert. 

Zur Konzentrationsbestimmung der Isolierten mRNA wurde der Nanodrop (3.3.13) verwendet. 

 

 

3.2.2 cDNA Synthese 

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von Thermo 

Scientific. Die cDNA Synthese wurde auf Eis durchgeführt. Die Reaktion wurde wie folgt und 

in der vorgegebenen Reihenfolge angesetzt. 

 

Tabelle 14: Reaktionsansatz der cDNA Synthese  

Erststrang cDNA Synthese Reaktionsansatz  

Poly(A) mRNA  10 pg - 0,5 µg 

Oligo (dT)18 Primer 1 µl 

Wasser, nukleasefrei ad 12 µl 

5x Reaktionspuffer 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ɛL) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid M-MuLV RT (200 U/ɛL) 1 µl 

Endvolumen 20 µl 

 

Der Reaktionsansatz wurde für 60 min bei 42 °C inkubiert und im Anschluss für 5 min bei 70°C 

hitzeinaktiviert. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert und konnte direkt für PCR-Reaktionen 

genutzt werden. 
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3.2.3 Oligonukleotiddesign und Synthese 

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei Sigma-Aldrich oder Eurofins Genomics in HPLC-

Qualität synthetisiert. Als Grundlage des Primerdesigns dienten die annotierten Sequenzen 

der NCBI GenBank sowie der Datenbank des Hydra AEP Genome Projects. Um full length 

DNA-Konstrukte zu generieren, wurde mit Hilfe der oben genannten Genbanken als auch mit 

dem Expasy Translate Tool der offenen Leserahmen (Open Reading Frame, ORF) der zu 

untersuchenden Gene identifiziert. Es wurden genspezifische Primerpaare designt, damit der 

ORF vom Start-Codon bis zum Stop-Codon in einer PCR amplifiziert werden konnte. Darüber 

hinaus wurde ein zweites Primerpaar pro Gen designt, welches zusätzlich Enzymschnittstellen 

enthielten, um eine gerichtete Klonierung von einem Zwischenvektor (pCRII TOPO) in einen 

Endvektor (pGADT7, pGBKT7) zu ermöglichen.  

 

 

3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

Die PCR ermöglichte in vitro die gezielte Amplifizierung von DNA-Abschnitten. Die PCR-

Produkte dienten als Ausgangsmaterial für die Erstellung der DNA-Konstrukte sowie für die 

Sondensynthese.  

Die Amplifizierung der zu untersuchenden Gene für die Erstellung der DNA-Konstrukte erfolgte 

in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde die Q5 High-Fidelity DNA Polymerase von NEB für 

die PCR genutzt. Diese Polymerase besitzt eine 3'Ÿ 5'-korrekturlesende Exonuklease 

Aktivität, die jedes Nukleotid während der DNA-Synthese überprüft und nicht 

¿bereinstimmende Nukleotide in 3'Ÿ 5'-Richtung, sowie ungepaarte überhängende 3'-

Nukleotide entfernt. Als Ausgangsmaterial der Q5-PCR diente cDNA. Es wurden 

genspezifische Primer verwendet. In einem zweiten Schritt wurde eine PCR mit dem Easy-A 

Hi-Fi Cloning Enzym von Agilent durchgef¿hrt. Das Enzym besitzt ebenfalls eine 3'Ÿ 5'-

korrekturlesende Exonuklease Aktivität und zusätzlich eine terminale Transferase Aktivität, 

welche identisch mit der Taq-DNA-Polymerase ist, die einen einzelnen 3'-A-Überhang an 

jeden Strang des PCR-Produkts anfügt. Der 3'-A-Überhang wurde für die TA-Klonierungen 

benötigt. Als Ausgangsmaterial der EasyA-PCR dienten verdünnte Q5-PCR-Produkte oder 

cDNA. In dieser PCR wurden genspezifische Primer mit beigefügten Enzymschnittstellen 

verwendet. Der erste Schritt zur Synthese der RNA-Sonden war eine Insert-PCR. Für die 

Amplifizierung der Inserts wurden die vektorspezifischen Sequenzierungsprimer Sp6 und T7 

sowie die Hot Start Taq DNA Polymerase von NEB verwendet. Als Ausgangsmaterial der 

Insert-PCR dienten die full length DNA-Konstrukte der zu untersuchende Gene. Die 

Reaktionsansätze der verschiedenen Polymerasen sowie die zugehörigen 

Temperaturprogramme sind der Tabelle 15 zu entnehmen. 
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Tabelle 15: PCR Reaktionsansätze und Temperaturprogramme  

Q5® High -Fidelity DNA Polymerase  

Reaktionsansatz  50 µl 
Finale 
Konzentration  

 Temperaturprogramm  

5x Q5  
Reaktionspuffer 

10 µl 1x  
Initiale  
Denaturierung 

 98°C 30 sec 

10 mM dNTPs 1 µl 200 µM  Denaturierung 

25 -35  
Zyklen 

98°C 5- 10 sec 

10 µM Forward  
Primer 

2,5 µl 0,5 µM  Annealing 50- 72°C 10- 30 sec 

10 µM Reverse  
Primer 

2,5 µl 0,5 µM  Extension 72 °C 30 sec/kb 

Template DNA  
(cDNA) 

variabel < 1000 ng  
Finale  
Extension 

 72 °C 2 min 

Q5 High-Fidelity DNA 
Polymerase (2 U/µl) 

0,5 µl 0,02 U/µl  Hold  4°C  

DMSO 2,5 µl       

Wasser, nukleasefrei ad 50 µl       

        

Easy-A Hi -Fi Cloning Enzyme  

Reaktionsansatz  50 µl 
Finale 
Konzentration  

 Temperaturprogramm  

10x Easy-A 
Reaktionspuffer 

5 µl 1x  
Initiale 
Denaturierung 

 95°C 30 sec 

10 mM dNTPs 1 µl 200 µM  Denaturierung 

25 -35  
Zyklen 

95°C 15- 30 sec 

10 µM Forward Primer 1 µl 0,2 µM  Annealing 50- 72°C 15- 60 sec 

10 µM Reverse 
Primer 

1 µl 0,2 µM  Extension 72°C 1 min/kb 

Template DNA  
(Q5-PCR) 

variabel < 1000 ng  Finale Extension  72°C 5 min 

Easy-A Hi-Fi Cloning 
Enzyme (5 U/µl) 

1 µl 0,1 U/µl  Hold  4°C  

DMSO 2,5 µl       

Wasser, nukleasefrei ad 50 µl       

        

Hot Start Taq DNA Polymerase  

Reaktionsansatz  50 µl 
Finale 
Konzentration  

 Temperaturprogramm  

5x Standard One Taq 
Reaktionspuffer 

10 µl 1x  
Initiale 
Denaturierung 

 95°C 30 sec 

10 mM dNTPs 1 µl 200 µM  Denaturierung 

25 -35  
Zyklen 

95°C 15- 30 sec 

10 µM Forward Primer 1 µl 0,2 µM  Annealing 45- 68°C 15- 60 sec 

10 µM Reverse 
Primer 

1 µl 0,2 µM  Extension 68°C 1 min/kb 

Hot Start Taq  
DNA Polymerase 

0,25 µl 0,025 U/µl  Finale Extension  68°C 5 min 

Template DNA 
(Plasmid) 

variabel < 1000 ng  Hold  4°C  

Wasser, nukleasefrei ad 50 µl       

 

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das GeneJET PCR Purification Kit von Thermo 

Scientific verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Zentrifugationen 

wurden für 1 min bei 11.000 x g durchgeführt. Das PCR Produkt wurde 1:1 mit Bindepuffer 

vermischt und in eine MicroSpin Säule mit Sammelgefäß überführt und zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde verworfen und es wurde nach Zugabe von 600 µl Waschpuffer erneut 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und es folgte ein weiterer 2-minütiger 
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Zentrifugationsschritt, um die Säule zu trocknen. Durch Zugabe von 30 µl Elutionspuffer und 

einem weiterem Zentrifugationschritt wurde die DNA aus der Säule eluiert. 

 

 

3.2.5 Gelelektrophorese, Auftrennung von DNA-Fragmenten 

Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1 %iges Agarosegel in 1× TAE Puffer 

verwendet. Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde dem Agarosegel GelRed hinzugefügt. 

Das Agarosegel wurde als Horizontalgel gegossen, ein Kamm diente als Platzhalter für die 

Taschen der Proben. Die Gelelektrophorese wurde in 1× TAE Puffer durchgeführt. Die DNA-

Fragmente wurden mit 6× Ladepuffer versetzt und in die Taschen geladen. Als DNA-

Größenstandard wurden GeneRuler von Thermo Scientific verwendet. Die DNA-Fragmente 

wurden bei 120 V aufgetrennt. Anschließend erfolgte die Auswertung der Größenauftrennung 

der DNA-Fragmente in der Gel-Dokumentation unter UV-Licht.  

 

 

3.2.6 Gelextraktion, Aufreinigung der DNA-Fragmente  

Die Gelextraktion erfolgte mit dem Monarch DNA Gel Extraction Kit von NEB. Alle 

Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben für 1 min bei 13 000 x g 

durchgeführt. Das zu untersuchende DNA-Fragment wurde nach einer Gelelektrophorese mit 

Hilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. 

Das Gewicht des Gelstücks wurde bestimmt und mit einer vierfachen Menge an Dissolving 

Buffer aufgefüllt (z. B. 400 µl Puffer zu 100 mg Gel). Durch eine 10-minütige Inkubation bei 

37 °C ï 55 °C wurde das Gel aufgelöst. Während der Inkubation wurde die Gel-Probe 

mehrmals gevortext. Im Anschluss, wurde die Probe in eine MicroSpin Säule mit Sammelgefäß 

überführt, und zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es folgten zwei Wasch- und 

Zentrifugationsschritte mit 200 µl DNA Waschpuffer sowie eine weitere Zentrifugation zum 

Trocknen der Säule. Die Säule wurde nun in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert. Durch 

die Zugabe von 10 µl Elutionspuffer und einer Zentrifugation wurde die DNA aus der Säule 

eluiert. Die gelextrahierte DNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

 

3.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten in den pCRII TOPO Vektor  

Die Ligation von PCR-Produkten mit 3'-A-Überhängen erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit, 

Dual Promoter von Thermo Scientific. Der Ligationsansatz wurde wie folgt angesetzt: 
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pCRII TOPO TA Ligationsansatz  

Frisches PCR Produkt  0,5- 4 µl 

Salzlösung 1 µl 

Wasser, nukleasefrei ad 5 µl 

TOPO Vektor  1 µl 

Endvolumen 6 µl 

 

Der Ligationsansatz wurde gut gemischt, für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und im 

Anschluss für eine Transformation in One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli genutzt.  

 

 

3.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-Ligase  

Die Klonierung der DNA-Fragmente vom Zwischenvektor in die Hefe-Vektoren erfolgte mit der 

T4-Ligase. Durch eine präparative DNA-Restriktion wurden die zu untersuchende Gene aus 

dem Zwischenvektor herausgeschnitten. Die Hefe-Vektoren wurden mit den gleichen 

Restriktionsenzymen linearisiert und anschließend dephosphoryliert. Der Ligationsansatz 

wurde wie folgt pipettiert. 

T4 Ligationsansatz  

Linearisierter Vektor  20- 100 ng 

Insert DNA 1:1 bis 10:1 molares Verhältnis von Insert zu Vektor 

10x T4 Ligase Puffer 2 µl 

T4 Ligase 1 U/µl 1 µl 

Wasser, nukleasefrei ad 20 µl 

Endvolumen 20 µl 

 

Der Ligationsansatz wurde gut gemischt, für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und im 

Anschluss für eine Transformation in chemisch kompetente Escherichia coli DH5a genutzt.  

 

 

3.2.9 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli DH5a  

Die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien erfolgte mit einer 100 mM Calciumchlorid-

lösung (CaCl2), als Bakterienstamm wurde Escherichia coli DH5Ŭ verwendet (Sambrook und 

Russell 2001). Alle Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben, für 5 min 

bei 5500 rpm und 4°C durchgeführt. 5 µl einer Bakterien-Glycerin-Stammlösung wurden in 

5 ml LB-Medium über Nacht bei 37°C im Schüttler (220 rpm) angeimpft. Parallel wurden 50 ml 

LB-Medium im Schüttler vorgewärmt. Am Folgetag wurde das vorgewärmte LB-Medium mit 

500 µl der Übernachtkultur angeimpft und kultiviert, bis eine optische Dichte (OD600) von 0,5 
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erreicht wurde. Die Bakteriensuspension wurde anschließend in ein vorgekühltes 50 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand 

der Bakteriensuspension verworfen. Das Bakterien-Pellet wurde auf Eis gestellt, vorsichtig mit 

20 ml eiskaltem CaCl2 resuspendiert und anschließend 30 min auf Eis inkubiert. Nach der 

Inkubation wurden die Bakterien erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das 

Bakterien-Pellet wurde im Anschluss in 2 ml eiskaltem CaCl2 resuspendiert. Zur 

Langzeitlagerung wurde die Bakteriensuspension in einem 1:1 Verhältnis mit sterilem Glycerin 

(30 %) gemischt und in Flüssigstickstoff schockgefroren. Die Lagerung der nun chemisch 

kompetenten E. coli DH5Ŭ erfolgte bei -80 °C. 

 

 

3.2.10 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli DH5a 

Die Transformation erfolgte nach (Sambrook und Russell 2001). Für die Transformation wurde 

der E. coli-Stamm DH5a verwendet. Die chemisch kompetenten Bakterien (200 µl) wurden 

zunächst 10 min auf Eis aufgetaut und 5 µl ï 10 µl der zu transformierenden Plasmid-DNA 

hinzugegeben. Der Transformationsansatz wurde gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 

der Inkubation folgte ein 2-minütiger Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad. Anschließend 

wurden die Bakterien für 2 min auf Eis gestellt. Dem Transformationsansatz wurde 250 µl 

vorgewärmtes (37 °C) SOB-Medium hinzugefügt. Es folgte eine 30-minütige Inkubation bei 

37°C auf dem Schüttler (220 rpm). Nach der Inkubation wurden die Bakterien auf, mit 

entsprechendem Antibiotikum versetzten, LB-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. 

 

 

3.2.11 Transformation von One Shot TOP10 Zellen 

Die Transformation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Durchführung erfolgte wie die 

Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli DH5a. Als Bakterienstamm 

dienten die chemisch kompetenten Top10-Zellen (50 µl). Diese wurden mit 2 µl Plasmid-DNA 

transformiert. Der Hitzeschock wurde für 45 sek bei 42 °C im Wasserbad durchgeführt. Dem 

Transformationsansatz wurde 250 µl vorgewärmtes (37 °C) SOC-Medium hinzugefügt. Die 

Inkubation erfolgte für 1 h bei 37 °C auf dem Schüttler (220 rpm). Nach der Inkubation wurden 

50 µl der Bakterien auf, mit entsprechendem Antibiotikum versetzten, LB-Platten 

ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
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3.2.12 Plasmid-Isolation mittels alkalischer Lyse 

Zur Vorbereitung der Plasmid-Isolation wurden 5 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie 

oder einer Bakteriensuspension angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf dem Schüttler 

inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid (NoLid) 

Kits nach Herstellerangaben des Protokolls: Isolation of high-copy plasmid DNA from E. coli. 

Alle Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben, für 1 min bei 11 000 x g 

durchgef¿hrt. Das ĂErntenñ der Bakterienzellen wurde in einem 2 ml Reaktionsgefäß 

durchgeführt. Dabei wurde zweimal 2 ml der Bakteriensuspension für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Für die Zelllyse wurde das Bakterienpellet in 250 µl 

Resuspendierungspuffer aufgenommen und gevortext. Anschließend wurden 250 µl 

Lysepuffer hinzugefügt und das Reaktionsgefäß durch 8-maliges invertieren vermischt. Es 

folgte eine Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur. Um die Lyse der Bakterien zu stoppen, 

wurde dem Bakterienlysat anschließend 300 µl Neutralisationspuffer zugefügt, erneut 8-mal 

invertiert und danach zentrifugiert. 700 µl des klaren Überstands, welcher die Plasmid DNA 

enthielt, wurden nun in eine MicroSpin Säule mit Sammelgefäß überführt und zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde verworfen. Es folgte ein Wasch- und Zentrifugationsschritt mit 600 µl 

Waschpuffer sowie eine 2-minütige Zentrifugation zum Trocknen der Säule. Die Säule wurde 

nun in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert. Durch die Zugabe von 30 µl Elutionspuffer 

und eines Zentrifugationsschrittes wurde die Plasmid DNA aus der Säule eluiert. Die Plasmid 

DNA wurde bei -20 °C gelagert. 

 

 

3.2.13 Analytische und präparative Restriktionsanalyse 

Bei der Restriktionsanalyse wurde ein Plasmid mit Hilfe von Restriktionsenzymen an 

enzymspezifischen Erkennungssequenzen geschnitten. Die so entstandenen DNA-Fragmente 

wurden anschließend über die Gelelektrophorese aufgetrennt.  

Zur Kontrolle der erfolgreich transformierten und isolierten Plasmide wurde die analytische 

Restriktionsanalyse genutzt. Dabei wurden 1 µg Plasmid-DNA verwendet und eine 

Inkubationszeit von 2 h (15 min bei FastDigest Enzymen) eingehalten. Die präparative 

Restriktionsanalyse diente zur Linearisierung der Hefe-Vektoren und zum Herausschneiden 

des Inserts aus dem Zwischenvektor. Bei der präparativen Restriktionsanalyse wurden 3 µg 

Plasmid-DNA verwendet. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Die DNA-Restriktion 

erfolgte nach Herstellerangaben. Die Restriktionsanalyse wurde wie folgt durchgeführt: 
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Thermo Scientific FastDigest Enzymen   Thermo Scientific Enzyme*  

Wasser, nukleasefrei 16 µl  Wasser, nukleasefrei 16 µl 

10× FastDigest Green Buffer 2 µl  10× Buffer EcoRI 2 µl 

DNA (0,5-1 ɛg/ɛL) 1 µl  DNA (0,5-1 ɛg/ɛL) 1 µl 

FastDigest enzyme EcoRI 1 µl  Restriktionsenzym (0,5-2 µl) 1 µl 

Reaktionsansatz mischen und zentrifugieren   Reaktionsansatz mischen und zentrifugieren 

Bei 37 °C im Wasserbad für 15 min inkubieren  Bei 37 °C im Wasserbad für 1-16 h inkubieren 

Optional: Hitzeinaktivierung bei 80 °C für 5 min  Optional: Hitzeinaktivierung bei 65 °C für 15 min 

Reaktionsansatz kann direkt ins Gel geladen 
werden 

 
Den Proben 6x Loading Dye zugeben und auf ein 
Gel auftragen. 

  
*Bei der Doppel-DNA-Restriktion wurden 15 µl 
nukleasefreies Wasser verwendet sowie je 1 µl 
der notwendigen Restriktionsenzyme. 

 

 

3.2.14 Sequenzierung und DNA-Alignments 

Die Sequenzierungen wurden von Microsynth Seqlab (Göttingen) übernommen. Die 

sequenzierten Proben wurden anschließend mit den Gendatenbanken von NCBI (GenBank) 

und Hydra AEP Genome Project Portal auf ihre Richtigkeit überprüft. Dabei wurde mit Hilfe 

der Programme ClustalX und GeneDoc ein Sequenz-Alignment zwischen den 

Referenzsequenzen der Genbanken und der sequenzierten Proben erstellt. 

 

 

 

3.3 Hefe-Methoden  

3.3.1 Herstellung kompetenter Hefezellen 

Die Herstellung kompetenter Hefezellen erfolgte mit dem Yeastmaker Yeast Transformation 

System 2 von Clonetech. Zur Anzucht der Hefe wurden 5 µl einer Hefe-Glycerin-Stammlösung 

auf einer YPDA-Platte ausgestrichen und zwei bis drei Tage bei 30 °C inkubiert, bis die 

Kolonien einen Durchmesser von mindestens 2 mm aufwiesen. Die Hefekolonien können bis 

zu vier Wochen bei 4 °C gelagert werden. Eine Kolonie wurde in 3 ml YPDA-Medium 

angeimpft und über Nacht bei 30 °C im Schüttler (250 rpm) inkubiert. Parallel wurden 50 ml 

YPDA-Medium im Schüttler vorgewärmt. Am Folgetag wurde das vorgewärmte YPDA-Medium 

mit 500 µl der Übernachtkultur angeimpft und kultiviert, bis eine optische Dichte (OD600) 

zwischen 0,4 und 0,5 erreicht wurde. Die Hefe-Kultur wurde daraufhin in ein 50 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 700 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Hefe-Pellet in 30 ml MilliQ-Reistwasser resuspendiert. Die Hefe-
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Suspension wurde ein weiteres Mal mit den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der 

Überstand wurde erneut verworfen und das Hefe-Pellet wurde in 1,5 ml 1,1× TE/LiAc Lösung 

resuspendiert. Die Hefe-Suspension wurde daraufhin in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt 

und für 15 sec bei 11 000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Hefe-

Pellet wurde in 600 µl 1,1× TE/LiAc Lösung aufgenommen. Die Hefezellen konnten nun für die 

Transformation genutzt werden. 

 

 

3.3.2 Transformation von Hefezellen  

Die Transformation der Hefezellen erfolgte mit dem Yeastmaker Yeast Transformation System 

2 von Clonetech. Es wurde die Gold Hefe verwendet. Für die Transformation werden 

1 µg ï 1,5 µg Plasmid-DNA mit 5 µl denaturierter Yeastmaker Carrier DNA versetzt und 

anschließend mit 50 ɛl kompetenten Hefezellen vermischt. Daraufhin wurden 500 ɛl 

PEG/LiAC Lösung hinzugefügt und vorsichtig vermischt. Es folgte eine 30-minütige Inkubation 

bei 30 °C. Während der Inkubationszeit wurden die Hefezellen alle 10 min vorsichtig gevortext. 

Nach der Inkubation wurden den Hefezellen 20 µl DMSO zugegeben und vermischt. Es folgt 

ein 15-minütiger Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C. Während des Hitzeschocks wurden die 

Hefezellen für 5 min vorsichtig gevortext. Nun folgte eine Zentrifugation für 15 sek bei 

11 000 x g. Der Überstand wurde verworfen und das Hefe-Pellet wurde in 1 ml YPD Plus 

Medium resuspendiert. Die Hefezellen wurden ein weiteres Mal unter den gleichen 

Bedingungen zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Hefe-Pelltet wurde in 1 ml 0,9 % 

NaCl Lösung aufgenommen und 1/10 verdünnt. Mit Hilfe von sterilen Glasperlen wurden die 

Hefezellen auf den Selektionsplatten ausplattiert und für drei bis fünf Tage bei 30 °C inkubiert. 

Die Hefezellen, die Plasmide aufgenommen haben, besitzen die Selektionsmarker 

(Transformationsmarker) und können dadurch auf den Selektionsplatten wachsen. 

 

 

3.3.3 Nachweis von Protein Interaktion  

Die auf den Selektionsplatten gewachsenen Hefekolonien wurden auf die Induktionsplatten 

überstrichen und für drei bis fünf Tage bei 30°C inkubiert. Eine positive Interaktion der 

getesteten Proteine liegt vor, wenn Hefekolonien auf den Induktionsplatten wachsen und sich, 

durch die Umsetzung von X-Ŭ-Gal durch die Galactosidase MEL1, blau färben (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Das Hefe-2-Hybrid -System, Transformation und Interaktionsnachweis.   

Die Köder (Bait) und Beute (Prey) Plasmide werden gemeinsam in die Hefezellen transformiert und auf 
einer Selektionsplatte inkubiert. Das Selektionsmedium ist ein Mangelmedium und nutzt die 
Aminosäuren Leucin und Tryptophan Transformationsmarker. Kolonien, die auf dem Selektionsmedium 
wachsen wurden erfolgreich mit beiden Plasmiden transformiert. 
Nun werden die Hefekolonien auf eine Induktionsplatte überstrichen. Die Induktionsplatten enthielten 
weitere Reporter-Gene, welche nur bei Proteininteraktion transkribiert wurden. Ein visueller Nachweis 
der Interaktion erfolgte durch den Reporter MEL1, welcher für Beta-Galactosidase codiert und die 
Umsetzung des Induktionsmediumszusatz X-Ŭ-Gal für eine Blaufärbung der Hefekolonien sorgt 
(verändert nach Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual). 
 

 

 

3.4 RNA-Methoden  

3.4.1 Sondensynthese für die in-situ-Hybridisierung 

Bei der Sondensynthese wurde mit Hilfe einer reversen Transkriptase DNA in RNA 

umgeschrieben. Das Ausgangsmaterial für die Herstellung der RNA-Sonden war die 

linearisierte DNA aus der Insert-PCR. Die RNA-Sonden wurden mit Digoxigenin oder 

Fluorescein markierten UTPs synthetisiert. Die Bestandteile des 

Transkriptionsreaktionsansatzes mussten in vorgegebener Reihenfolge auf Raumtemperatur 
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pipettiert werden. Der Transkriptionspuffer wurde vor der Anwendung auf 37 °C erhitzt. Die 

Synthesereaktion erfolgte für 3 h bei 37 °C im Wasserbad. Nach der Synthese folgte die 

Fällung der RNA-Sonden. Dafür wurden die RNA-Sonden durch die Zugabe von 1,25 µl 4 M 

LiCl und 38 µl eiskaltem Ethanol (100 %) präzipitiert und für mindestens 30 min bei -80 °C 

inkubiert. Anschließend wurden die RNA-Sonden 30 min bei 4 °C und 11 000 g zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation wurde das RNA-Pellet in 50 µl eiskaltem Ethanol (70 % in DEPC-

Wasser) gewaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation für 15 min bei 4 °C und 11 000 x g. 

Daraufhin wurde das Pellet für 15 min getrocknet. Beim letzten Schritt wurden die RNA-

Sonden in 50 µl auf 55 °C vorgewärmten DEPC-Wasser aufgenommen. Die RNA-Sonden 

wurden bei -20 °C in 5 µl Aliquots gelagert.  

 

 

3.4.2 Northern Blot 

Der Northern Blot diente der qualitativen Analyse von RNA-Sonden. Dabei gib der Blot 

Aufschluss über die synthetisierte Menge sowie die relativen Größen der Sonden. Bei dieser 

Methode werden die RNA-Sonden zunächst mit Hilfe einer Gelelektrophorese ihrer Größe 

nach aufgetrennt und anschließend auf die Hybond-N+ Membran übertragen. Durch die 

markierten UTPs können die Sonden mit Hilfe eines alkalischen Phosphatase-gekoppelten 

Antikörpers markiert werden. Durch eine Färbereaktion mit NBT/BCIP werden die RNA-

Sonden auf der Membran sichtbar gemacht.  

Für den Northern Blot wurde zunächst eine Elektrophoresekammer, Gelschlitten und Kamm 

in 0,1 M Natronlauge für 30 min dekontaminiert und anschließend mit DEPC-Wasser 

abgespült. Daraufhin wurde ein 1,5 %iges MOPS/Formaldehyd-Agarosegel gegossen. Die 

RNA-Sonden wurden vor dem Auftragen ins Gel 1/10 verdünnt und wie in Kapitel 2 Material 

(2.4.2) beschrieben, vorbereitet. Die Elektrophorese wurde bei 5 V/cm Laufstrecke 

durchgeführt. Im Anschluss wurde der Blot vorbereitet. Dafür wurden sechs Whatman-Papiere 

und die Hybond-N+ Membran auf die Größe des Gels zurechtgeschnitten. Ein weiteres 

Whatman-Papier wurde auf die Größe 15x30 cm zugeschnitten. Die Membran sowie das Gel 

wurden kurz mit DEPC-Wasser gewaschen. Die Whatman-Papiere wurden in 20x SSC 

Transferpuffer gelegt. Der Blot wurde wie in Abbildung 14 aufgebaut und seitlich mit 

Frischhaltefolie abgedeckt. Der Transfer der RNA-Sonden auf die Membran erfolgte über 

Nacht.  

Am nächsten Tag wurde die Membran für 3 min mit Waschpuffer gewaschen. Zur Orientierung 

wurden zuvor die Taschen des Gels mit einem Bleistift auf der Membran markiert. Nach dem 

Waschen wurde die Membran auf der UV-Platte für 3 min bestrahlt (crosslinken), um die RNA-

Sonden an die Membran zu binden. Es folgte ein weiterer kurzer Waschschritt im Waschpuffer. 

Daraufhin wurde die Membran für 1 h in der Blocklösung inkubiert. Nach dem 
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Blockierungsschritt folgte erneut ein 3-minütiger Waschschritt. Danach wurde die Membran für 

2 h mit dem Antikörper inkubiert. Die Membran wurde 30 min in Waschpuffer gewaschen und 

3 min in NTM-Färbepuffer equilibriert. Im Anschluss wurde die Membran mit NBT/BCIP-

Färbelösung im Dunkeln gefärbt. Die Detektion erfolgte über die Farbreaktion zwischen 

NBT/BCIP und der alkalischen Phosphatase des Antikörpers. Wurden die RNA-Banden 

sichtbar, konnte die Farbreaktion durch das Waschen der Membran mit Leitungswasser 

gestoppt werden. 

 

 

Abbildung 14: Aufbau des Northern Blots (verändert nach Sambrook und Russell 2001). 

 

 

3.4.3 Dot Blot 

Ein weiterer qualitativer Nachweis der RNA-Sonden für die in-situ-Hybridisierung ist der Dot 

Blot. Der Dot Blot wurde verwendet, um geeignete Konzentrationen der RNA-Sonden für die 

in-situ-Hybridisierung zu finden. Dafür wurden die RNA-Sonden seriell verdünnt (1/10, 1/50, 

1/100, 1/500). Daraufhin wurden jeweils 1 µl der Verdünnungsreihe inklusive der 

unverdünnten RNA-Sonden auf eine Hybond-N+ Membran aufgetragen. Um die RNA-Sonden 

an die Membran zu binden, wurde die Membran für 3 min auf die UV-Platte gelegt 

(crosslinken). Die Membran wurde für die folgenden Schritte in Folie einschweißen oder in ein 

2 ml-Reaktionsgefäß mit der Oberfläche nach innen überführt. Es folgte eine 30-minütige 

Inkubation in Blocklösung bei Raumtemperatur auf dem Schüttler bei 50 rpm. Im Anschluss 

wurde die Membran für 30 min mit der Antikörperlösung inkubiert. Nach der 

Antikörperinkubation wurde die Membran zweimal 15 min mit Waschpuffer gewaschen und 

5 min im NTM-Färbepuffer equilibriert. Daraufhin wurde die Membran mit der NBT/BCIP-

Färbelösung im Dunkeln gefärbt. Die Detektion erfolgte wieder über die Farbreaktion zwischen 

NBT/BCIP und der alkalischen Phosphatase des Antikörpers. Nach 30 min sollten die Sonden 

der 1/100 Verdünnung eine Färbung zeigen. Die Farbreaktion wurde mit Leitungswasser 

gestoppt. 
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3.4.4 Whole Mount in-situ-Hybridisierung (WMISH) 

Die Whole Mount in-situ-Hybridisierung (WMISH, ISH) ist eine Methode, um die mRNA-

Expression von Genen im Gewebe zu detektieren. Mit Hilfe von markierten antisense RNA-

Sonden wird die mRNA gebunden (Hybridisierung). Mit Hilfe eines alkalischen Phosphatase-

gekoppelten Antikörpers können die Digoxigenin oder Fluorescein markierten RNA-Sonden 

durch eine Färbereaktion mit NBT/BCIP im Tier sichtbar gemacht werden. 

Falls nicht anders erwähnt, wurden alle folgenden Schritte bei Raumtemperatur und 50 rpm 

ausgeführt. 

Für die ISH wurden fixierte Hydren benötigt, die mindestens 24 h in 100 % Methanol zur 

Inaktivierung von intestinalen alkalischen Phosphatasen inkubiert wurden. Im Anschluss folgte 

die Rehydrierung der Tiere durch Waschschritte mit einer absteigenden Ethanolreihe. 

1x 30 min mit 100 % Ethanol, 1x 5 min mit 75 % Ethanol/PBTw, 1x 5 min mit 50 % 

Ethanol/PBTw, 1x 5 min mit 25 % Ethanol/PBTw und dreimal 5 min in 100 % PBTw. 

Damit die Sonden nach der Rehydrierung leichter in das Gewebe eindringen konnten, wurde 

das fixierte Gewebe durch eine Proteinase-K-Behandlung permeabilisiert, Dafür wurden die 

Hydren 20 min mit 10 µg/ml Proteinase-K in PBTw behandelt. Um die Enzymaktivität der 

Proteinase-K zu stoppen, wurden 100 µl 40 mg/ml Glycin hinzugefügt und für 10 min inkubiert. 

Es folgten zwei 5 min Waschschritte mit 1x PBTw.  

Um den Hintergrund der späteren Färbung zu reduzieren, wurden die Tiere für 5 min mit 0,1 M 

Triethanolamin (TEA) sowie weitere zweimal 5 min mit 0,1 M TEA mit 2,5 µl/ml Essigsäure-

Anhydrid behandelt. Es folgten weitere zwei 5 min Waschschritte mit 1x PBTw. 

Nach dem Auswaschen des Essigsäure-Anhydrids wurden die Hydren mit 4 % PFA refixiert. 

Um das Fixativ zu entfernen, wurde fünfmal 5 min mit 1x PBTw gewaschen. 

Als nächstes folgte die Hitzeinaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatasen durch ei-

nen 10-minütigen Hitzeschock bei 85 °C in 5 mM EDTA/PBTw. Um unspezifische RNA-

Bindestellen zu blockieren, wurden die Hydren nach dem Hitzeschock für >2 h bei 55 °C in 

einer Prähybridisierungslösung inkubiert. Die RNA-Sonden wurden in der gewünschten 

Konzentration in 100 µl Hybridisierungslösung vorbereitet. Vor der Nutzung mussten die RNA-

Sonden für 2 min bei 100 °C aufgekocht und anschließend kurz auf Eis gestellt werden. Die 

Hydren wurden über Nacht mit der Sonde inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Hydren 

zweimal für 15 min mit auf 55 °C vorgewärmter reduzierter Hybridisierungslösung/ 

50 % 2× SSC und zweimal für 30 min mit auf 55 °C vorgewärmtes 2× SSC/ 0,1 % CHAPS 

gewaschen.  

Vor der Antikörperinkubation wurden unspezifische Protein-Bindestellen blockiert. Dafür 

wurden die Tiere zweimal für 10 min in Maleinsäurepuffer (MAB), einmal 60 min in MAB-B bei 

Raumtemperatur gewaschen und für 2 h in Blocklösung (MAB-B/ 20 % Schafserum) bei 4 °C 

inkubiert. Die Inkubation mit dem präabsorbierten Antikörper geschah über Nacht bei 4 °C. Um 
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den Antikörper gründlich auszuwaschen, wurden die Tiere mehrfach mit MAB gewaschen. 

Jeweils einmal 5 min, 10 min und 30 min sowie fünfmal 60 min. Der letzte Waschschritt 

erfolgte über Nacht. 

Für die Färbereaktion wurden die Hydren zweimal 5 min in NTMT-Färbepuffer und einmal 

5 min mit 0,1% 1 M Tetramisol in NTMT-Färbepuffer behandelt. Die Färbereaktion erfolgte mit 

Hilfe von NBT/BCIP-NTMT-Färbelösung im Dunkeln. Die Reaktion wurde gestoppt, sobald die 

Hydren eine Färbung zeigten. Danach wurden die Tiere einmal 1 min mit NTMT-Färbepuffer, 

5 min mit 70 % Ethanol und > 10 min mit 100 % Ethanol gewaschen. Die Hydren wurden in 

Euparal eingebettet. Der Objektträger wurde während des Aushärtens mit einem Gewicht 

beschwert. 

 

 

3.4.5 Doppel-Fluoreszente-in-situ-Hybridisierung (dFISH) 

Die Fluoreszente-in-situ-Hybridisierung (FISH) basiert auf der in situ Hybridisierung. Die 

Visualisierung der mRNA-Expression erfolgte allerdings nicht über die Farbreaktion eines 

alkalischen Phosphatase-gekoppelten Antikörpers mit NBT/BCIP, sondern über das Tyramide 

Signal Amplification (TSA) System. Voraussetzung für das TSA-System ist, dass die 

Digoxigenin oder Fluorescein markierten RNA-Sonden zunächst mit einem Peroxidase-

gekoppelten Antikörper markiert werden. Das TSA-System funktioniert mit Hilfe von 

Tyramiden, welche mit einem Fluorophor wie Cyanin 5 oder Fluorescein gekoppelt sind. Die 

Reaktion der Peroxidase des Antikörpers mit den Tyramiden katalysiert die Deposition und 

Bindung der Tyramide in das umliegende Gewebe. Dabei dimerisieren die Tyramide mit den 

Tyrosinresten auf den oberflächengebundenen endogenen Proteinen. Da die Tyramide mit 

einem Fluorophor gekoppelt sind, kann an den Orten der Reaktion mit der Peroxidase eine 

Fluoreszenz detektiert und somit die mRNA-Expression nachgewiesen werden. Die Doppel-

Fluoreszente-in-situ-Hybridisierung (dFISH) wird genutzt, um mögliche Kolokalisation der 

mRNA-Expression nachzuweisen und da diese sensitiver als die normale ISH ist. Die 

Durchführung der dFISH gleicht der ISH von der Fixierung der Hydren bis zur ersten 

Antikörperinkubation mit wenigen Ausnahmen. In der dFISH wurde keine Hitzeinaktivierung 

der endogenen alkalischen Phosphatasen durch einen 10-minütigen Hitzeschock bei 85 °C 

mit 5 mM EDTA in PBTw vorgenommen. Um die Kolokalisation zu untersuchen, wurden zwei 

RNA-Sonden gleichzeitig hybridisiert. Es wurden Peroxidase-gekoppelte Antikörper 

verwendet. Da die Tyramide bei Zugabe direkt mit der Peroxidase der Antikörper reagierten, 

mussten die Färbereaktionen sequenziell durchgeführt werden. Die erste Antikörperinkubation 

erfolgte mit dem Anti-Fluorescein-POD Antikörper bei 4 °C über Nacht. Am nächsten Tag 

erfolgten die MAB-Waschschritte wie bei der ISH. Für die Färbung wurden die Hydren 

zunächst zweimal mit 1x PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Hydren 1 h in 100 µl TSA 
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Plus Fluorescein Gebrauchslösung inkubiert. Die folgenden Schritte wurden im Dunkeln oder 

unter möglichst geringer Beleuchtung durchgeführt, damit die Fluoreszenz nicht ausblich. 

Nach der ersten Färbung musste die Peroxidase des ersten Antikörpers inaktiviert werden. 

Dafür wurde eine Verdünnungsreihe aus Methanol/1x PBS- benötigt. Die Hydren wurden 

jeweils 10 min mit 25% Methanol, 50 % Methanol und 75 % Methanol gewaschen. Die 

Inaktivierung der Peroxidase erfolgte in 100 % Methanol mit 1 % Wasserstoffperoxid. Nach 

der Inaktivierung wurden die Hydren auf den zweiten Antikörper vorbereitet. Dafür erfolgte 

zunächst eine absteigende Methanol/1x PBS-Reihe für jeweils 10 min mit 75 % Methanol/ 25 

% PBS, 50 % Methanol/ 50 % PBS und 25 % Methanol/75 % PBS sowie fünfmal 5 min 1x PBS 

und 2x 10 min mit 1x MAB. Durch eine 1 h Inkubation in MAB-B und eine 2 h Inkubation in 

Blocklösung wurden erneut die unspezifischen Proteinbindestellen blockiert. Es folgte die 

Inkubation mit dem zweiten Antikörper Anti-Digoxigenin-POD über Nacht und ein weiterer 

MAB Waschtag wie bei der ISH (3.4.4). Die zweite Färbung erfolgte nach einem Waschschritt 

in 1x PBS. Daraufhin wurden die Hydren 1 h in 100 µl TSA Plus Cyanine 5 Gebrauchslösung 

inkubiert. Zur Reduktion der unspezifischen Hintergrundfärbung folgten mehrere 

Waschschritte mit einer Glycerin/1x PBS-Reihe. Die Hydren wurden jeweils 10 min in 25 % 

Glycerin und 50 % Glycerin, dann 2 h in 75 % Glycerin sowie absteigend jeweils 10 min in 

50 % Glycerin und 25 % Glycerin gewaschen. Es folgten zwei 10-minütige Waschschritte in 

1x PBS. Zuletzt wurden die Hydren in ROTI®Mount eingebettet. 

 

 

 

3.5 Bioinformatik  

3.5.1 Identifikation und Charakterisierung der Hydra vulgaris AEP 
downstream Signalelemente  

Aufgrund von Änderungen der NCBI Accession-Numbers sowie der Abschaltung der 

ĂCompagen Datenbankñ und der Nutzung des ĂHydra AEP Genome Project Portalsñ wurden 

die Kandidaten-Gene aus der Vorarbeit von (Suryawanshi et al. 2020) neu isoliert. Mit Hilfe 

der annotierten humanen Aminosäuresequenzen (Query-Sequenz) wurde in Hydra nach 

homologen Sequenzen gesucht (ProteinBLAST). Daf¿r wurde die ĂNCBI-Genbankñ sowie die 

Datenbank des ĂHydra AEP Genome Project Portalsñ verwendet. Nur Aminosªuresequenzen, 

die eine größtmögliche Ähnlichkeit in der Länge (Query-Coverage) und Aminosäure-Identität 

(prozentuale Identität) zur Query-Sequenz aufwiesen, wurden für die Analyse berücksichtigt. 

Die Identifizierung von Proteindomªnen der Kandidatenproteinen erfolgte mittels ĂNCBI-

Conserved Domain Searchñ und ĂInterProScanñ. Die Ermittlung von Konsensus-Sequenzen 

für Binde- und Phosphorylierungsstellen erfolgte bei der Analyse der Proteinsequenzen 
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manuell. Für Klonierungsarbeiten wurde der offene Leserahmen (Open Reading Frame, ORF) 

der referenzierten DNA-Sequenzen der Kandidatenproteine mit Hilfe des Expasy Translate 

Tools identifiziert. Die Protein- und DNA-Alignments wurden mit ClustalX erstellt und über 

Genedoc visualisiert. 

 

 

3.5.2 Bearbeitung der Fluoreszenzaufnahmen 

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit Hilfe von Fiji in Bezug auf Helligkeit und Kontrast 

nachbearbeitet. 

 

 

3.5.3 Statistische Auswertung 

Die Datentabellen und Diagramme wurden mit Hilfe von Microsoft Excel erstellt. Zur Ermittlung 

signifikanter Unterschiede diente der zwei Stichproben t-Test mit unterschiedlichen Varianzen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Charakterisierung der downstream  Signalelemente  

In der vorliegenden Dissertation wurden die Kandidaten cDNAs und ihre von der Sequenz 

abgeleiteten Proteine aus dem vorangehenden Projekt Suryawanshi et al. 2020 neu isoliert 

und verifiziert (siehe 3.5.1), da die in Suryawanshi et al. 2020 referenzierten Accession 

Numbers von Hydra vulgaris in der NCBI GenBank obsolet gesetzt wurden. Alle codierenden 

Sequenzen, welche mit Hilfe des ĂHydra AEP Genome Project Portalsñ identifiziert wurden, 

waren bereits im Rahmen des ĂNCBI-GenBankñ Projekt ĂPRJNA1085304: Genome assembly 

of Hydra vulgaris strain AEPñ (und RefSeq Assembly PRJNA1120024) seit Juni 2024 

(11.06.2024) in der ĂNCBI-GenBankñ annotiert (Tabelle 16).  

In den folgenden Unterkapiteln werden die Kandidaten der FGFR downstream Signalelemente 

von Hydra magnipapillata wt105 (siRNA Experimente) und Hydra vulgaris AEP 

(Sondensynthese, in-situ-Hybridisierungen) charakterisiert.  

Die Identifizierung der aus den cDNAs vorhergesagten Proteindomªnen erfolgte mittels ĂNCBI-

Conserved Domain Searchñ und ĂInterProScanñ. Die Ermittlung von potentiellen Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen erfolgte mit Hilfe von NetPhos - 3.1 (Blom et al. 1999). Die Ermittlung 

von Konsensus-Sequenzen für Bindestellen erfolgte manuell. Die Protein-Alignments und 

Sequenzen, sowie die durch NetPhos - 3.1 identifizierten potentiellen Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen können im Anhang A 4 bis A 8 eingesehen werden. 

 

Tabelle 16: Übersicht Kandidaten Hydra  AEP Genome Project Portal und NCBI GenBank  

Kandidaten 
Gen/Protein 

Hydra AEP Genome 
Project Portal 

NCBI GenBank  
Accession-Nr. 

NCBI GenBank Definition  

HvAEP_Crkl HVAEP5.T010160.1 
XM_065798064.1 
 
XP_065654136.1 

- PREDICTED: Hydra vulgaris crk-like protein 
(LOC100206935), transcript variant X3, mRNA 

- crk-like protein isoform X2 [Hydra vulgaris] 

HvAEP_Grb2 HVAEP8.T013756.1 

XM_065802260.1 
 
 
XP_065658332.1 
 

- PREDICTED: Hydra vulgaris growth factor 
receptor-bound protein 2 (LOC100199343), 
transcript variant X2, mRNA 

- growth factor receptor-bound protein 2 isoform 
X2 [Hydra vulgaris] 

HvAEP_Shp2 HVAEP3.T006963.1 

XM_065793860.1 
 
 
XP_065649932.1 
 

- PREDICTED: Hydra vulgaris tyrosine-protein 
phosphatase corkscrew (LOC100210713), 
transcript variant X2, mRNA 

- tyrosine-protein phosphatase corkscrew isoform 
X2 [Hydra vulgaris] 

HvAEP_Spry2 HVAEP3.T007012.1 

XM_065793920.1 
 
 
XP_065649992.1 
 

- PREDICTED: Hydra vulgaris uncharacterized 
LOC100204638 (LOC100204638), transcript 
variant X2, mRNA 

- uncharacterized protein LOC100204638 
isoform X2 [Hydra vulgaris] 

 



4 Ergebnisse 

66 | S e i t e  

4.1.1 Hm_Crkl und HvAEP_Crkl besitzen alle charakteristischen 

Proteindomänen eines Crkl Adaptor Proteins 

Sowohl in Hm_Crkl (NCBI: XP_047124640.1) als auch in HvAEP_Crkl (AEPblast: 

HVAEP5.T010160.1) konnten im Vergleich zum humanen Hs_Crkl (NCBI: CAG30309.1) alle 

typischen Domänen, die SH2 sowie die N-terminale und C-terminale SH3 Konsensus Sequenz 

an übereinstimmenden Positionen identifiziert werden (Abbildung 15). Die beiden Hydra Crkl 

Proteine sind zu 95 % identisch.  

 

 

Domäne Hs_Crkl Hm_Crkl HvAEP_Crkl 

Anzahl Aminosäuren (AA) 303 AA 295 AA 292 AA 

SH2 6-106 9-99 9-99 

N-terminale SH3 126-180 119-172 120-173 

C-terminale SH3 237-293 220-277 217-274 

 
Abbildung 15: Übersicht und Vergleich der Proteindomänen von Crkl in Hydra.  

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomªnen angegeben. Die Positionswerte entsprechen dem ñNCBI Conserved Domain Search 
Service (CD Search)ò. Im Vergleich zum humanen Hs_Crkl konnten die typischen Domänen SH2 sowie 
die N-terminale und C-terminale SH3 an übereinstimmenden Positionen in Hydra gefunden werden. 

 

 

4.1.2 Hm_Grb2 und HvAEP_Grb2 besitzen alle charakteristischen 

Proteindomänen eines Grb2 Adaptor Proteins 

Auch der Vergleich des humanen Hs_Grb2 (NCBI: CAG46740.1) mit Hm_Grb2 (NCBI: 

XP_047143122.1) und HvAEP_Grb2 (AEPblast: HVAEP8.T013756.1) zeigte, dass die 

typischen Grb2 Proteindomänen, die SH2 sowie die N-terminale und C-terminale SH3 

Domäne an übereinstimmenden Positionen zu finden sind (Abbildung 16). Die beiden Hydra 

Grb2 Proteine sind zu 100 % identisch. 
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Domäne Hs_Grb2 Hm_Grb2 HvAEP_Grb2 

Anzahl Aminosäuren AA 217 AA 215 AA 215 AA 

N-terminale SH3 1-56 2-55 2-55 

SH2 56-150 58-152 58-152 

C-terminale SH3 160-212 161-210 161-210 

 
Abbildung 16: Übersicht der Proteindomänen von Grb2 in Hydra.   

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomªnen angegeben. Die Positionswerte entsprechen dem ñNCBI Conserved Domain Search 
Service (CD Search)ò. Im Vergleich zum humanen Hs_Grb2 konnten die typischen Domänen SH2 sowie 
die N-terminale und C-terminale SH3 Domäne an übereinstimmenden Positionen in Hydra gefunden 
werden. 

 

 

4.1.3 Hm_Csw und HvAEP_Shp2 besitzen alle charakteristischen 

Proteindomänen der Protein Tyrosin Phosphatase Shp2 (PTPN11) 

Der Vergleich des humanen Hs_PTPN11 (Shp2) (NCBI: NP_002825.3) mit Hm_Csw (NCBI: 

XP_047127298.1) und HvAEP_Shp2 (AEPblast: HVAEP3.T006963.1) zeigte, dass die 

typischen Domänen der Phosphatase Shp2 zu finden sind, die N-terminale und C-terminale 

SH2, sowie eine PTP Domäne an übereinstimmenden Positionen identifiziert werden konnten 

(Abbildung 17). Darüber hinaus konnten prolinreiche Motive und Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen ermittelt werden. Hs_Shp2 besitzt zwei Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen an den Positionen Y542 und Y580 mit YxNx- und ein prolinreichen 

Motiv mit dem Consensus 559PLPPCTPTPP568 ( (Li 2016; Lin et al. 2021). Die beiden Hydra 

Shp2 Proteine tragen jeweils eine Tyrosin-Phosphorylierungsstelle an den Position Y529 mit 

dem YxNx-Motiv sowie ein C-terminales prolinreiches Motiv (PxxP) mit dem Consensus 

566PTSP569. Die beiden Hydra Shp2/Csw Proteine sind zu 99 % identisch. 
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Domäne Hs_PTPN11 Hm_Csw HvAEP_Shp2 

Anzahl Aminosäuren AA 593 AA 601 AA 601 AA 

N-terminale SH2 5-103 5-101 5-101 

C-terminale SH2 111-218 110-209 110-209 

PTP 272-524 262-507 262-507 

Tyrosin-Phosphorylierungsstelle Y542, Y580 Y529 Y529 

prolinreiche Region/ Motive  559PLPPCTPTPP568 566PTSP569 566PTSP569 

 
Abbildung 17: Übersicht der Proteindomänen und Motive von Shp2 in Hydra.  

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomªnen angegeben. Die Positionswerte der Domªnen entsprechen dem ñNCBI Conserved 
Domain Search Service (CD Search)ò, die hier gezeigten Konsensus Sequenzen für Binde- und 
Phosphorylierungsstellen erfolgte bei der Analyse der Proteinsequenzen manuell. Im Vergleich zum 
humanen Hs_PTPN11 wurden die typischen Domänen, eine N-terminale und eine C-terminale SH2 
sowie PTP an übereinstimmenden Positionen in beiden Hydra Stämmen nachgewiesen. 

 

 

4.1.4 Hm_Sos2 und HvAEP_Sos2 besitzen alle charakteristischen 

Proteindomänen des GEF Sos 

Sowohl in Hm_Sos2 (NCBI: XP_047132929.1) als auch HvAEP_Sos2 (AEPblast: 

HVAEP9.T016613.1) wurden alle charakteristischen Proteindomänen von Sos identifiziert. Im 

Vergleich zum humanen Hs_Sos1 (NCBI: NP_005624.2) befinden sich die typischen 

Domänen, HD (Histon-ähnliche Domäne), DH (Dbl-Homologie auch Rho GEF genannt), PH 

(Pleckstrin-Homologie), RasGEFN (REM) und RasGEF (CDC25-like) an übereinstimmenden 

Positionen (Abbildung 18).  

Die C-terminale Region von Hs_Sos2 enthält mehrere prolinreiche Motive, die für 

verschiedene Protein-Protein-Interaktionen essentiell sind, darunter sind mehrere PxxP 

Motive für die SH3-Bindung von prolinreichen Liganden (Baltanás et al. 2020; Birge et al. 2009; 

Feller 2001; Innocenti et al. 2002; Yu et al. 1994) zu finden sowie das Motiv 

1147VPVPPPVPPRRR1158, welches für die Bindung an die SH3-Domäne von Grb2 bekannt ist 
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(Yu et al. 1994). Die beiden Hydra Sos2 Proteine besitzen ebenfalls einen prolinreichen C-

Terminus mit mehreren PxxP Motiven. Die beiden Hydra Sos2 Proteine sind zu 96 % identisch. 

 

 

Domäne Hs_Sos1 Hm_Sos2 HvAEP_Sos2 

Anzahl Aminosäuren AA 1333 AA 1217 AA 1203 AA 

HD  18-177 11-170 1-156 

RhoGEF (DH) 204-389 194-377 177-362 

PH 439-545 431-530 417-516 

RasGEFN (REM) 597-741 587-716 573-702 

RasGEF (CDC25-like) 776-1015 750-996 736-982 

PxxP / PxxPxK/R Motive im 
prolinreichen C-Terninus 

1018PRNP1021 
1025PRFPKK1030 
1042PSNP1045 
1127PHGP1130 
1147VPVPPPVPPRRR1158 
1180PAIPPR1185 
1208PESPPLLPPREPVR1221 
1250PNSPSPFTPPPPQTP1264 
1303PKLP1306 

1084PRAP1087 
1094PEIPTKP1100 
1119PRQPRR1124 
1135PALPPR1140 
1162PQTPCR1167 
1182PIIPPR1187 
1207PQIPPK1212 

 
 

1070PRAP1073 
1080PEIPTKP1086 
1105PRQPRR1110 

1121PALPPR1126 
1168PIIPPR1173 
1193PQIPPK1198 
 
 
 

 
Abbildung 18: Übersicht der Proteindomänen und Motive von Sos2 in Hydra.   

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomªnen angegeben. Die Positionswerte der Domªnen entsprechen dem ñNCBI Conserved 
Domain Search Service (CD Search)ò, die hier gezeigten Konsensus-Sequenzen für Binde- und 
Phosphorylierungsstellen erfolgten bei der Analyse der Proteinsequenzen manuell. Im Vergleich zum 
humanen Hs_Sos1 befinden sich die typischen Domänen Histon-ähnliche Domäne (HD), Dbl-
Homologie auch Rho GEF genannt (DH, RhoGEF), Pleckstrin-Homologie (PH), RasGEFN (REM) und 
RasGEF (CDC25-like) in Hydra an übereinstimmenden Positionen. Darüber hinaus konnten mehrere 
PxxP / PxxPxK/R Motive im C-terminalen Bereich identifiziert werden.  

 

 

4.1.4 Hm_Spry2 und HvAEP_Spry2 besitzen alle charakteristischen 

Proteindomänen des Inhibitors Spry2 

Der Vergleich des humanen Hs_Spry2 (NCBI: AAH04205.1) mit Hm_Spry2 (NCBI: 

XP_002155300.2) und HvAEP_Spry2 (AEPblast: HVAEP3.T007012.1) zeigte, dass die 

typische Sprouty-Domäne (Cystein-reiche Domäne CRD) an einer übereinstimmenden 
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Position zu finden ist (Abbildung 19). Zudem besitzt Hs_Spry2 eine Tyrosin-

Phosphorylierungsstelle an Position pY55 (N-x-Yp) sowie das serinreiche (SR) Motiv 

108SRSISTVSSGSRSSTRTSTSSSSS131 am N-Terminus und ein PxxPxR-Motiv (PTVPPR) im 

äußersten C-Terminus (Guy et al. 2009). In den beiden Hydra Spry2 konnte weder eine 

Tyrosin-Phosphorylierungsstelle mit dem Motiv NxY(p), noch ein serinreiches Motiv oder ein 

PxxP Konsensus identifiziert werden. Die NCBI Accession-Nr. XP_002155300.2 ist für 

Hm_Spry2 dieselbe wie in Hv_Spry2 in der Dissertation Suryawanshi 2017. Die abgeleiteten 

Proteinsequenzen von Hm_Spry2 und HvAEP_Spry2 sind zu 95 % identisch. 

 

 

Domäne Hs_Spry2 Hm_Spry2 HvAEP_Spry2 

Anzahl Aminosäuren AA 353 AA 384 AA 382 AA 

Sprouty 183-294 265-356 266-356 

Tyrosin-Phosphorylierungsstelle N-x-Yp pY55 - - 

Serinreiches Motiv (SR) 108-131 - - 

PxxP / PxxPxK/R Motive 303PTVPPR308 - - 

 
Abbildung 19: Übersicht der Proteindomänen und Motive von Spry2 in Hydra.   

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomänen angegeben. Der Positionswert der Sprouty Domäne entspricht InterProScan, die hier 
gezeigten Konsensus-Sequenzen für Binde- und Phosphorylierungsstellen erfolgten bei der Analyse 
der Proteinsequenzen manuell. Im Vergleich zum humanen Hs_Spry2 konnte nur die typische Sprouty 
Domäne an einer übereinstimmenden Position in Hydra gefunden werden.  
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4.2 Die Untersuchung der Proteininteraktion von FGFRa mit 

Crkl und Grb2 mittels Hefe -2-Hybrid -System  

Wie in Suryawanshi et al. 2020 beschrieben, liegt die Expression der mRNA von FGFRa, Crkl 

und Grb2 in einer sehr ähnlichen Region an der Knospenbasis. Da weder die Transkription 

des DOF-Homologs noch eines möglichen FRS2-Homologs an der Knospenbasis 

nachweisbar war, wurde die Rolle der Adapter Proteine Crkl und Grb2 als mögliche Docking 

Proteine untersucht. Um die Protein Interaktion von Crkl und Grb2 an Hydra FGFRa zu 

untersuchen, wurde das Hefe-2-Hybrid-System verwendet.  

Zur Vorbereitung der Proteininteraktionsstudie mittels Hefe-2-Hybrid-System wurden die 

cDNAs Fgfra, Crkl und Grb2 zunächst in die benötigten Vektoren pGBKT7 und pGADT7 

kloniert. Die Kandidaten im pGBKT7 Vektor wurden bei der Proteinexpression mit der n-

terminalen DNA bindenden Domäne (DBD) und die Kandidaten im pGADT7 Vektor mit der c-

terminalen transkriptionell aktiven Domäne (AD) des GAL4 Transkriptionsfaktors fusioniert. Bei 

einer Proteininteraktion wird das GAL4 rekonstruiert und aktiviert verschiedene Reportergene. 

Die Aktivierung der Reporter führt zu einem besseren Wachstum der Zellen auf den 

Mangelmedien sowie zu einer Blaufärbung der Kolonien durch die Umsetzung des Substrats 

X-Ŭ-Gal durch die Beta-Galaktosidase (Reporter MEL1). Die untersuchten 

Proteininteraktionen sind in Tabelle 17 mit den entsprechenden Induktionsplatten, der 

Funktion der jeweiligen Kontrolluntersuchung sowie einer Kurzbeschreibung der Kontroll-

Plasmide aufgelistet.  

Bei der Durchführung wurden die Kolonien nach 3- und 5-tägiger Induktion auf eine 

Proteininteraktion untersucht. In der Positivkontrolle wurde pGBKT7-53 (DBD) mit pGADT7-T 

(AD) co-exprimiert, und hier bestätigte ein starkes Koloniewachstum sowie eine intensive 

Blaufärbung der Kolonien und des umliegenden Agars die Funktionalität des Hefe-2-Hybrid-

Systems (Abbildung 20 A/Aó). Die Kolonien der Negativkontrolle, bestehend aus pGBKT7-Lam 

(DBD) und pGADT7-T (AD) konnten wie erwartet nicht auf der Induktionsplatte wachsen und 

starben im Laufe der Induktionszeit ab (Abbildung 20 B/Bó). Bei der Expression von Grb2 

(DBD) wurde nach fünf Tagen eine Blaufärbung der Kolonien und somit eine Autoaktivierung 

festgestellt (Abbildung 20 C/Có). Bei der Expression von Crkl (DBD) trat bereits nach drei 

Tagen eine weitere Autoaktivierung auf (Abbildung 20 D/Dó). Durch diese Autoaktivierungen 

konnten die Interaktionstests mit FGFRa (AD) bereits im Vorfeld ausgeschlossen werden. Dies 

bestätigte sich bei der Untersuchung der entsprechenden Interaktionen (Abbildung 20 H/Hó, 

I/Ió). Es konnte weder Wachstum noch eine Blaufªrbung der Kolonien bei der Co-Expression 

von FGFRa (AD) mit Grb2 (DBD) oder FGFRa (AD) mit Crkl (DBD) beobachtet werden und 

demzufolge auch keine Proteininteraktion (Abbildung 20 H/Hó, I/Ió). Die verbliebenen Versuche 

zur Co-Expression der Kandidatenproteine, FGFRa (DBD) mit Grb2 (AD) und FGFRa (DBD) 
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mit Crkl (AD), zeigten ebenfalls kein Koloniewachstum und somit keine Proteininteraktion 

(Abbildung 20 F/Fó, G/Gó).  

Alle verbliebenen Kontrollen zum Ausschluss der Autoaktivierung der Beuteproteine (AD) 

sowie die Kontrollen mit den entsprechenden Leervektoren waren negativ und wiesen 

schlechtes beziehungsweise kein Wachstum sowie keine durch den Reporter MEL1 

(Reportergen für Beta-Galaktosidase) induzierte Blaufärbung auf (A 9). 

 

Tabelle 17: Übersicht der untersuch ten Protein -Interaktionen im Hefe -2-Hybrid -System  

Plasmid Köder 
(BD) pGBKT7  

Plasmid Beute 
(AD) pGADT7  

Induktionsplatte  Funktion  

FGFRa - SD/-Trp, X-a-Gal 
Ausschluss Autoaktivierung 

der Köderproteine 
Grb2 - SD/-Trp, X- a-Gal 

Crkl - SD/-Trp, X- a-Gal 

- FGFRa SD/-Leu, X- a-Gal 
Ausschluss Autoaktivierung 

der Beuteproteine 
- Grb2 SD/-Leu, X- a-Gal 

- Crkl SD/-Leu, X- a-Gal 

pGBKT7 leer FGFRa QDO/X 
Ausschluss falsch positiver 

Interaktionen 
pGBKT7 leer Grb2 QDO/X 

pGBKT7 leer Crkl QDO/X 

FGFRa pGADT7 leer QDO/X 
Ausschluss falsch positiver 

Interaktionen 
Grb2 pGADT7 leer QDO/X 

Crkl pGADT7 leer QDO/X 

pGBKT7-53 pGADT7-T QDO/X Positivkontrolle 

pGBKT7-Lam pGADT7-T QDO/X Negativkontrolle 

FGFRa Grb2 QDO/X 

Untersuchung der 
Proteininteraktionen 

FGFRa Crkl QDO/X 

Grb2 FGFRa QDO/X 

Crkl FGFRa QDO/X 

QDO/X: Minimal Media Quadruple Dropouts mit X-a-Gal (QDO/X): SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp, X-a-Gal 
 
Beschreibung der Kontroll -Plasmide  
- pGBKT7-53 codiert für Gal4 DBD fusioniert mit murinem p53. 
- pGBKT7-Lam codiert für Gal4 DBD fusioniert mit Lamin. 
- pGADT7-T codiert für Gal4 AD fusioniert mit SV40 große T-Antigen 
 
Positivkontrolle :  
p53 und das große T-Antigen interagieren im Hefe-2-Hybrid-System miteinander und aktivieren alle 
vier Reporter-Gene. 
 
Negativkontrolle :  
Lamin und das große T-Antigen interagieren nicht miteinander. Auf den Induktionsplatten werden 
keine Kolonien wachsen. 
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Abbildung 20: Untersuchung der Proteininteraktionen auf Induktionsplatten .  

Nachweis der Proteininteraktionen drei und fünf Tage nach Überstreichen der Hefe-Kolonien auf die 
Induktionsplatten. A/Aó: Positivkontrolle, pGBKT7-53 mit pGADT7-T, Koloniewachstum, 
Interaktionsnachweis durch starke Blaufärbung (MEL1 Aktivitªt). B/Bó: Negativkontrolle, pGBKT7-Lam 
mit pGADT7-T, kein Koloniewachstum, Pfeilspitze zeigt abgestorbene Kolonie. C-Eó Kolonien auf SD/-
Trp/X Platte zur Kontrolle der Autoaktivierung durch Kºderproteine. C/Có: FGFRa (DBD), 
Koloniewachstum. D/Dó: Grb2 (DBD), Koloniewachstum, Autoaktivierung nach 5-tªgiger Induktion. E/Eó: 
Crkl (DBD), Koloniewachstum, Autoaktivierung nach 3-tªgiger Induktion. F/Fó: FGFRa (DBD) mit Grb2 
(AD), kein Koloniewachstum, keine Interaktion. G/Gó: FGFRa (DBD) mit Crkl (AD), kein 
Koloniewachstum, keine Interaktion. H/Hó: Grb2 (DBD) mit FGFRa (AD), kein Koloniewachstum, keine 
Interaktion. I/Ió: Crkl (DBD) mit FGFRa (AD) minimales Koloniewachstum, schwache, falsch positive 
Interaktion (Pfeilspitze) nach 5 Tagen der Induktion aufgrund der Autoaktivierung von Crkl (DBD). 
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4.3 Untersuchung des Funktionsverlusts der  downstream  

Signalelemente des Hydra  FGFR mittels siRNA 

Knockdown  

Ein Funktionsverlust der downstream Signalelemente des Hydra FGFRa wurde mit 

genspezifischen siRNA-Duplexen in Hydra magnipapillata wt105 untersucht. Für die zu 

untersuchenden downstream Signalelemente Crkl, Grb2, Shp2 und Sos2 sowie für den 

Inhibitor des FGFR-Signalweges Spry2 wurden jeweils zwei siRNA-Duplexe designt. Die 

siRNA-Bindestellen sind dem Anhang zu entnehmen (Crkl A 10, Grb2 A 11, FGFRa A 12, 

Shp2 A 13, Sos2 A 14 und Spry2 A 15). Das Einbringen der siRNAs in die Hydren erfolgte 

durch eine Elektroporation (Lommel et al. 2017). Die pGL2 siRNA, die gegen ein Luciferase-

Gen des Leuchtkäfers gerichtet ist, diente als Negativkontrolle (Elbashir et al. 2001; 

Dissertation Reichart 2020). Aufgrund des bereits bekannten Knockdown Phänotyps von 

Hydra FGFRa, der einen Knospenablösungsdefekt aufwies (Sudhop et al. 2004), wurde 

FGFRa siRNA als Positivkontrolle verwendet (Dissertation Reichart 2020). Da bei Hydra die 

ersten siRNA Effekte nach 3 bis 4 Tagen, mit einem Peak an Tag 6 sichtbar werden und der 

Knockdown bis Tag 14 stabil war (Lommel et al. 2017), wurden die elektroporierten Hydren 

über eine Dauer von 14 Tagen beobachtet. Innerhalb dieser Zeitspanne wurden die Hydren 

dreimal wöchentlich gefüttert. Die Dokumentation der Phänotypen erfolgte an den Tagen 1, 5, 

8 und 12 durch digitale Bildaufnahmen am Stereomikroskop (Abbildung 21). Die Durchführung 

der Elektroporation und die Erhebung der Rohdaten erfolgte in Zusammenarbeit mit meinen 

Bachelor- und Masterstudenten.  

 

 

Abbildung 21: Zeitstrahl zum Elektroporationsverlauf.  

Schematische Darstellung des Aufbaus der siRNA Experimente. RNAi: Elektroporation mit siRNA; F: 

Fütterung; B: Bildaufnahme und Dokumentation. 
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4.3.1 Der siRNA vermittelte FGFRa Knockdown reproduziert die 

Knospenablösungsdefekte des FGFR Inhibitors SU5402 

In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob der bekannte Phänotyp einer FGFRa 

Inhibition auch durch siRNA erreicht wird. Während der vegetativen Fortpflanzung der Hydra 

(Knospung), wird die Knospenablösung durch FGFRa reguliert und findet innerhalb von 4 

Tagen statt (Hasse et al. 2014; Sudhop et al. 2004). Der Funktionsverlust von fgfra äußert sich 

bei Behandlung von Polypen mit Knospen in Stadium 3 durch einen nicht-ablösenden 

Knospenphänotyp. Nach dem siRNA vermittelten Knockdown von fgfra in Hydren, welche 

Knospen in Stadium 3 trugen, fand bei 74,4 % der Hydren keine Knospenablösung statt 

(Abbildung 23, Abbildung 24). Die Auswirkungen des Knockdowns mit der siRNA von FGFRa 

(fgfra_1) konnten dabei in drei Phänotypen eingeteilt werden (Abbildung 22). Bei dem 

Ănormalenñ Phªnotyp zeigten die Hydren keine Verªnderungen. Der nicht-ablösende Knospen-

Phänotyp wurde in die Schweregrade Ăleichtñ und Ăschwerñ unterteilt. Bei dem leichten 

Phänotyp blieb die Knospe durch eine Gewebebrücke am Fuß mit dem Elterntier verbunden 

(Fußbrücke ) und wurde im Laufe der Beobachtung zum Fuß des Elterntiers verschoben. In 

manchen Fällen löste sich die Fußbrücke.  

Bei der schweren Ausprägung des Phänotyps entwickelte sich die Knospe als zweite Achse. 

Zusammen mit dem Elterntier resultierte eine ĂYñ-Form . Diese Beobachtung bestätigt den 

Phänotyp nicht zur Ablösung befähigter Knospen nach einer FGFR Inhibition durch den 

pharmakologischen FGFR Inhibitors SU5402 oder durch Phosphorothioat-Antisense 

Oligonukleotide gegen FGFR (Sudhop et al. 2004). Er stimmt auch mit dem Phänotyp eines 

genetischen Knockdowns durch den dominant-negativen FGFRa überein (Hasse et al. 2014). 

 

 

Abbildung 22: Kategorien der Phänotypen 5 Tage nach siRNA Knockdown .  

(A) Hydren des Ănormalenñ Phªnotyps zeigten nach dem Knockdown keine Veränderungen. Die Knospe 
löste sich nach 4 Tagen. (B/C) Der nicht-ablösende Knospen Phänotyp unterteilt in (B) Ăleichtñ und (C) 
Ăschwerñ. Bei Hydren des Ăleichtenñ Phªnotyps (B) blieb die Knospe durch eine dünne Gewebebrücke 
am Fuß mit dem Elterntier verbunden (Fußbrücke) und wurde durch den Gewebedrift der EMC zum Fuß 
des Elterntiers verschoben. Bei den Hydren mit Ăschweremñ Phªnotyp (C) bildete die Knospe keine 
Einschnürung zur Ablösung aus. Das Elterntier nahm eine ĂYñ-Form an.  
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Abbildung 23: Phänotypen des fgfra  Knockdown .  

Die Abbildung zeigt die Auswirkungen des Knockdowns mit der siRNA fgfra_1 auf den Phänotyp der 
Hydren. (A-Aóóó) Schwerer Knospungsdefekt (44,2 %). Die Knospe wurde zu einer sekundären Achse, 
die Hydra bekam eine Y-Form. Zusätzlich wurde in diesem Fall der Kopf der Knospe nicht korrekt 
ausgebildet. (B-Bóóó) Hydra mit leichtem Knospungsdefekt (30,2%). Die Knospe konnte sich nicht 
ablösen und ist durch eine Gewebebrücke am Fuß mit dem Elterntier verbunden. Bis Tag 12 ist die 
Knospe zum Fuß des Elterntiers verschoben worden (schwarze Pfeilspitzen). Das Elterntier hatte 
bereits vor Tag 8 eine zweite Knospe gebildet (Tag 8 Knospenstadium 5, Tag 12 Knospenstadium 9; 
weiße Pfeilspitzen). (C-Cóóó) Normaler Phänotyp (25,6 %). Hydra bildete die Knospe normal aus und warf 
sie vor der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor Tag 8 hatte die Hydra bereits eine zweite Knospe gebildet (Tag 
8 Knospenstadium 6, Tag 12 Knospenstadium 9; weiße Pfeilspitzen). Die gezeigten Bilder wurden von 
Robin Fehling (BSc) aufgenommen. 
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4.3.2 Der siRNA vermittelte Knockdown von FGFR downstream 

Signalelementen verhindert Knospenablösung in geringem Ausmaß 

Um die Funktion des FGFR/RAS/MAPK Signalweges zu untersuchen, wurden die downstream 

Signalelemente crkl, grb2, shp2 und sos2 sowie der Inhibitor spry2 mittels siRNA 

Elektroporation herunterreguliert und wie in 4.3.1 beschrieben ausgewertet (Abbildung 22). 

Die Knospung einer wildtypischen Hydra dauert etwa 4 Tage (Otto und Campbell 1977). Daher 

erfolgte eine Quantifizierung des siRNA Knockdowns fünf Tage nach der Elektroporation 

(Abbildung 24). Die Rohdaten sind im Anhang A 22 einzusehen.  

Der Knockdown von fgfra wirkte sich am stärksten auf die Knospenablösung aus. Fünf Tage 

nach der Elektroporation der fgfra_1 siRNA trat bei 74,4 % der Hydren ein 

Knospenablösedefekt auf. Dabei bildeten 44,2 % der Hydren die Y-Form des schweren 

Phänotyps. Die Gewebebrücke am Fuß des leichten Phänotyps konnte bei 30,2 % der Hydren 

beobachtet werden. Auch der Knockdown der Kandidaten mRNAs erzeugte 

Knospenablösedefekte. Ein Überblick der durch die siRNA induzierten Phänotypen befindet 

sich im Anhang für crkl (A 17), grb2 (A 18), shp2 (A 19), sos2 (A 20) und spry2 (A 21).  

Im crkl, grb2 und spry2 Knockdown wurden Knospenablösedefekte bei weniger als 20 % der 

Tiere und im shp2 und sos2 Knockdown bei weniger als 30 % der Polypen beobachtet. 

Besonders hervorzuheben ist, dass der Knockdown mit der siRNA crkl_2 zu 15 % und die 

siRNA grb2_2 zu 18,8 % ausschließlich schwere phänotypische Veränderungen hervorriefen. 

Der spry2 Knockdown erzeugte mit 8,3 % bei spry2_1 und 11,9 % bei spry2_2 die wenigsten 

Knospenablösedefekte. 

Die Elektroporation der Kontroll-siRNA pGL2 (A 16) wirkte sich ebenfalls auf die 

Knospenablösung aus. Im pGL2 Knockdown wurde zunächst bei 16,9 % der Hydren ein 

Knospenablösedefekt festgestellt. Nach einer Ausreißer Untersuchung mit Hilfe eines Boxplot 

konnten 3 von 18 pGL2 Elektroporationen als starke Ausreißer eingestuft werden (A 23). Nach 

Ausschluss der Ausreißer zeigten nur noch 6,3 % der mit pGL2 elektroporierten Hydren 

Knospenablösedefekte.  
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siRNA 
Anzahl 
gesamt 

Phänotyp 
Normal 

in [%] 
Phänotyp 
Schwer 

in [%] 
Phänotyp 
Leicht 

in [%] 

crkl_1 30 26 86,67% 2 6,67% 2 6,67% 

crkl_2 20 17 85,0% 3 15,0% 0 0,0% 

grb2_1 43 35 81,4% 3 7,0% 5 11,6% 

grb2_2 32 26 81,3% 6 18,8% 0 0,0% 

fgfra_1 129 33 25,6% 57 44,2% 39 30,2% 

shp2_1 33 23 69,7% 4 12,1% 6 18,2% 

shp2_2  29 21 72,4% 5 17,2% 3 10,3% 

spry2_1 120 110 91,7% 3 2,5% 7 5,8% 

spry2_2 118 104 88,1% 5 4,2% 9 7,6% 

sos2_1 47 35 74,5% 6 12,8% 6 12,8% 

sos2_2 54 41 75,9% 5 9,3% 8 14,8% 

pGL2 111 104 93,7% 3 2,7% 4 3,6% 

 
Abbildung 24: Verteilung der Phänotypen fünf Tage nach dem mRNA Knockdown .  

Das gestapelte Säulendiagramm gibt einen visuellen Überblick zur prozentualen Verteilung der 
Phänotypen des siRNA Knockdowns. Die Phänotyp-Kategorien sind farblich markiert: normal (grün), 
leicht (orange), schwer (gelb). In der Datentabelle ist die Anzahl der untersuchten Hydren und die 
Verteilung der Phänotypen mit den jeweiligen prozentualen Anteilen abgebildet. 
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4.3.3 Effizienz des Knockdowns in Bezug auf die Ablöserate der Knospen 

Zur Ermittlung der Effizienz des siRNA vermittelten Knockdowns wurden die zuvor 

beschriebenen Knospenablösedefekte 5 Tage nach der Elektroporation statistisch erhoben. 

Es wurden unabhängig voneinander laufende Elektroporationen verwendet. Die Rohdaten 

sind im Anhang (A 22) zu finden. Die Daten wurden auf die Negativkontrolle pGL2 normiert, 

um mögliche negative Einflüsse der Elektroporation per se und der Transfektion der siRNA zu 

berücksichtigen. 

Die Knockdown Effizienz in Bezug auf die Knospenablöserate ist in Abbildung 25 angegeben. 

Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe eines zweiseitigen Zweistichproben-t-Tests 

untersucht.  

Wie die Verteilung der verschiedenen Phänotypen bereits zeigte, wurde eine große 

biologische Variabilität beobachtet. Jede getestete siRNA nahm Einfluss auf die Knospung 

und verhinderte in unterschiedlichem Maß die Knospenablösung. Wird diese Verteilung in 

Bezug auf die Negativkontrolle pGL2 normiert, kann die Effizienz des mRNA Knockdown 

untersucht werden. Die ermittelte Knockdown Effizienz basiert hierbei ausschließlich auf den 

beobachteten Phänotypen und gibt keinen Aufschluss über die Inhibierung des mRNA-Levels 

der untersuchten Gene. 

Der grºÇte und signifikanteste Effekt (p Ò 0,001) auf die Knospenablºserate konnte bei der 

Positivkontrolle fgfra ermittelt werden. Nach dem Knockdown mit der fgfra_1 siRNA waren nur 

noch 27 % der elektroporierten Hydren in der Lage, ihre Knospe zeitgerecht nach 4 Tagen 

(Otto und Campbell 1977) abzuwerfen. Der zweitstärkste Effekt wurde bei der Elektroporation 

der shp2 siRNAs identifiziert. Die siRNA shp2_1 ließ eine Ablöserate von 63 % zu und wies 

somit einen signifikanten Unterschied (p Ò 0,01) zu pGL2 auf. Als nicht signifikant erwiesen 

sich die siRNA Effekte der shp2, crkl, grb2 und spry2 Knockdowns. Im shp2_2 Knockdown 

konnten noch 71 % der Tiere ihre Knospe abwerfen. Bei dem Knockdown der Adaptoren crkl 

und grb2 sowie dem Inhibitor spry2 waren hingegen über 85 % der Knospen in der Lage, sich 

korrekt abzulösen. Für den GEF sos2 wurde bei sos2_1 eine Ablöserate von 76 % und bei 

sos2_2 von 81 % ermittelt. 
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siRNA 
Anzahl 
gesamt 

Phänotyp 
Normal 

Mittelwert 
in [%] 

Mittelwert 
STABW 

Mittelwert 
normalisiert  

STABW 
normalisiert 

p (t-Test) 

crkl_1 30 26 0,88 0,08 0,93 0,08 0,22813 

crkl_2 20 17 0,86 0,10 0,91 0,11 0,35469 

grb2_1 43 35 0,81 0,16 0,86 0,17 0,12595 

grb2_2 32 26 0,85 0,26 0,90 0,27 0,56959 

fgfra_1 129 33 0,25 0,20 0,27 0,21 1,151E-12*** 

shp2_1 46 29 0,59 0,22 0,63 0,23 0,013693** 

shp2_2  47 33 0,67 0,24 0,71 0,26 0,05163 

spry2_1 120 110 0,90 0,13 0,95 0,14 0,30114 

spry2_2 118 104 0,85 0,18 0,90 0,19 0,16336 

sos2_1 47 35 0,72 0,31 0,76 0,32 0,21577 

sos2_2 54 41 0,77 0,28 0,81 0,30 0,22813 

pGL2 111 104 0,95 0,11 1,00 0,11  

p Ò 0,05 = *, p Ò 0,01 = **, p Ò 0,001 = *** 

 
Abbildung 25: Ablöserate der Knospen 5 Tage nach Elektroporation.   

Die Abbildung zeigt die Ablöserate der Knospen des mRNA Knockdowns, normiert auf pGL2 in Prozent. 
crkl_1: 93 %, crkl_2: 91 %, grb2_1: 86 %, grb2_2: 90 %, fgfra_1: 27 %, shp2_1: 63 %, shp2_2: 71 %, 
spry2_1: 95 %, spry2_2: 90 %, sos2_1: 76 %, sos2_2: 81 %, pGL2: 100 % (Für den Einbezug möglicher 
negativer Einfl¿sse der Elektroporation und der Transfektion der siRNA) p Ò 0,05 = *, p Ò 0,01 = **, p Ò 

0,001 = ***. In der Datentabelle ist die Effizienz des Knockdowns in Bezug auf die Knospenablöserate 

abgebildet. Die Daten wurden auf die Negativkontrolle pGL2 normiert. 

 

 

  

 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

Effizienz des Knockdows in Bezug auf die Knospenablöserate 

*** 

** 



4 Ergebnisse 

81 | S e i t e  

4.4 Untersuchung der Kolokalisation von FGFRa und  den 

downstream  Signalelementen  

Damit eine Weiterleitung des FGFR-Signals funktioniert, müssen die Bestandteile des 

Signalweges in derselben Zelle vorhanden sein (kolokalisieren), also zeitlich passend 

transkribiert und translatiert werden. Suryawanshi et al 2020 zeigte bereits, dass die mRNA 

der hier näher untersuchten möglichen Signalelemente an der Knospenbasis hochreguliert 

sind. Um zu überprüfen, ob diese mRNAs mit fgfra kolokalisieren, wurde eine Doppel-

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (dFISH) durchgeführt und die Präparate mithilfe eines 

konfokalem Laserscan Mikroskops (kLSM) ausgewertet. Durch die Überlagerung der 

fluoreszierenden Tyramid-Signale (rot und grün) kann die räumliche Kolokalisation der mRNAs 

innerhalb der Zellen festgestellt werden. Bei Überlagerung entsteht aus rot und grün eine 

Gelbfärbung. Wird durch die dFISH eine zelluläre Kolokalisation der Kandidaten mRNA mit 

der mRNA von FGFRa festgestellt, lässt dies auf eine mögliche Interaktion von FGFR mit den 

Docking- und Adapter-Proteinen schließen.  

 

4.4.1 Die Transkriptionsmuster der downstream Signalelemente des 

Hydra FGFR 

Suryawanshi et al. 2020 zeigte in einer vollständigen Knospenreihe nach Otto und Campbell 

1977 die Lokalisation der mRNA der downstream Signalelemente in Hydra (Abbildung 12). 

Darüber hinaus wurde das Expressionsmuster von spry2 in der Dissertation Suryawanshi 2017 

beschrieben. Crkl und spry2 konnten ab dem Knospenstadium 6 ektodermal an der 

Knospenbasis beobachtet werden. Die Signalelemente grb2, shp2 und sos2 wurden erst ab 

Knospenstadium 7 im Ektoderm der Knospenbasis exprimiert. Der Rezeptor fgfra fand sich 

hingegen in den Stadien 1 bis 3 an der Knospenspitze exprimiert und ab Knospenstadium 4 

als Ring im Ektoderm der Knospenbasis sowie nach Ablösung (Abbildung 12, Sudhop et al. 

2004). 

Eine full length RNA-Sonde zeigte das bekannte Expressionsmuster: fgfra wurde im Ektoderm 

der Knospenbasis exprimiert, verstärkt in den Knospenstadien 7 und 8, in denen die 

Einschnürung erfolgte (Abbildung 26 A-Bó). Der mºgliche Adapter crkl war ebenfalls im 

Ektoderm der Knospenbasis exprimiert, in Stadium 7 in einem schmalen Ring (Abbildung 26 

C-Có) und in Stadium 8 in einer etwas breiteren Zone an der aboralen, zum Fuß hin liegenden, 

Knospenbasis sowie einer korrespondierenden Region des Elterntiers (Abbildung 26 D-Dó). 

Darüber hinaus war eine leichte ubiquitäre Expression in der Körpersäule des Elterntiers und 

der Knospe zu beobachten. Nach der starken ektodermalen Expression von grb2 an der 

Knospenbasis und auf Seiten des Elterntiers in Stadium 8 (Abbildung 26 E-Eó) war die grb2 
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mRNA in den Stadien 9 und 10 auf einen knospennahen Ring im Elterntier beschränkt 

(Abbildung 26 F, Fó). Die leichte Expression in den Körpersäulen sowie eine starke Expression 

im Bereich des Hypostoms persistierten.  

Die Proteintyrosinphosphatase shp2 wurde ubiquitär in der gesamten Hydra mit Ausnahme 

der Tentakelspitzen exprimiert. Eine verstärkte Expression war auch hier an der Knospenbasis 

des Stadiums 8 zu erkennen (Abbildung 26 G-Hó). Der GTP-Austauschfaktor sos2 wurde 

endodermal in der Körpersäule und verstärkt am Fuß sowie stark im Ektoderm der 

Knospenbasis exprimiert. Gezeigt ist die Expression in den Stadien 5 und 8/9 (Abbildung 26 I-

Jó). Spry2 wurde in den Stadien 5 und 6 als Ring im Ektoderm der Knospenbasis sowie 

verstärkt im Fuß des Eltertiers exprimiert (Abbildung 26 K-Ló).  

Alle Expressionsmuster, welche durch die full length Sonden nachgewiesen wurden, stimmen 

mit den bekannten Mustern aus Suryawanshi et al. 2020 überein. Dort wurden teilweise 

partielle Sonden verwendet. Die sense Sonden zeigen ebenfalls keine Färbung (Anhang A 

24). 

 

 

Abbildung 26: Expression smusster  von FGFRa und den downstream  Signalelementen.  

A-Bó fgfra, C-Dó crkl, E-Fó grb2, G-Hó shp2, I-Jó sos2 und K-Kó spry2. Maßstab 100 µm. Die gezeigten 
Bilder von fgfra, crkl und grb2 wurden von Sophia Engstfeld (MSc) und Sophie von Schwichow (MSc) 
aufgenommen. 
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4.4.2 Crkl und fgfra kolokalisieren an der Knospenbasis  

Als erstes wurde die zelluläre Lokalisation von crkl und fgfra untersucht. Im Knospenstadium 

8, dem Beginn der Ablösephase (Abbildung 27 A-C) wurden sowohl crkl als auch fgfra stark 

an der Knospenbasis exprimiert (Abbildung 27 A-Bó). In der dFISH Analyse zeigte die 

Überlagerung der Expressionsmuster am kLSM eine Kolokalisation des Rezeptors mit dem 

potentiellen Adapter (Abbildung 27 C). Im Knospenstadium 9/10 wurde fgfra weiterhin 

ringförmig um die Knospenbasis exprimiert (Abbildung 27 D, Dó). Crkl hingegen war in der 

Ablösungsphase der Knospung an der aboralen Knospenbasis nicht mehr detektierbar 

(Abbildung 27 E-Eó), sodass fgfra und crkl nur noch auf der Unterseite der Knospenbasis und 

im Elterntier koexprimierten (Abbildung 27 F). 
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Abbildung 27: Die Kololalisation der fgfra  und crkl  Expression.   

(A-C) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und crkl im Knospenstadium 8. (A, Aó) Sehr starke 
fgfra Expression an der Knospenbasis. (B, Bó) Verstªrkte crkl Expression an der Knospenbasis. (C) Die 
Überlagerung der roten und grünen Fluoreszenzsignale ergaben gelb und zeigten, dass fgfra und crkl 
in den gleichen Zellen exprimiert werden und somit partiell kolokalisieren (weiße Pfeilspitzen). (D-F) 
Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und crkl im Knospenstadium 9/10. (D, Dó) Starke fgfra 
Expression ringfºrmig an der Knospenbasis. (E, Eó) Sehr starke Expression von crkl an der Unterseite 
der Knospenbasis im Elterntier und in der Knospe. (F) Durch die Überlagerung der Fluoreszenzsignale 
konnte gezeigt werden, dass fgfra und crkl an der Unterseite der Knospenbasis in den gleichen Zellen 
exprimiert wurden und somit teilweise kolokaliserten (weiße Pfeilspitzen). Grün: fgfra, Rot: crkl. Ein 
gelbes Fluoreszenzsignal kennzeichnete die Kolokalisation. A-Bó und D-Eó sind einfache 
Fluoreszenzaufnahmen. C, F sind KLSM-Aufnahmen der maximalen Überlagerung. Der Maßstab 
beträgt 100 µm. Die dFISH zur Untersuchung der Kolokalisation von crkl und fgfra wurde von Sophie 
von Schwichow (MSc) durchgeführt. 

 

 

4.4.3 Grb2 und fgfra kolokalisieren an der Knospenbasis  

Fgfra wurde während des 9. Knospenstadiums ringförmig um die Knospenbasis und im 

Elterntier exprimiert (Abbildung 28 A, Aó). Im Elterntier wurde auch grb2 nachgewiesen 

(Abbildung 28 B, Bó). Fgfra und grb2 koexprimierten allerdings nur in wenigen Zellen an der 

aboralen Seite der Knospenbasis im Elterntier (Abbildung 28 C). Dies änderte sich im Knospen 

Stadium 10. Während der Ablösung der Knospe wurden sowohl grb2 als auch fgfra stark an 

der Knospenbasis exprimiert (Abbildung 28 D-Eó). Die ¦berlagerung der Expressionsmuster 

zeigte eine Kolokalisation an der Knospenbasis zwischen dem fgfra mit dem potentiellen 

Adapter grb2 (Abbildung 28 F) in Zellen, die etwas von der eigentlichen Ablösestelle abgesetzt 

sind. Besonders auffällig war eine zentrale, einzelne ringförmige Zellreihe, die beidseitig 

umgeben von Zellen wurde, in denen das Überlagerungssignal schwach war. Diese Reihe von 

Zellen war in den NBT/BCIP gefärbten in-situ-Hybridisierungen nicht sichtbar und konnte erst 

mit der besser auflösenden dFISH nachgewiesen werden. 

 

 



4 Ergebnisse 

85 | S e i t e  

 

Abbildung 28: Die Kolokalisation der fgfra  und grb2  Expression.   

(A-C) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und grb2 im Knospenstadium 10. (A, Aó) Starke fgfra 
Expression ringfºrmig an der Knospenbasis. (B, Bó) Sehr starke Expression von grb2 an der 
Knospenbasis sowie im Bereich des Hypostoms des Elterntiers und der Knospe. (C) Durch die 
Überlagerung der Fluoreszenzsignale konnte gezeigt werden, dass fgfra und grb2 nur in wenigen Zellen 
an der Unterseite der Knospenbasis kolokaliserten (weiße Pfeilspitzen). Vergleich der 
Expressionsmuster von fgfra und grb2 im Knospenstadium 10 wªhrend der Ablºsung. (D, Dó) Starke 
fgfra Expression an der Ablösestelle beziehungsweise FuÇscheibe der Knospe. (E, Eó) Sehr starke grb2 
Expression an der Ablösestelle beziehungsweise Fußscheibe der Knospe. (F) Die Überlagerung der 
Fluoreszenzsignale zeigte, dass fgfra und grb2 in einem schmalen Bereich an der Ablösestelle in den 
gleichen Zellen exprimiert wurden und somit teilweise kolokalisierten (weiße Pfeilspitzen). Grün: fgfra, 
Rot: grb2. Ein gelbes Fluoreszenzsignal kennzeichnete die Kolokalisation. (D-F). A-Bó und D-Eó sind 
einfache Fluoreszenzaufnahmen. C, F sind KLSM-Aufnahmen der maximalen Überlagerung. Der 
Maßstab beträgt 100 µm. Die dFISH zur Untersuchung der Kolokalisation von grb2 und fgfra wurde von 
Sophia Engstfeld (MSc) durchgeführt. 
 

 

 



4 Ergebnisse 

86 | S e i t e  

4.4.4 Shp2 und fgfra kolokalisieren nicht während der Elongationsphase 

an der Knospenbasis  

Die zelluläre Lokalisation von fgfra zeigte im Knospenstadium 6 das typische ringförmige 

Expressionsmuster an der Knospenbasis (Abbildung 29 A, Aó). Ebenfalls konnte eine 

schwache Expression von shp2 an der Knospenbasis, allerdings weiter im Knospengewebe 

nachgewiesen werden (Abbildung 29 B, Bó). Eine Kolokalisation des fgfra mit shp2 wurde im 

Knospenstadium 6 nicht beobachtet (Abbildung 29 C).  

 

 

Abbildung 29: Die Lokalisation der fgfra  und shp2  Expressio n.  

(A-C) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und shp2 im Knospenstadium 6. (A, Aó) Starke fgfra 
Expression ringfºrmig an der Knospenbasis. (B, Bó) Schwache Expression von shp2 an der 
Knospenbasis, aber weiter im Knospengewebe. (C) Die Überlagerung der Fluoreszenzsignale zeigte, 
dass fgfra und shp2 im Knospenstadium 6 nicht koexprimiert wurden (weiße Pfeile). Grün: fgfra, Rot: 
shp2. A-Bó sind einfache Fluoreszenzaufnahmen. C ist eine KLSM-Aufnahme der maximalen 
Überlagerung. Der Maßstab beträgt 100 µm.  

 

 

4.4.5 Sos2 und fgfra kolokalisieren nicht während der Elongationsphase 

an der Knospenbasis 

Für sos2 und fgfra wurden die Transkripte in der Elongationsphase im Knospenstadium 5 

betrachtet. Im Knospenstadium 5 konnte erneut das typische ringförmige Expressionsmuster 

von fgfra an der Knospenbasis nachgewiesen werden. (Abbildung 30 A, Aó). Sos2 zeigte eine 

mRNA-Expression an der Knospenbasis (Abbildung 30 B, Bó). Eine Kolokalisation des fgfra 

mit GTP-Austauschfaktor sos2 konnte im Knospenstadium 5 nicht nachgewiesen werden 

(Abbildung 30 C).  
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Abbildung 30: Die Lokalisation der fgfra  und sos2  Expression.   

(A-C) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und sos2 im Knospenstadium 5. (A, Aó) Starke fgfra 
Expression ringfºrmig an der Knospenbasis. (Bó) Schwache sos2 Expression an der Knospenbasis. (C) 
Die Überlagerung der Fluoreszenzsignale zeigte, bei ähnlicher Lokalisation der mRNAs an der 
Knospenbasis keine Kolokalisation (weiße Pfeile). Grün: fgfra, Rot: sos2. A-Bó sind einfache 
Fluoreszenzaufnahmen. C ist eine KLSM-Aufnahme der maximalen Überlagerung. Der Maßstab beträgt 
100 µm.  
 

 

4.4.6 Spry2 und fgfra kolokalisieren an der Knospenbasis  

Sowohl spry2 als auch fgfra wurden stark an der Knospenbasis exprimiert (Abbildung 31 A-

Bó). Die ¦berlagerung der Expressionsmuster zeigte eine Kolokalisation der Transkripte 

(Abbildung 31 C). Im Knospenstadium 8, dem Beginn der Ablösephase, zeigte fgfra die 

typische ringförmige Expression an der Knospenbasis (Abbildung 31 D, Dó). Bei spry2 konnte 

eine leicht erhöhte Expression an der Knospenbasis festgestellt werden (Abbildung 31 E-Eó). 

Fgfra und spry2 wurden in wenigen Zellen an der Knospenbasis koexprimiert (Abbildung 31 

F).  
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Abbildung 31: Die Kololalisation der fgfra  und spry2  Expression.  

(A-C) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und spry2 im Knospenstadium 6. Die Knospe wurde 
wªhrend der dFISH beschªdigt und ist eingerissen. (A, Aó) Starke fgfra Expression an der 
Knospenbasis. (B, Bó) Starke spry2 Expression an der Knospenbasis. (C) Die Überlagerung der 
Fluoreszenzsignale zeigte, dass fgfra und spry2 an der Knospenbasis in den gleichen Zellen exprimiert 
wurden und somit kolokalisierten (weiße Pfeilspitzen). (D-F) Vergleich der Expressionsmuster von fgfra 
und spry2 im Knospenstadium 8. (D, Dó) Starke fgfra Expression ringförmig an der Knospenbasis. (E, 
Eó) Leicht erhºhte Expression von spry2 an der Knospenbasis. (F) Durch die Überlagerung der 
Fluoreszenzsignale konnte gezeigt werden, dass fgfra und spry2 nur in wenigen Zellen an der 
Knospenbasis kolokalisierten (weiße Pfeilspitzen). Grün: fgfra, Rot: spry2. Ein gelbes Fluoreszenzsignal 
kennzeichnete die Kolokalisation. A-Bó und D-Eó sind einfache Fluoreszenzaufnahmen. C, F sind KLSM-
Aufnahmen der maximalen Überlagerung. Der Maßstab beträgt 100 µm.  
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4.5 Die Untersuchung eines neuen FGF -Rezeptors in Hydra 

vulgaris AEP  

Im Rahmen der Charakterisierung des potentiellen FGF-Rezeptors HVAEP3.T006530.1 aus 

der Datenbank des ĂHydra AEP Genome Project Portalsñ wurde festgestellt, dass dieser 

bereits im Rahmen des GenBank Project ĂPRJNA1085304: Genome assembly of Hydra 

vulgaris strain AEPñ im Juni 2024 (11.06.2024) in der NCBI GenBank annotiert war. Dabei 

erhielt die annotierte DNA-Sequenz (CDS, mRNA) den Namen ĂPREDICTED: Hydra vulgaris 

fibroblast growth factor receptor-like (LOC136078198), transcript variant X4, mRNAñ 

(XM_065793407.1) und die Proteinsequenz den Namen Ăfibroblast growth factor receptor-like 

isoform X4 [Hydra vulgaris]ñ (XP_065649479.1).  

In den folgenden Kapiteln wird der neu identifizierte Rezeptor mit dem annotierten Namen der 

NCBI GenBank bezeichnet. Die Identifizierung von Proteindomänen erfolgte mittels 

ĂInterProScanñ, die Ermittlung von Konsensus-Sequenzen für Binde- und 

Phosphorylierungsstellen erfolgte bei der Analyse der Proteinsequenzen manuell. Das 

Protein-Alignment sowie durch NetPhos-3.1 identifizierte potentielle Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen sind im Anhang A 25 zu finden. 

 

 

4.5.1 HvAEP_FGFRl-x4 besitzt alle charakteristischen Proteindomänen 

des Hydra FGFRa 

Im Vergleich des Hydra vulgaris FGFRa (NCBI: NP_001296694.1) mit dem Hydra vulgaris 

AEP FGF-Rezeptor HvAEP_FGFRl-x4 (AEPblast: HVAEP3.T006530.1, NCBI 

XP_065649479.1) sind sowohl die typischen Proteindomänen (Signalsequenz, Ig-ähnliche 

Schleifen, Transmembrandomäne, Tyrosinkinase-Domäne) als auch Motive von Konsensus-

Sequenzen für Binde- und Phosphorylierungsstellen an übereinstimmenden Positionen zu 

finden (Abbildung 32). Die codierenden Sequenzen vom Start- bist zum Stop-Codon der 

beiden Hydra FGFRs sind zu 91 % identisch. Die Proteine der FGFRs sind allerdings nur zu 

87 % identisch.  

Die N-terminale Signalsequenz 1MISDWCVILVLSISRLVFG 19 von FGFRl-x4 entspricht 

7VVLVLLMSRLVFG19 bei FGFRa. Die drei extrazellulären Immunglobulin (Ig)-ähnlichen 

Schleifen IgI (Loop C43 + C94), IgII (Loop C139 + C190) und IgIII (Loop Y239 + L313) 

entsprechen den Schleifen IgI (C43 + C94), IgII (C147 + C201) und IgIII (Y250 + F324). Wobei 

die ersten beiden Ig-ähnlichen Schleifen über Cysteine und die dritte Ig-ähnliche Schleife über 

zwei hydrophobe Aminosäuren stabilisiert wird. Die Aminosäuren Tyrosin250 und 

Phenylalanin324 stabilisieren die IgIII von FGFRa und entsprechen Tyrosin239 und Leucin313 
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in IgIII von FGFRl-x4. FGFR-lx4 besitzt wie FGFRa einen sauren Bereich zwischen der ersten 

und zweiten Ig-ähnlichen Schleife (Expasy ProtParam: pI = 4,36; 20,5 % saure Aminosäuren 

5x Asp, 4x Glu), wobei die sauren Aminosäure Reste wie bei FGFRa nicht geclustert sind. 

Die in FGFR-lx4 ermittelten Phosphorylierungsstellen Y632/Y633 entsprechen Y642/Y643 in 

FGFRa und Y745 entspricht in FGFRa Y755. Die Konsensus-Sequenzen 408YIKP411, 

719YTLM722 für SH2-Bindestellen sowie 760PIQP763 für SH3-Bindestellen und die ATP-

Bindedomäne 481GEGAFGRV-----TVAVK508 des FGFRa entsprechen bei FGFRl-x4 397YIKP400, 

709YALM712, 750PIQP753 und 471GEGAFGRV-----TVAVK498. Darüber hinaus konnte in FGFRl-x4 

der Konsensus 427YAN429 identifiziert werden. Weitere potentielle Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen sind im Anhang A 25 zu finden. 

 

Domänen 
Hv_FGFRa  
(Sudhop et al. 2004) 

HvAEP_FGFR-lx4 

Anzahl Aminosäuren AA 816 AA 806 AA 

Signalpeptid 7-19 1-19 

(Ig)-ähnliche Schleife (I) 
[Cystein Loop] 

44-94 
[C43 + C94] 

25-105 
[C43 + C94] 

(Ig)-ähnliche Schleife (II) 
[Cystein Loop] 

147-201 
[C147 + C201] 

112-206 
[C139 + C190] 

(Ig)-ähnliche Schleife (III) 
[hydrophober Loop] 

250-324  
[Y250 + F324] 

223-339 
[Y239 + L313] 

Saurer Bereich  94-146 95-138 

Transmembrandomäne 369-393 359-382 

Tyrosinkinase-Domäne 472-757 464-737 

Phosphorylierungsstellen Y642, Y643, Y755 Y632, Y633, Y745 

Konsensus SH2-Bindestellen 408YIKP411, 719YTLM722 397YIKP400, 709YALM712, 427YAN429 

Konsensus SH3-Bindestellen 760PIQP763 750PIQP753 

ATP-Bindungsdomäne 481-508 471-498 

 
Abbildung 32: Proteindomänen und Motive des  potentiellen FGF-Rezeptors FGFR -lx4 . 

Zur grafischen und tabellarischen Darstellung wurden jeweils die erste und die letzte Position der 
Proteindomänen angegeben. Die Positionswerte der angegeben Proteindomänen, und die hier 
gezeigten Phosphorylierungsstellen und Bindestellen des FGFRa entsprechen der Beschreibung von 
Sudhop et al. 2004. Die Positionswerte der Proteindomänen, Phosphorylierungsstellen und Bindestellen 
von HvAEP_FGFR-lx4 entsprechen InterProScan. Die hier gezeigten Konsensus-Sequenzen für Binde- 
und Phosphorylierungsstellen erfolgte bei der Analyse der Proteinsequenzen manuell.  
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4.5.2 Fgfra und FGFR-lx4 kolokalisieren an der Knospenbasis  

Da die intrazelluläre Domäne von FGFRa und dem potentiellen neuen Rezeptor FGFR-lx4 

nahezu identisch waren, wurde für die Untersuchung der mRNA-Expression nur die 

extrazelluläre Domäne (HVAEP3.T006530.1, NCBI XP_065649479.1 CDS 1-864) von FGFR-

lx4 zur Synthese der RNA Sonden verwendet (Anhang A 26). Die extrazelluläre Domänen der 

beiden FGFRs sind zu 88°% identisch. Die Expressionsmuster von fgfr-lx4 sind mit denen von 

fgfra in den Knospenstadien 5, 6 und 8 identisch (Abbildung 33). Die Überlagerungen der 

Fluoreszenzsignale zeigten, dass fgfra und fgfr-lx4 an der Knospenbasis in denselben Zellen 

exprimiert wurden und kolokalisierten (Abbildung 33 C, F, I). Der Rezeptor fgfr-lx4 wurde in 

den ektodermalen Zellen an der Knospenbasis ringförmig exprimiert. Während der 

Elongationsphase im Knospenstadium 5 war die Expression in einem breiten Ring um die 

Knospenbasis, besonders auf der Seite des Elterntiers zu sehen (Abbildung 33 B-C). Beim 

Übergang zum Knospenstadium 6 war die Expression als scharf abgegrenzter Ring an der 

Knospenbasis erkennbar (Abbildung 33 E-F). Zu Beginn der Ablösephase im Stadium 8 wurde 

fgfr-lx4 ebenfalls in einem definierten Ring im Ektoderm der Knospenbasis exprimiert 

(Abbildung 33 H-I). 
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Abbildung 33: Die Kolo kalisation der fgfra  und fgfr -lx4  Expression.   

Vergleich der Expressionsmuster von fgfra und fgfr-lx4 im Knospenstadium 5 (A-C), im Knospenstadium 
6 (D-F) und im Knospenstadium 8 (G-I). Die Expressionen von fgfra zeigten sich in allen 3 
Knospenstadien ringförmig an der Knospenbasis. Der potentielle neue Rezeptor fgfr-lx4 weiste ein 
identisches Expressionsmuster an der Knospenbasis auf. (C, F, I) Die Überlagerungen der 
Fluoreszenzsignale zeigten, dass fgfra und fgfr-lx4 an der Knospenbasis in den gleichen Zellen 
exprimiert wurden und somit kolokalisierten (weiße Pfeilspitzen). Grün: fgfra, Rot: fgfr-lx4. Ein gelbes 
Fluoreszenzsignal kennzeichnete die Kolokalisation. Der Maßstab beträgt 100 µm.   
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5 Diskussion  

Die Signaltransduktion durch FGFRs ist im Tierreich hoch konserviert und essentiell für 

Schlüsselfunktionen wie Migration, Proliferation und Differenzierung bei Entwicklungs- und 

Wachstumsprozessen. Bereits im evolutionsgeschichtlich frühen Stamm der Cnidaria sind 

FGF-Rezeptoren zu finden.  

Ziel meiner Promotionsarbeit war es, die Evolution des FGFR-Signalsystems der Hydra in 

Bezug auf die downstream Signalelemente vertieft zu untersuchen. Durch Suryawanshi et al. 

2020 wurden erstmalig die downstream Signalelemente Crkl, Grb2, Shp2/Csw, Sos2 sowie 

der Inhibitor Spry2 (Dissertation Suryawanshi 2017) der FGFR-Signaltransduktion bei Hydra 

beschrieben. Die identifizierten Signalelemente konnten während der Knospung in der späten 

Elongationsphase und der Ablösephase an der Knospenbasis nachgewiesen werden.  

Nach der Identifizierung folgte in meiner Promotionsarbeit die zelluläre Lokalisation sowie die 

funktionelle Untersuchung der downstream Signalelemente. Darüber hinaus wurde im 

Rahmen meiner Promotionsarbeit ein potentiell neuer FGF-Rezeptor in Hydra charakterisiert. 

 

5.1 Charakterisierung der downstream  Signalelemente   

Nachdem die annotierten referenzierten Accession Numbers der Kandidaten der downstream 

Signalelemente von Hydra vulgaris aus dem vorangegangenen Projekt Suryawanshi et al. 

2020 in der NCBI GenBank obsolet gesetzt wurden, wurden die cDNAs und ihre von der 

Sequenz abgeleiteten Proteine im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit neu isoliert und 

verifiziert. Dabei wurden die FGFRa downstream Signalelemente von Hydra magnipapillata 

wt105 (Knockdown Experimente) und von Hydra vulgaris AEP (Koexpressionsanalysen) 

untersucht.  

Sowohl die downstream Signalelemente von Hydra magnipapillata wt105 als auch von Hydra 

vulgaris AEP wiesen im Vergleich zu den humanen Proteinen alle notwendigen 

Proteindomänen, Tyrosin-Phosphorylierungsstellen und Bindemotive auf, um als downstream 

Signalelemente zu funktionieren und zeigten, dass die Signalelemente downstream des FGFR 

hoch konserviert sind.  

Beide Hydra Crkl Proteine tragen eine SH2- sowie eine N-terminale und C-terminale SH3-

Domäne. So wäre es den Hydra Crkl möglich, über die SH2-Domäne an ein phosphoryliertes 

Tyrosin zu binden, beispielsweise eines des FGFR und anschließend das Signal über einen 

SH3-Bindungspartner weiterzuleiten (Birge et al. 2009). Auch Hydra Grb2 wird an 

phosphoryliertes Tyrosin binden können und das Signal über einen SH3-Bindungspartner 

weiterleiten (Belov und Mohammadi 2012), da es aus einer SH2-Domäne, die von zwei SH3-

Domänen flankiert wird, besteht.  
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Die Hydra Shp2/Csw Proteine besitzen eine N-terminale und C-terminale SH2-Domäne sowie 

eine PTP-Domäne. Die Tyrosin-Phosphorylierungsstelle, welche sich jeweils an der Position 

Y529 befindet, entsprechen mit YxNx dem Konsensus für die Bindung an die Grb2-SH2-

Domäne, sodass angenommen werden kann, dass Hydra Shp2/Csw Proteine mit dem 

Grb2/Sos-Komplex interagieren können und somit zur Aktivierung von Ras beitragen können 

(Araki et al. 2003). In der C-terminalen Region konnte durch NetPhos3.1 am Y563 jeweils ein 

YxxP Konsensus identifiziert werden (A 6), welches ein SH2-Bindemotiv von Crk/Crkl ist. C-

terminale prolinreiche Motive mit dem Konsensus 566PTSP569 (PxxP) wäre ebenfalls eine 

Interaktion mit SH3-Domänen möglich (Birge et al. 2009).  

Der GEF Sos2 der beiden Hydra Arten besitzt wie die humane Sos Sequenz eine Histon-

ähnliche Domäne (HD), eine Dbl-Homologie (Rho GEF) Domäne, eine Pleckstrin-Homologie 

(PH) Domäne, eine RasGEFN (REM) Domäne und eine RasGEF (CDC25-like) Domäne sowie 

einen prolinreichen C-terminalen Bereich mit mehreren SH3-Bindemotiven mit dem 

Konsensus PxxP / PxxPxK/R. Sos2 nutzt diese prolinreichen Motive für die Signalübertragung 

bei der Aktivierung von RAS- oder RAC-Proteinen (Baltanás et al. 2020; Birge et al. 2009). 

Durch NetPhos - 3.1 konnten ebenfalls Tyrosin-Phosporylierungsstellen mit den Motiv YxxP 

(A 7) identifiziert werden, wodurch auch Hydra Sos2 die Möglichkeit hat, mit der SH2-Domäne 

von Crkl zu interagieren.  

Bei den Hydra Spry2 Proteinen konnte nur die typische Sprouty-Domäne eindeutig identifiziert 

werden (Guy et al. 2009). Das humane Sprouty2 weist allerdings noch eine Tyrosin-

Phosphorylierungsstelle an Position pY55 (NxYp) sowie ein serinreiches Motiv am N-Terminus 

und ein PxxP-Motiv im äußersten C-Terminus auf. In den beiden Hydra Spry2 Proteinen 

konnte weder eine Tyrosin-Phosphorylierungsstelle mit dem Motiv NxY(p) als c-Cbl Motiv, 

noch ein serinreiches Motiv oder ein PxxP Konsensus identifiziert werden. Das Fehlen der 

NxY(p) Phosphorylierungsstelle konnte ebenfalls in dem Vorgängerprojekt von Suryawanshi 

beschrieben werden (Dissertation Suryawanshi 2017). In diesem Vorgängerprojekt wurde als 

Phosphorylierungsstelle für das c-Cbl Motiv in Hm_Spry2 das Tyrosin Y101 mit der Sequenz 

NVSQSPYPY(p) vermutet. Im Rahmen eines Phylums übergreifenden Alignments 

konservierter Domänen von Sporuty wurde identifiziert, dass das bekannte NxY(p) nur im 

Stamm der Cnidaria bei Hydra und auch in Nematostella vectensis fehlte. Bei der 

Untersuchung der mRNA Lokalisation konnte herausgefunden werden, dass die spry2 

Expression nach Behandlung mit dem FGFR Inhibitor SU5402 reduziert wurde. Die 

identifizierte potentielle Abhängigkeit von Spry2 zu dem FGFRa, könnte ein Indiz für eine 

mögliche Proteininteraktion sein bzw. ein Beweis dafür sein, dass Spry2 downstream von 

FGFRa wirkt. Anhand der dieser Daten kann bei den Hydra FGFR downstream 

Signalelementen eine Funktion wie bei Vertebraten angenommen werden. Die hohe 
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Ähnlichkeit der Proteine der verschiedenen Hydra-Arten Hydra magnipapillata wt105 und 

Hydra vulgaris AEP ( hnlichkeit Ó 95 %), zeigt dass diese als verwandt/redundant erscheinen.   

 

 

5.2 FGFRa (full length ) ist u ngeeignet für die Untersuchung 

einer Rezeptor -Dockingprotein Interaktion  in Hefe  

Da die transkriptionelle Hochregulierung der Dockingelemente Frs2 und Dof an der 

Knospenbasis fehlte (Suryawanshi et al 2020), war zu klären, ob die Adaptoren Grb2 und Crkl 

eine Dockingfunktion übernehmen können. Die direkte Interaktion von Grb2 oder Crkl mit 

Rezeptoren ist bekannt (Belov und Mohammadi 2012; Chardin et al. 1995; Li et al. 1993; 

Lowenstein et al. 1992; Songyang et al. 1994). Beispielsweise bindet das Grb2 homolog SEM-

5 bei C. elegans direkt an den FGFR Egl-15. Auch bei C. elegans konnten die 

Dockingelemente DOF und FRS2 nicht nachgewiesen werden oder übernehmen keine 

Dockingfunktion (Lo et al. 2010). 

Im Rahmen der Proteininteraktionsstudie konnten keine Protein-Interaktionen zwischen 

FGFRa und den jeweiligen Adaptoren Crkl und Grb2 durch das Hefe-2-Hybrid-System 

nachgewiesen werden. Anhand der Kontrollinteraktionen konnte dennoch die korrekte 

Durchführung des Y2H bestätigt werden. Auf der Induktionsplatte der Positivkontrolle konnte 

bereits nach drei Tagen ein starkes Koloniewachstum und eine intensive Blaufärbung der 

Kolonien und des umliegenden Agars nachgewiesen werden. Die Negativkontrolle zeigte wie 

erwartet auf der Induktionsplatte kein Wachstum. Ebenso konnte durch die Kontrollen der 

Leervektoren und der einzelnen Köder- und Beuteproteine Autoaktivierungen und falsch 

positive Interaktionen im Vorfeld erkannt und/oder ausgeschlossen werden (Abbildung 20, A 

9). Die Proteininteraktion wurde unter der Annahme durchgeführt, dass das full length FGFRa 

aufgrund der Überexpression in Hefe eine räumliche Nähe erreicht und die FGFRa Moleküle 

dimerisieren. Bei der Dimerisierung würde der Rezeptor autophosphoryliert werden und somit 

die Bindung an Crkl oder Grb2 ermöglichen, ohne dass ein Ligand den FGFRa zuvor aktivieren 

müsste. Des Weiteren kann Grb2 als Dimer an FGFR binden und eine aktive Regulator Rolle 

annehmen. Dabei binden Grb2-Dimere über ihre SH3-Domänen an die C-Termini von zwei 

inaktiven FGFR-Molekülen. Durch diese Bindung würde eine Transphosphorylierung des 

Rezeptors auf niedrigem Niveau erzeugt werden (Belov und Mohammadi 2012; Lin et al. 

2012).  

In einer vergangenen Studie konnte bereits ein Rezeptor und Dockingprotein Interaktionen im 

Hefe-2-Hybrid-System festgestellt werden. Floglich wurde in Xu et al. 1998 die Interaktion 

zwischen FGFR1 und dem Dockingprotein SNT (FRS) nachgewiesen. Allerdings wurde für die 

Interaktion nur der intrazelluläre Teil von FGFR1 verwendet, sodass die Interaktion nicht 
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membrangebunden war. Darüber hinaus bindet die PTB-Domäne von SNT an einen Bereich 

in FGFR1, in dem Tyrosin fehlte, sodass die FGFR1/SNT Interaktion phosphotyrosin 

unabhängig war. Dennoch ist hervorzuheben, dass der intrazelluläre Bereich von FGFR1 in 

Hefe autophosphoryliert werden konnte. Diese Autophosphorylierung wurde durch die 

Interaktion von FGFR1 mit PLCg und durch ein Anti (p)Y Western Blot nachgewiesen. 

Darüber hinaus war es möglich, in Hefe Proteintyrosinkinase-Aktivität nachzuweisen, da 

typische Proteintyrosinkinasen in Hefe fehlten. Demnach konnte bei dem aus Hydra 

stammende Rezeptor Sweet Tooth (Reidling et al. 2000) eine Protein-Tyrosinkinase-Aktivität 

durch Immunoblotting mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikörper bestätigt werden. Auch für 

diesen Nachweis wurde nur der intrazelluläre Teil des Sweet Tooth Rezeptors verwendet.  

Im Gegensatz zu den herangezogenen Studien wurden in diesem Experiment full length 

Proteine verwendet, dessen Interaktion natürlicherweise in einem phosphorylierten/ aktiven 

Zustand an der Zellmembran stattfindet. Beim klassischen Hefe-2-Hybrid-Systems muss 

allerdings die Interaktion im Hefenukleus stattfinden, da sonst der Gal4-aktivierende Bereich 

nicht für die Transkriptionsmaschinerie zugänglich ist (Brückner et al. 2009).  

Somit ist das Hefe-2-Hybrid-System für die Analyse der Proteininteraktion von full length 

FGFRa mit Dockingproteinen ungeeignet. Die Rolle der möglichen Dockingfunktion Grb2 und 

Crkl an den FGFRa konnte in der vorliegenden Promotionsarbeit nicht geklärt werden.  

Für die erfolgreiche Untersuchung der Proteininteraktion im die Hefe-2-Hybrid-System sollte 

das Experiment mit dem intrazellulären Teil des FGFRa wiederholt werden. Darüber hinaus 

sollte für zukünftige Untersuchungen ein geeigneteres Expressionssystem gefunden werden, 

bei dem die Proteininteraktion auch membrangebunden untersucht werden kann. 

 

 

 

5.3 Der siRNA Knockdown  der downstream  Signalelemente 

führt in geringem Ausmaß zu Knospenablösedefekte n  

Mithilfe von siRNA Elektroporation (Lommel et al. 2017) wurde in Hydra magnipapillata wt105 

ein Knockdown der downstream Signalelemente crkl, grb2, shp2, sos2, spry2 sowie vom 

Rezeptor fgfra erzeugt, um die Auswirkungen eines reduzierten mRNA-Levels zu untersuchen. 

FGFRa diente dabei als Positivkontrolle, da die phänotypischen Veränderungen des 

Funktionsverlusts bzw. des Knockdowns des Rezeptors bereits beschrieben wurden. Sowohl 

durch den chemischen Inhibitor SU5402 oder Phosphorothioat-Antisense Oligonukleotide 

(Sudhop et al. 2004) als auch durch siRNA (Dissertation Reichart 2020) konnte ein nicht-

ablösender Knospenphänotyp erzeugt werden. Um diesen Phänotypen zu erzeugen, mussten 

die Hydren in Knospenstadium 3, am Ende der Initiationsphase der Knospenbildung, 
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behandelt bzw. transfiziert werden. Da die Knospung einer wildtypischen Hydra etwa 4 Tage 

dauert Otto und Campbell 1977, wurden die Knospenablösedefekte 5 Tage nach siRNA 

Knockdown untersucht. Bei den in der vorliegenden Dissertation durchgeführten Knockdowns 

konnte der nicht-ablösende Knospenphänotyp in zwei Schweregrade unterteilt werden. Beim 

leichten Phänotyp blieb die Knospe durch eine schmale Gewebebrücke am Fuß mit dem 

Elterntier verbunden (Fußbrücke) und wurde im Laufe der Beobachtung zum Fuß des 

Elterntiers verschoben. Beim schweren Phänotyp entwickelte sich aus der Knospe eine zweite 

Achse (Y-Form). 

Jede getestete siRNA nahm Einfluss auf die Knospung und verhinderte die Knospenablösung 

in unterschiedlichem Ausmaß (Abbildung 24). Die Bildung von Phänotypen der 

Knospenablösedefekte war mit Ausnahme des fgfra Knockdowns (74,4 % Phänotypen) 

äußerst gering. Im crkl, grb2 und spry2 Knockdown wurden bei weniger als 20 % der Hydren 

und im shp2 und sos2 Knockdown bei weniger als 30 % der Hydren Knospenablösedefekte 

beobachtet. Bei shp2, sos2 und spry2 überwog dabei der Anteil der Phänotypen mit leichtem 

Knospenablösedefekt (Fußbrücke). Betrachtet man die Effizienz des Knockdowns in Bezug 

auf die Ablöserate der Knospen, konnte im Vergleich zur Negativkontrolle pGL2 nur bei der 

Positivkontrolle fgfra und bei der Shp2 (shp2_1) ein signifikanter Unterschied bei der Bildung 

des nicht-ablösender Knospenphänotyps ermittelt werden.  

Aufgrund des geringen Ausmaßes des Knockdowns der downstream Signalelemente des 

FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs auf die Knospenablösung konnte bestätigt werden, dass der 

FGFR/Ras/MAPK-Signalweg nicht allein für die Ablösung der Knospen verantwortlich war. In 

der Studie von Hasse et al. 2014 wurde beschrieben, dass die Hemmung des 

FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs durch den Inhibitor U0126 die Knospenablösung nur zeitlich 

verzögert und nicht stoppt. Dabei hatte der MEK-Inhibitor U0126 keinen Einfluss auf die 

Knospenmorphologie früherer oder späterer Knospen. Allerdings trat die Verzögerung der 

Knospenablösung erst auf, als die Hydren im Knospenstadium 9 mit U0126 behandelt wurden. 

Aufgrund der hohen Anzahl der Knospenablösedefekte im fgfra Knockdown konnte der 

Rezeptor FGFRa in der vorliegenden Dissertation als essentiell für die Knospenablösung in 

Hydra verifiziert werden. Die Knospenablösung des bekannten Knospensystems wird des 

Weiteren noch über FGFR/NOTCH (Münder et al. 2010; Prexl et al. 2011), FGFR/Ras/MAPK 

(Hasse et al. 2014) und Rho-ROCK-Myosin II (Holz et al. 2017; Holz et al. 2020) gesteuert.  
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5.4 Die downstream  Signalelemente koexprimieren  mit fgfra  

während  der Ablösephase der Knos penbildung  

Damit eine Transduktion eines FGFR-Signals möglich ist, müssen die Bestandteile des 

Signalwegs in derselben Zelle vorhanden sein (kolokalisieren) und somit zeitlich passend 

transkribiert und translatiert werden. Durch eine vollständige Knospenreihe nach Otto und 

Campbell 1977 konnte in einer in-situ-Hybridisierung bereits gezeigt werden, dass fgfra sowie 

die downstream Signalelemente als auch der Inhibitor sprouty2 verstärkt an der Knospenbasis 

exprimiert werden (Abbildung 12, Suryawanshi et al. 2020; Dissertation Suryawanshi 2017). 

Um zu prüfen, ob die mRNAs der downstream Signalelemente zellulär mit fgfra kolokalisieren, 

wurde eine dFISH durchgeführt. Dabei wurden je nach downstream Signalelement 

unterschiedliche Knospenstadien der Elongations- und Ablösephase untersucht. Weitere 

Knospenstadien waren zum Zeitpunkt der dFISH nicht verfügbar und sollten in Zukunft zur 

Vervollständigung der Knospenreihe untersucht werden. 

Zusammenfassend konnten alle downstream Signalelemente in der Elongationsphase und der 

Ablösephase der Knospung nachgewiesen werden (Abbildung 26 bis Abbildung 31) und 

stimmen mit den bekannten Expressionsmustern aus dem vorangegangenen Projekt von 

Suryawanshi überein (Abbildung 12, Suryawanshi et al. 2020; Dissertation Suryawanshi 

2017). Durch die dFISH konnte nun für die downstream Signalelemente crkl, grb2 und spry2 

in der Ablösephase eine zelluläre Kolokalisation mit fgfra nachgewiesen werden. Die 

downstream Signalelemente shp2 und sos2, welche allerdings nur in der Elongationsphase 

untersucht werden konnten, zeigten keine Kolokalisation mit fgfra. Die Abbildung 34 fasst die 

nachgewiesene Koexpression der downstream Signalelemente mit fgfra in einer 

schematischen Übersicht zusammen.  

 

 

 

 

 fgfra  4 - 10 

crkl  6 - 10 

grb2  7 - 10 

shp2/csw  6 - 10 

sos2  7 - 10 

spry2  5 - 10 

 



5 Diskussion 

99 | S e i t e  

Abbildung 34: Zeitliche Abfolge der Genexpression während der Knospung.  

Schwarz: nachgewiesene mRNA-Expression an der Knospenbasis über den Zeitraum der Knospung. 
Gelb: In der dFISH nachgewiesene Kolokalisation an der Knospenbasis: Rot: In der dFISH bestätigte 
sich keine Kolokalisation an der Knospenbasis (verändert nach Suryawanshi et al. 2020). 
 
 

Da zwischen der Elongation und der Ablösung ein zeitlicher Unterschied bestand und die 

mRNA-Expression ein dynamischer Prozess war, sollte der zeitlich-räumlichen Kontext der 

zellspezifischen Interaktionsmöglichkeiten betrachtet werden. Fgfra wurde vom Beginn der 

Elongationsphase Knospenstadium 4 bis zum Knospenstadium 10 der Ablösephase an der 

Knospenbasis hochreguliert (Sudhop et al. 2004; Suryawanshi et al. 2020) und translatiert. Da 

fgfra somit vor den downstream Signalelementen des FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs 

exprimiert wurde, blieb das fgfra Protein in der Knospe aktiv. Es ist zu vermuten, dass fgfra im 

Gewebe der Knospe alternative FGFR-Signalwege ansteuerte. Zeitlich versetzt, zwischen 

Knospenstadium 6 und Knospenstadium 7 bis zur Ablösung der Knospe in Stadium 10 wurden 

nun die downstream Signalelemente an der Knospenbasis hochreguliert. Durch diese spätere 

Expression der downstream Signalelemente des FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs wurde die 

Involvierung des Signalwegs in die Knospenablösung (Hasse et al. 2014) sowie die Annahme, 

dass die untersuchten Signalelemente downstream von FGFR wirken, verstärkt.  

 

 

 

5.5 FGFRl-x4 ist ein potentieller neuer FGF -Rezeptor   

Der im Rahmen der vorliegenden Dissertation charakterisierte HvAEP_FGFRl-x4 (fibroblast 

growth factor receptor-like isoform X4 [Hydra vulgaris]ñ (XP_065649479.1)) wies im Vergleich 

mit dem bekannten Hydra vulgaris FGFRa (NCBI: NP_001296694.1) alle benötigten 

Proteindomänen sowie Binde- und Phosphorylierungsstellen auf, um als FGF-Rezeptor zu 

funktionieren. In FGFRl-x4 konnte eine N-terminale Signalsequenz, drei extrazelluläre 

Immunglobulin (Ig)-ähnlichen Schleifen IgI (Loop C43 + C94), IgII (Loop C139 + C190) und 

IgIII (Loop Y239 + L313), eine Transmembrandomäne sowie eine Tyrosinkinase-Domäne 

beschrieben werden. Die ersten beiden Ig-ähnlichen Schleifen wurden über Cysteine und die 

dritte Ig-ähnliche Schleife wahrscheinlich wie bei FGFRa (Sudhop et al. 2004) über zwei 

hydrophobe Aminosäuren (Tyrosin239 und Leucin313) stabilisiert. Ebenfalls war der saure 

Bereich zwischen der ersten und zweiten Ig-ähnlichen Schleife wie bei FGFRa nicht geclustert. 

Die FGFRl-x4 und FGFRa Proteine sind zu 87 % identisch. Die bedeutendsten Unterschiede 

beziehen sich auf die Ig-ähnlichen Schleifen sowie auf die Bindemotive im intrazellulären 

Bereich. Im Falle der Ig-ähnlichen Schleifen wurden pro Schleife mehrere 

Aminosäureunterschiede festgestellt (Tabelle 18). Da die Ig-Domänen II und III sowie die 
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Verbindungsregion zwischen diesen Domänen die Ligandenbindungsspezifität regulieren, 

(Ornitz und Itoh 2015) deutet die Nutzung unterschiedlicher Aminosäuren darauf hin, dass die 

beiden Rezeptoren unterschiedliche FGF binden könnten. 

 

Tabelle 18: Aminosäureaustausch in der IgII und IgIII Domäne  

Ig Schleife  FGFRa FGFRl-x4 

IgII 

N156 (polar, neutral) 
T158 (polar, neutral) 
N171 (polar, neutral) 
L172 (unipolar, hydrophob) 
S173 (polar, neutral) 
F175 (unipolar, hydrophob) 
S178 (polar, neutral) 

S148 (polar, neutral) 
M150 (unipolar, hydrophob) 
- 
- 
- 
L164 (unipolar, hydrophob) 
Y167 (polar, neutral) 

Verbindungsregion S224 (polar, neutral) A213 (unipolar, hydrophob) 

IgIII 

H257 (basisch) 
S270 (polar, neutral) 
N310 (polar, neutral) 
F234 (unipolar, hydrophob) 

N246 (polar, neutral) 
N259 (polar, neutral) 
T299 (polar, neutral) 
L313 (unipolar, hydrophob) 

 

Ein weiteres Indiz, dass die beiden FGFRs eine unterschiedliche Funktion haben könnten, 

zeigen auch die intrazellulären Bindemotive. Neben den gemeinsamen SH2-Bindestellen mit 

dem Konsensus YxxP, YxxM und einer SH3-Bindestelle mit dem Konsensus PxxP wurde in 

FGFRl-x4 das Bindemotiv YxN identifiziert.  

Das YxN Bindemotiv ist ein spezifisches SH2-Bindemotiv von Grb2, welches für die 

Rekrutierung des Grb2-Sos-Komplexes erforderlich ist. Normalerweise fehlt dieses SH2-

Bindemotiv in FGFR (Belov und Mohammadi 2012). Durch dieses Bindemotiv ist FGFRl-x4 in 

der Lage, über Grb2 Signale downstream an den FGFR/Ras/MAPK-Signalweg weiterzuleiten 

und stützt somit die These von Suryawanshi et al. 2020, dass Grb2 in Hydra eine 

Dockingfunktion übernehmen könnte. Das YxxP Bindemotiv ist ein spezifisches SH2-

Bindemotiv von Crkl, welches für die Rekrutierung eines Crkl-Sos-Komplexes erforderlich ist 

(Feller 2001; Birge et al. 2009). An den Konsensus PxxP kann einerseits Crkl mit der SH3 

Domäne binden und andererseits Grb2 als Dimer (Belov und Mohammadi 2012; Lin et al. 

2012). Das Grb2-Dirmer phosphoryliert den Rezeptor auf niedrigem Niveau und behindert die 

Rekrutierung von Signalproteinen. Die Rezeptoraktivierung durch ein FGF-Signal entfernt das 

Grb2-Dimer, sodass eine Signalübertragung möglich wird. 

Des Weiteren konnte im Rahmen einer dFISH nachgewiesen werden, dass das 

Expressionsmuster von fgfr-lx4 mit der Expression von fgfra in den untersuchten 

Knospenstadien 5, 6 und 8 identisch war (Abbildung 33). Die Überlagerungen der 

Fluoreszenzsignale zeigten zudem, dass fgfra und fgfr-lx4 an der Knospenbasis zellulär 

kolokalisierten (Abbildung 33 C, F, I). Anhand der mRNA Lokalisation von FGFR-lx4 kann eine 

Funktion während der Knospung angenommen werden. Ob FGFRa und FGFR-lx4 bei der 
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Knospung unterschiedliche Funktionen einnehmen oder redundant zueinander sind, gilt es in 

zukünftigen Untersuchungen aufzuklären. 

Zusammenfassend konnte der potentielle neue FGF-Rezeptor FGFR-lx4 anhand der cDNA- 

und Proteinsequenz und der mRNA Lokalisation sowie die Kolokalisation mit fgfra beschrieben 

werden. Durch die Unterschiede in den Ig-ähnlichen Schleifen, welche für 

Ligandenbindungsspezifität notwendig sind, kann angenommen werden, dass FGFRa und 

FGFR-lx4 unterschiedliche FGFs binden könnten. Zudem lässt das Vorhandensein des YxN 

Motives darauf schließen, dass FGFR-lx4 im Gegensatz zu FGFRa eine direkte Bindung mit 

Grb2 eingehen kann und in der Lage ist, über Grb2 den Ras/MAPK-Signalweg zu aktivieren 

(Abbildung 35).  

 

 

 

Abbildung 35: Mögliche FGFR -Signalwege für FGFRa und FGFR -lx4.  

(A) Nach der Aktivierung durch einen FGF-Liganden leitet FGFRa das Signal über das SH2 Bindemotiv 
YxxP (YIKP) des Adapters Crkl an den Ras/MAPK-Signalweg weiter. (B) Nach der Aktivierung durch 
einen FGF-Liganden leitet FGFR-lx4 das Signal über Crkl mit dem SH2 Bindemotiv YxxP (YIKP) oder 
Grb2 mit dem SH2 Bindemotiv YxN (YAN) an den Ras/MAPK-Signalweg weiter. (A/B) Durch die 
Nutzung unterschiedlicher Aminosäuren in den Ig-ähnlichen Schleifen IgII und IgIII besitzen FGFRa und 
FGFR-lx4 möglicherweise eine unterschiedliche Ligandenbindungsspezifität (verändert nach 
Suryawanshi et al. 2020). 

 

Zusätzlich wurde in der neusten Studie von Ohler et al. (zur Begutachtung eingereicht) darauf 

verwiesen, dass sich im Genom von Hydra vulgaris AEP (Hydra T2T_AEP, BioProject 

PRJNA1085304) für das Gen FGFRa mehrere alternative Leserahmen befinden, die für 

kleinere FGFR-ähnliche Proteine kodieren. Die FGFR- und FGFR-ähnlichen Sequenzen sind 

dabei direkte Nachbarn. Ob FGFR-lx4 einem der alternative Leserahmen entspricht, werden 

zukünftige Untersuchungen des Rezeptors zeigen.   
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5.6 Fazit und Ausblick  

Ziel meiner Promotionsarbeit war es, basierend auf der Studie von Suryawanshi et al. 2020 

die potentielle downstream Signalelemente Crkl, Grb2, Shp2, Sos2 und Spry2 der FGFR-

Signaltransduktion in Hydra funktionell zu untersuchen. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden 

Protein-Protein Interaktionsstudien im Hefe-2-Hybrid-System durchgeführt, um die Rolle von 

Grb2 und Crkl als mögliche FGFRa Dockingproteine zu analysieren, siRNA Knockdowns 

durchgeführt, um die Auswirkungen eines reduzierten mRNA-Levels auf der downstream 

Signalelemente zu ermitteln sowie Koexpressionsanalysen durchgeführt, um zu überprüfen, 

ob die downstream Signalelemente mit fgfra während der Knospung kolokalisieren.  

Bei der Untersuchung der Proteininteraktion von Crkl und Grb2 mit dem Rezeptor FGFRa im 

Hefe-2-Hybrid-System stellte sich heraus, dass das System ungeeignet war, um eine 

Rezeptor-Dockingprotein Interaktion zu testen. Ein Nachweis der Proteininteraktion war 

demnach nicht möglich. Die Rolle der möglichen Dockingfunktion von Grb2 und Crkl an FGFRa 

konnte in der vorliegenden Dissertation demnach noch nicht geklärt werden. Durch die 

Wiederholung des Hefe-2-Hybrid-Experiments mit dem intrazellulären Teil des FGFRa wäre 

es nach Literatur (Xu et al. 1998) möglich, eine Rezeptor-Dockingprotein Interaktion 

nachzuweisen. Da die Interaktion der Proteine im angewandten Hefe-2-Hybrid-System 

allerdings nur im Hefenukleus stattfindet, sollte für zukünftige Untersuchungen ein 

geeigneteres Expressionssystem gefunden werden, bei dem die Proteininteraktion auch 

membrangebunden untersucht werden könnte. 

Beim siRNA Knockdown konnte 5 Tage nach Elektroporation der siRNA ein nicht-ablösende 

Knospen Phänotyp wie bei Sudhop et al 2004 identifiziert werden. Jede getestete siRNA nahm 

Einfluss auf die Knospung und verhinderte in unterschiedlichem Ausmaß die 

Knospenablösung. Allerdings war das Ausmaß des Knockdowns der downstream 

Signalelemente äußerst gering (nicht signifikant), weshalb angenommen werden kann, dass 

der FGFR/Ras/MAPK-Signalweg nicht allein für die Ablösung der Knospen verantwortlich ist. 

Im Gegensatz zu den downstream Signalelementen erzeugte der fgfra Knockdown ein hohes 

Maß an Knospenablösedefekte, wodurch FGFRa weiterhin als essentiell für die 

Knospenablösung in Hydra verifiziert werden konnte. 

Die Koexpressionsanalysen zeigten, dass die downstream Signalelemente ab dem 

Knospenstadium 8 vollständig oder teilweise mit dem fgfra zellulär koexprimiert werden. Durch 

diese zeitliche und räumliche Nähe der Expression der downstream Signalelemente mit dem 

FGFRa wird die Involvierung des FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs in die Knospenablösung 

(Hasse et al. 2014) sowie die Annahme, dass die untersuchten Signalelemente downstream 

von FGFRa wirken, verstärkt. 

Durch die Identifizierung und Charakterisierung des neuen potentiellen FGF-Rezeptors 

FGFRl-x4 konnte ein neues Modell des FGFR/Ras/MAPK-Signalwegs vorgestellt werden 
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(Abbildung 35). FGFRl-x4 wies nicht nur alle charakteristischen Proteindomänen, 

Phosphorylierungsstellen und Bindemotive des Hydra FGFRa auf, sondern unterschied sich 

zu FGFRa in der Nutzung der Aminosäuren in den Ig-ähnlichen Schleifen IgI und IgII und 

besaß zudem noch das Bindemotiv für die spezifische SH2-Domäne von Grb2. Aufgrund 

dieser Unterschiede ist anzunehmen, dass die beiden Rezeptoren unterschiedliche FGFs 

binden und dass die Signalweiterleitung durch verschiedene Dockingelemente erfolgen 

könnte. 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten neue Einblicke in mögliche Funktionen der 

downstream Signalelemente des FGFRa gegeben werden. Darüber hinaus konnte durch die 

Identifizierung des FGFR-lx4 ein neuer potentieller Interaktionspartner der downstream 

Signalelemente beschrieben werden. Zukünftige Untersuchungen der FGFR-

Signaltransduktion bei Hydra werden Aufschluss über die Rollen der beteiligten 

Signalelemente geben können. 
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A 1: Vektorkarte, Invitrogen TOPO® TA Cloning® Kit User Guide  
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A 2: Vektorkarte, Clontech pGADT7 AD Vector Information  
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A 3: Vektorkarte, Clontech pGBKT7 AD Vector Information  
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A 4: Protein -Alignment  und Tyrosin -Phosphorylierungsstellen Crkl  

 

Hm_Crkl  

>XP_047124640.1 crk-like protein [Hydra vulgaris] 

MADRLFMYSWYHGDITRPACESILMAQKPGLFLVRDSSTCKGGYVLSVSENNKVSHYIITNKNSQYQIGDQTFND

LPEIVEFYKRHFLDTTTLVESAPRVTEPTPVTPATSVTPPTQEIKVKARYNFPGNDPEDLPFKKNDILTVLKKEE

QQWWMARDSMGKEGMIPANYVELLPNRLSYPLNNPPSTKPLRSSIHSGGGGYTSPPNVDSTTPASAASVPVIAEA

MQDRTPTIYDPCELKFQKGDRILVQSMREDGTWEGQLMNGKRGIFPFTYVKIISNKPHDIAAWKASFTQI   

 

HvAEP_Crkl  (AEPblast)  

>HVAEP5.T010160.1 - protein (292 aa) 

MADRLFMYSWYHGDITRPACESILMAQKPGLFLVRDSSSCKGGYVLSVSENNKVSHYIITNKSSQYQIGDQTFND

LPEIVEFYKRHFLDTTTLVESAPRVTEPTPTVTPAPSVTPPTQEIKVKARYNFPGNDPEDLPFKKNDILTVLKKE

EQQWWMARDSMGKEGMIPANYVELLPSRLSYPSNTKPLRSSIHSGGGGYTSPPNVESTTAAGAASVPVIAEAMQD

RTPTIYDPCELKFQKGDRILVQSMREDGTWEGQLMNGKKGIFPFTYVKIVSNKPHDIAAWKASFTQI 

 

HvAEP_Crkl  (NCBI-Genbank)  

>XP_065654136.1 crk-like protein isoform X2 [Hydra vulgaris] 

MADRLFMYSWYHGDITRPACESILMAQKPGLFLVRDSSSCKGGYVLSVSENNKVSHYIITNKSSQYQIGDQTFND

LPEIVEFYKRHFLDTTTLVESAPRVTEPTPTVTPAPSVTPPTQEIKVKARYNFPGNDPEDLPFKKNDILTVLKKE

EQQWWMARDSMGKEGMIPANYVELLPSRLSYPSNTKPLRSSIHSGGGGYTSPPNVESTTAAGAASVPVIAEAMQD

RTPTIYDPCELKFQKGDRILVQSMREDGTWEGQLMNGKKGIFPFTYVKIVSNKPHDIAAWKASFTQI 

 

Hs_Crkl  

>CAG30309.1 CRKL [Homo sapiens] 

MSSARFDSSDRSAWYMGPVSRQEAQTRLQGQRHGMFLVRDSSTCPGDYVLSVSENSRVSHYIINSLPNRRFKIGD

QEFDHLPALLEFYKIHYLDTTTLIEPAPRYPSPPMGSVSAPNLPTAEDNLEYVRTLYDFPGNDAEDLPFKKGEIL

VIIEKPEEQWWSARNKDGRVGMIPVPYVEKLVRSSPHGKHGNRNSNSYGIPEPAHAYAQPQTTTPLPAVSGSPGA

AITPLPSTQNGPVFAKAIQKRVPCAYDKTALALEVGDIVKVTRMNINGQWEGEVNGRKGLFPFTHVKIFDPQNPD

ENE 

 

Crkl Protein -Alignment  
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Crkl: Tyrosin -Phosphorylierungsstellen , Netphos -3.1b prediction results  

Protein  / Referenz  Position  Sequenz Kinase  

Hm_Crkl  
XP_047124640.1 

Y44 
Y57 
Y66 
Y125 
Y202 

CKGGYVLSV 

KVSHYIITN  

KNSQYQIGD 

VKARYNFPG 

GGGGYTSPP 

unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
EGFR 
unspezifisch 

HvAEP_Crkl  
HVAEP5.T010160.1  
XP_065654136.1 

Y44 
Y57 
Y66 
Y126 
Y181 
Y199 
Y271 

CKGGYVLSV 

KVSHYIITN  

KSSQYQIGD 

VKARYNFPG 

SRLSYPSNT 

GGGGYTSPP 

FPFTYVKIV  

unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
EGFR 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 

Hs_Crkl  
CAG30309.1 

Y48 
Y61 
Y92 
Y105 
Y127 
Y198 
Y207 

CPGDYVLSV 

RVSHYIINS  

YKIHYLDTT 

PAPRYPSPP 

DNLEYVRTL 

NSNSYGIPE 

PAHAYAQPQ 

unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
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A 5: Protein -Alignment und Tyrosin -Phosphorylierungsstellen Grb2 

 

Hm_Grb2  

>XP_047143122.1 growth factor receptor-bound protein 2 isoform X1 [Hydra vulgaris] 

MEAIALHDFNPQSSNEDELPFLKGSILKVLNMTDDKNWYKAEQNGKEGFVPKNYIQMKPHSWYYGKIRRSEAEQL

LLQEPHDGAYLIRDSESTAGDFSLSVKFNNQVQHFKVLRDGAGKYFLWVVKFNSLNQLVEYHRAASVSRSQTIYL

KDMTNAHEVGRALFDFVAQEENELSFSRGDLVKVTDTSDQHWWNGKLNSREGMFPANYIQLIATR 

 

HvAEP_Grb2   

>HVAEP8.T013756.1 - protein (215 aa) 

MEAIALHDFNPQSSNEDELPFLKGSILKVLNMTDDKNWYKAEQNGKEGFVPKNYIQMKPHSWYYGKIRRSEAEQL

LLQEPHDGAYLIRDSESTAGDFSLSVKFNNQVQHFKVLRDGAGKYFLWVVKFNSLNQLVEYHRAASVSRSQTIYL

KDMTNAHEVGRALFDFVAQEENELSFSRGDLVKVTDTSDQHWWNGKLNSREGMFPANYIQLIATR 

 

HvAEP_Grb2  

>XP_065658332.1 growth factor receptor-bound protein 2 isoform X2 [Hydra vulgaris] 

MEAIALHDFNPQSSNEDELPFLKGSILKVLNMTDDKNWYKAEQNGKEGFVPKNYIQMKPHSWYYGKIRRSEAEQL

LLQEPHDGAYLIRDSESTAGDFSLSVKFNNQVQHFKVLRDGAGKYFLWVVKFNSLNQLVEYHRAASVSRSQTIYL

KDMTNAHEVGRALFDFVAQEENELSFSRGDLVKVTDTSDQHWWNGKLNSREGMFPANYIQLIATR 

 

Hs_Grb2  

>CAG46740.1 GRB2 [Homo sapiens] 

MEAIAKYDFKATADDELSFKRGDILKVLNEECDQNWYKAELNGKDGFIPKNYIEMKPHPWFFGKIPRAKAEEMLS

KQRHDGAFLIRESESAPGDFSLSVKFGNDVQHFKVLRDGAGKYFLWVVKFNSLNELVDYHRSTSVSRNQQIFLRD

IEQVPQQPTYVQALFDFDPQEDGELGFRRGDFIHVMDNSDPNWWKGACHGQTGMFPRNYVTPVNRNV 

 

Grb2 Protein -Alignment  
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Grb2: Tyrosin -Phosphorylierungsstellen , Netphos -3.1b prediction results  

Protein  / Referenz  Position  Sequenz Kinase  

Hm_Grb2  
XP_047143122. 

Y39 
Y64 

DKNWYKAEQ 

HSWYYGKIR 
INSR 
EGFR 

HvAEP_Grb2  
HVAEP8.T013756.1  
XP_065658332.1 

Y39 
Y64 

DKNWYKAEQ 

HSWYYGKIR 
INSR 
EGFR 

Hs_Grb2  
CAG46740.1 

Y134 
Y160 

ELVDYHRST 

QQPTYVQAL 
unspezifisch 
unspezifisch 
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A 6: Protein -Alignment und Tyrosin -Phosphorylierungsstellen Shp2 

 

Hm_Csw  

>XP_047127298.1 tyrosine-protein phosphatase corkscrew [Hydra vulgaris] 

MSLKWFHSSLNGSQAEELLTPLADGSFLVRPSESKHGDFTISVKCNGKVTHIKIQNDGDSFLLIGSPD

PFPTLESLVSHYRNTPNSIKEKSGVFIELLYPVRSTDPTTERWYHGSIGAKEAERMLLSKGRLGSYLV

RESQSQPGQFVLVVKCANGVQQVIISCRNKKYEIKSGPSFASLQELIEYYVMNPKLHDVKDQSPIKLR

EPFQSTSFVASSINDRIAVLHKQYKNGVSGFREEFEQLQRFDQNDGVYTTNDGLLEGNRWKNRYKNIL

PYDHSRVRIKGSDLSDPCRDYINASYIDVELKTWKVKYIAAQGCLNSTMNSFWDMVYQHNSYIIVMLT

NEMEGDKNKCAKYWPDLGLSSEYGKIVVDNMLEHQNKHFVMRELRVYHTDKAKKPPHMVYQYHFIDWP

DHDAPADQGIVLGFLNEVHTKHSQCGRNAPIVVHCSAGIGRTGTVIVIDILMHLLDEQGLDAEIDIQR

TTQLLRTQRAGMVQTELQYKFIYEAIKHFIEVESKREAVKKENLTSTSVVSLYGNLDFSNSVENIPKS

SSNDVVKSSSPRFQSSSVYAKPTSPKNGGIPQRTNATRTRVSTEPLLSTKTSNSKNK 

 

HvAEP_Shp2  

>HVAEP3.T006963.1 - protein (601 aa) 

MSLKWFHSSLNGSQAEELLTPLADGSFLVRPSESKHGDFTISVKCNGKVTHIKIQNDGDSFLLIGSPD

PFPTLESLVSHYRNTPNSIKEKSGVFIELLYPVRSTDPTTERWYHGSIGAKEAERMLLSKGRLGSYLV

RESQSQPGQFVLVVKCANGVQQVIISCRNNKYEIKSGPSFSSLQELIEYYVMNPKLHDVKDQSPIKLR

EPFQSTSFVASSINDRIAVLHKQYKNGVSGFREEFEQLQRFDQNDGVYTTNDGLLEGNRWKNRYKNIL

PYDHSRVRIKGSDLSDPSRDYINASYIDVELKTWKVKYIAAQGCLNSTMNSFWDMVYQHNSYIIVMLT

NEMEGDKNKCAKYWPDLGLSSEYGKIVVDNMLEHQNKHFVMRELRVYHTDKAKKPPHMVYQYHFTDWP

DHDAPADQGIVLGFLNEVHTKHSQCGRNAPIVVHCSAGIGRTGTVIVIDILMHLLDEQGLDAEIDIQR

TTQLLRTQRAGMVQTELQYKFIYEAIKHFIEVESKREAVKKENLTSTSVVSLYGNLDFSNSVENIPKS

SSNDVVKSSAPRFQSSSVYVKPTSPKNGGIPQRTNATRARVSTEPLLNTKTSNSKNK 

 

HvAEP_Shp2  

>XP_065649932.1 tyrosine-protein phosphatase corkscrew isoform X2 [Hydra vulgaris] 

MSLKWFHSSLNGSQAEELLTPLADGSFLVRPSESKHGDFTISVKCNGKVTHIKIQNDGDSFLLIGSPD

PFPTLESLVSHYRNTPNSIKEKSGVFIELLYPVRSTDPTTERWYHGSIGAKEAERMLLSKGRLGSYLV

RESQSQPGQFVLVVKCANGVQQVIISCRNNKYEIKSGPSFSSLQELIEYYVMNPKLHDVKDQSPIKLR

EPFQSTSFVASSINDRIAVLHKQYKNGVSGFREEFEQLQRFDQNDGVYTTNDGLLEGNRWKNRYKNIL

PYDHSRVRIKGSDLSDPSRDYINASYIDVELKTWKVKYIAAQGCLNSTMNSFWDMVYQHNSYIIVMLT

NEMEGDKNKCAKYWPDLGLSSEYGKIVVDNMLEHQNKHFVMRELRVYHTDKAKKPPHMVYQYHFTDWP

DHDAPADQGIVLGFLNEVHTKHSQCGRNAPIVVHCSAGIGRTGTVIVIDILMHLLDEQGLDAEIDIQR

TTQLLRTQRAGMVQTELQYKFIYEAIKHFIEVESKREAVKKENLTSTSVVSLYGNLDFSNSVENIPKS

SSNDVVKSSAPRFQSSSVYVKPTSPKNGGIPQRTNATRARVSTEPLLNTKTSNSKNK 

 

Hs_PTPN11 (Shp2)  

>NP_002825.3 tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 isoform 1 [Homo sapiens] 

MTSRRWFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQNTGDYYDLYGG

EKFATLAELVQYYMEHHGQLKEKNGDVIELKYPLNCADPTSERWFHGHLSGKEAEKLLTEKGKHGSFL

VRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYDVGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVE

TLGTVLQLKQPLNTTRINAAEIESRVRELSKLAETTDKVKQGFWEEFETLQQQECKLLYSRKEGQRQE

NKNKNRYKNILPFDHTRVVLHDGDPNEPVSDYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLQNTVND

FWRMVFQENSRVIVMTTKEVERGKSKCVKYWPDEYALKEYGVMRVRNVKESAAHDYTLRELKLSKVGQ

GNTERTVWQYHFRTWPDHGVPSDPGGVLDFLEEVHHKQESIMDAGPVVVHCSAGIGRTGTFIVIDILI

DIIREKGVDCDIDVPKTIQMVRSQRSGMVQTEAQYRFIYMAVQHYIETLQRRIEEEQKSKRKGHEYTN

IKYSLADQTSGDQSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGLMQQQKSFRK 

 



A Anhang 

127 | S e i t e  

Shp2 Protein -Alignment  

 

 

 

Shp2: Tyrosin -Phosphorylierungsstellen , Netphos -3.1b prediction results  

Protein  / Referenz  Position  Sequenz Kinase  

Hm_Csw  
XP_047127298.1. 

Y168 
Y185 
Y186 
Y228 
Y252 
Y268 
Y293 
Y298 
Y310 
Y363 
Y495 
Y499 
Y563 

RNKKYEIKS 

ELIE YYVMN 

LIEY YVMNP 

LHKQYKNGV 

NDGVYTTND 

WKNRYKNIL  

PCRDYINAS 

INASYIDVE 

WKVKYIAAQ 

LSSEYGKIV 

TELQYKFIY  

YKFI YEAIK 

SSSVYAKPT 

unspezifisch 
INSR 
unspezifisch 
INSR 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch  
unspezifisch 
unspezifisch 
SRC 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 

HvAEP_Shp2  
HVAEP3.T006963.1  
XP_065649932.1  

Y168 
Y185 
Y186 
Y228 
Y252 
Y268 
Y293 
Y298 
Y310 
Y363 
Y495 

RNNKYEIKS 

ELIE YYVMN 

LIEY YVMNP 

LHKQYKNGV 

NDGVYTTND 

WKNRYKNIL  

PSRDYINAS 

INASYIDVE 

WKVKYIAAQ 

LSSEYGKIV 

TELQYKFIY  

unspezifisch 
INSR 
unspezifisch 
INSR 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch  
unspezifisch 
unspezifisch 
SRC 
unspezifisch 
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Y499 
Y563 

YKFI YEAIK  
SSSVYVKPT 

unspezifisch 
unspezifisch 

Hs_PTPN11 (Shp2)  
NP_002825.3 

Y62 
Y63 
Y100 
Y179 
Y197 
Y263 
Y279 
Y304 
Y327 
Y375 
Y542 
Y580 

NTGDYYDLY 

TGDYYDLYG 

IELK YPLNC 

QELKYDVGG 

LVEHYKKNP 

CKLLYSRKE 

NKNRYKNIL  

PVSDYI NAN 

PKKSYIATQ 

WPDEYALKE 

KGHEYTNIK  

SARVYENVG 

unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
unspezifisch 
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A 7: Protein -Alignment und Tyrosin -Phosphorylierungsstellen Sos2 

 

Hm_Sos2  

>XP_047132929.1 son of sevenless homolog 2 [Hydra vulgaris] 

MHDKDKLDTSKWRNMIVTSLKKVQKQVQPTLTVDTDALLYLEELIFKLLYQLCSVQPHSVHDIQEQINKTFPCQI

KGWALESAEAAIEKGKKKTLKLSVDKLQPVIQKEILGYKIDIQLAIYIVAVLEYISADILKLAGNYVKNIRQMVI

NKQDVKVAMNADKVLASMFNSEDIDNLIETQPLAKRRSLTYIDVLKDFMLCEEQFIRELNLIVKVFRKKMVCASH

LFSQQDLNEIFCNIMEIYEFTTQFYDLIESTLEMSENDLLIGDLFEEMVEAAEFECYDTYTYGNVVSPTGGSYYI

IKTLMYRPGVADFFKEQGIFDAVRYILPKLLYGPIHHCIDYFEYIKILMCTSPDGNDREKLGESLSALRGLQVRI

EKLCSASHLKRTPENEVFYERHIGVNETNTMAKIECIQENLEGWEGKPLCQVVSVLLKEGFLTRIGKKASERKIF

LFDNLMLCAKVNKHNITGFNQTEFRLKEHIYLRKVEVRDITDDDKQFSFEILQPGEPAAVFSCKDEKSKYEWLSL

LMALNHRSTLDRMLDALLQEETQSIQLKTPDPSIYIFAEEDSEKNILFENIEDDSAVIKGGTLPKLIERLTYHKH

ADPTFVRVFLTTYRSFSNPVELLDLLIKRYDIPEPITDLSNKQVFNKEDLKKFRKEYVQPIQLRVLNVLRHWVDQ

HFYDFQREETLLITLEKFLSRVVRSKTARKWVESIEKIVNRRLEMVKVDPETYSFNTPPPPIEWHLTQDFDKFTI

LTLHPLEIGRQLTIMQSQIFRAIRPSELVGTVWTKKEKEKLSPNTLKLIRLSTLLTYWYELNIVEAHNFEERVAV

YTRIIDILMVFLSLNNFNGMMEILGALNSAPVFRLQHLKAVELSPKRLQALQEAKDLTDDGHNVKYMEKLRSINP

PCVPFLGVYLSNILRAEEGNPDYLSSSPEGLINFSKRRMVADITGEIQKYQNMPYNLQVEPSIRAYLESLDPLAG

RSDSELNDHLYEMSLMIEPRNAKQPAKFIRKTDIPLKSPGIKPGQRSLINYRKSTSVSELDQHLPSRHLPSPTHS

VSAFSFVVNGDVTDGKAEKEKKENISLPPPLLLPRAPLANEIPPEIPTKPNTLKQVNQPPDITKQQPLPRQPRRS

ISIQECILPPALPPRTKTIGEKTISFSSEYKNYVFPPQTPCRGEIIDNDIAVSNPAPIIPPRINQEFVRRQSEDF

NTSTQLPQIPPKVSNKR 

 

HvAEP_Sos2  

>HVAEP9.T016613.1 - protein (1203 aa) 

MIVASLKKVQKQVQPTLTVHTDALLYLEELIFKLLYQLCSVQPHSVHDIQEQINKTFPCQIKGWALESADAAIEK

GKKKTLKLSVDKLQPVIQKEILGYKIDIQLGIYIVAVLEYISADILKLAGNYVKNIRQMVINKQDVKVAMNADKV

LASMFNSEDIDNLIETQPLAKRRSLTYIDVLKDFMLCEEQFIRGLNLIVKVFHKKMVIASHLFSQQDLDDIFCNI

MEIYEFTTQFYDLIESTLEMEIETNFIHTVDVDKTCAAEFECYDTYTYGKVVSPTGGSYYIIKNLMYRPGVADFF

KEQGIFDAVRYILPKLLYGPIHHCIDYFEYIKILMCTSPDGNDREKLDESLSALRGLQVRIEKLCSASHLKRTPE

NEVFYERHIGVNETNTMAKIECIQENLEGWEGKPLCQVVSVLLKEGFLTRIGKKASERKIFLFDNLMLCAKVNKH

NIAGFNQTEFRLKEHIYLRKVEVKDITYDDKQFSFEILQPGEPAAVFSCKDEKSKYEWLSLLMALNHRSTLDRML

DAILQEETQSIQLKTPDPSIYIFAEEDSEKNILFENIEDDSAVIKGGTLPKLIERLTYHKHADPTFVRVFLTTYR

SFSNPVELLDLLIKRYDIPEPITDLSNKQVFNKEDLKKFRKEYVQPIQLRVLNVLRHWVDQHFYDFQREETLLIT

LEKFLSRVVRSKTARKWVESIEKIVNRRLEMVKVDPETYSFNTPPPPIEWHLTQDFDKFTILTLHPLEIGRQLTI

MQSQIFRAIRPSELVGTVWTKKEKEKLSPNTLKLIRLSTLLTYWYELNIVEAHNFEERVAVYTRIIDILMVFLSL

NNFNGMMEILGALNSAPVFRLQHLKAVELSPKRLQALQEAKDLTDDGHNVKYMEKLRSINPPCVPFLGVYLSNIL

RAEEGNPDYLSSSPEGLINFSKRRMVADITGEIQKYQNMPYNLQVEPSIRAYLESLDPLAGRSDSELNDHLYEMS

LMIEPRNAKQPAKFIRKTDIPLKSPGIKPGQRSLINYRKSTSVLELDQHLPSRHLPSPTHSVSAFSFVVNGDVTD

GKAEKEKKENISLPPPLLLPRAPLANETPPEIPTKPNTLKQVNQPPDITKQQPLPRQPRRSISMQECILPPALPP

RTKTIGEKTISFSSDYKNYVSPPQTSRRSEVIDNDITASDPAPIIPPRINQEFVRRQSEDFNTSTQLPQIPPKVS

NKR 

 

Hs_Sos1  

>NP_005624.2 son of sevenless homolog 1 isoform 1 [Homo sapiens] 

MQAQQLPYEFFSEENAPKWRGLLVPALKKVQGQVHPTLESNDDALQYVEELILQLLNMLCQAQPRSASDVEERVQ

KSFPHPIDKWAIADAQSAIEKRKRRNPLSLPVEKIHPLLKEVLGYKIDHQVSVYIVAVLEYISADILKLVGNYVR

NIRHYEITKQDIKVAMCADKVLMDMFHQDVEDINILSLTDEEPSTSGEQTYYDLVKAFMAEIRQYIRELNLIIKV

FREPFVSNSKLFSANDVENIFSRIVDIHELSVKLLGHIEDTVEMTDEGSPHPLVGSCFEDLAEELAFDPYESYAR

DILRPGFHDRFLSQLSKPGAALYLQSIGEGFKEAVQYVLPRLLLAPVYHCLHYFELLKQLEEKSEDQEDKECLKQ

AITALLNVQSGMEKICSKSLAKRRLSESACRFYSQQMKGKQLAIKKMNEIQKNIDGWEGKDIGQCCNEFIMEGTL

TRVGAKHERHIFLFDGLMICCKSNHGQPRLPGASNAEYRLKEKFFMRKVQINDKDDTNEYKHAFEIILKDENSVI

FSAKSAEEKNNWMAALISLQYRSTLERMLDVTMLQEEKEEQMRLPSADVYRFAEPDSEENIIFEENMQPKAGIPI

IKAGTVIKLIERLTYHMYADPNFVRTFLTTYRSFCKPQELLSLIIERFEIPEPEPTEADRIAIENGDQPLSAELK

RFRKEYIQPVQLRVLNVCRHWVEHHFYDFERDAYLLQRMEEFIGTVRGKAMKKWVESITKIIQRKKIARDNGPGH

NITFQSSPPTVEWHISRPGHIETFDLLTLHPIEIARQLTLLESDLYRAVQPSELVGSVWTKEDKEINSPNLLKMI

RHTTNLTLWFEKCIVETENLEERVAVVSRIIEILQVFQELNNFNGVLEVVSAMNSSPVYRLDHTFEQIPSRQKKI
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LEEAHELSEDHYKKYLAKLRSINPPCVPFFGIYLTNILKTEEGNPEVLKRHGKELINFSKRRKVAEITGEIQQYQ

NQPYCLRVESDIKRFFENLNPMGNSMEKEFTDYLFNKSLEIEPRNPKPLPRFPKKYSYPLKSPGVRPSNPRPGTM

RHPTPLQQEPRKISYSRIPESETESTASAPNSPRTPLTPPPASGASSTTDVCSVFDSDHSSPFHSSNDTVFIQVT

LPHGPRSASVSSISLTKGTDEVPVPPPVPPRRRPESAPAESSPSKIMSKHLDSPPAIPPRQPTSKAYSPRYSISD

RTSISDPPESPPLLPPREPVRTPDVFSSSPLHLQPPPLGKKSDHGNAFFPNSPSPFTPPPPQTPSPHGTRRHLPS

PPLTQEVDLHSIAGPPVPPRQSTSQHIPKLPPKTYKREHTHPSMHRDGPPLLENAHSS 

 

Sos2 Protein -Alignment  
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Sos2: Tyrosin -Phosphorylierungsstellen , Netphos -3.1b prediction results  

Protein  / Referenz  Position  Sequenz Kinase  

Hm_Sos2  
XP_047132929.1 

Y129 
Y191 
Y243 
Y282 
Y285 
Y394 
Y481 
Y520 
Y560 
Y597 
Y657 
Y728 
Y891 
Y923 
Y950 
Y986 
Y1155 
Y1158 

AVLEYISAD 

RSLTYIDVL  

IMEI YEFTT 

EFECYDTYT 

CYDTYTYGN 

NEVFYERHI 

KEHIYLRKV 

EKSKYEWLS 

DPSIYIFAE  

ERLTYHKHA 

FRKEYVQPI  

DPETYSFNT 

HNVKYMEKL 

GNPDYLSSS 

EIQKYQNMP 

NDHLYEMSL 

FSSEYKNYV 

EYKNYVFPP 

EGFR 
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
EGFR  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch 

HvAEP_Sos2  
HVAEP9.T016613.1 

Y115 
Y177 
Y229 
Y268 
Y271 
Y285 
Y380 
Y467 
Y478 
Y506 
Y546 
Y583 
Y643 
Y714 
Y877 
Y909 
Y936 
Y972 
Y1141 
Y1144 

AVLEYISAD 

RSLTYIDVL  

IMEI YEFTT 

EFECYDTYT 

CYDTYTYGK 

GGSYYIIKN  

NEVFYERHI 

KEHIYLRKV 

KDITYDDKQ 

EKSKYEWLS 

DPSIYIFAE  

ERLTYHKHA 

FRKEYVQPI  

DPETYSFNT 

HNVKYMEKL 

GNPDYLSSS 

EIQKYQNMP 

NDHLYEMSL 

FSSDYKNYV 

DYKNYVSPP 

EGFR 
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
EGFR 
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  

Hs_Sos1  
>NP_005624.2 

Y47 
Y136 
Y201 
Y202 
Y295 
Y337 
Y408 
Y510 
Y796 
Y912 
Y1008 
Y1065 
Y1192 
Y1196 

DALQYVEEL 

AVLEYISAD 

GEQTYYDLV 

EQTYYDLVK 

AFDPYESYA 

EAVQYVLPR 

ACRFYSQQM 

DTNEYKHAF 

ESDLYRAVQ 

SEDHYKKYL 

EFTDYLFNK 

RKISYSRIP 

TSKAYSPRY 

YSPRYSISD 

unspezifisch  
EGFR 
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
INSR 
SRC 
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
INSR 
unspezifisch  
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A 8: Protein -Alignment und Tyrosin -Phosphorylierungsstellen Spry2  

 

Hm_Spry2  

>XP_002155300.2 uncharacterized protein LOC100204638 [Hydra vulgaris] 

MYKDQEDIEKDELMWVKAGGPGEKPTIIRQVCSDSSSCSSRENSGESSNGVKQTLLLSPKVGLTSRVPSNDSMHN

FGHLGRTSSEDSRVIVLNVSQSPYPYSIDKEKVKRLKISQGIYAASKDEKGSTINNFKTSSFSNNTDDSQVSVCD

LILKSKSQPVDFLPRFSPMTAIKRSSSDDSPQKSSSLNHGYPKTKSKEGYTTLIKDSPNPNISETARSKTLPSSW

RPAYSKDHQKDFSKFSKSIALEQVVSFQDELYNKSSEITTSQVKLKRKKSRKKFRHNFENVIEVGTCFVCLRSAV

YHTQDSDDTGSSLDHPCKCQPCSSNICGRWCVITLMICFFPFLIFYPPIKACLNIHDLRVKRKKRHSEKREKLKK

SLVHDEVES 

 

HvAEP_Spry2 (Hydrablast)  

>HVAEP3.T007012.1 - protein (382 aa) 

MYKDQEDIEKDELMWVKAGGPGEKPTIIRQVCSDSSSCSSRENSGESSNGVKQTLLLSPKVGLTSRVPSNDSMHN

FGHLGRTSSEDSRVIVLNVSQSPYPYSIDKEKVKRLKISQGIYAASKDDKGNTNNNFKTSSFCNNAGGSQVSVCD

LILKSNNQPVDFLPRFSPMTAIKRSSSDDSPQKSSSLTQGYPKTKSKEGYTTLIKDSPNPNISETARSKTLPSSW

RPAYSKEHQKDFSKFSKSIALEQVVSFQDELYNKSSEITTSQVKLNRKKTRKKFRHNFENVIEVGTCFVCLRSAV

YHTQDSDDTGSSLDHPCKCQPCSSNTCGRWCMITLMICFFPFLIFYPPIKACLNIHDLRVKRKKRHSEKREKLKK

SLVHDEL 

 

HvAEP_Spry2 (NCBI -GenBank)  

>XP_065649992.1 uncharacterized protein LOC100204638 isoform X2 [Hydra vulgaris] 

MYKDQEDIEKDELMWVKAGGPGEKPTIIRQVCSDSSSCSSRENSGESSNGVKQTLLLSPKVGLTSRVPSNDSMHN

FGHLGRTSSEDSRVIVLNVSQSPYPYSIDKEKVKRLKISQGIYAASKDDKGNTNNNFKTSSFCNNAGGSQVSVCD

LILKSNNQPVDFLPRFSPMTAIKRSSSDDSPQKSSSLTQGYPKTKSKEGYTTLIKDSPNPNISETARSKTLPSSW

RPAYSKEHQKDFSKFSKSIALEQVVSFQDELYNKSSEITTSQVKLNRKKTRKKFRHNFENVIEVGTCFVCLRSAV

YHTQDSDDTGSSLDHPCKCQPCSSNTCGRWCMITLMICFFPFLIFYPPIKACLNIHDLRVKRKKRHSEKREKLKK

SLVHDEL 

 

Hs_Spry2  

>AAH04205.1 SPRY2 protein [Homo sapiens] 

MEARAQSGNGSQPLLQTPRDGGRQRGEPDPRDALTQQVHVLSLDQIRAIRNTNEYTEGPTVVPRPGLKPAPRPST

QHKHERLHGLPEHRQPPRLQHSQVHSSARASLSRSISTVSSGSRSSTRTSTSSSSSEQRLLGSSFSSGPVADGII

RVQPKSELKPGELKPLSKEDLGLHAYRCEDCGKCKCKECTYPRPLPSDWICDKQCLCSAQNVIDYGTCVCCVKGL

FYHCSNDDEDNCADNPCSCSQSHCCTRWSAMGVMSLFLPCLWCYLPAKGCLKLCQGCYDRVNRPGCRCKNSNTVC

CKVPTVPPRTLKNQHSIINQEYYSNEDFFCLFLIHICNQLNSYNLGTVNRKLG 
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Spry2 Protein -Alignment

 

 

Spry2: Tyrosin -Phosphorylierungsstellen , Netphos -3.1b prediction results  

Protein  / Referenz  Position  Sequenz Kinase  

Hm_Spry2  
XP_002155300.2 

Y118 
Y200 
Y257 

SQGIYAASK 

SKEGYTTLI  

QDELYNKSS 

unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  

HvAEP_Spry2  
HVAEP3.T007012.1  
XP_065649992.1  

Y118 
Y200 
Y257 

SQGIYAASK 

SKEGYTTLI  

QDELYNKSS 

unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  

Hs_Spry2  
>AAH04205.1 

Y55 
Y191 
Y283 
Y322 
Y323 

NTNEYTEGP 

KECTYPRPL 

CQGCYDRVN 

INQEYYSNE 

NQEYYSNED 

unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
unspezifisch  
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A 9: Y2H: Kontrollen, Autoaktivierung Bait und Leervektoren  

 

 
 
Nachweis der Proteininteraktionen drei und fünf Tage nach Überstreichen der Hefe-Kolonien auf die 
Induktionsplatten. A-Có Kolonien auf SD/-Leu/X Platte zur Kontrolle der Autoaktivierung durch 
Beuteproteine. D-Ió Kandidatenproteine mit Leervektoren zum Ausschluss falschpositiver Interaktionen. 
A/Aó: FGFRa (AD), Koloniewachstum, keine Autoaktivierung. B/Bó: Grb2 (AD), Koloniewachstum, keine 
Autoaktivierung. C/Có: Crkl (AD), Koloniewachstum, keine Autoaktivierung. D/Dó: FGFRa (DBD) mit AD-
Leervektor, kein Koloniewachstum. E/Eó: Grb2 (DBD) mit AD-Leervektor, kein Koloniewachstum. F/Fó: 
Crkl (DBD) mit AD-Leervektor, kein Koloniewachstum. G/Gó: FGRRa (AD) mit DBD-Leervektor, kein 
Koloniewachstum. H/Hó: Grb2 (AD) mit DBD-Leervektor, kein Kolonie-wachstum. I/Ió: Crkl (AD) mit DBD-
Leervektor, kein Koloniewachstum. 
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A 10: siRNA Bindestellen für Hm_Crkl  

>XM_047268684.1 PREDICTED: Hydra vulgaris crk -like protein (LOC100206935), 

transcript variant X1, mRNA  

TCTGTTTTTTTGTTTAGTGTATGTATATTACAAATATTTACTAGTAATGAGGGATGGCAGCTGATATATTAATTG

TTTAACATGGCTGATCGTTTGTTTATGTATAGCTGGTATCATGGTGATATTACCAGACCAGCATGTGAAAGCATT

CTTATGGCCCAAAAGCCTGGATTATTTCTTGTTCGAGACAGCTCTACTTGTAAAGGAGGATATGTACTATCTGTG

AGCGAAAACAACAAAGTGAGTCATTATATCATTACAAACAAAAACTCTCAATATCAAATTGGAGACCAAACATTC

AATGATCTTCCTGAAATCGTGGAGTTTTACAAGCGGCACTTTCTTGACACAACTACTCTTGTAGAATCTGCACCT

CGGGTTACTGAGCCAACACCTGTAACTCCTGCTACTAGTGTTACTCCTCCAACTCAGGAGATCAAAGTCAAAGCT

CGGTACAATTTTCCAGGAAATGATCCTGAAGATCTTCCTTTTAAGAAAAATGACATTTTGACTGTGCTAAAAAAA

GAGGAGCAACAATGGTGGATGGCAAGAGATAGCATGGGAAAAGAAGGAATGATTCCTGCAAACTATGTAGAATTA

TTACCTAATCGGCTATCATACCCATTAAATAACCCACCGAGTACTAAGCCTCTAAGATCTTCTATTCATAGTGGC

GGTGGTGGCTACACTTCACCACCAAATGTTGATTCGACAACACCTGCTAGTGCAGCTAGTGTACCTGTTATAGCT

GAAGCTATGCAAGACAGAACGCCAACCATATACGATCCTTGTGAATTAAAATTTCAAAAAGGCGACCGTATTTTA

GTGCAAAGTATGCGCGAAGACGGAACTTGGGAAGGTCAGCTAATGAACGGTAAAAGGGGAATTTTCCCTTTCACA

TACGTCAAAATAATTTCTAATAAGCCGCATGATATCGCTGCCTGGAAGGCATCTTTCACCCAAATATAGTGATAT

AGTGTAAAGTAAGTTATTATAAATATTGTTCTCTGATCATGCTAACTCAGCAGAAAAGTACCATGTATCTCGGAG

CTTCCTATTACTGAATTGCTTGAATGTTTGGATCATTGGTTTGCTTTAAGCGCCTTTAATGTAGCGCCTGGCATT

TTGATACAATTGTTCTTTTATTAGGTCTCTCAGTATTTTCGAAATTCAATATTAGATGCTGTTTGCTTTTTCTGG

CTACATGGGATGTTGCAACGCGTAACCACTATGTTAAATTTGTGTTAAATTTTGTCAGATTTTTATTACAGCTAC

GTTTCGGGTGCTTACATCAAACCATGCATGGCAACTTTATTTTTATACTTTGAAACGAATTGTTATAAATATTTA

TATATTTTTTTCATGTATTTTTGAAATTTTTTATTTTATTTTATTTTTATTACACCGTTTTGGCGCTATATCGTT

TTAAACTTTACTTTGAAAAAATTTTATAATACGAACTTTTTTTTTTTTGTTTGTCTTAATATTAAAATAAATTGT

TTAAATATTCTGTTAATTTGGAAATAGAAGTTGAATTATTGTGAATTTTGAATAATATAAAATAAAAAAATTTCA

GTGATTTGACGTCGAATCGATTTGATTGTGTTGTGTATTTTTTTTTGCGAGGCGTAATTTTAAGTGATTCGTTAC

CATTCTCTTTACTTTTGCATTCTTTGGTTTCTTCGAAATTTGCTAGAGATTCGTATTTAAAATAAACATTTATAT

GTGACCATTCGCGCTCGATTTAATTCTTTTTGGTAGAATAAAGTAATGATTATTTTAACTGTTTTGCTGTTAAAG

TAGGAAGTCTATTTTATATTTCATTTAAATGAAAGTCCTGTTTTATTTGTACATTGTATTACCGTAATTCTAGAC

TGCTGTTAGGAAAAATTTCCATTTATTTTGTATATCTGTAAAAATGTCTTTCAATAACTTTTGGAAATAAATTTA

TACGTTTTA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium erfüllt, A an Position -3 

Stop-Codon Kasten  TAG 

Codierende 
Sequenz 

grau  888 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb   
crkl_1  Position 347 - 365 
crkl_2  Position 487 - 505 
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A 11: siRNA Bindestellen für Hm_Grb2  

>XM_047287166.1 PREDICTED: Hydra vulgaris growth factor receptor -bound protein 2 

(LOC100199343), mRNA  

GATTTTTTATTTAAGAATGTTTGACCACGAGTAATGATTTATTTAAGAGCCAGTTTTTGACTAATTTAAAGTAAG

AGATTTTGTAGAAAAGAAGCTAAAAAAAGTCTGTCGAATAAGTTTGTAACTAACGCAATGGAGGCTATTGCCCTT

CACGACTTTAATCCTCAGTCGTCGAACGAAGATGAATTGCCTTTTTTAAAAGGATCTATATTAAAGGTATTGAAT

ATGACAGATGACAAAAACTGGTACAAAGCTGAGCAAAATGGAAAAGAAGGTTTTGTTCCGAAGAACTACATACAA

ATGAAACCGCATAGTTGGTATTACGGAAAAATTCGCAGATCTGAGGCTGAACAACTACTTTTACAAGAACCACAT

GATGGAGCTTACCTAATACGAGATAGTGAGAGTACAGCAGGTGATTTTTCACTCTCAGTAAAGTTTAATAACCAA

GTGCAACATTTCAAAGTGCTGCGCGATGGAGCAGGAAAATATTTTCTCTGGGTAGTAAAGTTTAATTCATTAAAT

CAACTTGTCGAATATCACAGAGCAGCAAGCGTTAGTAGATCACAAACAATATATTTGAAAGACATGACTAACGCT

CATGAGGTTGGTCGAGCCTTATTTGATTTTGTTGCTCAAGAAGAGAACGAGCTTTCGTTTTCTCGAGGAGATCTA

GTTAAAGTAACCGATACTTCTGATCAGCATTGGTGGAACGGTAAATTAAACTCTCGTGAGGGTATGTTCCCTGCC

AATTATATACAACTTATTGCAACTCGTTGAAATAGTTTTTATTCGTATATATTTACGATCAGCTTGCTTACTACT

TTTTTTACGCATACGCGTGTTCATTTGACTTTATCGGGTATTTTCATAGGTAAAACTTGATTATTTTCATTCTGT

ACAAATGTTCATTTGATAATTCTTTTAAGTATATTTGTAAACTGTTTACTGTAACGTTTTCTATTGCGGTAGTCG

TTTATATTTCACAAAGAAAATAATCTTATAATTACAAAATTTGTATTTTATTTTTGTTATTTTAATAATATATTA

TTACTTTAATTGCTATTATAAATTGTTAAATAAATTCTAAAAATTCTTTTCTAAGTATTCGAACTTCATATCAAT

TTTTATGTTCTCATTTAAAATTTAAAAAAGTAAATTACTATTTATGTTTTGTATTGAAATAGTTTTTATTCGCTT

CGGTATTTTAGGAAGGGGGAGTGAAATTTGTAACCGACAACTTTTTCTATATTTGGAAAAAATATTTTTGTACTT

ATGACAATAAAGGTTTTGTTTACGTTCGTACAATGTTTTCTGTGTACATTTGTTGTAGCGGCTACGTATTTTCTT

TTTATAATACATATTTATCGGTATTTCA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium erfüllt, G an Position -3 

Stop-Codon Kasten  TGA 

Codierende 
Sequenz 

grau  648 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb   
grb2_1  Position 84 - 102 
grb2_2  Position 250 - 268 
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A 12: siRNA Bindestellen für Hv_FGFRa  

>NM_001309765.1 Hydra vulgaris fibroblast growth factor receptor (LOC100206525), 

mRNA 

TTTTTAGTCCCTGTGTAATAAGATTTTATTGTTTATAAAAAAAAAAAATTGTTGGATTTAATGCTGTGTATTTAT

AAATACAAATGTTGTATATAGCAAAATGATATCAGATTGGTGTGTTGTTTTGGTTTTATTAATGTCAAGATTAGT

TTTTGGGCTGAATTTTACAGAGCCAGTTAATTATATATTGAAATTAGGAGAAGATAGTTCATCTAGACTATTAGA

TTGTTCAGTTAATCTTCCTGTTGAATTAATCAAAAAAATTGATTGGACACACAATGATATTGTTATCAATAATAA

ACCTAATATAACATTATCTGAAAATGGTCAAAAACTTGTTATTGCTCATTACCAATCCCATAATTCTGGTCGTTA

TGGGTGCAAAGTAACAGCTATGAATGAAGAATCTGTTCAAAGGGTATTTGATCTACTGCCAGCTTCAGAAACTGA

GGGAAACCAAACCATTGAAATGATGCTGAGAATAAAAAATGACATATCGTTACTTGTTGAGTTAGTGATGAATAA

ATTAGATTTAGATTGTACCGCTGTAGGTGCTTCACCTATTAATATTACATGGATAAAAAATGATCGGCTGATAGA

AGCAAGGTCCAACTTGTCTAATTTTCGTTATTCTTTCTCACCAAATTTTTTGAAATTAAGTATAAAAGAATTGCG

ACTTGATGATGCTGGTATTTACAAATGTATTTTGGAAAATAAATATGGCAAGATAGAACATATAATGACTGTTGA

AATATATGAGAAAATGTTCTCTAAACCAATAGTATCTTCTACAGACAAACATAAAGTTTTTTATGTCAACTATGG

TCAGAATTTAACTGTCCCTATATATGTTACTGCATTTCTACCCCACCCTCACTTTCAAATGTTATACGTTTACAG

CATGACAAGTCCAAATACAAATGAAACTAAATTGGCACTTAGGGTATTACCAACAATGAGAGAACTAACTGTCTT

GGAGAAAGGCCAGAGAAGAGGCAATTCAATTTCTCATATCAAGCTAGATTATTTTTTCAATAATATATCAGAGCA

AGATTTTGGTAATTATACCTTTATGGCTGGAAATAAGTATGGTTTTGATATATACCCGTTTCAAATATTGCATAC

AAAATATATGCAAACAACTGTCTTCCCGCCAATGAAATCAAGTATTAATAAAATCTACAAAGAGGAATCCGTAGA

AAAAACAGTTATTTTTATTGTCATAACTTCAATGCTTGCTGGGCTAATTTTTGTTGCATTTGTTATTTTTTTTAT

TTGTCGTGTTCGTAGCAAAGACAAATTTAAAAACAGTAACATCAACTACATCAAACCTTTAGAAACTGTGATTCT

TAATCTTGGGGATAATAACACTAGTGGTGTTACCATGGTTACTTCTGTCTCTGCTTCCTATGCCAGTCGGCGTTT

CAGACATTCACTTAATAATAATTTAATAAATGATAAGCAAAAATTGAATTTAAAAATAGCTCCAGATCCTGCTTG

GGAGATAAAACTTGAACAATTAGAAACAGATTGTTTATTGGGAGAGGGAGCTTTTGGTAGAGTTTTTCGTGCAAC

AGCAAGAGATTTACCAAATCACACTGGAGTTCAAACAGTTGCTGTCAAAATGCTGAAAGAAGATTGTTGTGAACA

AGATTTAAAAGATTTTATATCTGAAATAGAAGTAATGAAATCTATAGGAAAACATATCAATATTCTGAATTTACT

TGCAGTGTCATCTCAGCAAGGAAAGTTATATATAGTGGTTGAATATTGTCGTCATGGTAATTTGCGCTCTTTTCT

GAAAGACAATCGACCTGTTATGCAAGCTAATTCTGTGATAACAAAAAAAATAACATTGTACGATTTAACGTCGTT

TTGCTTACAAGTTGCAAGAGGAATGAATTTTTTAGCTTCAAAAAAGTGCATCCATCGAGACATAGCTGCTCGAAA

TGTTCTTGTTGGTGAAGGTTATTTAATGAAAATTGCTGATTTTGGACTTGCACGTGATATTCATGAACAAGATTA

TTATAGAAAATGCACAGATGGGCGATTACCCGTCAAATGGATGGCAATTGAAGCTTTGTTCGATCGTGTTTATAC

TACTCAAAGTGATATATGGTCATTTGGAATTTTGGCATGGGAAATTGTAACATTTGGTGGATCGCCTTACCCTGG

AATTGCATTAGAAAAATTGTTTGATTTATTAAAGCAAGGCTATCGAATGGAAAGACCACTTAATTGTACTGATGA

TATGTATACACTTATGCTGAATTGTTGGAAAGAAATCCCATCAAAACGTCCGACATTTTCACAACTAATTGAAGA

TCTAGAAAGAATGCTATTGGATGCAAGTTCTACAGAATATATAGATCTTCAACCAATTCAACCAGAACGCACAGA

GTCATTTTCAACATCATTACACACTTCTGCAAGCATGTTGAATACAGATTTGCACGAGAAAAATAAATGTGATCA

TGACGAAATATCCTTCACTCATGAAGATGGTTTATCAGAAGCAGATATTCTTCTTAGTCACTATGCAGTTTCTTA

ATTACTTCAACTGCTTGTGACGTTTTTAGATGTAAACTTGATTTATCAGTTTCTCTAAATGATTGCCTTGTCATT

AACGTGTATTGCATTTGACTTTCATCATGAAGAATCTAGAGATCTATCCGATTCTTCTCTATTAATAAACACTGT

CATGAAGATTGTTTATATATGAATCATTGGATCAGGAACTTCTTGAGGATCATAATAAAAGTAATACTAAATATG

AAATTGCCAGCTAAAACCAAAGGTTCGTAATTTTCGATGCGAATAAATGAGCTTTTCAAAAAAAAAAAAAAA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium erfüllt, A an Position -3 

Stop-Codon Kasten  TAA 

Codierende 
Sequenz 

grau  2451 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb   fgfra_1  Position 68 - 86 
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A 13: siRNA Bindestellen für Hm_Csw (Shp2)  

>XM_047271342.1 PREDICTED: Hydra vulgaris tyrosine -protein phosphatase 

corkscrew (LOC100210713), mRNA  

GTTAACTACAAATGCAAGATACCGAGCCTTAGATTTTATTAAAGGCAACATGTAAACGTATAATATAATATCCTG

TTTGTAGAAAGTTTTTTTGTGAATGCATATATTATATCGTTTTAAACAAATATATTTGCGAAAAGTTATGAACAA

TAAAAAAATCCATTTGATAAAATGTCCTTAAAATGGTTTCACAGTAGTTTAAATGGCTCTCAAGCAGAAGAACTT

CTCACTCCACTTGCTGATGGAAGCTTTCTTGTAAGACCAAGTGAAAGTAAACACGGGGATTTTACTATTTCTGTC

AAATGCAATGGTAAAGTAACTCATATTAAGATTCAGAATGATGGTGACTCTTTTTTGCTGATAGGAAGTCCAGAT

CCATTTCCTACACTAGAAAGTTTAGTATCTCATTATAGAAATACTCCTAATTCGATAAAAGAAAAAAGCGGCGTT

TTTATTGAGCTGCTTTACCCTGTGCGTTCTACTGATCCAACAACAGAAAGATGGTATCACGGAAGTATTGGTGCT

AAAGAAGCAGAAAGAATGTTACTGTCGAAAGGTAGACTTGGCAGTTATCTAGTTCGTGAGAGTCAAAGTCAACCT

GGTCAGTTTGTCCTTGTTGTCAAGTGCGCAAATGGTGTACAGCAAGTAATAATAAGTTGTAGAAATAAAAAATAT

GAGATAAAGTCTGGTCCATCATTTGCATCCCTTCAAGAACTTATTGAGTATTATGTAATGAATCCAAAGTTGCAT

GATGTTAAGGATCAATCACCAATCAAATTGAGGGAGCCTTTTCAAAGTACAAGTTTTGTTGCTTCTTCAATAAAT

GACAGAATAGCAGTTCTTCACAAACAGTATAAGAATGGAGTTTCTGGTTTTCGAGAAGAGTTTGAACAACTTCAA

CGTTTTGATCAAAATGATGGAGTGTACACAACTAATGATGGTCTTTTGGAGGGGAATCGATGGAAAAATAGATAT

AAAAATATATTACCATATGATCATTCACGAGTGAGAATAAAGGGAAGTGATCTAAGTGATCCATGTAGAGATTAC

ATTAATGCTAGTTACATTGACGTCGAACTAAAAACTTGGAAAGTAAAATACATTGCTGCACAAGGTTGTCTAAAT

TCAACAATGAACAGTTTTTGGGATATGGTTTACCAACACAACAGCTATATAATTGTCATGCTGACAAATGAAATG

GAAGGAGACAAAAACAAATGTGCAAAGTACTGGCCTGATTTAGGTTTATCATCAGAGTATGGAAAAATTGTAGTT

GATAATATGTTGGAACATCAAAATAAACACTTTGTTATGCGCGAATTAAGAGTTTATCATACAGATAAAGCAAAG

AAACCACCCCATATGGTTTACCAGTATCACTTCATAGATTGGCCTGATCACGATGCACCTGCTGATCAAGGAATA

GTTTTAGGATTTCTTAACGAGGTTCACACAAAGCACAGTCAATGTGGTAGAAACGCTCCTATTGTGGTTCATTGC

AGTGCTGGTATTGGGCGTACTGGAACAGTTATTGTTATTGATATACTTATGCATTTGCTTGATGAGCAAGGTTTA

GATGCAGAAATTGACATTCAGAGAACAACACAACTTTTACGAACACAGAGAGCTGGCATGGTGCAAACTGAGCTG

CAGTATAAATTTATATATGAAGCAATAAAGCATTTTATAGAAGTAGAGTCAAAGAGAGAAGCAGTGAAAAAGGAA

AACCTTACATCAACATCAGTTGTAAGCCTTTATGGTAACTTAGACTTTTCAAACTCAGTAGAGAATATTCCTAAA

TCTTCAAGCAATGATGTTGTAAAATCATCATCTCCAAGATTTCAATCATCATCTGTTTATGCAAAACCAACTTCA

CCCAAAAATGGTGGAATTCCTCAAAGAACCAATGCAACAAGGACAAGAGTGTCTACTGAACCTTTGTTAAGCACA

AAAACATCCAACTCAAAAAATAAGTAGTGATGTTTAAAGCACAATGACA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium erfüllt, A an Position -3 

Stop-Codon Kasten  TAG 

Codierende 
Sequenz 

grau  1806 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb   
shp2_1  Position 513 - 531 
shp2_2  Position 573 - 591 
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A 14: siRNA Bindestellen für Hm_Sos2  

>XM_047276973.1 PREDICTED: Hydra vulgaris son of sevenless homolog 2 

(LOC100196975), transcript variant X1, mRNA  

ATGTTCACGCAACTTTGCGTATTTGCGTTATGTTTTTATCAATATTTGATTTTAGGTTTTTATCAATATTAGATTAATTTAAG

TTAAAGCAAGTGACATCGTACCCTAAAGTTGTCGGTATTAGGATTATTTGCCTGTAAATAATTATAGGCATTTAATCCTAACT

TTAGAAGGTTGATCTCCAAATGCACGATAAAGATAAGTTAGATACCTCCAAATGGAGAAATATGATCGTTACGTCCTTGAAAA

AGGTACAAAAGCAAGTTCAACCAACACTTACAGTGGATACAGATGCACTTTTATATCTTGAAGAGCTAATTTTTAAATTATTG

TACCAGTTGTGCAGTGTTCAGCCACACTCTGTTCATGATATTCAAGAACAAATAAATAAAACATTTCCTTGTCAAATTAAAGG

CTGGGCATTAGAATCTGCGGAAGCAGCAATTGAAAAAGGAAAGAAAAAAACTCTAAAGTTATCAGTTGATAAACTTCAACCTG

TTATTCAAAAGGAAATTCTTGGCTACAAGATCGATATTCAGTTGGCAATATATATAGTTGCAGTTTTAGAATACATATCTGCA

GACATTCTAAAGCTGGCTGGAAATTATGTAAAAAACATCAGACAAATGGTGATTAATAAACAAGATGTTAAAGTTGCTATGAA

TGCAGATAAGGTTTTGGCATCAATGTTTAACAGTGAGGATATTGATAATCTAATTGAGACACAGCCACTAGCTAAGCGTCGTT

CACTAACCTACATTGATGTTTTAAAAGACTTCATGCTATGTGAAGAACAGTTTATAAGAGAACTTAACCTTATTGTTAAGGTT

TTTCGTAAAAAAATGGTTTGTGCCTCGCATCTATTTTCACAACAGGACCTTAACGAAATATTCTGCAATATAATGGAGATTTA

TGAATTTACAACACAATTTTATGATTTGATCGAATCAACACTGGAGATGTCAGAGAATGACCTACTTATTGGTGATTTATTCG

AAGAAATGGTTGAGGCAGCTGAATTTGAATGCTATGATACTTACACTTATGGTAATGTTGTATCACCTACTGGTGGATCATAC

TATATTATCAAAACTTTAATGTACCGACCTGGTGTTGCAGATTTTTTTAAGGAGCAAGGTATTTTTGATGCAGTAAGATATAT

ATTACCTAAGTTACTTTATGGCCCGATTCATCATTGCATTGATTATTTCGAATATATTAAGATTCTCATGTGTACATCCCCTG

ATGGAAATGACAGAGAGAAACTTGGCGAGTCTCTTAGTGCTTTGCGTGGACTGCAGGTTAGGATTGAAAAGTTGTGCTCAGCA

TCTCACCTCAAAAGAACTCCAGAGAATGAAGTGTTTTATGAACGTCACATTGGGGTAAATGAGACAAATACTATGGCCAAAAT

TGAATGTATTCAAGAAAACTTGGAGGGATGGGAAGGCAAACCATTATGTCAAGTAGTATCAGTTCTTCTAAAGGAGGGATTTT

TAACTAGAATTGGTAAAAAGGCATCTGAGCGTAAAATATTTCTTTTTGATAACCTGATGTTATGTGCCAAAGTGAACAAACAC

AATATCACAGGTTTTAATCAAACTGAATTTCGATTAAAAGAACATATATACCTTAGAAAGGTTGAAGTTAGGGATATTACTGA

TGATGATAAGCAGTTTTCATTTGAAATATTGCAACCAGGTGAACCAGCAGCTGTTTTTTCTTGCAAAGATGAAAAGTCAAAAT

ATGAATGGTTATCACTTCTTATGGCATTAAATCACAGAAGTACTTTGGATCGCATGCTAGACGCTTTATTGCAAGAGGAAACA

CAGAGTATACAATTAAAAACCCCGGACCCATCGATATACATATTCGCAGAGGAAGATTCAGAAAAGAATATATTGTTTGAAAA

TATTGAAGATGACAGCGCTGTTATTAAAGGTGGAACGCTTCCTAAACTAATAGAAAGACTTACATACCATAAACATGCCGATC

CAACATTTGTGAGAGTTTTCCTTACCACTTACAGATCGTTTAGCAATCCCGTAGAGCTTCTTGATCTACTTATAAAACGGTAT

GATATTCCTGAACCAATCACTGATTTGAGCAACAAGCAGGTTTTTAATAAAGAAGATCTTAAAAAGTTTAGAAAAGAATATGT

TCAACCGATACAATTAAGAGTGTTGAACGTGTTGCGTCATTGGGTGGACCAGCATTTTTACGATTTTCAGAGAGAAGAAACGC

TGTTAATTACTTTAGAAAAGTTTTTATCGCGTGTTGTACGTAGCAAAACCGCGAGAAAATGGGTAGAATCAATTGAAAAGATT

GTAAATAGAAGGTTGGAAATGGTAAAAGTTGATCCTGAAACGTATTCTTTTAACACGCCGCCGCCTCCGATTGAATGGCATTT

GACACAAGATTTTGATAAATTTACTATATTAACTTTGCATCCCTTAGAGATTGGCAGGCAATTAACCATAATGCAATCGCAAA

TATTTAGAGCGATTCGTCCGTCAGAATTGGTGGGAACGGTGTGGACAAAAAAAGAAAAAGAAAAGCTTTCTCCAAACACACTC

AAGTTAATTCGACTGTCTACATTACTTACTTACTGGTATGAGTTAAACATTGTTGAAGCCCATAACTTTGAAGAAAGAGTGGC

AGTCTATACGAGAATTATTGATATATTAATGGTTTTCCTTTCTTTAAACAATTTCAATGGAATGATGGAAATACTAGGTGCAT

TAAATTCTGCTCCGGTATTTCGCCTTCAGCATTTGAAAGCTGTGGAATTATCGCCAAAACGATTACAAGCTTTACAAGAAGCT

AAGGATCTTACCGATGACGGTCACAATGTGAAATATATGGAAAAGCTGCGTTCTATTAATCCACCTTGTGTTCCATTTTTAGG

AGTTTATTTGTCAAACATCTTACGTGCTGAAGAAGGCAATCCAGACTATTTGAGCAGTTCACCTGAAGGGCTAATAAATTTTA

GTAAAAGACGAATGGTAGCGGATATTACAGGCGAAATACAGAAATATCAAAATATGCCTTACAATCTGCAAGTTGAACCTTCT

ATAAGAGCATACTTAGAATCACTTGACCCTTTAGCTGGTCGTTCAGATAGTGAACTGAATGATCATCTTTACGAGATGTCACT

TATGATTGAGCCGAGAAATGCAAAACAACCGGCTAAGTTTATACGAAAAACCGATATTCCGCTTAAATCACCTGGAATAAAAC

CCGGTCAGCGCAGTCTAATTAATTATCGAAAATCTACATCTGTTTCAGAGTTAGATCAACATTTACCTTCTCGTCATTTGCCT

TCTCCAACTCACTCTGTCTCGGCATTTTCATTTGTCGTTAATGGAGATGTGACGGATGGCAAAGCAGAAAAAGAAAAAAAAGA

AAATATTTCCTTACCTCCACCTTTGCTCTTGCCTCGTGCTCCTTTAGCCAACGAGATTCCTCCGGAAATTCCGACAAAACCTA

ATACACTAAAACAAGTTAATCAACCACCGGATATTACAAAACAGCAACCTTTGCCTCGCCAGCCACGTCGATCAATCTCTATA

CAAGAATGTATTTTGCCACCTGCACTACCTCCAAGAACTAAAACCATAGGTGAAAAAACTATTTCATTTTCTTCCGAATACAA

GAACTATGTTTTCCCTCCTCAGACTCCTTGCAGAGGTGAAATTATTGATAATGATATCGCGGTTTCTAATCCAGCTCCGATTA

TTCCGCCACGTATTAATCAAGAATTTGTTCGTCGCCAATCTGAAGACTTTAATACTTCAACTCAGCTGCCGCAAATTCCTCCA

AAAGTTAGCAATAAGAGGTGATAGAAAACAGTTTGTAAATTTAATTTTTTGTTTTTTAATTTTTATTTTTGGCGCCACCTGTT

CTTTGTGTTCGGTTTTTATTCAACTAAAAAATAGCGTACTTATGTGTTA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium nicht erfüllt, C an Position -3  

Stop-Codon Kasten  TGA 

Codierende 
Sequenz 

grau  3654 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb   
sos2_1  Position 174 - 192 
sos2_2  Position 510 - 528 
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A 15: siRNA Bindestellen für Hm_Spry2  

>XM_002155264.4 PREDICTED: Hydra vulgaris uncharacterized LOC100204638 

(LOC100204638), transcript variant X1, mRNA  

GTTAGAAAATTTCATTTTCACAAAAGCTTTCGAGATTTAACACAATGACTGAAATTGGTATTAAGCAAAAAATAT

ATACTATATAAATATAAAGTATAGATTTTGAACGACGTTTACAATTAGCGACTTTTATCATTTTATGTTCTTTTC

TTTTTCTCTAATTAATTTTCAATGAAAGCAAACGTAAAATGCTTTTCGTGCCACCGTTTTATTGAAACTCACTAC

TAACTACAAATTACGAATGGCAGCAAAAAGATTTTGCAAGTTAATTTAAAAACATCTTGTTTTGATATTTTAAAC

AAATGAGATTGCTAAAATTTATAAGAAGAGCATAATGTATAAAGACCAAGAAGATATCGAAAAAGATGAGCTCAT

GTGGGTAAAAGCTGGGGGGCCGGGTGAGAAACCTACTATTATAAGACAAGTTTGTTCTGACTCATCATCTTGTAG

CTCACGCGAAAATTCTGGTGAATCATCGAATGGTGTCAAACAAACTCTTTTATTGAGCCCTAAAGTTGGTCTTAC

ATCTCGTGTTCCCAGTAACGATTCAATGCATAATTTTGGGCATTTAGGCAGAACATCCAGTGAAGACTCTCGCGT

TATTGTTCTAAACGTTTCTCAATCCCCGTATCCTTATTCTATTGATAAAGAAAAAGTAAAACGATTGAAAATTTC

TCAAGGAATTTATGCTGCAAGTAAGGATGAAAAAGGTAGCACCATTAATAATTTTAAAACTAGTTCATTTAGTAA

CAACACAGATGACAGTCAGGTTTCAGTATGTGATTTAATACTGAAATCTAAAAGTCAACCTGTTGATTTTTTACC

TCGTTTTTCTCCGATGACTGCGATCAAAAGGTCTTCAAGCGACGATTCCCCTCAAAAAAGCTCATCTCTTAATCA

TGGATATCCTAAAACAAAAAGCAAAGAAGGGTATACTACGTTAATCAAAGATTCTCCAAACCCAAACATATCGGA

AACAGCCCGTTCAAAAACACTACCGAGTTCTTGGCGACCAGCATATTCAAAAGACCATCAAAAGGACTTTTCAAA

GTTTTCAAAAAGCATTGCATTAGAACAAGTAGTTAGCTTTCAGGATGAATTATATAATAAATCTTCGGAGATTAC

AACTTCGCAAGTAAAATTAAAAAGAAAAAAGTCGCGTAAAAAGTTCAGGCATAATTTTGAAAATGTTATCGAGGT

AGGAACTTGCTTCGTTTGCTTGAGGTCTGCTGTATATCATACGCAAGACAGCGATGATACGGGTAGTTCATTAGA

TCACCCATGCAAATGCCAACCCTGTAGTTCAAATATCTGTGGACGATGGTGCGTGATTACGTTAATGATATGTTT

TTTTCCGTTTTTAATATTTTACCCACCAATAAAGGCGTGTCTAAATATACACGACTTACGAGTTAAAAGGAAAAA

AAGACACAGCGAGAAAAGGGAAAAATTAAAAAAATCATTAGTACACGACGAAGTTGAAAGTTAAAAAAGAAAAAT

CCTAAAAGAAATTAGATAAAAAATGATGAACGCACCTAAAAAATAAATATTAAAACGAAGTGACCGTTGATACAT

TCCGTTAAACTGACACCTGCTGATATTTGACATCTAATAATTGGTCGTAAAAACCAAAAGAAAAGTTTTAAAACT

TAATGTAACATTATATATAATATAACATTATTTATATAAATATAGTATTTATTTTTGTTTTTAATAAATGATTAT

TTATATTTATATATTTTTTGTTAAAAATCGTTGTGGAGTTTTTCAATTAATAAGTAGTAAAATTTTGTGGTAGAT

TATAATTGTTTTA 

 

Legende Markierung Bemerkung 

Start-Codon Kasten   ATG, Kozak-Kriterium erfüllt, A an Position -3 

Stop-Codon Kasten  TAA 

Codierende 
Sequenz 

grau  1155 Basenpaare 

siRNA 
Bindestellen 

gelb  
spry2_1 Position 431 - 449 
spry2_2 Position 191 - 209 
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A 16: Phänotypen der Knockdown Negativkontrolle pGL2  

 

 

Phänotypen der pGL2  Negativkontrolle.  Die Abbildung zeigt die Auswirkungen der Elektroporation 
mit der siRNA pGL2 auf den Phänotyp der Hydren. In A-Aóóó ist der schwere Knospungsdefekt dargestellt 
(2,7 %). Die Hydra konnte ihre Knospe nicht korrekt ausbilden und die Knospe wurde zu einer 
sekundären Achse, die Hydra bekam eine Y-Form. Zudem wurde vor Tag 12 bereits eine zweite Knospe 
gebildet (Tag 12 Knospenstadium 9; weiße Pfeilspitzen). Die Bilder B-Bóóó zeigen eine Hydra mit dem 
leichten Knospungsdefekt (3,6 %). Die Knospe konnte sich nicht ablösen und war durch eine 
Gewebebrücke am Fuß mit dem Elterntier verbunden. In C-Cóóó ist der normale Phªnotyp zu sehen 
(93,7 %). Die Hydra bildete die Knospe normal aus und warf sie vor der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor 
Tag 8 hatte die Hydra bereits eine zweite Knospe gebildet, welche vor Tag 12 abgelöst wurde (Tag 8 
Knospenstadium 6, weiße Pfeilspitzen). Der Maßstab beträgt 500 µm. Die gezeigten Bilder wurden von 
Robin Fehling (BSc) aufgenommen. 
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A 17: Phänotypen des crkl Knockdowns  (crkl_1, crkl_2)  

 

 

Phänotypen des crkl _1 Knockdowns . Die Abbildung zeigt die Auswirkungen des Knockdowns mit der 
siRNA crkl_1 auf den Phänotyp der Hydren. In A-Aó ist der schwere Knospungsdefekt dargestellt 
(6,67 %). Die Hydra konnte ihre Knospe nicht korrekt ausbilden und die Knospe wurde zu einer 
sekundären Achse, die Hydra bekam eine Y-Form. Die Bilder B-Bó zeigen eine Hydra mit dem leichten 
Knospungsdefekt (6,67 %). Die Knospe konnte sich nicht ablösen und war durch eine Gewebebrücke 
am Fuß mit dem Elterntier verbunden. In C-Cóóó ist der normale Phªnotyp zu sehen (86,67 %). Die Hydra 
bildete die Knospe normal aus und warf sie vor der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor Tag 8 hatte die Hydra 
bereits eine zweite Knospe gebildet (Tag 8 Knospenstadium 9; weiße Pfeilspitze), welche zu Tag 12 
bereits wieder abgeworfen wurde. Der Maßstab beträgt 500 µm. Die Bilder A, Aó wurden von Sophie 
von Schwichow (BSc) aufgenommen. 
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Phänotypen des crkl _2 Knockdowns . Die Abbildung zeigt die Auswirkungen des Knockdowns mit der 
siRNA crkl_2 auf den Phänotyp der Hydren. In A-Aó ist der schwere Knospungsdefekt dargestellt (15 %). 
Die Hydra konnte ihre Knospe nicht korrekt ausbilden und die Knospe wurde zu einer sekundären 
Achse, die Hydra bekam eine Y-Form. In B-Bóóó ist der normale Phªnotyp zu sehen (85 %). Die Hydra 
bildete die Knospe normal aus und warf sie vor der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor Tag 12 hatte die Hydra 
bereits eine zweite Knospe gebildet und abgeworfen (Tag 12 abgelöste Knospe; weiße Pfeilspitze). Der 
Maßstab beträgt 500 µm. Die Bilder A, Aó wurden von Sophie von Schwichow (BSc) aufgenommen. 
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A 18: Phänotypen des grb2 Knockdowns  (grb2_1, grb2_2)  

 

 

Phänotypen des grb2 _1 Knockdowns . Die Abbildung zeigt die Auswirkungen des Knockdowns mit 
der siRNA grb2_1 auf den Phänotyp der Hydren. In A-Aó ist der schwere Knospungsdefekt dargestellt 
(7 %). Die Hydra konnte ihre Knospe nicht korrekt ausbilden und die Knospe wurde zu einer zweiten 
Achse, die Hydra bekam eine Y-Form. Darüber hinaus bildete die Hydra bis zu Tag 5 eine weitere 
Knospe (Knospenstadium 7, weiße Pfeilspitze) sowie einen ektopischen Fuß (Sternchen). Die Bilder B-
Bóóó zeigen eine Hydra, die zu Beginn einen leichten Knospungsdefekt aufwies (11,6 %). Die Knospe 
konnte sich nicht ablösen und war durch eine Gewebebrücke am Fuß mit dem Elterntier verbunden 
(schwarze Pfeilspitze). Vor Tag 8 löste sich die Knospe zeitlich verzögert ab. Darüber hinaus hatte das 
Elterntier bereits vor Tag 8 eine zweite Knospe gebildet (Tag 8 Knospenstadium 5; weiße Pfeilspitze), 
welche sich an Tag 12 zu einer sekundären Achse ausbildete. Zusätzlich bildete die Hydra vor Tag 12 
eine dritte Knospe, die sich ebenfalls zu einer weiteren Achse ausbildete (weiße Pfeilspitzen). In C-Cóóó 
ist der normale Phänotyp zu sehen (81,4 %). Die Hydra bildete die Knospe normal aus und warf sie vor 
der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor Tag 12 hatte die Hydra bereits eine zweite Knospe gebildet (Tag 12 
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Knospenstadium 9; weiße Pfeilspitze). Der Maßstab beträgt 500 µm. Die Bilder B-Cóóó wurden von 
Marcel Heitkamp (BSc) aufgenommen. 
 

 

 

Phänotypen des grb2 _2 Knockdowns . Die Abbildung zeigt die Auswirkungen des Knockdowns mit 
der siRNA grb2_2 auf den Phänotyp der Hydren. In A-Aó ist der schwere Knospungsdefekt dargestellt 
(18,8 %). Die Hydra konnte ihre Knospe nicht korrekt ausbilden und die Knospe wurde zu einer 
sekundären Achse, welche dennoch einen Fuß ausbildete, die Hydra bekam eine H-Form. In B-Bóóó ist 
zu Beginn der der normale Phänotyp zu sehen (81,3 %). Die Hydra bildete die Knospe normal aus und 
warf sie vor der Aufnahme an Tag 5 ab. Vor Tag 8 hatte die Hydra bereits eine zweite Knospe gebildet 
(Tag 8 Knospenstadium 4, weiße Pfeilspitze), welche an Tag 12 zu einer sekundären Achse wurde. Vor 
Tag 12 bildete das Elterntier zudem eine dritte Knospe. Der Maßstab beträgt 500 µm. Die Bilder A, Aó 
wurden von Sophia Engstfeld (BSc) aufgenommen. Die Bilder B-Bóóó wurden von Marcel Heitkamp (BSc) 
aufgenommen.  










































