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2.11.2. Das Messprinzip des Pulse-Amplituden-Modulation (PAM)-

Fluorometers

An einem PAM-Fluorometer ist das Anregungs- und Messlicht getrennt (siehe Abb. 38). 

Dieser Anordnung ermöglicht eine Variation der Lichtintensität des Dauerlichts während 

einer Messung. Das Messlicht ist zur Unterscheidung vom Anregungslicht (= aktinisches 

Licht, Dauerlicht) gepulst. Ein an den Detektor angeschlossener Verstärker ist auf die 

Frequenz der Messlichtpulse geeicht und verstärkt daher selektiv die gepulste 

Fluoreszenz, nicht aber die des aktinischen Lichtes. Die Fluoreszenz der zu 

untersuchenden Probe wird durch Pulse amplitudenmodulierten Schwachlichts einer 

lichtemittierenden Diode (LED) mit einer Peak-Emission von 655 nm angeregt. Des 

Weiteren existiert eine zusätzliche Lichtquelle (Blitzlampe) mit der sättigende Lichtblitze 

auf die Probe gegeben werden können. Dadurch schließen sich für kurze Zeit alle 

Photosysteme. Ein zusätzliches Filtersystem verhindert die Detektion von störendem 

Licht. 

Eine 1:10 Verdünnung der zu messenden Suspension wurden in die Messküvette gefüllt 

und das Verhalten der Fluoreszenz in Abhängigkeit der eingestellten Bedingungen über 

die WinControl (Walz, Effeltrich) aufgenommen. Die Messungen erfolgten an intakten, 

dunkeladaptierten Zellen, direkt im Nährmedium bei einer Grundfluoreszenz (F0) im 

Dunkeln von 400-500 mV. Während der Bestrahlung mit Messlicht wurde ein 

Blitzlichtpuls (Sättigungspuls) gegeben, um die maximale Fluoreszenzrate (Fm) zu 

bestimmen. Anschließend wurde bei unterschiedlichen Fluenzraten (55, 67, 1127 µmol 

Photonen m-2 s-1) des aktinischen Lichtes Sättigungspulse gegeben, um die maximale 

Fluoreszenzausbeute (Fm´) zu bestimmen. Aus den ermittelten Werten für Fm (Fm´) und 

F0 (F0´) lässt sich die maximale variable Fluoreszenz Fv bestimmen.

Verstärker

Schreiber

Blitzlicht

Detektor
Messlicht
(gepulst)

Messküvette

Filter (durchlässig 
für rotes Licht)

Filter (durchlässig 
für blaues Licht)

Aktinisches Licht

Abbildung 38 Schema des prinzipellen Aufbaus eines PAM-Fluorometers
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Fv = Fm – F0

Des Weiteren kann die effektive Gesamtquantenausbeute („Yield“) der 

photochemischen Energieumwandlung durch folgende Beziehung beschrieben werden:

Yield = (Fm´ - F0´) : Fm´

Fm´ ist die maximale Fluoreszenzausbeute, die mit einem Sättigungspuls mit einer vorher 

belichteten Probe erreicht wird. In den grünen Kulturen von Cyanobakterien ist Fm´ 

generell kleiner als Fm, das nach vorheriger Dunkeladaptation bestimmt wird. Der 

Parameter F0´ ist die gemessene Fluoreszenzausbeute zu jeder gegebenen Zeit.

Bei der Anwendung der Sättigungspulsmethode wurde ebenfalls die apparente 

photosynthetische Elektronentransportrate (ETR) in µmol Elektronen m-2 s-1 berechnet. 

Dies erfolgte nach der Gleichung:

ETR = Yield x PAR x 0,5 x 0,84

Der Transport eines Elektrons erfordert die Absorption zweier Quanten, da zwei 

Photosysteme beteiligt sind (Faktor 0,5). 84 % der einfallenden Quanten werden vom 

Photosystem absorbiert (Faktor 0,84).

2.12. Mikroskopie von Cyanobakterien

Zur Untersuchung der Lebensfähigkeit von S. elongatus Zellen während Stickstoff- bzw. 

Schwefelmangels wurden die Zellen mit LIVE/DEAD®Baclight Assay (MoBiTec, Göttingen) 

gefärbt und anschließend mikroskopiert. Hierbei werden die Zellen mit zwei verschieden 

Nukleinsäure-Färbungen inkubiert. SYTO 9 färbt dabei alle Bakterienzellen 

grün-fluoreszent, während Propidiumiodid nur in Bakterienzellen mit geschädigter 

Membran (ohne Membranpotential) eindringen kann. Diese Zellen erscheinen dadurch 

rot-fluoreszent, da der grüne Farbstoff überdeckt wird. Für den Ansatz wurden 0,3 µl 

Lösung A mit 0,3 µl Lösung B in 0,6 µl A.bidest gemischt. Zu jeweils 100 µl Zellsuspension 

wurden 0,2 µl Färbelösung zugegeben und der Ansatz für 15 min im Dunkeln inkubiert. 

Anschließend wurden 15 µl auf einen mit 1,5 % Agarose beschichteten Objektträger 

getropft und in 1000 facher Vergrößerung mit einem Filter (B-2A; EX450-490) 

mikroskopiert und fotografiert. Lebende Zellen erscheinen dabei grün und die toten 

Zellen rot.
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3. Ergebnisse

3.1. Physiologische Charakterisierung der S. elongatus NblR-Mutante

Durch ein Screening von chemisch mutagenisierten pacL (Ca²+-abhängige ATPase)

Mutanten auf Wachstumsdefekte in Gegenwart von 20 mM Ca²+ wurde zufällig die 

nonbleaching Mutante identifiziert, die als NblR (non-bleaching regulatory) bezeichnet 

wurde (Schwarz & Grossman, 1998). Diese Mutante wies einen nonbleaching Phänotyp 

sowie eine verringerte Überlebensfähigkeit bei Nährstoffmangel und Starklicht-

Exposition auf. Darüber hinaus war die Expression des nblA Genes, das für die Initiation 

des Phycobilisomen-Abbaus verantwortlich ist, verringert (Luque et al., 2001; Schwarz & 

Grossman, 1998).

Eine genauere phänotypische Charakterisierung sollte die verringerte 

Überlebensfähigkeit während den Stressbedingungen genauer analysieren und einen 

Hinweis auf die Funktion des nblR Genes in der Stress-Anpassung liefern.

3.2. Phänotypische Charakterisierung der S. elongatus Zellen unter 

Stickstoffmangel (Chlorose)

S. elongatus Wildtyp-Zellen sind als nicht-diazotrophe Cyanobakterien nicht in der Lage 

molekularen Stickstoff (N2) zu fixieren. Ein Mangel an gebundenem Stickstoff führt in 

diesen Zellen zu einem Prozess, der als Chlorose oder bleaching beschrieben ist. Dieser 

Differenzierungsprozess geht mit dem Abbau der Phycobilisomen einher, wodurch die 

bläulich-grüne Farbe der Wildtyp-Kultur nach gelb übergeht (siehe Abb. 39). Die Kultur 

der NblR-Mutante blieb trotz Induktion des Stickstoffmangels aufgrund einer gestörten 

PBS-Proteolyse grün. Mit zunehmender Dauer des Stickstoff-Hungers konnte in dieser 

Mutante eine Aufhellung der Kultur beobachtet werden (siehe Abb. 39).

Abbildung 39 S. elongatus Wt und NblR Flüssigkulturen in verschiedenen Stadien der Chlorose. Die Kulturen wurden 
von stickstoffhaltigen auf stickstofffreies Medium überführt, unter Standardbedingungen inkubiert und zu Beginn 
sowie nach 24h, 48h, 72h und 96h des Stickstoffmangels fotografiert. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt der 
fotografierten Kultur.

0h 24h 48h 72h 96hN-Mangel
Wt

NblR
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Durch Ganz-Zell-Spektren kann die Pigmentzusammensetzung im Verlauf der Stickstoff-

Chlorose verfolgt werden (siehe Abb. 40). Die Spektren von Wildtyp und NblR-Mutante 

zeigten die typischen Absorptionsmaxima von Chlorophyll a bei 440 nm und 680 nm, ein 

Maximum der Carotinoide bei 500 nm, sowie der akzessorischen Pigmente von 

Phycocyanin und Allophycocyanin bei 630 nm. Die Spektren der Wildtyp-Zellen zeigten 

eine graduelle Abnahme der Chlorophyll a und Phycobilisomen Absorption im Verlauf 

der Stickstoff-Chlorose (siehe Abb. 40). Nach 24-stündigem Mangel war die Menge an 

Phycobilisomen im Wildtyp um 60 % reduziert (bestimmt nach Myers, 1980, siehe 

Material und Methoden). Der Abbau von Chlorophyll a verlief im Wildtyp deutlich 

langsamer, denn nach 24 h ohne gebundenen Stickstoff waren noch 70 % des 

Ursprungsgehaltes vorhanden. Das Wildtyp-Spektrum 24 h nach Initiation des Mangels 

zeigte deutlich die Reduktion der Pigmente während des Chloroseprozesses und der nun 

größere Anteil an Chlorophyll a und Carotinoiden im Verhältnis zu den PBS veränderte

die Farbe der Kultur zu gelb-grün (siehe Abb. 39).

Das Spektrum der NblR-Mutante wies hingegen eine Abflachung der Gesamt-Absorption 

auf (siehe Abb. 40), was gegen eine geordnete Reduktion der Pigmente und auf ein 

Absterben der Zellen hindeutet. Nach 24 h Stickstoff-Chlorose war die Menge an 

Phycobilisomen, sowie Chlorophyll a in den Zellen der NblR-Mutante nur um 30 % 

reduziert. Dadurch blieb die grün-blaue Färbung der Kultur erhalten (siehe Abb. 39). Mit 

zunehmender Dauer des Stickstoffentzugs und vermehrten Abbau des Chlorophyll a im 

Wildtyp erschien die Kultur durch die Carotinoide stärker gelb. Die Kultur der NblR 

Mutante hingegen blich vollständig aus (siehe Abb. 39).

Abbildung 40 Absorptionsspektren von S. elongatus-Zellen nach Initiation eines Stickstoffmangels. Von Wildtyp-
(links) und NblR- (rechts) Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Stickstoffentzug Ganz-Zell-Spektren im 
Spektralphotometer von 350 nm bis 750 nm erstellt. Die Absorptionen wurden auf 750 nm normiert.
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In der ersten Phase der Chlorose verdoppelt sich die Zellzahl noch einmal, wobei die 

vorhandenen Pigmente gleichmäßig auf die Tochterzellen aufgeteilt werden. Während 

der Wildtyp und die NblR-Mutante unter stickstoffreichen Bedingungen keinen 

Unterschied im Wachstum aufwiesen, änderte sich dies nach Initiation des 

Stickstoffmangels. In Abbildung 41 ist die Zelldichte (OD750/1ml) nach Stickstoffentzug 

dargestellt. Die Zellzahl der NblR-Mutante verdoppelte sich innerhalb von 22 Stunden. 

Dies entspricht der Verdopplungszeit von Mutante und Wildtyp unter optimalen 

Bedingungen. Die Wachstumsrate des Wildtyps verlangsamte sich nach Stickstoffentzug 

deutlich. Die Wildtyp Kultur erreichte erst nach 26 Stunden eine Verdopplung der 

Zellzahl und blieb stets unter der Gesamtzellzahl der Mutante. Nach einmaliger 

Verdopplung der Zellzahl nach Stickstoffentzug kam es bei keiner der beiden Kulturen zu 

einer weiteren Zunahme der Zellzahl.

Abbildung 41 Wachstum der S. elongatus-
Kulturen nach Stickstoffentzug. Wildtyp 
(geschlossene Kreise) und NblR Mutante 
(offene Kreise) wurde auf eine OD750 von 
0,49 in den auf Stickstoffmangel überführt
und unter Standardbedingungen weiter 
kultiviert. Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Ergebnis.

In S. elongatus Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass während der Chlorose die 

PS II Aktivität verringert wird und bis zu einer Restaktivität von 0,1 % sinkt. Der Erhalt 

der photosynthetischen Restaktivität ist für den Erhalt der Lebensfähigkeit der Zellen 

essenziell (Görl et al., 1998; Sauer et al., 2001).

Zur Bestimmung der PS II Aktivität von Wildtyp- und NblR-Zellen vor und nach Stickstoff-

Entzug wurden zu verschiedenen Chlorose-Zeitpunkten Lichtkurven mit Hilfe des 

WATER-PAM Chlorophyll Fluorometers aufgenommen. Nach vorhergehender 

Dunkeladaptierung und Bestimmung von F0 und Fm wurde die photosynthetisch aktive 
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Strahlung (PAR) innerhalb von 5 min in Schritten von ca. 30 µE auf 1200 µE erhöht (siehe 

Abb. 42, Ausschnitt). Nach jedem Schritt erfolgte ein Sättigungspuls und die 

Fluoreszenzparameter Yield und die Elektronentransportrate wurden aufgenommen.
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Abbildung 42 Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen von S. elongatus Zellen unter stickstoffreichen Bedingungen. Die 
Fluoreszenzmessungen wurden an dunkeladaptierten Wildtyp- (Wt) und NblR-Zellen im WATER-PAM Chlorophyll 
Fluorometer durchgeführt. Die Abbildungen zeigen einen Ausschnitt der Lichtkurven bei angegebenen Fluenzraten 
des aktinischen Lichtes von Wildtyp und NblR-Zellen. Die Pfeile zeigen die Gabe von Sättigungspulsen an.

Die effektive Quantenausbeute der photochemischen Energieumwandlung (Yield; Fv/Fm) 

wird aus dem Quotienten der variablen Fluoreszenz (Fv = Fm´- F0´) und der maximalen 

Fluoreszenz (Fm´) bestimmt (siehe Material und Methoden) und ist somit ein Maß für die 

Effizienz mit der die Anregungsenergie auf die offenen Reaktionszentren des PS II 

weitergeleitet werden.  Unter Standardwachstumsbedingungen konnte im Wildtyp in 

dunkeladaptierten Zellen ein Yield von ca. 0,1 ermittelt werden (siehe Abb. 42). Nach 

Zuschalten von aktinischem Licht stieg die Grundfluoreszenz (F0´) im Wildtyp an. Bei 

einem aktinischen Licht von 46 µE konnte nach der Gabe eines Sättigungspulses im 

Wildtyp ein Yield von ca. 0,2 ermittelt werden. Dieser Anstieg des Yield-Wertes wurde 

durch eine stärkere Zunahme der variablen Fluoreszenz im Vergleich zur 

Grundfluoreszenz hervorgerufen (siehe Abb. 42), der durch die schnelle state transition 

ausgelöst wird. In der NblR-Mutante hingegen war bereits in dunkeladaptierten Zellen 

die variable Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp deutlich größer (siehe Abb. 42). Es 

konnte in dunkeladaptierten NblR-Zellen ein Yield von ca. 0,3 ermittelt werden. Auch 

nach Zuschalten von aktinischem Licht blieb in der NblR-Mutante der Yield bei ca. 0,3, da 

die Grundfluoreszenz und die variable Fluoreszenz gleichermaßen anstiegen (siehe 

Abb. 42). Dies deutet auf eine veränderte state transition in der NblR-Mutante hin.
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Fm´
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aus 46 µE 67 µE
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Abbildung 43 Quantenausbeute (Yield) von S. elongatus Zellen während der Stickstoff-Chlorose gemessen mit Hilfe 
des WATER-PAM Chlorophyll Fluorometers aus der maximalen Fluoreszenzausbeute (Fm´) mit einem Sättigungspuls 
einer vorher belichteten Probe bei (A) 153 µmol Photonen m-2 s-1 und (B) 498 µmol Photonen m-2 s-1 und der 
gemessenen Fluoreszenzausbeute (F0´). Die Abbildungen zeigen ein repräsentatives Ergebnis.

Abbildung 44 Grundfluoreszenz (F0´) von S. elongatus 
Zellen während der ersten 24 h der Stickstoff-
Chlorose. Die Grundfluoreszenz (F0´) von Wildtyp 
(geschlossene Kreise) und NblR-Mutante (offene 
Kreise) wurde mit Hilfe der Chlorophyll Fluoreszenz
einer belichteten Probe von 153 µmol Photonen m-2

s-1, gemessen in der WATER-PAM, bestimmt. Die 
Grundfluoreszenz unmittelbar nach Stickstoffentzug 
wurde als 100 % definiert.

In den ersten Stunden nach Stickstoffentzug blieb der Yield in der NblR-Mutante 

konstant (siehe Abb. 43A). Im Anschluss daran sank Fv/Fm, verursacht von einer 

drastischen Abnahme der variablen Fluoreszenz, bis zwischen 24 h und 30 h nach 

Stickstoffentzug der Yield den Wert Null erreichte (siehe Abb. 43B).

Der Fv/Fm stieg im Wildtyp in den ersten Stunden nach Initiation des Stickstoffmangels 

an, da die maximale Fluoreszenz konstant blieb, jedoch die Grundfluoreszenz F0´ bei den 

gewählten Lichtintensitäten absank (siehe Abb. 44) und somit die variable Fluoreszenz

anstieg. Nach 36 h Stickstoffmangel verringerte sich der Yield im Wildtyp langsam auf 

ein niedriges Niveau, da die maximale Fluoreszenz abnahm.

Zu den verschiedenen Chlorose-Zeitpunkten wurde aus den erfolgten Lichtkurven die 

maximale Elektronentransportrate bestimmt und gegen die Zeit nach Stickstoff-Entzug 

aufgetragen (siehe Abb. 45).
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Abbildung 45 in vivo PSII Aktivität von S. elongatus Zellen während der Stickstoff-Chlorose. Die maximale 
Elektronentransportrate in % von Wildtyp- (geschlossene Kreise) und NblR- (offene Kreise) Zellen gemessen im
WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer zu den angegebenen Zeitpunkten. (A) Elektronentransportrate in % während 
der ersten 24 Stunden nach Stickstoffentzug (B) Elektronentransportrate % während längerer Stickstoff-Chlorose. Die 
100 % Werte beziehen sich auf die apparente photosynthetische Elektronentransportrate vor dem Stickstoff-Entzug.
Die Versuche wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Ergebnis.

Die photosynthetische Elektronentransportrate (ETR) blieb in der NblR-Mutante 

während der ersten sechs Stunden nach Stickstoffentzug noch konstant (siehe Abb. 45A) 

und sank anschließend innerhalb von 30 h auf Null (siehe Abb. 45B). Die 

Elektronentransportrate des Wildtyps sank graduell und deutlich langsamer als in der 

NblR-Mutante. In den ersten 24 h nach Stickstoff-Entzug sank die 

Elektronentransportrate im Wildtyp um 40 % und nach weiteren 24 h um insgesamt 

80 %. Eine PSII Restaktivität blieb im Wildtyp jedoch auch nach andauernder 

Stickstoffchlorose bestehen (siehe Abb. 45B).

Der Erhalt der photosynthetischen Restaktivität ist notwendig um die Lebensfähigkeit 

und somit auch die Regenerationsfähigkeit der Zellen nach Zugabe von gebundenem

Stickstoff sicher zu stellen. Da die NblR-Mutante jedoch eine drastische Reduktion der 

Elektronentransportrate während der Chlorose zeigte (siehe Abb. 45), wurde überprüft, 

ob die Zellen nach Stickstoffentzug noch in der Lage waren durch die Zugabe von 

Stickstoff zu regenerieren. Hierzu wurden Kulturen des Wildtyps und der NblR-Mutante 

zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stickstoffentzug auf stickstoffhaltigen Platten 

(BG11N-Platten) aufgetropft oder ausplattiert, unter Standardbedingungen inkubiert und 

die CFU bestimmt (siehe Abb. 46).
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Abbildung 46 Regenerationsfähigkeit von S. elongatus Zellen nach Stickstoffentzug. (A) Bestimmung der colony 
forming units (CFU) von verschiedenen Verdünnungen der Kulturen des Wildtyps (schwarze Balken) und der NblR-
Mutante (graue Balken). Zeitpunkt 0 h sind Zellen direkt nach dem Stickstoff-Entzug. (B) 10 µl einer Stickstoffmangel-
Kultur OD750 0,5 wurden nach angegebenen Zeitpunkten auf BG11N-Platten aufgetropft und unter 
Standardbedingungen inkubiert.

Nach Stickstoffentzug verringerte sich die Zahl der überlebensfähigen Zellen des 

Wildtyps innerhalb von drei Tagen auf ca. 50 % (siehe Abb. 46A). Die Anzahl der 

regenerationsfähigen Zellen der NblR-Mutante war bereits 6 Stunden nach Stickstoff-

Entzug deutlich reduziert (siehe Abb. 46A). Nach 24 Stunden waren nur noch 5 % der 

Zellen regenerationsfähig, nach 30 Stunden nur noch 1 % und bei länger andauerndem 

Mangel war keine Regeneration mehr zu beobachten (siehe Abb. 46).

Die Lebensfähigkeit der S. elongatus Zellen während des Stickstoffmangels wurde 

zusätzlich durch die Verwendung der Live/Dead BacLightTM-Färbung verfolgt. Durch 

diese Färbung erscheinen alle lebendigen Zellen grün und alle abgestorbenen Zellen 

erscheinen rot, da der interkalierende, rote Nukleinsäurefarbstoff nur in Zellen mit 

beschädigter Membran eindringen kann. Während dem Verlauf des Stickstoffmangels 

wurden Zell-Aliquots gefärbt und mikroskopiert. Zusätzlich wurde die Abnahme der 

roten Eigenfluoreszenz der Zellen, die durch die Phycobilisomen und Chlorophyll a unter 

UV Licht erzeugt wird, untersucht (siehe Abb. 47C).

Deutlich zu erkennen war die Abnahme der Eigenfluoreszenz in den Wildtyp-Zellen nach 

Initiation der Stickstoff-Chlorose. Bereits nach 24 h Stickstoffmangel war die 

Eigenfluoreszenz der Wildtyp-Zellen fast vollständig verschwunden, was mit der 

gemessenen Abnahme der Phycobilisomen zu erklären ist (siehe Abb. 40 und 47). In den 

NblR-Zellen blieb dagegen die Eigenfluoreszenz während des gesamten 

0h 18h 24h 48h 72h
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Beobachtungszeitraumes bestehen, was den fehlenden Phycobilisomen-Abbau während 

der Chlorose bestätigt.

Die Unterschiede in der Lebensfähigkeit von Wildtyp- und NblR-Zellen während der 

Chlorose konnte durch die Live/Dead Färbung sehr gut verfolgt werden (siehe Abb. 47B). 

In der Wildtyp-Kultur waren nach 24 h Stickstoff-Chlorose noch keine roten Zellen zu 

erkennen, was bedeutet, dass die Zellen noch lebendig waren. In der Wildtyp-Kultur 

traten abgestorbene, rote Zellen erst zwischen 48 und 96 h Stickstoff-Chlorose auf,

während in der NblR-Kultur bereits nach 24 h Stickstoffmangel erste tote Zellen zu 

beobachten waren (siehe Abb. 47B). Zwischen 48 h und 96 h waren dann die gesamten 

NblR-Zellen orange-rot-fluoreszierend. Die Live/Dead Färbung deutete auch darauf hin, 

dass ein großer Anteil der noch grün-fluoreszierenden, lebenden NblR-Zellen nach 24 h 

schon ihre Regenerationsfähigkeit verloren hatten, da der Anteil der regenerierenden 

Zellen auf festem Medium nur bei 5 % lag (siehe Abb. 46A). Auch ein Teil der grün-

fluoreszierenden Wildtyp-Zellen waren zur Regeneration nicht mehr fähig.

Abbildung 47 Mikroskopische Aufnahmen von S. elongatus Zellen im Stickstoffmangel nach Färbung mit Live/Dead 
BacLightTM. Je 100 µl einer Wildtyp- (linke Seite) bzw. NblR- Kultur (rechte Seite) wurde zu den angegebenen Zeiten 
nach Stickstoff downshift für 15 min mit Live/Dead Färbung im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 
(A) Phasenkontrast (B) UV-Licht für Live/Dead Färbung Filter B-2A (Ex 450-490) und (C) UV-Licht für die 
Autofluoreszenz (Phycobilisomen) der Zellen mit Filter UV 2A (Ex 330-380) bestrahlt und bei 1000 x Vergrößerung 
mikroskopiert. (D) Live/Dead Färbung von Zellen die für 5 min bei 95 °C abgetötet wurden (Filter wie in (B)).
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3.3. Gesamtproteinmuster von Wildtyp- und NblR-Zellen während der ersten 

Phase der Chlorose

Im Verlauf der Anpassung an den Stickstoffmangel konnte bereits gezeigt werden, dass 

S. elongatus Wildtyp-Zellen einen Teil ihrer Proteine abbauen. Daher wurde der Abbau 

der Proteine im Wildtyp mit der NblR-Mutante verglichen. Hierfür wurden gleiche 

Zellmengen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Chlorose in SDS-Probenpuffer lysiert, 

in eindimensionaler SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine durch Silberfärbung 

sichtbar gemacht (siehe Abb. 48). Es traten deutliche Unterschiede zwischen dem 

Wildtyp und der NblR-Mutante auf. Während im Wildtyp die Gesamtproteinmenge 

zwischen 14 und 45 kDa stetig abnahm, reagierte die NblR-Mutante zunächst kaum. 

Besonders deutlich zeigte sich hier der verringerte Abbau der Phycobilisomen, im 

Molekulargewichtsbereich zwischen 16 und 21 kDa (siehe Abb. 48). Mit dem Absterben 

der NblR-Zellen ging auch ein Verlust der Gesamtproteine einher.

Abbildung 48 Silbergefärbte eindimensionale SDS-PAGE von S. elongatus Zellen. Kulturen von S. elongatus Wildtyp 
und NblR-Mutante wurden von stickstoffreiches auf stickstoffarmes Medium überführt und unter 
Standardbedingungen weiter inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und das 
Zellpellet in SDS-Probenpuffer lysiert. Je eine OD750 von 0,1 wurde auf einer 12,5 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und 
anschließend silbergefärbt. (M) Proteingrößenstandard

Während des Differenzierungsprozesses kommt es neben dem Protein-Abbau auch zur 

Neubildung von Proteinen. Durch 2D-Gelanalysen konnten bereits einige Proteine 

unterschieden werden, die spezifisch im Stickstoffmangel oder auch durch 

Schwefelmangel induziert oder reprimiert werden (Aldehni et al., 2003). 

Durch die vorangegangenen Untersuchungen in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass das NblR-Protein essentiell für die Anpassung und das Überleben im 

Stickstoffmangel ist. Um ein Überleben während des Mangels zu gewährleisten, muss 
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der gesamte Stoffwechsel der Zellen umgestellt werden. Hierfür müssen auch neue 

Proteine synthetisiert werden. Durch eine Markierung mit S35-Methionin wurde die

Neusynthese von Proteinen im Wildtyp und der NblR-Mutante während der Chlorose

untersucht. Die markierten Proteine wurden anschließend in einer zweidimensionalen 

SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiografisch detektiert.

Im Proteinmuster konnten nur sehr wenige Unterschiede zwischen Wildtyp und 

NblR-Mutante detektiert werden (siehe Abb. 49). Auffällig war jedoch die geringere 

Einbaurate von S35-Methionin in der NblR-Mutante nach Stickstoffentzug. So konnte 

auch durch eine ergänzende Diplomarbeit bewiesen werden, dass die 

Proteinbiosyntheserate in stickstofffreiem Medium in der NblR-Mutante signifikant 

vermindert war (Wellen, 2008).

Durch einen Vergleich von silbergefärbten und autoradiografischem Abbild zeigte sich 

im Wildtyp, dass nicht nur ein PBS Abbau erfolgte (siehe Abb. 49, Ag-gefärbt (A)) 

sondern zusätzlich die Neusynthese von Phycobilisomen reduziert war (siehe Abb. 49, 

S35). Durch die Mikroarray-Analyse in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im 

Wildtyp nach Stickstoffentzug auch die Menge an mRNA der Gene für Proteine des 

Allophycocyanins (apcA, apcB, apcI, apcE) und Phycocyanins (cpcA, cpcB, cpcH, cpcI), der 

Bestandteile der Phycobilisomen reprimiert wurden (siehe Abschnitt B, Tab. 14). In der 

NblR-Mutante war auch nach sechs Stunden noch eine Neusynthese von Phycobilisomen 

nachzuweisen (siehe Abb. 49). Die Mikroarray-Analyse zeigte, dass die Gene des 

Phycocyanins (cpc) in der NblR-Mutante nach 6 h Stickstoffchlorose noch nicht wie im 

Wildtyp reprimiert wurden (siehe Abschnitt B, diese Arbeit). Eine Repression der Gene 

des Phycocyanins (cpc) trat in der NblR-Mutante erst nach 24 h Stickstoffentzug auf. 

Der Vergleich der S35-Methionin markierten Proteine von Wildtyp und NblR-Mutante 

zeigte, dass einige im Stickstoffmangel im Wildtyp induzierte Proteine in der 

NblR-Mutante nicht synthetisiert wurden. Mit Hilfe der Auswertung von bereits 

veröffentlichten 2D-Analysen konnte ein in der NblR-Mutante vermindert synthetisiertes 

Protein als Nsi5 Protein identifiziert werden. Das Nsi5 Protein gehört zu den spezifisch 

im Stickstoffmangel induzierten Proteinen (nitrogen starvation induced_nsi5). In den 

Mikroarray-Analysen in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das nsi5-Gen zu den im 

Wildtyp am höchsten induzierten Genen im Stickstoffmangel gehört (siehe Abschnitt B).



C - Ergebnisse

135

Abbildung 49 Zweidimensionale Gelanalysen von S. elongatus Zellen unter stickstoffreichen und stickstofffreien 
Bedingungen. Zellen einer Wildtyp- und NblR-Kultur in Standard BG11N-Medium (stickstoffreich) und 6 h nach 
Stickstoff-Entzug wurden für jeweils 1 h mit 35S-Methionin markiert. Je 2,5 µg Protein wurde durch 2D-PAGE 
aufgetrennt, silbergefärbt und anschließend die Neusynthese von Proteinen autoradiografisch detektiert. 
(Ag) silbergefärbte Gele, (S 35) S 35-Methionin radiografisch, (A) Phycobilisomen, (B) PII-Protein, (C) Nsi5-Protein

3.4. Analyse des D1 Proteins des Photosystems II

Das D1 Protein ist eines der zwei zentralen Proteine im Reaktionszentrum des 

Photosystems II. Es ist das Schlüsselelement im photosynthetischen Elektronentransport 

und in der Stressanpassung. Dieses Protein unterliegt einem sehr schnellen Licht-

abhängigen Austausch. Da die Aktivität des PSII während des Stickstoffmangels nur auf 

ein geringes Niveau im Wildtyp absank, jedoch in der NblR-Mutante auf Null gefallen 

war (siehe Abschnitt C, 3.2), wurde die Menge an D1 Protein durch Western Blot Analyse 

untersucht.

In den Wildtyp Zellen blieb die D1 Proteinmenge während der ersten ein bis zwei Tage 

der Stickstoffchlorose konstant und wurde dann langsam geringer (siehe Abb. 50). In 

den NblR Zellen dagegen war bereits nach 6 h die D1 Proteinmenge um mehr als die 

Ag S 35 Ag S 35

Wildtyp

NblR

stickstoffreich 6h Stickstoff-Mangel

11

17

33

55

130

(A)

(B)

(C)

(A)

(B)

(C)

40h0h

N-Mangel

6h 24h16h 64h
Wt

NblR

Abbildung 50 Western-Blot-Analyse des D1 
Proteins während Stickstoffchlorose. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten nach dem
Stickstoffentzug wurden Proben der Wildtyp 
und NblR-Kultur entnommen. Die Zellen
wurden aufgebrochen und je 10 µg des Pellets 
einer 21.000 g Zentrifugation für die Analyse 
verwendet. 
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Hälfte reduziert und konnte schließlich ab 40 h nach Stickstoffentzug nicht mehr 

detektiert werden. Der Verlust an D1 Protein ging mit dem Verlust der Lebensfähigkeit 

und einer schnellen Reduktion der PS II Aktivität in der NblR-Mutante einher (siehe Abb. 

45 und 46).

3.5. Phänotypische Charakterisierung der S. elongatus Zellen unter 

Schwefelmangel

Ein weiterer essentieller Nährstoff für Cyanobakterien stellt Schwefel dar. Ein Mangel an 

Schwefel führt in S. elongatus Zellen wie im Stickstoffmangel zu einem bleaching

Prozess, der mit einem Abbau der Phycobilisomen und des Chlorophyll a einhergeht. Der

Differenzierungsprozess läuft zeitlich langsamer ab, als die durch Stickstoffmangel 

ausgelöste Anpassung. Dies war auch an der Färbung der Wildtyp- und NblR-Kulturen zu 

erkennen (siehe Abb. 51). Nach 24 h Schwefel-Entzug war die Wildtyp-Kultur noch 

deutlich grüner als die Kultur nach Stickstoffmangel (vergl. Abb. 39 und 51). Die Kultur 

der NblR-Mutante zeigte auch nach Schwefelentzug einen nonbleaching Phänotyp. Die 

NblR-Kultur erreichte nach Schwefelentzug eine deutlich höhere Zelldichte als nach 

Stickstoffentzug. Eine Aufhellung der NblR-Kultur konnte mit dem fünften Tag nach 

Schwefelmangel beobachtet werden.

Der Unterschied zwischen Wildtyp und NblR-Mutante im Verlauf der Schwefel-Chlorose 

konnte auch durch Ganz-Zell-Absorptionsspektren dargestellt werden (siehe Abb. 52). 

Besonders auffällig war hier die Zunahme der Phycobilisomen (Absorptionsmaxima bei 

630 nm), sowie des Gehaltes an Chlorophyll a um 10 % (Maxima bei 440nm und 680 nm, 

bestimmt nach Myers, 1980, siehe Material und Methoden) nach 6 h Schwefelmangel in 

beiden Stämmen. Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante trat deutlich nach 

24 h Schwefelmangel auf. Die Reduktion des Absorptionsmaxima des Wildtyps bei 

Abbildung 51 S. elongatus 
Wildtyp- und NblR-
Flüssigkulturen in verschiedenen 
Stadien der Schwefel-Chlorose. 
Die Kulturen wurden zu Beginn 
sowie nach 24h, 48h, 96h, 7d 
und 15d nach Induktion des 
Schwefelmangels fotografiert.
Die Abbildung zeigt einen 
Ausschnitt der fotografierten 
Kultur.
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440 nm, 630 nm sowie bei 680 nm wiesen auf einen Abbau von Chlorophyll a und 

Phycobilisomen hin (siehe Abb. 52). Der Gehalt an Phycobilisomen wurde im Wildtyp im 

Schwefelmangel um ca. 45 % reduziert, der an Chlorophyll a um etwa 15 %. Während 

das Spektrum der NblR-Mutante bis auf eine Reduzierung des Carotinoid-Peaks bei 

440 nm unverändert blieb (siehe Abb. 52). Nach 24 h Schwefelmangel konnte im 

Spektrum der NblR-Mutante noch keine Abflachung der Gesamtabsorption wie nach 

Stickstoffentzug beobachtet werden.

Abbildung 52 Absorptionsspektren von S. elongatus Zellen nach Initiation eines Schwefelmangels. Von (A) Wildtyp-
und (B) NblR- Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Ganz-Zell-Spektren im Spektralphotometer von 350 nm 
bis 750 nm erstellt.
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Um die photosynthetische PSII Aktivität der Wildtyp- und NblR-Zellen während des

Verlaufs des Schwefel-Mangels zu beobachten, wurde die Elektronentransportrate mit 

Hilfe des WATER-PAM Chlorophyll Fluorometers bestimmt (siehe Abb. 53). Die maximale 

Elektronentransportrate zeigte im Schwefelmangel einen anderen Verlauf als bei 

Stickstoff-Chlorose (vergl. Abb. 53 und 45). In den ersten Stunden nach Entzug des 

Schwefels nahm die Elektronentransportrate im Wildtyp und in der NblR-Mutante zu, da 

die variable Fluoreszenz Fv stärker zunahm als die maximale Fluoreszenz Fm´, was zu 

Abbildung 53 in vivo PSII Aktivität von S. elongatus 
Zellen während Schwefelmangel. Die maximale 
Elektronentransportrate in % von Wildtyp-
(geschlossene Kreise) und NblR- (offene Kreise) Zellen
wurde im WATER-PAM Chlorophyll Fluorometer zu den 
angegebene Zeitpunkten gemessen. Die Elektronen-
transportrate ist in % während längerer Stickstoff-
Chlorose angegeben. Die 100 % Werte beziehen sich auf 
die apparente photosynthetische Elektronen-
transportrate vor dem Schwefel-Entzug.
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einem Anstieg der Quantenausbeute (Yield) und somit zu erhöhter 

Elektronentransportrate führte. Zwischen 24 h und 72 h sank im Wildtyp die variable 

Fluoreszenz stärker als die maximale, der Yield nahm ab. In der NblR-Mutante hingegen 

blieb die Quantenausbeute nach einer leichten Abnahme bis 48 h für weitere 48 h

konstant und sank anschließend rasch bis auf Null ab (siehe Abb. 53). Im Wildtyp lies sich 

zu diesem Zeitpunkt noch eine sehr schwache PS II Restaktivität messen. Da diese 

Restaktivität entscheidend für das Überleben der Zellen ist, wurde die 

Regenerationsfähigkeit von Wildtyp und NblR-Mutante auf schwefelhaltigen Agarplatten 

getestet (siehe Abb. 54).
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Abbildung 54 Regenerationsfähigkeit von S. elongatus Zellen während Schwefelmangel. (A) Verschiedene 
Verdünnungen von Kulturen des Wildtyps (schwarze Balken) und der NblR-Mutante (graue Balken) wurden auf 
BG11N-Platten ausplattiert, unter Standardbedingungen inkubiert und die colony forming units (CFU) bestimmt. 
Zeitpunkt 0 h sind Zellen direkt nach dem Schwefel-Entzug. (B) 10 µl einer Stickstoffmangel-Kultur OD750 0,5 nach 
angegebenen Zeitpunkten wurde auf BG11N-Platten aufgetropft und unter Standardbedingungen inkubiert

Die Anzahl der regenerationsfähigen Wildtyp Zellen nach Schwefelmangel blieb über 

einen deutlich längeren Zeitraum im Vergleich zum Stickstoffmangel konstant (siehe 

Abb. 46 und 54A) und verringerte sich anschließend langsam um ca. 50 %. Im Gegensatz 

zum Wildtyp sank die Anzahl der regenerationsfähigen NblR-Zellen sofort nach 

Schwefelentzug ab (siehe Abb. 54A). Die NblR Zellen überlebten jedoch einen

Schwefelmangel deutlich länger als einen Stickstoffmangel. Erst nach etwa 4-5 Tagen der 

Schwefel-Chlorose konnte bei der NblR-Mutante eine deutlich reduzierte Zellzahl auf 

den aufgetropften Agar-Platten nachgewiesen werden (siehe Abb. 54B), was einer 

verminderten Überlebensfähigkeit um ca. 70 % entsprach.
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Abbildung 55 Mikroskopische Aufnahmen von S. elongatus Zellen nach Schwefelentzug und nach Färbung mit 
Live/Dead BacLightTM. Je 100 µl einer Wildtyp (linke Seite) bzw. NblR- (rechte Seite) Kultur wurde zu den 
angegebenen Zeitpunkten nach Schwefelmangel-Induktion für 15 min mit Live/Dead Färbung im Dunkeln inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit (A) Phasenkontrast (B) UV-Licht für Live/Dead Färbung Filter B-2A (Ex 450-490)
und (C) UV-Licht für die Autofluoreszenz (Phycobilisomen) der Zellen mit Filter UV 2A (Ex 330-380) bestrahlt und bei 
1000 x Vergrößerung mikroskopiert. (D) Live/Dead Färbung von Zellen die für 5 min bei 95 °C abgetötet wurden (Filter 
wie in (B)).

Die Wildtyp- und NblR-Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Entzug des 

Schwefels mikroskopiert und zusätzlich mit einer Live/Dead Färbung angefärbt (siehe 

Abb. 55). Die Eigenfluoreszenz der Zellen, die durch die Phycobilisomen und 

Chlorophyll a unter UV Licht erzeugt wird, war im Wildtyp nach 24 h deutlich reduziert 

und blieb in der NblR-Mutante über den gesamten Untersuchungszeitraum erhalten 

(siehe Abb. 55C). Ein gleich bleibender Gehalt an Chlorophyll a und Phycobilisomen 

konnte auch in den Ganz-Zell-Spektren der Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 52). 

Deutlich konnte gezeigt werden, dass die NblR-Zellen den Schwefel-Entzug signifikant 

länger überlebten als den Stickstoff-Entzug. Fünf Tage nach Initiation des 

Schwefelmangels konnten immer noch grün-fluoreszierende, lebende Zellen in der 

NblR-Kultur nachgewiesen werden (siehe Abb. 55B). Nach sieben Tagen der Chlorose 

waren jedoch ca. 90 % der NblR-Zellen abgestorben. Somit führte auch ein 

Schwefelmangel zu einem Absterben der NblR-Kultur, während der Wildtyp diese 

Stressbedingungen überlebte.
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3.6. Gen-Expressionsanalyse während Stickstoff- und Schwefelmangel

Die Unterschiede auf Ebene der Proteinbiosynthese von Wildtyp und NblR-Mutante 

wurden zusätzlich auf Expressionsebene durch Northern-Blot-Analyse untersucht (siehe 

Abb. 56). Analysiert wurde das psbA Gen, das für das D1 Protein im Photosystem II (PSII) 

codiert. PsbAI codiert für das D1:1 Protein, das unter normalen Wachstumsbedingungen 

synthetisiert wird, psbAII und psbAIII ersetzt das D1 durch D1:2 unter 

Starklichtbedingungen (Golden et al., 1986; Schaefer & Golden, 1989). Die Expression 

der psbA Gene unter Stickstoff- bzw. Schwefel-Mangel wurde bisher nicht untersucht.

Abbildung 56 Northern-Blot-Analyse der Transkripte von psbAI, psbAIII, cpcB und nsi5 von Wildtyp- (links) und NblR-
(rechts) Zellen in Medium mit Stickstoff und nach angegebenen Zeiten (in h) nach Stickstoff- (N-Mangel) bzw. 
Schwefel (S-Mangel)-Entzug. Jeweils unterhalb des Northern Blots die dazugehörige RNA-Menge.

Aufgrund unterschiedlicher RNA-Mengen in der Gelelektrophorese für den 

Northern-Blot wurde eine qualitative Analyse durchgeführt und auf eine Quantifizierung 

der Transkriptmengen verzichtet.

Nach 48 h Stickstoffmangel sind die Zellen der NblR-Mutante bereits tot. Zu diesem 

Zeitpunkt konnten in den Northern-Blot-Analysen auch keine Transkripte mehr 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 56), während nach 48 h Schwefelmangel noch geringe 
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Transkriptmengen nachgewiesen werden konnten, was noch einmal verdeutlicht, dass 

die NblR-Mutante Schwefelmangel deutlich länger überleben kann.

Im Wildtyp wurde die Menge an psbAI Transkript während der ersten Stunden der 

Chlorose reduziert (siehe Abb. 56), was mit dem kontinuierlichen Absinken der PSII 

Aktivität einherging. Die Verringerung des psbAI Transkripts im Wildtyp trat bei 

Schwefelmangel erst nach 24 h ein. Erstaunlicherweise war die Menge an psbAI in der 

NblR-Mutante in stickstoffreichen Bedingungen gegenüber dem Wildtyp deutlich 

erhöht, was auf einen vermehrten Austausch des D1 Proteins hindeuten könnte. 

Des Weiteren konnte in den Mikroarray-Analysen gezeigt werden, dass das Transkript 

von ctpA, einer Serin Protease, in der NblR-Mutante im Vergleich zum Wildtyp in 

stickstoffhaltigem Medium erhöht war (siehe Abschnitt B, Tab. 8). Die Protease CtpA ist 

an der C-terminalen Prozessierung das D1 Proteins beteiligt. Die erhöhte 

Transkriptmenge von psbA und ctpA deuten auf einen häufigeren Austausch des D1 

Proteins hin.

In der NblR-Mutante war wie im Wildtyp die Verringerung des psbAI Transkripts 

während des Schwefelmangels langsamer als im Stickstoffmangel (siehe Abb. 56). Die 

Menge an psbAIII Transkript nahm in der NblR-Mutante sowohl nach Stickstoff- als auch 

Schwefelentzug zu, was auf vermehrten Stress in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp 

hinweisen könnte, da die Transkription von psbAIII durch verschiedene 

Stressbedingungen (Starklicht, UV-Licht) induziert werden kann (Campbell et al., 1998; 

Schaefer & Golden, 1989).

Die Transkriptmenge an cpcB, das für Phycocyanin, einer Untereinheit der 

Phycobilisomen kodiert, war im Wildtyp und in der NblR-Mutante nach 12 h Stickstoff-

und Schwefelmangel reduziert (siehe Abb. 56). In den Mikroarray-Analysen konnte 

gezeigt werden, dass die Menge an mRNA von cpcB im Wildtyp bereits nach 6 h 

Stickstoffmangel reduziert war, während in der NblR-Mutante zu diesem Zeitpunkt noch 

keine Repression zu erkennen war (siehe Abschnitt B, Tab. 15). Die Abnahme der mRNA-

Menge von cpcB in der NblR-Mutante musste somit zwischen 6 und 12 h Stickstoff-

Chlorose beginnen, was mit dem Verlust der Lebensfähigkeit und der PS II Aktivität 

korrelierte (vergl. Abb. 43 und 46). Im Wildtyp wurde das cpc Transkript in den ersten 
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Stunden nach Stickstoff- und Schwefelentzug reduziert, blieb dann jedoch sowohl nach 

längerem Stickstoff- als auch nach Schwefel-Entzug konstant (siehe Abb. 56). So konnte 

durch 2D-Analysen gezeigt werden, dass auch nach längerer Mangelperiode noch 

geringe Mengen an Phycobilisomen produziert werden (Görl et al., 1998).

Der in den 2D-Gelanalysen dargestellte Unterschied in der Proteinmenge des Nsi5 

konnte auch auf Ebene der Transkription nachgewiesen werden. Sowohl durch Northern 

Blot Analyse als auch durch Mikroarray-Analyse konnte gezeigt werden, dass das 

nsi5 Gen spezifisch im Stickstoffmangel im Wildtyp sehr stark induziert wurde, während 

die Zunahme des Transkripts in der NblR-Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich 

verringert war (siehe Abb. 56 und Abschnitt B, Tab. 12). Somit konnte ein neues in der 

NblR-Mutante spezifisch im Stickstoffmangel fehlreguliertes Gen identifiziert werden.

Abbildung 57 Expressionsanalyse des nblA und des nsi5 Gens während Stickstoffmangel durch semiquantitative 
RT-PCR. Die Proben wurden zu den oben angegebenen Zeitpunkten nach Stickstoffentzug entnommen und die RNA 
nach Roche isoliert (siehe Material und Methoden). (A) Die Zyklenzahl der untersuchten Gene wurden mit der RNA 
aus dem Wildtyp nach 24 h Stickstoffmangel überprüft. (B) Für das nsi5 Gen wurden 19 Zyklen, für nblA 18 Zyklen und 
für die Kontrolle rnpB 17 Zyklen in der RT-PCR durchgeführt.

Die Expression der Gene nsi5 und nblA von Wildtyp gegenüber der NblR-Mutante 

während Stickstoffmangel wurde zusätzlich mit Hilfe semi-quantitativer RT-PCR

untersucht. Zur Kontrolle der eingesetzten RNA-Menge in der RT-PCR-Reaktion wurde 

die Expression des konstitutiv exprimierten Genes rnpB verwendet, das für die 

Untereinheit B der RNaseP in S. elongatus kodiert. Zunächst wurde für jedes Gen durch

unterschiedlichen Zyklenzahlen die Sättigung der Amplifikation bestimmt (siehe Abb. 57

Zyklenzahl). Die Zyklenzahl im mittleren Bereich vor der Sättigung wurde für weitere 

Experimente verwendet. Für das Gen nsi5 wurde die RT-PCR mit 19 Zyklen, nblA mit 

18 Zyklen und rnpB mit 17 Zyklen durchgeführt.
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nsi5

Zyklenzahl

18 20 22

16 18 20
nblA

0h 6h 24h

rnpB

0h 6h 24h
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Die RT-PCR zeigte einen starken Anstieg der nsi5 Expression im Wildtyp bereits sechs 

Stunden nach Stickstoffentzug (siehe Abb. 57). In der NblR-Mutante hingegen war dieser 

Anstieg signifikant schwächer, was die Ergebnisse der Northern-Blot-Analyse und der 

Mikroarray-Analyse noch einmal bestätigte. Deutlich schwächer war auch die Expression 

des nblA Genes in der NblR-Mutante, während die Expression im Wildtyp bis 24 h nach 

Stickstoffentzug zunahm.

3.7. Aufreinigung von rekombinanten NblR aus E. coli

Für biochemische Analysen wurde das NblR-Protein über einen His-tag am C-terminalen 

Ende (pQE-60, Qiagen) und N-terminalen Ende (pET15b, Novagen) über Ni-NTA 

gereinigt. Dabei eluierte das native NblR Protein jeweils in zwei voneinander getrennten 

Maxima (siehe Abb. 58). NblR gehört aufgrund von Sequenzvergleichen zu den DNA-

bindenden Response Regulatoren des Zwei-Komponentensystems. Dies führte zu der 

Hypothese, dass NblR nativ auch als Dimer vorliegen könnte und der damit verbundene 

„doppelte“ His-tag könnte stärker an die Ni-NTA-Oberfläche der Säule binden. Die 

verschiedenen Elutionsmaxima könnten somit durch die Bindung von NblR als Monomer 

oder Dimer verursacht werden.

Die verschiedenen Elutionsmaxima wurden in getrennten Fraktionen gesammelt. Die 

Elutionsfraktionen 1 und 2 (F. 1) wurden hierbei von den Fraktionen 4 – 6 (F. 2) getrennt 

(siehe Abb. 58). Zusätzlich wurden die Elutionsmaxima in vereinten Fraktionen 

gesammelt und alle Proben gegen Lagerpuffer dialysiert.
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Abbildung 58 Elutionsprofil und Western-Blot 
der His-NblR-Aufreinigung. Die Membran des 
Western Blots wurde mit α-NblR Antikörper 
behandelt. Die Zahlen des Western-Blots 
entsprechen den angegebenen Zahlen der 
Elutionsfraktionen. Die Aufreinigung erfolgte 
über eine His-SelectTM-Säule (1ml Ni-NTA, 
Sigma) an einem BioLogic Control System. 
Durchführung siehe Abschnitt C Material und 
Methoden.
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3.8. Bestimmung des Molekulargewichtes

3.8.1. Eichung der Gelfiltrationssäule

Die Gelfiltration der verwendeten Standards ergaben folgende Elutionsvolumina:

Tabelle 24 Elutionsvolumina der Standardansätze zur Eichung der Gelfiltrationssäule Superdex 200. Angegeben sind 
die verwendeten Standards mit den dazugehörigen Molekulargewichten, Elutionsvolumina (Ve), dem 
Ausschlussvolumen V0 und deren Verhältnis Ve/V0. Durchführung siehe Abschnitt C Material und Methoden.

Standard
Molekulargewicht

[Da]
Elutionsvolumen

[ml]
Ve/V0

Blue Dextran 2.000.000 8,4 1,00

BSA Albumin 66.000 14,8 1,76

Ovalbumin 43.000 15,5 1,85

Carboanhydrase 29.000 16,6 1,96

Cytochrom C 12.400 17,8 2,12

Das Ausschlussvolumen der Superdex 200 HR 10/30 ergab sich aus dem Elutionsvolumen 

des Blue Dextran, da es auf Grund seines hohen Molekulargewichtes nicht in die 

Säulenmatrix eindringen kann. Das Verhältnis Ve/V0 wurde in Abhängigkeit zum 

jeweiligen Molekulargewicht in einem Graphen aufgetragen (siehe Abb. 60).

3.8.2. Bestimmung des Molekulargewichtes von NblR

Zur Bestimmung der Molekulargewichte der verschiedenen Elutionsfraktionen aus der 

Aufreinigung von NblR (siehe 3.7., Abschnitt C) wurden jeweils 100 µg Protein in 

Gelfiltrationspuffer auf die Superdex 200 gegeben. Mit Hilfe des BioLogic HR 

Chromatographie Systems (Bio-Rad) wurde eine konstante Flussrate von 0,5 ml min-1

gewährleistet und 250 µl große Fraktionen gesammelt.

Wie in Abbildung 59 zu sehen, waren die Elutionsprofile der Gelfiltrationssäule von F. 1 

und F. 2, die den getrennt gesammelten Elutionsmaxima von der Ni-NTA Säule 

entsprechen (siehe 3.7., Abschnitt C), unterschiedlich. Das Hauptmaximum von F. 1 

stimmte mit dem des F. 2 (entsprach dem zweiten Elutionsmaxima der Ni-NTA-Säule) 

nach 16,5 ml überein (siehe Tab. 25). Durch den Vergleich mit den 

Molekulargewichtsstandards lies sich ein Molekulargewicht von ca. 26.690 Da ermitteln 

(siehe Abb. 60), was der monomeren Form des NblR Proteins von 26.963 Da entspricht. 
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Im Elutionsprofil von F. 2 konnte bereits nach ca. 15,1 ml ein erstes Maximum

beobachtet werden, was einem Molekulargewicht von ca. 56.600 Da entspricht. Dies 

könnte sich um eine Dimere Form von NblR handeln. Durch eine dimere Form und den 

damit verbundenen „doppelten“ His-tag könnte diese Form erst später von der Ni-NTA-

Säule eluieren. Der größte Anteil im Elutionsprofil des NblR Proteins des F. 2 der Ni-NTA-

Säule eluierte im Molekulargewichtsbereich der monomeren Form von NblR. Dies 

deutet darauf hin, dass die dimere Form des NblR-Proteins sehr instabil sein könnte und 

durch die Dialyse und Lagerung des Proteins nach der Elution von der Ni-NTA-Säule in 

seine monomere Form zerfallen war.
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Abbildung 59 Elutionsprofil der Gelfiltration Superdex 200 von F. 1 (links) und F. 2 (rechts) (siehe 3.7., Abschnitt C) 
der NblR Aufreinigung. Der schwarz markierte Bereich zeigt die NblR-haltigen Fraktionen an, die durch Dot-Blot 
detektiert wurden. Aufgetragen wurden jeweils 100 µg Protein in Gelfiltrationspuffer (Gesamtvolumen 250 µl)

Ve/Vo

1,70 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95 2,00 2,05 2,10 2,15 2,20

lo
g 

M
ol

ek
ul

ar
ge

w
ic

ht

4,0

4,1

4,2

4,3

4,4

4,5

4,6

4,7

4,8

4,9

1 22

f=-0,1906x + 8,2776
p=0,05

Abbildung 60 Eichgerade der Superdex 200 
HR10/30. Die logarithmischen Molekulargewichte 
der Standards sind gegen das Verhältnis aus 
Elutionsvolumen (Ve) und Ausschlussvolumen (V0) 
aufgetragen. (1) BSA, 66 kDa; (2) Ovalbumin, 43 kDa; 
(3) Carboanhydrase, 29 kDa; (4) Cytochrom C, 
12,4 kDa. Die entsprechenden Elutionszeitpunkte  
der Maxima von Maximum 1 und Maximum 2 sind 
durch Pfeile gekennzeichnet (vergl. Tab. 2)
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Tabelle 25 Elutionsvolumina der Gelfiltrationssäule Superdex 200 des aufgereinigten NblR 
Proteins. Angegeben sind die Maxima mit den dazugehörigen Elutionsvolumina (Ve), deren 
Verhältnis Ve/V0 und das berechnete Molekulargewicht.

Peak 1
Elutionsvolumen Ve/V0

berechnetes
Molekulargewicht

Maximum 2 16,5 ml 1,96 26.690 Da

Peak 2

Maximum 1 15,1 ml 1,79 56.600 Da

Maximum 2 16,5 ml 1,96 26.690 Da

3.9. NblR Protein im Wildtyp unter Standardwachstumsbedingungen und im 

Stickstoffmangel

Zur Analyse der Proteinexpression von NblR unter Stickstoffmangel wurde in den

Wildtyp-Zellen Chlorose induziert und Proben direkt nach der Induktion, nach 6, 24 und 

48 h Stickstoffmangel geerntet. Die Proben wurden für eine Western-Blot-Analyse gegen 

α-NblR verwendet (siehe Abschnitt C Material und Methoden).

Das NblR Protein konnte in Wildtyp Zellen unter Standardwachstumsbedingungen und 

Stickstoffmangel nachgewiesen werden (siehe Abb. 61). Die Menge an Protein blieb 

auch nach Stickstoffentzug konstant.

3.10. Unterschiede im Transkriptom der NblR-Mutante im Vergleich zum 

Wildtyp im Stickstoffmangel

Durch die Mikroarray-Analysen in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

Transkriptmenge des nblR Gens nach Initiation des Stickstoffmangels im Wildtyp und 

auch in der NtcA-und PipX-Mutante konstant blieb (siehe Tab. 26).

Durch die während dieser Arbeit durchgeführten Mikroarray-Analysen von Wildtyp und 

NblR-Mutante während Stickstoffchlorose (siehe Abschnitt B) konnten auch die 

Transkriptmenge weiterer bisher identifizierter Elemente des Nbl-Systems studiert

48h0h

N-Mangel

6h 24hWt

α-NblR

Abbildung 61 Western-Blot Analyse zum Nachweis 
von NblR während des Stickstoffmangels. Für die 
Western Blot Analyse wurden 10 µg Gesamtprotein 
durch 12,5 %ige SDS-Page aufgetrennt. 
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werden. Das Transkript des nblA Genes wurde im Stickstoffmangel im Wildtyp erhöht. 

Die Induktion des nblA Transkripts war in der NtcA- und der NblR-Mutante im Vergleich 

zum Wildtyp deutlich geringer (siehe Tab. 26). Die Expression von nblA, dem 

Schlüsselenzym des Phycobilisomenabbaus, ist abhängig von NtcA (Luque et al., 2001).

Die Sensorkinase NblS ist ein wichtiger Regulator in der Anpassung des 

Photosyntheseapparates während Starklichtbedingungen und Nährstoffstress (Kappell

et al., 2006; van Waasbergen et al., 2002). Durch die Mikroarray-Analyse konnte im 

Wildtyp und stärker in der NblR-Mutante eine Zunahme der Menge an nblS Transkript 

nach 24 h Stickstoffentzug nachgewiesen werden, was, wie auch die vermehrte 

Expression von psbAIII (siehe oben), auf vermehrten Stress in der NblR-Mutante im 

Vergleich zum Wildtyp hinweist, da beide Gene (nblS, psbAIII) durch erhöhte 

Stressbedingungen (Starklicht, UV-Licht, Nährstoffstress) induziert werden.

NblC ist ebenfalls an der komplexen Regulation des Chloroseprozesses beteiligt und 

besitzt Homologien zu anti-Sigma Faktoren (Sendersky et al., 2005). Das Transkript von 

nblC wurde im Wildtyp und in der NblR-Mutante nach Initiation des Stickstoffmangels 

induziert (siehe Tab. 26). In der NtcA-Mutante und der PipX-Mutante wurde eine geringe 

Zunahme des Transkripts von nblC festgestellt. Die Expression von nblC scheint jedoch 

nicht direkt NtcA-abhängig, da im Promotorbereich von nblC keine NtcA-Bindestelle

gefunden wurde.

Tabelle 26 Genen des nbl-Systems in S. elongatus Wildtyp im Vergleich zur NblR-Mutante, NtcA-Mutante und der 
PipX-Mutante nach 6 h und 24 h in Stickstoff-Chlorose. Die Tabelle enthält die errechneten Werte aus drei 
unabhängigen Experimenten inklusive eines dye-swap Experimentes. Die Fold change Werte wurden aus dem 2M-value

berechnet. Als signifikant induziert oder reprimiert wurden Gene gewertet, deren p-value ≤ 0,051 und M-value ≥ + 
0,75 bzw  ≤ - 0,75 (fett gedruckt).

JGI 
ORF

Gene
Annotated Protein 

Function
Fold change

Growth
+NH4 vs. –NH4

Growth
+NH4 vs. –NH4

Growth
+NH4 vs. –NH4

Growth
+NH4 vs. –NH4

WT NblR NtcA PipX

6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h

2127 nblA nblA protein 5,17 5,31 2,73 2,00 2,91 3,99 4,08 4,64

2305 nblR response regulator NblR 0,84 0,78 - - 1,04 0,84 0,88 0,84

0924 nblS sensor kinase NblS 1,20 1,52 1,09 1,79 1,58 2,27 1,41 2,01

1823
nblB 
(1)

phycocyanin alpha 
phycocyanobilin 

0,63 0,46 0,55 0,47 0,44 0,33 0,43 0,38

1721
nblB 
(2)

similar to phycocyanin 
alpha phycocyanobilin lyase 

1,01 0,92 0,95 0,74 1,16 1,00 0,86 0,88

1438
pmgA 
(nblC)

Photomixotrophic growth 
related protein A homolog

3,48 4,41 2,43 4,18 1,64 2,12 2,58 3,25
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3.11. NblR-Bindungsanalysen an nblA- und nsi5-Promotor-DNA-Fragmente

In der NblR-Mutante konnte bisher gezeigt werden, dass die Expression von nblA im 

Vergleich zum Wildtyp während Stickstoff- und Schwefelmangel, sowie während der 

Starklichtexposition deutlich schwächer ist (diese Arbeit, siehe Abb. 57, Luque et al., 

2001; Schwarz & Grossman, 1998). Des Weiteren konnte durch diese Arbeit gezeigt 

werden, dass auch die starke Induktion des nsi5 Gens im Wildtyp in der NblR-Mutante 

während Stickstoffmangel ausbleibt. Das NblR Protein zeigt große Homologien zu DNA-

bindenden Response Regulatoren des Zwei-Komponentensystems. Deshalb wurde durch 

Gel-Retardierungs-Experimente und SPR-Analysen die Bindung von NblR an DNA 

untersucht. Als mögliche Ziel-DNA wurde der Promotorbereich von nblA und nsi5

gewählt.

3.11.1. Gel-Retardierungsanalyse

Im ersten Ansatz wurde versucht durch Gel-Retardierungsanalysen eine Bindung von 

NblR an ein Promotor-DNA-Fragment von nblA (F-nblA) zu erreichen. Hierfür wurden 

radioaktiv markierte Fragmente eingesetzt. Sequenzvergleiche zeigte eine Bindestelle 

für den Transkriptionsfaktor NtcA im Promotorbereich von nblA (siehe Abschnitt A). Ein 

glnA-Promotor-DNA-Fragment (F-glnA) wurde als Positivkontrolle für die Bindung von 

NtcA verwendet. Eine Bindung von NtcA an F-nblA konnte nur durch Zugabe von 

α-Ketoglutarat beobachtet werden (siehe Abb. 62). Interessanterweise konnte in 

SPR-Analysen (siehe Abschnitt A, dieser Arbeit) die Bindung von NtcA an F-nblA bereits 

ohne Zusatz von α-Ketoglutarat nachgewiesen werden (siehe Abb. 16). Diese 

Unterschiede im Bindungsverhalten zwischen Gel-Retardierung und SPR-Analyse zeigte 

sich bereits bei der Bindung an F-glnA (vergl. Abschnitt A).

Eine DNA-Bindung von NblR an F-nblA konnte weder in Abwesenheit noch in 

Anwesenheit von α-Ketoglutarat nachgewiesen werden (siehe Abb. 62). Eine 

gemeinsame Inkubation von NtcA und NblR führte zu keiner Verstärkung der 

Retardierung. Auch durch eine weitere Erhöhung der α-Ketoglutarat Konzentration auf 

8 mM war keine Bindung von NblR an F-nblA nachzuweisen (Abbildung nicht gezeigt).
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Abbildung 62 Gel-Retardierungsanalyse zur Bindung von NblR und NtcA an F-nblA. Der Reaktionsansatz enthielt 2 ng 
radioaktiv markierter DNA (nblA oder glnA), die oben angegebenen Mengen in ng an Protein (A) NtcA; (R) NblR 
wurden inkubiert in modifizierten Reaktionspuffer nach Luque et al. (2001). Der zweite Ansatz (rechte Seite) enthielt 
zusätzlich 1,6 mM α-Ketoglutarat (α-KG). Die negativ Kontrolle (-) enthielt kein Protein.

Abbildung 63 Nukleotidsequenz der S. elongatus nsi5- und Flavoprotein (2153) Promotorregion. Startcodon von nsi5 
und 2153 sind durch Pfeile markiert, putative NtcA-Bindestellen sind eingerahmt, putative -10 Boxen sind 
unterstrichen

Im Bereich des nsi5 Promotors lies sich durch Sequenzuntersuchungen mehrere putative 

NtcA-Bindemotive identifizieren (siehe Abb. 63). In weiteren Gel-Retardierungsanalysen 

wurde die Bindung von NtcA und NblR an ein nsi5 Promotor-DNA-Fragment (F-nsi5) 

untersucht.

Es konnte eine Bindung von NtcA an F-nsi5 nachgewiesen werden (siehe Abb. 64). 

Bereits 5 ng NtcA Protein genügten, um die gesamte freie radioaktiv markierte DNA zu 

binden. Es konnte keine Bindung des NblR-Proteins an F-nsi5 festgestellt werden (siehe 

Abb. 64). Auch durch die Zugabe von 5 mM MgCl2 konnte keine Retardierung erreicht 

werden. 
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3.11.2. Oberflächen-Plasmon-Resonanz (Biacore)

Bindungsanalysen mit NblR

Durch SPR-Analysen kann die Bindung von Proteinen an die DNA direkt beobachtet 

werden (siehe Abschnitt A, dieser Arbeit). In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt 

werden, dass in den SPR-Analysen die Bindungen von NtcA an den glnA- sowie an den

nblA-Promotorbereich im Vergleich zu Gel-Retardierungsanalysen weniger stark von

α-KG stimuliert wird. Darüber hinaus zeigten die durchgeführten Studien, dass der NtcA-

DNA Komplex je nach Pufferbedingung schneller oder langsamer dissoziiert. Eine 

Gel-Retardierung könnte sich somit aus der größeren Menge an gebundenem NtcA und 

langsamerer Dissoziation von NtcA von der DNA ergeben. Daher wurde versucht eine 

Bindung von NblR an die DNA durch SPR-Analyse nachzuweisen. Für die SPR-

Experimente wurde das NblR-Protein frisch präpariert.
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Abbildung 64 Gel-Retardierungsanalyse zur 
Bindung von NblR und NtcA an F-nsi5. Der 
Reaktionsansatz enthielt 2 ng radioaktiv 
markierter DNA (nsi5 oder glnA), die 
angegebenen Mengen in ng an Protein (A) NtcA; 
(R) NblR sowie 8 mM α-Ketoglutarat (α-KG) 
wurden in modifiziertem Reaktionspuffer nach 
Luque et. al. (2001) inkubiert. Die negativ 
Kontrolle (-) enthielt kein Protein. 

Abbildung 65 SPR-Analyse von NblR an 
F-nsi5. Die Abbildung zeigt den 
Injektionsverlauf von 35 ng/µl NblR mit 8 mM 
α-Ketoglutarat an die mit DNA beladene Chip-
Seite F-nsi5 (…..), an die unbeladene Seite (----
) sowie die Differenz aus beladen und 
unbeladen (___). 
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Abbildung 66 SPR-Analyse von NblR an F-nblA. Die Abbildung zeigt den Injektionsverlauf von 14 ng/µl NblR von F. 1 
(linke Abb.) und F. 2 (rechte Abb.) mit 5 mM α-Ketoglutarat und 5 mM ATP an die mit DNA beladene Chip-Seite F-nblA 
(…..), an die unbeladene Seite (----) sowie die Differenz aus beladen und unbeladen (___). 

Eine Bindung von NblR an F-nsi5 konnte jedoch auch in SPR-Experimenten nicht 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 65). Der Vergleich zur nicht mit DNA-beladenen Seite 

des Streptavidin Chips (Kontrolle) zeigte, dass auch hohe Proteinkonzentrationen von 

35 ng/µl sowie die Zugabe von α-Ketoglutarat keine Bindung von NblR an F-nsi5 zur

Folge hatte. Auch an F-nblA konnte keine Bindung von NblR nachgewiesen werden 

(siehe Abb. 66). Weder die Proteinfraktion von F. 1 oder F. 2 (siehe 3.7., Abschnitt C) 

noch die Zugabe von Effektormolekülen ATP und α-Ketoglutarat führte zur DNA-Bindung 

von NblR.

Response Regulatoren des Zwei-Komponenten-Systems werden oft durch 

Phosphorylierung aktiviert (Ashby & Houmard, 2006). In einem weiteren Ansatz wurde 

das NblR-Protein nach vorheriger Inkubation mit Berylliumfluorid injiziert. Dies führte 

bei NtrC, der Response Regulator des NtrB/NtrC Zwei-Komponenten-Systems von E.coli

zur Nachahmung einer Phosphorylierung (Yan et al., 1999). Doch auch durch den 

Berylliumfluorid-Ansatz konnte keine DNA-Bindung von NblR erreicht werden 

(Abbildung nicht gezeigt).
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4. Diskussion

NblR ist ein Response Regulator der OmpR Familie und reagiert auf generellen 

Nährstoffstress und Starklicht-Exposition. Das einzige bisher bekannte Gen, dessen 

Transkription in der NblR-Mutante durch Nährstoff- und Starklicht-Stress nicht 

vollständig induziert wird, war nblA (Collier & Grossman, 1994; Luque et al., 2001; 

Schwarz & Grossman, 1998).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Reaktion der NblR-Mutante auf Stickstoffmangel und 

Schwefelmangel untersucht. Es konnte dabei gezeigt werden, dass auch die 

Transkription des nsi5 Gens, ein spezifisch im Stickstoffmangel induziertes Gen, in der 

NblR-Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich schwächer induziert wurde. NblR 

regiert daher nicht nur auf den generellen Nährstoffmangel, sondern nimmt auch 

spezifisch Nährstoff abhängig Einfluss.

Auffällig war, dass sämtliche dem N-Metabolismus zugehörigen Gene, die unter der 

Kontrolle von NtcA stehen, deutlich geringere Transkriptmengen in der NblR-Mutante 

als im Vergleich zum Wildtyp nach Stickstoffentzug aufwiesen. Somit scheint in der 

NblR-Mutante das Signal des Stickstoffmangels nicht wahrgenommen zu werden. Im 

Stickstoffmangel wäre hier ein Einfluss von NblR auf die Aktivierung von NtcA oder die 

Aufhebung der Repression der Gene für die NtcA-abhängige Aktivierung möglich. Der 

Transkriptionsfaktor NtcA ist nur im Stickstoffmangel aktiv. Die NblR-Mutante zeigt 

einen eher pleiotropen Phänotyp. Die transkriptionelle Aktivierung von nblA ist in der 

NblR-Mutante außer bei Stickstoffmangel auch bei Schwefelmangel und bei

Starklichtstress im Vergleich zum Wildtyp verringert, bei denen NtcA nicht relevant ist. 

Des Weiteren zeigten die Mikroarray-Daten, dass einige NtcA-abhängige Gene in der 

NblR-Mutante wie im Wt reguliert wurden. Ein direkter Einfluss von NblR nur auf NtcA 

scheint daher unwahrscheinlich. 

Durch die in dieser Arbeit durchgeführten Mikroarray-Analysen, Northern-Blot-Analysen 

und 2D-Gelelektrophorese mit S35-Methionin markierten Proteinen konnte gezeigt 

werden, dass die Transkription und Expression der Gene nsi5 und nblA sowohl in der 

NblR- als auch in der NtcA-Mutante im Stickstoffmangel im Vergleich zum Wildtyp 
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verringert ist. Im Promotorbereich des nsi5 Genes konnte wie im Promotorbereich des 

nblA Genes, mehrere putative NtcA Bindestellen nachgewiesen werden. Die Bindung 

von NtcA an die Promotoren von nsi5 und nblA wurde durch Gelshift und 

SPR-Experimente nachgewiesen. Somit konnte nsi5 als ein neues, bisher unbekanntes 

NtcA-abhängiges Gen identifiziert werden.

Die Versuche zur DNA-Bindung von NblR zeigten jedoch, entgegen bisher 

veröffentlichter Ergebnisse (Luque et al., 2001), dass NblR offensichtlich nicht an den 

Promotor des nblA Gens bindet. Auch eine Interaktion von NblR an den 

Promotorbereich des nsi5 Gens konnte nicht nachgewiesen werden. Eine verkürzte Form 

des NblR Proteins, die nur aus der potentiellen DNA-bindenden Domäne bestand, zeigte 

in SPR-Experimenten eine schwache DNA-Bindung, die jedoch nicht spezifisch für die 

nblA Promotor-Region war (Wellen, 2008). NblR könnte demnach durchaus als 

Transkriptionsfaktor wirken, jedoch nicht spezifisch für das nblA und nsi5 Gen. 

Möglicherweise interagiert jedoch NblR auch nicht direkt mit der DNA, sondern reguliert 

die Transkription über ein weiteres an der DNA angelagertes Protein.

In S. elongatus ist die Transkription von nblA während Stickstoffmangel nicht nur 

abhängig von NblR, sondern auch von NblC, einem Protein mit Homologien zu anti-

sigma Faktor der SpoIIAB Familie, von NblS, einer Histidin Kinase, SipA einem 

Interaktionspartner von NblS, sowie von den globalen Stickstoffregulatoren NtcA und 

PipX (Espinosa et al., 2006a; Luque et al., 2001; Schwarz & Grossman, 1998; Sendersky

et al., 2005; van Waasbergen et al., 2002). In der NblR-, NblC- und NblS-Mutante ist die 

Expression von nblA nach Stickstoff- und Schwefelentzug deutlich vermindert. In der 

NtcA-Mutante ist die Expression von nblA nur im Stickstoffmangel gestört. Ein 

Mechanismus zur Regulation der nblA Expression ist bisher noch unbekannt. Eine 

Abhängigkeit der Transkription allein von NblR scheint jedoch ausgeschlossen. Es 

wurden bisher fünf Promotoren für nblA identifiziert (PnblA1-PnblA5) (Luque et al., 2001), 

drei NtcA-Bindestellen, sowie ein HLR1 Element, welches sich meist im Promotorbereich 

von NblS kontrollierten Genen befindet (Salinas et al., 2007). SipA ist in der Lage mit 

dem C-terminus von NblS zu interagieren. Über das HLR1-Element wird eine NblS-SipA 

abhängige Repression vermutet (Kappell et al., 2006; Salinas et al., 2007). Für den 

Response Regulator RpaB konnte gezeigt werden, dass er am HLR1-Element binden 
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kann. Hanaoka et al. (2008) vermuten, dass RpaB unter normalen Lichtbedingungen als 

Repressor fungiert.

Die Aktivierung der nblA Transkription dürfte daher durch mehrere Faktoren beeinflusst 

werden. Unter Stickstoffmangelbedingungen könnte eine Aktivierung der nblA 

Transkription durch NtcA und NblR erfolgen. Dabei wäre eine Regulation durch NblR 

sowohl über eine direkte bisher noch nicht nachgewiesene DNA-Bindung als direkte 

Aktivator oder alternativ über eine direkte Protein-Protein Interaktion mit 

DNA-gebundenen Komponenten der Transkriptions-Maschinerie denkbar.

In den Mikroarray-Analysen konnte kein Gen identifiziert werden, dessen Transkription 

im Vergleich zum Wildtyp nur spezifisch in der NblR-Mutante ausblieb. Wurde ein Gen in 

der NblR-Mutante nicht induziert, so fehlte die Induktion auch in der NtcA- und/oder 

PipX-Mutante. Daher scheint eine Interaktion über weitere DNA-gebundene 

Komponenten der Transkriptions-Maschinerie wahrscheinlich, die von mehreren 

Faktoren u.a. auch von NtcA-abhängig sein könnten. Möglicherweise führt auch eine

Interaktion von NblR mit RpaB zur Aufhebung der Repression von RpaB am 

HLR1-Element.

Es wird vermutet, dass der phosphorylierte Response Regulator RpaB unter 

Standardwachstumsbedingungen am HLR1-Element bindet und die Transkription 

reprimiert (Hanaoka & Tanaka, 2008; Seki et al., 2007). Unter Starklichtbedingungen 

wird RpaB dephosphoryliert, löst sich von HLR1-Element und die Repression der 

Transkription wird aufgehoben. Die Phosphorylierung von RpaB erfolgt vermutlich durch 

die Histidin-Kinase NblS (Kappell & van Waasbergen, 2007). Da in S. elongatus SipA die 

Expression von nblA negativ beeinflusst, könnte SipA die Phosphorylierung von RpaB 

durch NblS begünstigen (Salinas et al., 2007).

Für die vollständige nblA-Induktion werden die DNA-Sequenzen upstream und 

downstream von -44 des PnblA2 Promotors benötigt, was auch das HLR1-Element 

einschließt (Salinas et al., 2007). Denkbar wäre daher auch eine positive Regulierung von 

NblR auf die nblA-Expression durch Deposphorylierung von RpaB, was zur Ablösung von 

RpaB von der DNA führt und die Repression der nblA-Transkription aufhebt. 

Somit würde unter Standardwachstumsbedingungen das durch NblS-SipA 

phosphorylierte RpaB Protein am HLR1-Element binden und die Transkription inhibieren. 

Bei Stickstoffmangel oder Starklichtstress würde durch Aktivierung von NblR RpaB 
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dephosphoryliert und die Expression von nblA erfolgen. In der NblR-Mutante würde 

RpaB weiterhin binden und die Expression von nblA wäre deutlich geringer als im 

Wildtyp.

Eine Aktivierung von Response Regulatoren wird in den meisten Fällen über eine 

Phosphorylierung erreicht. Die Mutation der hochkonservierten Phosphat-

Akzeptorstelle D57 im NblR Protein führte jedoch zu keinem veränderten Phänotyp 

(Kato et al., 2008; Ruiz et al., 2008). Da eine Phosphorylierung von NblR auch in vitro 

durch Acetylphosphat nicht erreicht werden konnte, scheint eine Aktivierung von NblR 

über Phosphorylierung sehr unwahrscheinlich. Eine Phosphorylierung ist für die Aktivität 

eines Response Regulators auch nicht zwingend notwendig. So konnte gezeigt werden, 

dass der Response Regulator OmpR aus E. coli die Transkription von ompC in vitro 

unabhängig einer Phosphorylierung aktiviert (Tsuzuki et al., 1994). In Helicobacter pylori 

wurde der Response Regulator HP1021 beschrieben, der wie NblR zur OmpR Familie der 

Response Regulatoren der Zwei-Komponenten-Systeme gehört und an der Zellteilung 

und Differenzierung beteiligt ist. Wie NblR ist auch bei HP1021 eine Phosporylierung 

ausgeschlossen worden, die Funktion in der Aktivierung der Genexpression konnte 

jedoch gezeigt werden (Schär et al., 2005).

Denkbar wäre eine Aktivierung von NblR durch Dimerisierung. Für viele Response 

Regulatoren konnte nachgewiesen werden, dass eine Dimerisierung für die 

transkriptionelle Aktivierung der Zielgene notwendig ist (Lewis et al., 2002; Schaller et 

al., 1995; Toro-Roman et al., 2005). Für den Auxin Response Faktor konnte gezeigt 

werden, dass nur ein Dimer stabil an die DNA binden kann (Ulmasov et al., 1999). Eine 

dimere Form von NblR könnte aufgrund der Gelfiltrationsanalyse des NblR-Proteins 

möglich sein. Die Gelfiltration deutete jedoch auch darauf hin, dass die dimere Form des 

NblR-Proteins sehr instabil war und bereits nach kurzer Lagerung in seine monomere 

Form zerfiel. Dadurch könnte die DNA-Bindung von NblR in der SPR-Analyse und 

Gel-Retardierungs-Experimenten fehlgeschlagen sein, obwohl frisch präpariertes 

NblR-Protein für die Analysen verwendet wurden. 

In Bacillus subtilis wird die Expression von Genen für die Nitrat Respiration durch ein 

Zwei-Komponentensystem ResE (Kinase)-ResD (Response Regulator) aktiviert. Auch hier 
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ist ResD in der Lage, unabhängig einer Phosphorylierung die Transkription des ResDE 

Regulons zu aktivieren. Interessanterweise nimmt der Response Regulator ResD einen 

Sauerstoffmangel direkt wahr und aktiviert die Transkription (Geng et al., 2004). 

Generelle Stress-Reaktionen werden intrazellulär durch Redox-Signale ausgelöst. Eine 

Regulation des Response Regulators NblR durch den Redox-Zustand wäre denkbar, da 

auch die steady-state mRNA Menge der PSII und PSI Reaktions-Zentren auf den Redox-

Zustand des PQ-Pools reagieren (Li & Sherman, 2000; O'Gara et al., 1998; Pfannschmidt

et al., 2001). In den Mikroarray-Analysen unter Standardwachstumsbedingungen waren 

in der NblR-Mutante auch besonders die Gene des Photosyntheseapparates 

fehlreguliert. Möglicherweise tragen Redox-Signale zu einer Stabilisierung eines dimeren 

NblR-Proteins bei, wie dies auch für den Repressor CrtJ aus Rhodobacter sphaeroides 

beschrieben wird (Bauer, 2003). CrtJ bildet nur unter oxidierenden 

Wachstumsbedingungen eine Tetramere Struktur und ist nur so in der Lage an die DNA 

zu binden und die Transkription von Photosynthesegenen zu regulieren.

Im Transkriptom der NblR-Mutante wurde unter Standardwachstumsbedingungen 

festgestellt, dass besonders Gene des Photosyntheseapparates fehlreguliert waren. 

Insbesondere waren in der NblR-Mutante die Transkripte der PS I Untereinheit PsaK 

(psaK1  und psaK2) im Vergleich zum Wildtyp deutlich erniedrigt. In Synechocystis 

konnte gezeigt werden, dass PsaK2 für den Energietransfer von den Phycobilisomen auf 

das PS I, sowie für die schnelle state transition benötigt wird (Fujimori et al., 2005). Auch 

in der NblR-Mutante war bereits unter Standardwachstumsbedingungen die state 

transition verringert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch in S. elongatus PsaK 

für die state transition benötigt wird und in der NblR-Mutante schon bei 

Standardwachstumsbedingungen defekte in der Anpassung des 

Photosyntheseapparates auftreten.

Der Phycobilisomen-Abbau ist abhängig von der Expression von nblA. NblA bindet mit 

der C-terminalen Helix an Phycocyanin und mit der N-terminalen Helix an ClpC einer Clp 

Protease (Bienert et al., 2006; Karradt et al., 2008). Es wird daher vermutet, dass NblA 

als ein Adapter-Protein zwischen Phycobilisom und ClpC/ClpP Komplex fungiert und 

dadurch den Abbauprozess des Phycobilisomen einleitet. Der Abbau der Phycobilisomen 
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erfolgt nach einem geregelten Prozess, in dem zuerst die äußeren Stäbchen, bestehend 

aus Phycocyanin abgebaut werden (Collier & Grossman, 1992; Yamanaka & Glazer, 

1980). Während dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der NblR-Mutante der 

gesamte Prozess der Chlorose gestört ist. Neben dem fehlenden Abbau der 

Phycobilisomen, aufgrund der verminderten Menge an NblA, produziert die 

NblR-Mutante in den ersten Stunden nach Stickstoffentzug weiterhin Phycobiliproteine. 

Die Transkripte von cpc (Phycocyanin) und apc (Allophycocyanin), der Bestandteile der 

Phycobilisomen wurden im Wildtyp nach Stickstoffentzug drastisch reduziert und 

verblieben auf etwa 5 bis 10 % des Ausgangswertes in Stickstoff-gesättigten Zellen. Die 

Neusynthese von Phycobilisomen wurde im Wildtyp sofort nach Stickstoffentzug 

gestoppt, was auf die verminderte Proteinstabilität durch NblA zurückzuführen sein 

muss, da nach Stickstoffentzug noch cpc und apc Tranksript vorhanden ist. Die 

Produktion von Phycobilisomen wird während Nährstoffmangel auf transkriptioneller 

und posttranskriptioneller Ebene blockiert. Eine geringere PBS-Protein-Synthese findet 

jedoch auch nach lang anhaltender Chlorose statt (Görl et al., 1998; Sauer et al., 2001). 

Interessanterweise war nur die Regulation von cpc und nicht von apc in der 

NblR-Mutante gestört. Die Transkription von cpc wurde in den ersten Stunden nach 

Stickstoffentzug in der NblR-Mutante nicht vermindert. Eine mögliche negative 

Feedback-Reaktion von Phycocyanin Degradationsprodukten auf die Transkription von 

cpc wäre denkbar, wie es auch für die Abbauprodukte des D1 Proteins auf die 

Transkription des psbAI Genes beschrieben wird (Stelljes & Koenig, 2007), da NblA in 

S. elongatus Wildtyp an die Phycocyanin Untereinheit bindet und dort den Abbau der 

Phycobilisomen einleitet und der Abbau in der NblR-Mutante nicht stattfindet.  

Die Zellen der NblR-Mutante sterben nach Entzug der Stickstoffquelle innerhalb von 24 

bis 30 h ab. Alle anderen bisher beschriebenen nbl-Mutanten überleben einen 

Nährstoffmangel deutlich länger (Collier & Grossman, 1994; Sendersky et al., 2005; van 

Waasbergen et al., 2002). Neben dem fehlenden Abbau der Phycobilisomen müssen 

daher weitere Faktoren zu dem schnellen Absterben der NblR-Zellen führen.

Der Abbau der Phycobilisomen reduziert die absorbierte Lichtmenge auf dem 

Photosyntheseapparat, da die Anregungsenergie für anabolische Prozesse durch den 

Stickstoffmangel nicht mehr vollständig verwendet werden kann. Bleibt der Abbau der 
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Phycobilisomen aus, müsste eine Reduktion des photosynthetischen 

Elektronentransportes zunehmen und somit zu einem stark reduzierten PQ-Pool führen. 

Während dem Verlauf der Chlorose verringert die NblR-Mutante drastisch die 

Transkription der ATP Synthase sowie NAD Dehydrogenase, beides Bestandteile der 

Respiration und des Elektronentransportes, vermutlich aufgrund eines stark reduzierten 

PQ-Pools.

Die Gene, die für den NDH-1L Komplex kodieren, der an der Respiration und dem 

zyklischen Elektronentransport um PS I beteiligt ist, sowie die Gene die für Proteine des 

Photosyntheseapparates kodieren, wurden in der NblR-Mutante sehr stark reprimiert 

was dann zu einem schnellen Verlust der photosynthestischen Aktivität führt und somit 

auch eine Reduktion der ATP-Generation nach sich zieht. Wellen (2008) konnte zeigen, 

dass 24 h nach Stickstoffmangel ein drastischer Abfall der ATP Konzentration in den NblR 

Zellen stattfindet.

Es wird vermutet, dass die photosynthetische Restaktivität in chlorotischen Zellen für die 

Generation von ATP sorgt (Sauer et al., 2001). Mit dem Verlust des photosynthetischen 

Elektronentransportes und folglich der ATP-Bildung verliert die Mutante die notwendige 

Energie, um ein Überleben im Stickstoffmangel zu ermöglichen und eine Regeneration 

der Zellen nach Stickstoffgabe einzuleiten. Der zusätzliche Energieverbrauch durch die 

Synthese von Phycobilisomen während dem Stickstoffmangel, der fehlenden Proteolyse 

der Phycobilisomen durch verringerte NblA Expression, sowie die verringerte Expression 

der Gene die für Proteine kodieren, die an der Aufnahme und Metabolisierung von 

alternativen Stickstoffquellen beteiligt sind, verstärken den Stickstoffmangel und den 

Energieverlust in der NblR-Mutante. In der NblR-Mutante wird nach Stickstoffentzug 

weiterhin Energie für den Stoffwechsel verbraucht, die jedoch durch die verringerte 

Aktivität der Photosynthese nicht nachgeliefert werden kann. Vermutlich führt dies zum 

vollständigen Energieverlust der NblR-Zellen, was wiederum das Absterben der Zellen 

beschleunigt.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bindung von NtcA an DNA nicht nur 

durch Gel-Retardierungs-Experimente, sondern auch durch SPR-Bindungsstudien 

nachgewiesen werden kann. Durch die SPR-Bindungsstudien von NtcA konnten 

spezifische NtcA-abhängige Promotoren von unspezifischer DNA aufgrund der Affinität 

und Kinetik der Bindungseigenschaften von NtcA unterschieden werden. Die Bindung 

von NtcA an die DNA ist abhängig vom NtcA-Bindemotiv und den umgebenden 

Sequenzen. Die Wirkung von α-KG auf die NtcA-DNA-Bindung hängt von der 

Sequenzenumgebung des NtcA-Bindemotivs ab..

Durch die Transkriptom-Daten konnte die erste experimentelle Analyse des gesamten 

NtcA-Regulons in einem Cyanobakterium erstellt werden. Bereits unter Ammonium-

wachstumsbedingungen traten Unterschiede im Transkriptom zwischen Wildtyp und 

NtcA-Mutante auf. Im Stickstoffmangel waren in der NtcA-Mutante all die Gene nicht 

induziert, die für Proteine kodieren, die an der Aufnahme (z.B. amtB, amt1) und

Metabolisierung von Stickstoffverbindungen (z.B. nirA, nirB, glnA, glnN) beteiligt sind.

Zusätzlich zu den bereits bekannten NtcA-abhängigen Genen konnten 20 weitere, bisher 

nicht beschriebene NtcA-abhängig induzierte Gene entdeckt werden. Für die im Wildtyp 

nach Stickstoffmangel am höchsten induzierten Gene nsi5, merR, 2150, 2149 und 2148, 

die als polycistronische mRNA transkribiert werden, konnte ein NtcA-Bindemotiv 

funktionell nachgewiesen werden. 

Nach Stickstoffentzug kam es in der NtcA-Mutante zur Hyperrepression der Gene die für 

Proteine des PS I und PS II, der Bestandteile der Phycobilisomen (apc, cpc), der ATP 

Synthase sowie für Proteine des Elektronentransport in der Photosynthese Cytochrom, 

Plastocyanin und für Proteine des NDH-1L-Komplexes kodieren. Da diese Gene keine 

NtcA-Bindemotive enthalten, handelt es sich vermutlich um sekundäre Folgen der ntcA

Mutation.

In der PipX-Mutante waren die Transkripte aller NtcA-abhängig induzierten Gene im 

Vergleich zum Wt deutlich erniedrigt. Dies bestätigt die Annahme, dass PipX für die volle 
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Aktivierung von NtcA benötigt wird. Die durch NtcA reprimierten Gene waren hingegen 

in der PipX-Mutante nicht beeinträchtigt.

In einer NblR-defizienten Mutante ist der gesamte Prozess der Chlorose gestört. Neben 

dem fehlenden Abbau der Phycobilisomen (PBS), bedingt durch die ausbleibende NblA 

Bildung, konnte in den ersten Stunden nach Stickstoffentzug noch eine Neusynthese von 

Phycobiliproteinen nachgewiesen werden, deren Synthese im Wt sofort nach 

Stickstoffentzug gestoppt wurde. 

Alle in der NblR-Mutante nicht induzierten Gene waren in der NtcA-Mutante ebenfalls 

nicht induziert. Die durch NtcA reprimierten Gene waren hingegen in der NblR-Mutante 

nicht beeinträchtigt.

Die Gene, die für Proteine des NDH-1L Komplexes kodieren, der an der Respiration und 

dem zyklischen Elektronentransport um PS I beteiligt ist, sowie die Gene, die für 

Proteine des PS I und PS II kodieren, wurden in der NblR-Mutante im Stickstoffmangel 

sehr stark reprimiert. Zusätzlich wurden die Transkripte der Proteine der ATP Synthase 

in der NblR-Mutante nach Stickstoffentzug drastisch reprimiert.

Die NblR-Mutante stirbt innerhalb von 24 bis 48 h nach Stickstoffentzug ab. Mit dem 

Verlust der Elektronentransportrate und photosynthetischen Aktivität sowie der ATP-

Generation verliert die NblR-Mutante die notwendige Energie um ein Überleben im 

Stickstoffmangel zu ermöglichen und eine Regeneration der Zellen nach Stickstoffgabe 

einzuleiten.

Neben nblA konnte mit nsi5 ein weiteres in der NblR-Mutante fehlreguliertes Gen 

identifiziert werden, dass im Wildtyp spezifisch im Stickstoffmangel induziert wird. Eine 

direkte DNA-Bindung von NblR konnte jedoch weder an den nblA- noch an den 

nsi5-Promotor nachgewiesen werden. Möglicherweise interagiert NblR mit anderen

DNA-gebundenen Komponenten der Transkriptions-Maschinerie.
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7. Abkürzungen

A Absorption
Abb. Abbildung
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celcius
ca. circa
Chla Chlorophyll a
Cm Chloramphenicol
Cpm Zerfall pro Minute

d Tag
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxyribonukleotid-

triphosphat
DTT Dithiothreitol

E Einstein 
(mol x Photonen s-1 m2)

E. coli Escherichia coli
EDTA Ehtylendiamintetra-

essigsäure
et al. Lat. et alii und andere
Eßl. Esslöffel
ETR Elektronentransportrate

g Gramm oder 
Erdbeschleunigung

GOGAT Glutamat-Synthase
GS Glutamin-Synthetase

h Stunde
HEPES N-2-Hydroxyehtyl-piperazin-

N´-2-ethansulfonsäure

IEF Isoelektrische Fokusierung
IF Inaktivierungsfaktoren
IPTG Isopropyl-1-thio-β-D-

galakto-pyranosid

kan Kanamycin
kDa kilo-Dalton

l Liter
LB Luria-Bertani

µ… mikro…
µCi Mikrocurie (Einheit der 

Radioaktivität)

M Molar

m… milli…
min Minute
MOPS 3-Morpholino-1-

Propansulfonsäure

NaCl Natriumchlorid
NADP Nikotinamid-Adenin-

Dinukleotid-Phosphat
nm Nanometer
NP-40 Nonidet P-40

ODx Optische Dichte bei einer 
Wellenlänge von x nm

PAGE Polyacrylamid-
gelelektrophorese

PBS Phycobilisomen
PCC Pasteur Culture Collection
PCR Polymerase-Ketten-

Reaktion
pI isoelektrischer Punkt
PMSF Phenylmethylsulfonyl-

fluorid
PS Photosystem

r Resistenz
RNA Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro min
RT Raumtemperatur
RU Resonance Units
RubisCO Ribulose-1,5-bisphosphat 

Carboxylase/Oxygenase

s Sekunde
SDS Natriumdodecylsulfat
S. elongatus Synechococcus elongatus

PCC 7942
SPR surface plasmon resonance
Synechocystis Synechocystis sp. PCC 6803

Tab. Tabelle
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBS Tris-buffered-saline
Tris Tris-(hydoxymethyl)-

aminomethan

UV Ultraviolett

V Volt
v/v Volumen/Volumen

Wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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