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Nanokristalle fiir die Magnetfeldorientierung:

Biomineralisation von Magnetosomen in Bakterien

Dirk Schiiler

Max-Planck-Institut fiir Marine Mikrobiologie, Bremen

Ein faszinierendes Beispiel fiir einen biolo-
gisch regulierten Mineralisationsprozess
ist die Bildung von magnetischen Nanopar-
tikeln in magnetotaktischen Bakterien
(MTB). Die ,,Magnetosomen” verleihen den
Zellen die Fahigkeit zur Orientierung in
magnetischen Feldern (Magnetotaxis).
Obwohl die Biomineralisation der Magne-
tosomen schon lange von interdiszipli-
ndrem Interesses ist, gab es erst in den
letzten Jahren wichtige Fortschritte bei
ihrer genetischen und biochemischen
Analyse.

» Magnetotaktische Bakterien kommen
zahlreich im Sediment vieler Meeres- und
SiiBwasserhabitate vor, wo man sie haupt-
sichlich kurz unterhalb der oxisch-anoxi-
schen Ubergangszone findet!!l. Anscheinend
erleichtert die Magnetotaxis dort die verti-
kale Navigation entlang chemischer Gra-
dienten mit Hilfe des erdmagnetischen Fel-
des?l. Grundlage hierfiir sind die Magneto-
somen, die aus membranumgebenen Kris-
tallen eines magnetischen Eisenminerals be-
stehen. Die Magnetosomen haben definier-
te GroBen sowie genetisch determinierte
Kristallformen, deren Vielfalt und Regel-
miBigkeit aus anorganischen Systemen un-
bekannt sind und eine exakte biologische
Steuerung des Mineralisationsprozesses be-
legen?l. Der molekulare Mechanismus der
Magnetosomenbildung war auf Grund der
schwierigen experimentellen Zuginglich-
keit von MTB und des Fehlens geeigneter
Labormodelle lange Zeit unbekannt.

In unserem Labor untersuchen wir das o
Proteobakterium Magnetospirillum gryphis-
waldense (Abb. 1). Das mikroaerophile Bak-
terium ist mit speziellen Techniken im be-
liebigen MaBstab kultivierbarl® und kann
genetisch manipuliert werden*l. Die Ge-
nomsequenz von M. gryphiswaldense wurde
in einer Zusammenarbeit mit Michael Kube
und Richard Reinhardt (MPI fiir Molekula-
re Genetik in Berlin) beinahe vollstindig
aufgeklirt. Damit eréffnen sich viel ver-
sprechende Méglichkeiten fiir eine umfas-
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Abb. 1: Raster- (A) und Transmissions-elektronenmikroskopische (B, C) Aufnahmen von M. gryphiswal-
dense. Die Zellen haben eine helikale Morphologie und enthalten bis zu 80 Magnetosomen (Pfeil).
Isolierte MM-umgebene Magnetosomenpartikel (D) zeigen eine starke Tendenz zur Bildung von

Ketten.

sende Analyse der Biomineralisation von
Magnetosomen.

Die intrazelluldre Synthese von
Magnetitkristallen

Die Magnetosomenkristalle, die in M. gry-
phiswaldense aus Magnetit (Fe,O,) bestehen,
werden innerhalb von Vesikeln der Magne-
tosomenmembran (MM) synthetisiert. Die
Biomineralisation von bis zu 80 Magnetit-
kristallen pro Zelle ist mit einer enormen
intrazelluldren Akkumulation von Eisen ver-
bunden, das mehr als vier Prozent des "Tro-
ckengewichts ausmachen kann. Die Syn-
these von Magnetitkristallen erfolgt nach ei-
nem wenig verstandenen Mechanismus, der
auf anorganischem Weg bisher nicht voll-
stindig reproduziert werden kann!. Fiir die
Bildung des gemischt-valenten Eisenoxids
Magnetit miissen sowohl Fe?* als auch Fe3*
in den Magnetosomenvesikeln zur Verfii-

gung stehen. MéBbauer-spektroskopische
Daten legen nahe, dass ein Teil des intrave-
sikuldr aufgenommenen Eisens ein reakti-
ves Fe(I1I)-Oxid bildet, wahrscheinlich Fer-
rihydrit, das iiber die LLosung wiederum mit
dem vorhandenen Fe?* reagiert, wozu ein
neutraler pH innerhalb des Magnetosomen-
Kompartiments aufrechterhalten werden
mussl®l.

Struktur und Zusammensetzung der
Magnetosomenmembran (MM)

Die Magnetosomenmembran weist den cha-
rakteristischen Aufbau einer Einheitsmem-
bran auf und enthilt Phospholipide sowie
Proteinel’l. Mittels verschiedener proteomi-
scher Techniken wurden etwa 20 spezifische
Polypeptide in der MM von M. gryphiswal-
dense nachgewiesen!® 9. Mutageneseexpe-
rimente zeigten, dass viele dieser Magneto-
somenproteine essenziell fiir die Bildung
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Abb. 2: Ausschnitt aus der genomischen ,Magnetosomeninsel” in M. gryphiswaldense. Die Gene fiir Magnetosomenproteine (schwarze Pfeile) sind in drei

Operon-dhnlichen Genclustern lokalisiert.

von Magnetitkristallen sowie deren intra-
zellulire Organisation sind, wihrend andere
anscheinend eine redundante Funktion ha-
ben.

Die Magnetosomenproteine lassen sich
charakteristischen Proteinfamilien zuord-
nen. MamA enthilt beispielsweise TPR(te-
tratrico-peptide repeat)-Motive. Diese ver-
mitteln oft Protein-Protein-Interaktionen,
weshalb tiber eine Rolle von MamA bei der
Assemblierung von Magnetosomenvesikeln
spekuliert wurdel”). Allerdings bilden De-
letionsmutanten von MamA weiterhin un-
verindert Magnetosomenpartikel, wenn
auch anscheinend in etwas geringerer
Zahl", MamE und MamO weisen Homo-
logie zu HtrA-dhnlichen Serinproteasen auf
und enthalten PDZ-Dominen, die eine
Funktion bei der Assemblierung und kor-
rekten Positionierung von MM-assoziierten
Multiproteinkomplexen haben kénntenl7l.
MamB und MamM gehoren zur CDF3-Fa-
milie (Cation Diffusion facilitator) von
Metalltransportern!!'l und haben wahr-
scheinlich eine Funktion beim Eisentrans-
port in die MM-Vesikel.

Ein auffilliges Sequenzmuster findet sich
in Mam], das eine Rolle bei der Bildung be-
zichungsweise Stabilisierung der Magneto-
somenketten spielt (Scheffel et al., in Vor-
bereitung). Das Protein ist reich an den sau-
ren Aminosduren Glu und Asp, die in repe-

titiven Dominen angeordnet sind®!. Weite-
re solcher sauren Proteine mit hochrepeteti-
ven Sequenzmotiven lassen sich aus der Ge-
nomsequenz von M. gryphiswaldense und an-
deren MTB vorhersagen. Ahnliche poly-
elektrolytische Cluster von ladungstragen-
den Gruppen sind hiufig Bestandteile an-
derer biomineralisicrender Systeme, wo sie
durch Bindung von lonen der jeweils kom-
plementiren Ladung zur Steuerung der
Kristallisation beitragen('?]. Weitere auffilli-
ge Sequenzmuster finden sich in MamD,
Mms6 und MamG, die insbesondere ein Se-
quenzmotiv gemein haben, das durch die al-
ternierende Abfolge von Leu und Gly ge-
kennzeichnet ist. Ahnliche LG-reiche Se-
quenzen finden sich in Spinnenseide (Fi-
broin), Geriistproteinen sowie Elastin- und
Knorpel-Proteinen, die eine Tendenz zur
Selbstorganisation aufweisen oder in Biomi-
neralisationsprozesse involviert sind/”l. Das
Mms6-Protein aus dem nahe verwandten
Magnetospirillum-Stamm AMB-1 zeigt eine
Eisenbindungsaktivitit und scheint die Mor-
phologie von Magnetitkristallen 7z vitro zu
beeinflussen!!3,

Molekulare Organisation der genomischen
~Magnetosomeninsel”

Die Gene aller bisher identifizierten Mag-
netosomenproteine wurden innerhalb einer

35 kb groflen Region der 4,5 Mb-Genomse-
quenz von M. gryphiswaldense gefunden. Sie
sind in drei Operon-ihnlichen Genclustern
angeordnet!® 4 (444 2): Das mamAB-Clus-
ter umfasst 17 aufeinanderfolgende ORF's
(mamH-mamU, mam fiir magnetosome mem-
brane). Neben Genen fiir MM-Proteine ent-
hilt das mamAB-Cluster weitere ORFs mit
bisher unbekannter Funktion. Ein Beispiel
dafiir ist mamK, das Sequenzihnlichkeit mit
bakteriellen aktinihnlichen Genen aufweist.
Das mms6-Cluster (mms fiir magnetic parti-
cle membrane specific protein) und das
mamGFDC-Cluster kodieren weitere hiufi-
ge Magnetosomenproteine. Die Organisa-
tion der Magnetosomen-Gene scheint in ver-
schiedenen M'TB konserviert zu sein
(Abb. 3).

Bei der Aufklidrung der Magnetitbiomi-
neralisation hat sich die Analyse von Mu-
tanten der Magnetosomenbildung als niitz-
lich erwiesen. Neben Mutanten, die die Fi-
higkeit zur Bildung von Magnetitkristallen
vollig verloren haben, weisen andere eine ab-
weichende Zahl, Grof3e und Form oder An-
ordnung der Magnetosomen auf (A4b. 4). Ob-
wohl ein System fiir die genetische Mani-
pulation von M. gryphiswaldense erst seit kur-
zem zur Verfiigung steht!!> 101 Jieferte die
gezielte Deletionsmutagenese einzelner
Magnetosomengene bereits interessante
Aufschliisse iiber deren mégliche Funktio-
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Abb. 3: Molekulare Organisation des mamAB-Clusters in verschiedenen MTB-Spezies. Die Farben markieren homologe Genfamilien, gestrichelte Linien
verbinden dquivalente Gene. ¥mamV ist nur in M. magnetotacticum vorhanden.
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Abb. 4: TEM-Aufnahmen verschiedener Magnetosomenmutanten. (A) magnetischer Wildtyp,
(B) magnetosomenfreie Mutante, (C-F) Mutanten, die eine verdnderte Form, GroB8e und Anordnung

der Magnetosomenpartikel aufweisen.

nen. Daneben lassen sich auch spontane
Magnetosomenmutanten relativ leicht iso-
lieren. So geben sich nichtmagnetische Mu-
tanten als weille Kolonien gegeniiber dem
magnetischen Wildtyp zu erkennen, des-
sen dunkelbraune Firbung auf die schwar-

ze Farbe der intrazellulidr gebildeten Mag-
netitkristalle zurtickgeht (A44. 5). Wihrend
spontane Mutanten wihrend des exponen-
ziellen Wachstums sehr selten auftreten,
kann ihre Hiufigkeit unter stationiren Be-
dingungen bis zu 10~ pro Zelle betragen. So

293

findet man Kulturen, die lingere Zeit bei
4°C gelagert wurden, oft nach nur wenigen
Generationen vollstindig von unmagneti-
schen Mutanten tiberwachsen. Simtliche
bisher analysierten spontanen Mutanten
wiesen Insertionen oder Deletionen inner-
halb oder in enger Nachbarschaft der mam-
und mms-Gencluster auf. Diese werden von
zahlreichen IS-Elementen flankiert, die
mehr als 20 Prozent der kodierenden Se-
quenz dieser Region ausmachen. Alle nicht-
magnetischen Spontanmutanten zeigten ein
verindertes Hybridisierungsmuster hin-
sichtlich dieser IS-Elemente, die anschei-
nend das Ausschneiden gro3erer genomi-
scher Abschnitte vermitteln (ULLRICH ez a/.,
in Vorbereitung). Insgesamt erinnern viele
Merkmale dieser genomischen Region an
Pathogenitiits- oder Symbiose-Inseln, die in
vielen Bakterien akzessorische Genfunktio-
nen kodieren und oft zur spontanen Dele-
tion neigen'7l. Es erscheint daher plausibel,
dass die meisten fiir die Magnetitbiomine-
ralisation erforderlichen Genfunktionen
innerhalb einer genomischen ,,Magnetoso-
meninsel“ lokalisiert sind, die moglicher-
weise durch horizontalen Gentransfer tiber-
tragen werden kann!!'4,

44
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Abb. 5: Kolonien von M. gryphiswaldense auf der
Oberfliche einer Agarplatte. Nichtmagnetische
Mutanten sind als weiBBe Kolonien (Pfeil) zu
erkennen. Die schwarze Farbe des Agarmediums
geht auf den Zusatz von Aktivkohle zuriick, die
fiir das Wachstum der mikroaerophilen Bakterien
erforderlich ist.

Ausblick

"Trotz der Fortschritte, die in den letzten Jah-
ren bei der Aufklirung der Magnetitbiomi-
neralisation zu verzeichnen waren, sind eine
Reihe grundlegender Fragen noch immer of-
fen. So wird der Mechanismus der biogenen
Magnetitbildung auf molekularer Ebene
noch nicht vollig verstanden, und es ist un-
klar, wie die Komponenten der Magnetoso-
menmembran die Bildung spezieller Kris-
tallformen regulieren. Ein viel versprechen-
der experimenteller Ansatz hierfiir scheint
die iz vitro-Untersuchung isolierter biomo-
lekularer Komponenten in ,,biomimeti-
schen® Kristallisationsassays.
Unbefriedigend ist, dass nur ein kleiner
"Ieil der beeindruckenden natiirlichen Di-
versitit von M'TB kultivierbar und damit ei-
ner genetischen Analyse zugiinglich ist!8],
Im Gegensatz zu anderen Bakterien kénnen
M'TB jedoch unter Umgehung ihrer Kulti-
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vierung selektiv aus Umweltproben bis zur
Homogenitit angereichert werden!'”!, Wir
konnten bereits zeigen, dass sich nahezu
vollstindige Magnetosomeninseln ez bloc aus
Populationen unkultivierbarer M'T'B klo-
nieren lassen (C. FLIES, A. MEYERDIERKS,
M. KUBE, unveréffentlichte Ergebnisse). Die
Analyse und Expression des ,,magnetotakti-
schen Metagenoms“ kann somit kiinftig den
direkten Zugriff auf die genetische Diver-
sitit bakterieller Biomineralisationsprozes-
se erlauben. Aufgrund ihrer nahezu perfek-
ten magnetischen und kristallinen Eigen-
schaften gab es immer wieder Vorschlige fiir
die biotechnologische Anwendung von bak-
teriellen Magnetosomenpartikeln!?l, deren
Umsetzung durch die jiingsten Forschritte
bei ihrer Herstellung und Analyse nunmehr
realistisch erscheint. Mogliche Anwendun-
gen solcher magnetischen Nanopartikel lie-
gen etwa in ihrer Nutzung als MRI-Kontrast-
reagenz oder fiir die magnetische Hyper-
thermie-Behandlung von Tumoren. Eine at-
traktive Moglichkeit besteht darin, die Mag-
netosomenmembran iz vivo oder in vitro mit
biomolekularen Kopplungsgruppen zu ver-
kniipfen. Solche funktionalisierten magne-
tischen Nanopartikel wiren hochinteressant
fiir die Mikroarray-Technologie sowie in
Magnetseparations-Anwendungen.
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