Biochemische und molekularbiologische
Untersuchung der Magnetosomenmembran
von Magnetospirillum gryphiswaldense

Dissertation

zZur

Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
— Dr. rer. nat. —

dem Fachbereich Biologie/Chemie
der Universitat Bremen

vorgelegt von
Karen Griinberg
aus Bremen

Bremen 2005



Die vorliegende Doktorarbeit wurde in der Zeit von Oktober 2000 bis Juni 2004
am Max-Planck-Institut fir marine Mikrobiologie in Bremen durchgefthrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Friedrich Widdel, Universitdt Bremen
2. Gutachter: Priv. Doz. Dr. Dirk Schuler, Universitdt Bremen

Tag des Promotionskolloquiums: 28. April 2005



Inhaltsverzeichnis Seite

Abkurzungsverzeichnis
Zusammenfassung

Teil I: Darstellung der Ergebnisse im Gesamtzusammenhang

A Einleitung

1 Magnetotaktische Bakterien

2 Biomineralisation von Magnetit

3 Die Magnetosomenmembran

4 Der Modellorganismus Magnetospirillum gryphiswaldense

5 Intrazelluldre Kompartimente in Prokaryoten

6 Untersuchung von subzellularen Strukturen in Bakterien
6.1 Methoden zur proteomischen Untersuchung
6.2 Proteinlokalisierung

7 Zielsetzung

B Ergebnisse und Diskussion
1 Biochemische Charakterisierung der Magnetosomen in

Magnetospirillum gryphiswaldense

1.1 Isolierung von Magnetosomen

1.2 Lipidanalyse der Magnetosomenmembran sowie ganzer Zellen

1.3 Das Subproteom der Magnetosomenmembran
1.3.1 Identifizierung der Proteine in der Magnetosomenmembran
1.3.2 Sequenzanalyse
1.3.3 Identifizierung und Organisation der mam-Gene

oo W W

11
13
18
19
20
21

23



2 Charakteristika der Magnetosomenmembran-Proteine (MMP)
3 Genetische Untersuchungen ausgewahlter MMP
(bisher unverdffentlicht)
3.1 Erzeugung und Charakterisierung einer AmamGFDC-Mutante
3.2 Lokalisierung von MamC
3.2.1 Erzeugung einer mamC-egfp-Genfusion
3.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der
Lokalisierung von MamC-EGFP
3.2.3 In vitro Untersuchungen der Lokalisierung des
MamC-EGFP-Fusionsproteins
4 Zusammenfassung und Ausblick

C Literaturverzeichnis

D Anhang

Teil II: Publikationen

A Publikationsliste mit Erlauterungen

B Publikationen

C Weitere Publikationen

30

34

41
41

42

46
48

51

63

68

69

90



Abkulrzungsverzeichnis

ATPase Enzym, das die Adenosin-5"-triphosphat Hydrolyse katalysiert
bp Basenpaare

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinséaure

ESI Elektrospray-lonisierung

et al. et alteri (und andere)

Fe(ll) zweiwertiges Eisenkation

Fe(lll) dreiwertiges Eisenkation

IEF Isoelektrische Fokusierung

IEP Isoelektrischer Punkt

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

lacZ Gen fir eine B-Galaktosidase aus E. coli
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation
mam magnetosome membrane (Genbezeichnung)
Mam magnetosome membrane (Proteinbezeichnung)
MM Magnetosomenmembran

MMP Magnetosomenmembran-Proteine

MRT Magnetresonanztomographie

MS Massenspektrometrie

MTB Magnetotaktische Bakterien

ORF Open reading frame

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase chain reaction

Rif Rifampicillin

sacB Gen flr eine Levansucrase aus Bacillus subtilis
SDS Sodiumdodecylsulfat

Strep Streptomycin

TOF Time of flight

TPR Tetratricopeptid repeat



Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien stellen ein bemerkenswertes
Beispiel eines subzelluldren, komplexen Kompartiments in Prokaryoten dar. Der
anorganische Kern aus dem magnetischen Eisenoxid Magnetit, seltener Greigit,
ist von einer biologischen Phospholipidmembran umgeben, die mit einer Reihe
von spezifischen Proteinen assoziiert ist. Die Biomineralisation der Magneto-
somen umfasst einen komplexen Mechanismus, der die Eisenaufnahme in die
Zelle, den Transport in die Vesikel, die Nukleation und Prézipitation von Eisen
involviert. Die Kompartimentierung durch die Bildung der Magnetosomenmem-
bran ermdglicht die Kontrolle des Biomineralisationsprozesses durch biochemi-
sche Vorgédnge. Bislang war dieser Prozess und somit die Rolle der
Magnetosomenmembran auf molekularer und biochemischer Ebene kaum ver-
standen.

In dieser Arbeit wurden erstmals weitgehende biochemische und molekularbio-
logische Untersuchungen der Magnetosomenmembran im Modellorganismus
Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm MSR-1 durchgeflhrt. In der Magneto-
somenmembran von Magnetospirillum gryphiswaldense wurde ein spezielles
Set von 17 Proteinen identifiziert. Basierend auf Sequenzanalysen wurden diese
Magnetosomenmembran-assoziierten Proteine in zwei Gruppen unterteilt. Die
erste Gruppe umfasst die als MMP (Magnetosomenmembran-Proteine) klassi-
fizierten Proteine, fUr die keine Homologen in anderen nicht-magnetischen Orga-
nismen gefunden wurden. Die zweite Gruppe setzt sich aus Proteinen zusammen,
die eindeutige Homologien zu weit verbreiteten und biochemisch charakterisier-
ten Proteinen in nicht-magnetischen Organismen haben.

Fast alle der fur die MMP kodierenden Gene (mam-Gene) konnten drei unter-
schiedlichen genomischen Regionen (mms6-Cluster, mamDC-Cluster, mamAB-
Cluster) zugeordnet werden. Diese drei Operons sind zu einer Magneto-
someninsel angeordnet. Die Magnetosomeninsel umfasst wahrscheinlich ca.
150 Gene, davon haben mindestens 25 Gene Bedeutung fir die Magnetitbio-
synthese. 16 dieser Gene kodieren fir MMP, wéahrend 9 Gene keinem der in der
Magnetosomenmembran identifizierten Proteine zugeordnet werden konnten.
Vergleichende Analysen der mam-Gene verschiedener magnetotaktischer Bak-
terienstdmme zeigten hinsichtlich Sequenz und Anordung mehr oder weniger
starke Konservierung.
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Aufgrund der Aminosauresequenzen kann spekuliert werden, dass die
identifizierten MMP eine spezielle Funktion im Biomineralisationsprozess haben.
Die exakte Rolle der MMP konnte noch nicht geklart werden, jedoch werden
Funktionen in der Eisenakkumulation, der Nukleation und dem Wachstum der
Kristalle sowie in der Anordnung und flir die Form der Magnetosomen innerhalb
der Zelle diskutiert.

In Mutagenese-Experimenten konnte durch die Deletion des mamGFDC-
Clusters gezeigt werden, dass die Gene dieses Operons eine Funktion fir die
GroéBe, Form und Anordnung der Magnetosomen haben.

Erstmals wurde die Eignung von EGFP-Fusionen zur Lokalisierung von MMP
in Magnetospirillum gryphiswaldense untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass das héaufigste MMP, MamC, ausschlieBlich in der Magnetosomen-
membran lokalisiert ist.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen stellen die bislang
umfassendste biochemische Analyse der Magnetosomenmembran in mag-
netotaktischen Bakterien dar. Durch die Charakterisierung des Magnetosomen-
Subproteoms wurden Kandidaten fiir weitere biochemische und genetische
Analysen zur Untersuchung der spezifischen Funktion beim Magnetosomen-
Zusammenbau und der Magnetitbiomineralisation identifiziert. AuBerdem
kénnten die Ergebnisse dieser Arbeit fur zuklinftige Verwendungen bakterieller
Magnetosomen in biotechnologischen Anwendungen relevant sein, wie z.B. die
Kopplung von Antigenen an spezifische MMP, die dann mit Hilfe von
Fusionsproteinen die Lokalisierung oder auch Behandlung von Tumoren
ermoglichen.
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Teil | Darstellung der Ergebnisse im Gesamtzusammenhang

A - Einleitung

Diese Arbeit befasst sich mit der biochemischen und molekulargenetischen
Untersuchung der Magnetosomenmembran in dem magnetischen Bakterium
Magnetospirillum gryphiswaldense. Im folgenden sollen zun&chst magneto-
taktische Bakterien im allgemeinen vorgestellt werden.

1 Magnetotaktische Bakterien

Magnetotaktische Bakterien (MTB) wurden vor rund 30 Jahren von dem
amerikanischen Mikrobiologen Richard P. Blakemore entdeckt (Blakemore
1975). Die beweglichen Prokaryoten sind aufgrund ihrer gerichteten Bewegung
relativ leicht in Proben aus natirlichen aquatischen Habitaten zu detektieren
(Moench et al. 1978). In einer Vielzahl von marinen und SiuBwasserhabitaten
findet man magnetotaktische Bakterien in groBen Zellzahlen an der oxisch-
anoxischen Ubergangszone, die in vielen Gewé&ssern an der Grenzfliche
zwischen Sediment und Wasser verlauft (Bazylinski 1995; Spring und Bazylinski
2000; Flies et al. 2005, in Druck). Die meisten der kultivierten magnetotaktischen
Bakterienstdmme weisen ein typisches mikroaerophiles Verhalten auf.

MTB haben eine bemerkenswert vielféltige Zellmorphologie wie z. B. Kokken,
Stabchen, Vibrionen, Spirillen (Blakemore 1982; Bazylinski 1995). Trotz ihrer
Diversitat haben magnetotaktische Bakterien gemeinsame Eigenschaften: Alle
bisher beschriebenen Arten sind Gram-negativ und durch Flagellen beweglich.
Alle besitzen magnetische, intrazellulare Partikel, die Magnetosomen (Meldrum
et al. 1993a; Kimble und Bazylinski 1996; Frankel et al. 1997; Dean und
Bazylinski 1999). Die meisten MTB mineralisieren Kristalle aus dem
magnetischen Eisenoxid Magnetit (Fe;O,) (Frankel et al. 1979), weniger gut
untersucht sind Kristalle aus dem Eisensulfid Greigit (Fe;S,) (Mann et al. 1990;
Heywood et al. 1990).

Die bislang bekannten MTB lassen sich auf der Basis von vergleichenden
16S-rBRNA-Analysen verschiedenen phylogenetischen Gruppen zuordnen: Die
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meisten Stdmme, die Magnetit-haltige Magnetosomen enthalten, gehéren den
o-Proteobakterien an. Desulfovibrio magneticus Stamm RS-1, ein Sulfat-
reduzierendes magnetisches Bakterium sowie ein mehrzelliger magnetischer
Prokaryot werden zu den o-Proteobakterien gezahlt (DeLong et al. 1993;
Kawaguchi et al. 1995). Magnetobacterium bavaricum, ein magnetisches
Riesen-Stédbchen, wurde dem Nitrospira-Phylum zugeordnet (Spring et al.
1993), ebenso MHB-1, ein magnetotaktisches Stabchen aus dem Waller See
(Flies et al. 2005, in Druck).

Magnetotaktische Bakterien haben die Féhigkeit zur Magnetfeldorientierung
(-Magnetotaxis“) (Balkwill et al. 1980). Im Unterschied zu anderen Taxis-
mechanismen wie Aerotaxis und Phototaxis versteht man unter Magnetotaxis
die Fahigkeit der passiven Ausrichtung und aktiven Motilitdt eines Organismus
parallel zu den Feldlinien eines Magnetfeldes, wobei sich die Zellen wie winzige
Kompassnadeln verhalten. Eine allgemein akzeptierte Hypothese flr die
biologische Bedeutung des zellularen Magnetismus fir die Organismen ist die
Wechselwirkung der Magnetosomenkette mit dem erdmagnetischen Feld zur
Orientierung im nattrlichen Habitat (Blakemore 1975; Bazylinski 1995).

Magnetosomen

Bereits frihe elektronenmikroskopischen und biochmische Untersuchungen
ergaben Hinweise darauf, dass Magnetosomen von einer biologischen Lipid-
Doppelmembran umgeben sind, die mit Proteinen assoziiert ist (Gorby et al.
1988).

Charakteristisch fur Magnetosomen ist ihre enge GroBenverteilung und die
spezifische Anordnung der Partikel innerhalb der Zelle (Bazylinski und Frankel
2000). Je nach Bakterienart ist die Anzahl der Partikel pro Zelle variabel und
abhéngig von den Wachstumsbedingungen. Magnetosomen haben eine
typische GréBe von 35-120 nm und entsprechen damit magnetischen
Einbereichsteilchen (,single domain particles®) (Frankel et al. 1998), die
intrazelluldr in einer oder mehreren Ketten angeordnet sind. Neben ihrer
einheitlichen GréBe zeichnen sich Magnetosomen durch ihre perfekte kristalline
Struktur aus. Es gibt unterschiedliche Kristallmorphologien, die jedoch innerhalb
einer magnetotaktischen Bakteriumspezies einheitlich sind (Bazylinski et al.
1994). Basierend auf ihrer zwei-dimensionalen Projektion in der
Elektronenmikroskopie wird im wesentlichen zwischen drei Kristallmorphologien
unterschieden: Kubo-oktaedrisch, projektilférmig und hexagonal (Abb. 1).
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Abb. 1:

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Kristallmorphologien und intrazellularen
Anordnung von Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien:

A) kubo-oktaedrisch, B) projektilformig, C) und D) hexagonal. Die Magnetosomen sind in
einer (C) oder mehreren (D) Ketten angeordnet. Die Lange des Balken entspricht 100 nm.
(Aufnahmen von D. Schiler aus: E. Bauerlein 2003).

Wahrend Anordnung und Form der Magnetosomen kultivierungsunabhangig
und stammspezifisch zu sein scheinen (Meldrum et al. 1993a; Meldrum et al.
1993b; Bazylinski et al. 1994; Bazylinski et al. 1995), ist die Anzahl der Partikel
von den Kultivierungsbedingungen abhéngig (Blakemore et al. 1995; Schuler
und Béuerlein 1998; Heyen und Schuler 2003).

Aufgrund ihrer besonderen magnetischen und kristallinen Eigenschaften
stehen isolierte und gereinigte Magnetosomen auch im interdisziplindren
Interesse. Sie kdnnten wegen ihrer magnetischen Eigenschaften eine neue
Substanzklasse an eisenhaltigen Kontrastmitteln fir medizinische Anwendungen
darstellen. Weitere Untersuchungen sollen in Zellkulturen und Tiermodellen
durch Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefihrt werden. Somit kdnnten
Magnetosomen als Markersubstanz dienen, um die Verteilung und genetische
Expression molekularer therapeutischer Vektoren sichtbar zu machen (Herborn
et al. 2003). AuBerdem kénnten Magnetosomen zur Immobilisierung von
bioaktiven Substanzen, wie Enzymen und Antikérpern, angewendet werden,
die dann magnetisch manipuliert werden (magnetisches ,drug targeting®)
(Matsunaga und Kamyia 1987).



A - Einleitung 2 Biomineralisation von Magnetit 6

Desweiteren wurden in einem Mars-Meteoriten Magnetitkristalle nach-
gewiesen, die irdischen Magnetosomen &hneln und als moéglicher Beweis flr
extraterrestisches Leben angeflhrt wurden (McKay et al. 1997). Daher wur-
den Magnetosomen aufgrund ihrer Charakteristika als Biomarker zur
Identifikation mutmaBlicher Magnetfossilien vom Mars in Betracht gezogen
(Thomas-Keprta et al. 2002).

2 Biomineralisation von Magnetit

Unter Biomineralisation versteht man die Bildung definierter anorganischer
Festkorper durch biologische Systeme (Lowenstamm 1981). Dabei verwenden
alle Organismen Strategien wie die raumliche Kontrolle in lokalisierten
Kompartimenten (z. B. Lipidvesikel, Proteine u. a.) sowie eine genaue Regulierung
physikochemischer Prozesse in diesen Kompartimenten (Mann et al. 1990).
Biomineralisationsvorgadnge sind in der Natur weit verbreitet. Beispiele dafir
sind die Bildung von Muschelschalen aus Aragonit-Calcit, Aragonit in
Ohrsteinchen von Zebrafischen, die Silikatschalen der Diatomeen oder die
Bildung von Zahnen und Knochen aus Calciumphosphat (Apatit) (Gotliv et al.
2003; Sollner et al. 2003; Kroger und Sumper 2000; Noll et al. 2002).

Ein faszinierendes Beispiel fur biologisch kontrolliertes Kristallwachstum ist
die Biomineralisation des ferromagnetischen Eisenminerals Magnetit. Biogene
Magnetitpartikel kommen nicht nur in Bakterien, sondern auch in diversen
anderen Organismen vor. Erstmals wurde Magnetit in der Radula mariner
Schnecken nachgewiesen, inzwischen wurde das Mineral auBerdem in Fischen,
Vdgeln, Insekten und im menschlichen Gehirn gefunden (Mann et al. 1888;
Walker et al. 1984; Diebel et al. 2000; Kirschvink et al. 1992; Munro et al. 1997).

In Fischen gelang kirzlich der Nachweis eines Magnetfeldrezeptors, der mit
Ketten von Magnetitkristallen assoziiert ist, die in ihrer Struktur und GréBe den
bakteriellen Magnetosomenpartikeln sehr &hnlich sind. Aufgrund dieser Befunde
wurde Uber einen universellen Biomineralisationsmechanismus spekuliert
(Diebel et al. 2000). Die Magnetitkristalle in magnetotaktischen Bakterien
kdénnten somit ein Modellbeispiel fir den Prozess der Biomineralisation
darstellen.
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Auf der Basis hochaufldsender Elektronenmikroskopie und der MoéBbauer
Spektroskopie wurde ein Modell des komplexen Prozesses der Magnetitbio-
mineralisation fur Magnetospirillum vorgeschlagenen (Frankel et al. 1983; Mann
et al. 1990). Dieses wird jedoch mittlerweile kontrovers diskutiert. Wie der
Mechanismus im einzelnen verlauft ist noch nicht klar. Es wird jedoch vermutet,
dass nach Aufnahme von Eisen Fell in die Magnetosomenvesikel, die durch die
Magnetosomenmembran gebildet werden, transportiert wird. Die Kompar-
timentierung durch die Bildung der Magnetosomenmembran-Vesikel innerhalb
der Zelle ermdglicht die Kontrolle des Biomineralisationprozesses durch bio-
chemische Vorgédnge. Dabei wird ein Teil des Fell reoxidiert. AnschlieBend
kommt es wahrscheinlich entweder zu einer Coprazipitation von Fell und Felll
oder es wird ein Ferrihydrit als Precursor gebildet, das mit den Fell-lonen in
Lésung zu Magnetit reagiert. Die Bildung von Magnetit setzt eine lokale Uber-
sattigung des Eisens in Losung voraus. AuBerdem werden bei diesem Prozess
Protonen freigesetzt, daher bedarf die Nukleation und das Kristallwachstum
einer prazisen Regulation eines optimalen pH-Wertes sowie Redoxpotentials
(Cornell und Schwertmann 2003).

Stéchiometrie: 2 Fe(OH), + Fe?* - Fe;O, + 2 H,O + 2 H*
Eisen(lll)-oxid Magnetit

Welche biochemischen Komponenten daran beteiligt sind und speziell die
Vesikelbildung initiileren und steuern war lange Zeit unklar. Es wurde jedoch ver-
mutet, dass die Proteine der Magnetosomenmembran eine entscheidende
Funktion bei der Biomineralisation der Magnetosomen spielen.

3 Die Magnetosomenmembran

Balkwill et al. zeigten 1980 erstmals mittels Transmissions-Elektronenmikrosko-
pie im magnetotaktischen Bakterium Magnetospirillum magnetotacticum Stamm
MS-1, dass der elektronendichte Teil einzelner Magnetitkristalle von einer trilami-
naren Struktur umgeben ist (Balkwill et al. 1980). Acht Jahre spéter beschrieben
Gorby et al. anhand von isolierten Magnetosomen, dass die Magnetosomen-
membran in MS-1 eine ahnliche Architektur wie die Cytoplasmamembran auf-
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weist und aus einer 3—4 nm dicken proteinhaltigen Phospholipid-Doppelmem-
bran besteht. AuBerdem wurden in MS-1 unter Eisen-limitierenden
Wachstumsbedingungen Ketten leerer Vesikel beobachtet (Gorby et al. 1988).
Diese Beobachtung konnte spéater auch in Magnetospirillum sp. Stamm AMB-1
bestatigt werden (Komeili et al. 2004). Da auch in anderen untersuchten magne-
totaktischen Bakterien Membranstrukturen beobachtet wurden, die das Eisen-
mineral umgeben, scheint die Existenz der Magnetosomenmembran in Magnet-
bakterien universell zu sein (Bazylinski et al. 1994; Bazylinski 1995). Allerdings
konnten Hanzlik et al. in raster- und transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen des magnetischen Riesen-Stdbchens M. bavaricum keine
Magnetosomenmembran identifizieren. Trotzdem schienen die Magnetosomen
hier physikalisch mit der zelluldren Membran in Kontakt zu stehen (Hanzlik et al.
1996).

Erste biochemische Untersuchungen der Magnetosomenmembran in MS-1
wiesen in der Zusammensetzung Ahnlichkeiten zu den anderen Zellmembranen
auf (Gorby et al. 1988). Die Lipidanalyse durch DUnnschicht-Chromatographie
ergab, dass die Magnetosomen mit neutralen Lipiden und freien Fettsduren,
Sulfolipiden, Glykolipiden sowie Phospholipiden assoziiert sind, wie sie flr eine
biologische Membran typisch sind. Spéatere gaschromatographische Analysen
isolierter Magnetosomen ergaben im Gegensatz zu diesen vorherigen Beob-
achtungen (Gorby et al. 1988), dass sich das Lipidprofil der Magnetosomen-
membran in Magnetospirillum gryphiswaldense von dem der &uBeren
Membranen und der Cytoplasmamembranen unterscheidet (Gassmann 1996,
Schiuler und Bauerlein 1997; Bauerlein 2000; Béauerlein 2003). So war der rela-
tive Anteil der Phospholipide in der Magnetosomenmembran am Gesamtlipid-
gehalt wesentlich héher als in den anderen beiden Membranen. Zudem wurden
Ornithinamid und ein unbekanntes Aminolipid nicht in der Magnetosomen-
membran nachgewiesen, sondern nur in den beiden anderen Membranen. Auf-
grund der unterschiedlichen Lipidzusammensetzung wurde vermutet, dass die
Magnetosomenmembran einen eigenen Syntheseweg verfolgt und dass sie fur
die Kontrolle der maximalen GroéBe und der uniformen Morphologie der Magne-
titkristalle verantwortlich sein kénnte (Bauerlein 2003). Desweiteren kénnten die
unterschiedlichen Phospholipid-Zusammensetzungen der Membranen und
damit der Membranoberflachen, neben den Proteinen, fir die jeweilige Kristall-
morphologie der Magnetitkristalle eine Rolle spielen (Béuerlein 2003).
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Das durch die 1D-Gelelektrophorese identifizierte Proteinmuster der
Magnetosomenmembran schien bis auf zwei Proteine (15 kDa und 33 kDa)
unspezifisch und dem der Cytoplasmamembran &hnlich (Gorby et al. 1988).
Allerdings war diese Studie durch sehr geringe Mengen an verfligbarem Material
sowie einer nicht ausgereiften Isolierungs- und Reinigungsmethode der
Magnetosomen limitiert. Spétere Analysen extrahierter Magnetosomen-
membranen aus Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm MSR-1 wurden mit
einer effektiveren Methode zur Isolierung und Aufreinigung der Magnetosomen
durchgefiihrt. Dabei wies das Proteinmuster der Magnetosomenmembran ein
charakteristisches Proteinprofil auf, das sich deutlich von dem der &uBeren-
und Cytoplasmamembran sowie der I8slichen Proteinfraktion unterschied
(Schiler 1999). Somit wurden neun Magnetosomenmembran-spezifische
Polypeptide in unterschiedlichen Mengen identifiziert. Diese Proteine wurden,
basierend auf ihrem apparenten Molekulargewicht, als MM-15 bis MM-106
bezeichnet.

Matsunaga et al. lieferten 1992 den ersten Ansatz zur Etablierung eines gene-
tischen Systems in Magnetospirillum Stamm AMB-1 (Matsunaga et al. 1992).
Die durchgefiihrten Transposonmutagenese-Experimente lieferten Hinweise auf
drei Regionen, fir die angenommen wurde, dass sie bei der Synthese der Mag-
netosomen involviert sind. Das auf einer dieser Regionen lokalisierte Gen magA
wurde als erstes mutmaBliches Magnetosomen-Gen kloniert. MagA weist
Homologie zu Kaliumtransporter-Proteinen auf, daher wurde Uber eine még-
liche Funktion im energieabhangigen Transport des Eisens durch die Magneto-
somenmembran spekuliert (Nakamura et al. 1995a; Okamura et al. 2000).
Intrazellullére Lokalisierungs-Studien von MagA mit einer Luziferase-Fusion lie-
ferten jedoch Hinweise auf eine Lokalisierung in der Cytoplasmamembran und
der Magnetosomenmembran (Nakamura et al. 1995b). MagA konnte allerdings
bisher in keinem anderen untersuchten magnetotaktischen Bakterium in der
Magnetosomenmembran detektiert werden (Grinberg et al. 2004). Die magA-
Mutante wurde zudem nie komplementiert. Daher liegen keine Uberzeugenden
Beweise dafitir vor, dass MagA in der Magnetosomenmembran lokalisiert ist
bzw. Uberhaupt im Bio-mineralisationsprozess der Magnetosomen beteiligt ist.

Okuda et al. identifizierten 1996 durch 1D-SDS-PAGE drei Proteine (12 kDa,
22 kDa und 28 kDa) in der Magnetosomenmembran in M. magnetotacticum.
Durch reverse Genetik wurde allerdings nur ein Gen (das fur das 22 kDa Protein
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Mam22 kodiert) identifiziert und kloniert. Mam22 weist Homologie zu einer
Reihe von Proteinen auf, die der ,Tetratricopeptide repeat” (TPR)-Familie
angehoren. Die Autoren schlugen aufgrund der TPR-Motive eine Funktion von
Mam22 als Rezeptor vor, der mit anderen cytoplasmatischen Proteinen mit
gleichen TPR-Motiven interagieren kénnte (Okuda et al. 1996; Okuda und
Fukomori 2001). In einer spéateren Arbeit von Komeili et al. wurde aufgrund
subzellularer Lokalisierungs-Studien mit dem homologen Protein MamA in
Magnetospirillum sp. Stamm ABM-1 ebenfalls vermutetet, dass das Protein mit
anderen Bereichen der Zelle interagiert (Komeili et al. 2004). Desweiten wurde
in Deletionsmutanten von MamA durch Kryo-Ultramikrotomie beobachtet, dass
die AmamA-Mutanten zwar immer noch die gleiche Anzahl von Vesikeln
produzierten, jedoch waren nicht alle zur Synthese von Magnetit funktionell.
Eine verkirzte Kettenbildung stellt allerdings keinen eindeutigen Phanotyp der
MamA-Mutante dar, da die Bildung der Magnetosomen von vielen
verschiedenen Faktoren abhagig ist (Sauerstoffpartialdruck, Temperatur usw.).
Trotzdem mutmaBten die Autoren aufgrund ihrer Beobachtungen eine mdgliche
Funktion von MamA bei der Aktivierung der Magnetosomenbildung oder beim
Zusammenbau und der Erhaltung der Magnetosomen. Diese Spekulationen
sind jedoch experimentell weiter zu belegen.

In AMB-1 wurden drei weitere mutmaBliche Magnetosomen-assoziierte
Proteine (24,8 kDa, 35,6 kDa und 66,2 kDa) durch 1D-SDS-PAGE detektiert
(Matsunaga et al. 2000). Dabei wurde das 35,6 kDa Protein (MpsA) in hohen
Mengen nachgewiesen. Die Sequenz von MpsA weist Homologie zu einer
Acetyl-CoA-Carboxylase (Transferase) mit einem CoA-Bindungsmotiv auf. Die
Hypothese, dass die Magnetosomenmembran durch Invagination der
Cytoplasmamembran gebildet wird, fUhrte zu der Spekulation, dass MpsA
durch Acetylierung diese Invagination vermitteln koénnte, &ahnlich wie bei
membrandsen Invaginationen in Eukaryoten. Lokalisierungsstudien wurden mit
einer MpsA-Luziferase-Genfusion durchgefihrt. Dabei wurde die hdchste
Luziferase-Aktivitat in der Magnetosomenmembran nachgewiesen, in der
auBeren Membran sowie der Cytoplasmamembran wurde etwa die Halfte der
Aktivitat nachgewiesen. Somit war die Lokalisierung von MpsA nicht nur auf die
Magnetosomenmembran beschrénkt. Allerdings erscheint die funktionelle
Vorhersage sowie die daraus entwickelte Hypothese aufgrund der schwachen
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Sequenzahnlichkeit nicht sehr plausibel. AuBerdem konnte die vorgeschlagene
Funktion von MpsA bisher nicht experimentell bestatigt werden.

Obwohl die Ergebnisse der vorausgegangenen Arbeiten auf mutmaBliche
Magnetosomen-assoziierte Proteine und deren mogliche Funktion bei der
Biomineralisation hinweisen, sind einige Aussagen jedoch zum Teil
widerspruchlich. Aufgrund der llickenhaften experimentellen Beweisfuhrung
bestehen Zweifel an einigen Aussagen. Daher sollte es die Aufgabe dieser
Arbeit sein, die Wissenslicken zu schlieBen sowie Widerspriche durch eine
eingehende biochemische und genetische Charakterisierung der Magneto-
somenmembran aufzuklaren.

Alle in dieser Arbeit durchgeflinrten experimentellen Untersuchungen wurden
an dem Magnetbakterium Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm MSR-1
vorgenommen, das im folgenden beschrieben wird.

4 Der Modellorganismus Magnetospirillum gryphiswaldense

Es gibt bislang nur wenige in Reinkultur verfigbare magnetotaktische Bakterien
und die meisten der Isolate sind weitgehend uncharakterisiert (Frankel und
Bazylinski 2004). Zu den Kkultivierten Stdmmen gehéren Magnetospirillum
magnetotacticum Stamm MS-1 (Blakemore et al. 1979), Magnetospirillum sp.
AMB-1 (Matsunaga et al. 1991) und Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1
(Schleifer et al. 1991). Weitere Isolate in Reinkultur sind der magnetische Vibrio
MV-1 und Magnetococcus MC-1 (Balkemore 1975; Meldrum et al. 1993).

Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm MSR-1, im folgenden als MSR-1
bezeichnet, wurde durch D. Schiler 1990 aus dem aquatischem Sediment des
Flusses Ryck in der Nahe von Greifswald isoliert und 1991 erstmals néher
beschrieben (Schleifer et al. 1991). MSR-1 ist ein Gram-negatives, bipolar
monotrich begeiBeltes Spirillum, das der Untergruppe der a-Proteobakterien
zugeordnet ist.

Die Zellen von MSR-1 haben eine GréBe von 2-3 pm mit einem Durchmesser
von 0,6 pm (Abb. 2). Die Anzahl der Magnetosomen in MSR-1 ist abhangig von
den Wachstumsbedingungen. Das Maximum der Magnetitbildung wurde bei
einem Sauerstoffpartialdruck unter 0,25 mbar beobachtet. Elektronenmikrosko-
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pische Untersuchungen lieBen unter diesen Bedingungen durchschnittlich 35,
maximal 54 kubo-oktaedrische, ca. 42 nm groBe Magnetosomen pro Zelle
erkennen (Heyen und Schiler 2003). Die Induktion der Magnetitbiosynthese
erfolgt in MSR-1 unter mikroaeroben Bedingungen, d.h. einem Sauerstoffpar-
tialdruck < 10 mbar (Heyen und Schuler 2003). Die Eisenaufnahme aus dem
Medium erfolgt nicht kontinuierlich, sondern ist zeitlich an die Magnetitsynthese
gebunden. Die Magnetitbildung ist ihrerseits an niedrige Sauerstoffkonzentra-
tionen und Eisenverfligbarkeit gekoppelt (Schler et al. 1998). Eisen-Transport-
studien in MSR-1 ergaben, dass Fe(lll) in einem energieabh&ngigen Prozess mit
hoher Rate aufgenommen wird, wobei anscheinend spezifische Proteine der
auBeren Membran, jedoch keine Siderophore beteiligt sind (Schiler und Béuer-
lein 1996).

A)
Abb. 2:
Elektronenmikroskopische Aufnahme von A) Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm
MSR-1, B) Darstellung und VergréBerung der Magnetosomenkette in MSR-1. Die Pfeile
weisen auf die Magnetosomenmembran (MM) hin. (Aufnahmen aus: Schiler und Frankel
1999)
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MSR-1 ist unter Laborbedingungen im groBen MaBstab gut zu kultivieren
(Heyen und Schuler 2003). Weiterhin steht seit kurzem die fast vollstdndige
Genomsequenz von MSR-1 zur Verfigung (Kooperation M. Kube und R.
Reinhardt, MPI fir molekulare Genetik, Berlin). Durch weitergehende
genomische Analysen konnte eine ,,Magnetosomeninsel® identifiziert werden,
auf der die Gene fur die Biomineralisation organisiert sind (Schibbe et al. 2003).
Zudem ermdoglicht ein parallel zu dieser Arbeit entwickeltes genetisches System
fur M. gryphiswaldense die genetische Manipulation des Organismus
(Schultheiss et al. 2003; Schultheiss et al. 2004, Schultheiss et al. 2005, in
Druck). Somit kdénnen gezielte Mutationen an Genen mit unbekannten
Funktionen eingefiihrt werden. Aufgrund dieser aufgefiihrten Eigenschaften ist
M. gryphiswaldense Stamm MSR-1 ein geeigneter Modellorganismus zur
Untersuchung der Magnetitbiomineralisation.

5 Intrazellulare Kompartimente in Prokaryoten

Die Thematik dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung eines
komplexen, subzelluldren Kompartiments, den Magnetosomen in magneto-
taktischen Bakterien. Daher soll im folgenden ein allgemeiner Uberblick (iber das
Vorkommen und die Organisation von intrazellularen Strukturen in Prokaryoten
gegeben werden.

Typisch fUr eukaryotische Zellen sind Organellen wie z.B. Zellkern, Mito-
chondrien und Chloroplasten. Im allgemeinen werden Organellen als eigen-
standige und auf bestimmte Stoffwechselprozesse spezialisierte Strukturen im
Cytoplasma eukaryotischer Zellen definiert, die mindestens von einer Einheits-
membran, d. h. einer Lipid-Doppelschicht, umgeben sind. In Prokaryoten wur-
den keine der oben genannten eukaryotischen Organellen nachgewiesen.
Dennoch besitzen viele Bakterien intracytoplasmatische Membransysteme mit
unterschiedlichen Funktionen. Einige Bakterien enthalten z. B. sogenannte Gra-
nula von Reservestoffen, die aus Verbindungen von Kohlenstoff, Stickstoff,
Schwefel oder Phosphor bestehen.

In den letzten Jahren wurden in vielen Bakterien sehr komplexe, prézise
positionierte, subzellulare makromolekulare Strukturen nachgewiesen, die
neuerdings auch als Zellkompartimente bezeichnet werden (Cannon et al. 2001;
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van Niftrik et al. 2004; Seufferheld et al. 2003). Viele dieser prokaryotischen
Kompartimente sind von einer unilaminaren Schicht umschlossen, die
vollstdndig aus Protein besteht, wahrend andere, dhnlich zu den Organellen der
Eukaryoten, von einer lipidhaltigen Membran umgeben sind. Bei einigen handelt
es sich dabei um eine Lipid-Doppelmembran, in die Proteine eingebettet sind,
andere dagegen besitzen eine Lipid-Monomembran, die mit Proteinen assoziiert
ist. In Tabelle 1 sind einige Beispiele fur subzellulare Strukturen sowie fur ver-
schiedene Typen bakterieller Kompartimente aufgefiihrt, die sich hauptsachlich
in ihrer Morphologie, Funktion und Komplexitat unterscheiden.

Die einfachste Form bakterieller subzellularer Strukturen sind Speicherstoffe
wie Polyphosphate, Glykogen oder elementarer Schwefel, die innerhalb der
Zelle zu Granula aggregieren. Viele Sulfid-oxidierende Bakterien speichern z. B.
elementaren Schwefel in Form stark lichtbrechender Granula. Volutin, auch
bekannt als metachromatische Granula, sind die ersten intracytoplasmatischen
Strukturen, die in Bakterien beobachtet wurden (Meyer 1904). Der Name ergab
sich aufgrund der Erstbeschreibung bei Spirillum volutans und der
charakteristischen Farb&nderung, die die Granula mit einigen Farbstoffen
herbeifiihren. Die Volutingranula bestehen zum Uberwiegenden Teil aus
langkettigen Phosphaten und haben die Funktion eines Polyphosphat-
speichers.
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Tabelle 1: Beispiele fir subzelluldre Strukturen bzw. Kompartimente in Prokaryoten

Name Organismus Funktion Aufbau/Organisation
Volutin oder auch viele verschiedene Phosphatspeicher ohne Membran
metachromatische  Bakterien (z. B. fur

Granula

ATP-Synthese)
Energiegewinnung

Polysaccharid-
Granula

viele verschiedene
Bakterien

Glycogen- und
Kohlenhydratspeicher

ohne Membran

Intracytoplasma-
tische Membranen
und
Thylakoidmembran

photosynthetische
Bakterien,
Purpurbakterien
Cyanobakterien

Energiegewinnung
durch Photosynthese

Einschnirung der
Cytoplasmamembran

PHB-Granula

diverse Bakterien

Speicherung von

Lipid-Monomembran

z. B. Bacillus, Polymeren und
Pseudomonas, Kohlenstoff
Alcaligenes
Chlorosomen grune Energiegewinnung Lipid-Monomembran
Schwefelbakterien, durch Photosynthese
Chlorobium

Schwefeleinschliisse z. B. Pupurbakterien Schwefelspeicher, Unilaminare
(Rhodospirillineae), Energiegewinnung Proteinschicht
Schwefelbakterien
(Chromatium)
Gasvakuolen Cyanobakterien, Verringerung der Unilaminare
anoxygene photosyn-  Schwebedichte, Proteinschicht
thetisierende Bakterien, Steuerung des Auftriebs
Halobakterien
Carboxysomen autotrophe Bakterien ~ CO,-Fixierung Unilaminare
wie Cyanobakterien Proteinschicht
und nitrifizierende
Bakterien
Endosporen Bacilli, Clostridien Dauerformen bei Lipid-Doppelmembran/
externem Stress wie intrazellulare
extremen Temperaturen, Differenzierung
Strahlung

Anammoxosomen Planctomyceten anaerobe Lipid-Doppelmembran

Ammoniumoxidation

Acidocalcisomen

Agrobakterien,
Rhodospirillen

Calciumspeicher

Lipid-Doppelmembran

Magnetosomen

magnetotaktische
Bakterien

Navigation an erdmag-
netischen Feldlinien

Lipid-Doppelmembran
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Sehr héaufig in Bakterien sind die Poly-B-hydroxybutyrat (PHB)-haltigen
Granula, die als Speicher fir Polymere und Kohlenstoff dienen. Diese
Einschllsse weisen eine mit Proteinen assoziierte Lipid-Monomembran auf, die
das Speicherpolymer PHB umgibt (McCool et el. 1999; Pétter et al. 2002). In
einer kurzlich erschienenen Arbeit Uber die komplexe Struktur von PHB-Granula
in Ralstonia eutropha wurden durch 2D-SDS-PAGE und MALDI-TOF-Analysen
drei Phasin-Proteine indentifiziert, fur die eine eindeutige Bindung an die PHB-
Vesikel nachgewiesen werden konnte. Dabei ist PhaP1 die Hauptkomponente
an der Oberflache der Granula (Potter et al. 2004).

Andere Strukturen in Bakterien resultieren aus der komplexen Faltung von
intracytoplasmatischen Membranen, Einstilpungen der Cytoplasmamembran,
mit unterschiedlichen Morphologien wie Tubuli, Lamellen oder Vesikel. Diese
dienen zur VergréBerung der Membranoberflache fur hdéhere metabolische
Aktivitdten oder zur Energiegewinnung. Cyanobakterien besitzen intracyto-
plasmatische thylakoide Membranen (Jensen 1993). Chromatophore Membran-
systeme sind in den meisten photosynthetischen Bakterien wie z.B.
Rhodospirillum rubrum zu finden (Cohen-Bazire 1963). Beide dienen der
Energiegewinnung durch Atmung oder Photosynthese.

Uber komplexe, von der Cytoplasmamembran unabhingige, membran-
umgebene Chlorosomen wurde in Chlorobium berichtet. Dieses subzelluléare
Kompartiment besteht aus Bakterienchlorophyll-Aggregaten und ist von einer
Lipid-Monomembran umgeben, die mit einem Set aus etwa zehn verschiedenen
Proteinen (speziesabhangig) assoziiert ist (Chung und Bryant 1996; Bryant et al.
2002).

Weitere differenzierte, von einer reinen Proteinschicht umgebene
Kompartimente sind sogenannte Gasvakuolen und Carboxysomen.
Gasvakuolen bestehen aus einem spezifischen Set von etwa 14 Proteinen,
wobei GvpA (das héaufigste Protein, stark hydrophob) und GvpC sehr gut
untersuchte Strukturproteine dieses subzelluldaren Kompartiments sind (Offner
et al. 1998; Milouka et al. 2004). Carboxysomen sind mit Ribulose 1,5-
Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCo) geflllt, woraus auch ihr Name
resuliert, sie dienen der CO,-Fixierung (Cannon et al. 2001).

Ein sehr gut untersuchtes Beispiel fur intrazellulare Differenzierung in
Prokaryoten sind die Endosporen (Lai et al. 2003; Todd et al. 2003). Endosporen
ermdglichen den Bakterien ein Uberleben unter extremen Umweltbedingungen.
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In einer Vielzahl von Arbeiten konnte der Sporulationsmechanismus und die
daran beteiligten Proteine identifiziert werden (Rudner und Losick 2002;
Graumann et al. 2001; Lai et al. 2003). Die zwei wesentlichen Vorgange der
Sporenbildung sind: 1. Die sporulierende Zelle teilt sich asymmetrisch durch die
Bildung eines polaren Septums, wobei man die kleine gebildete Zelle als
Vorspore und die groBere als Mutterzelle bezeichnet. 2. In der weiteren
Entwicklung wird die Vorspore von der Mutterzelle ummantelt. Dies ist ein
phagocytotischer Prozess, in dem die Membranen des polaren Septums um
die Vorspore migrieren und diese als Protoplast in die Mutterzelle dricken. Es
wurden einige Proteine identifiziert, welche spezifisch in der &uBeren
Vorspormembran lokalisiert sind, dabei ist SpolVFB das am besten untersuchte
Sporulationsprotein (Rudner et al. 2002).

Zunehmend wurden in den letzten Jahren weitere komplexe intracytoplasma-
tische Kompartimente gefunden und untersucht. Dazu gehéren z. B. Anamm-
oxosomen in Planctomyceten, in denen die anaerobe Ammoniumoxidation
stattfindet. Anammox-Bakterien besitzen einzigartige Membranlipide, die Lad-
derane, die durch ihre Dichte eine schwer durchléassige Barriere fir die Diffusion
von chemischen Substanzen bilden und dadurch sehr wahrscheinlich
Konzentrationsgradienten wahrend des ungewohnlich langsamen Anammox-
Metabolimus erhalten (Sinninghe-Damste et al. 2002). Innerhalb der Anamm-
oxosomen wurden Tubulistrukturen beobachtet, die in organisierten Reihen
angeordnet zu sein scheinen (Lindsay et al. 2001). Es wird spekuliert, dass die-
se Strukturen innerhalb der Anammoxosomen Funktionen des Cytoskeletts
wéhrend der Zellteilung haben kdnnten. AuBerdem wurde hdufig beobachtet,
dass die DNA mit der Anammoxosomenmembran verbunden ist und diese
somit bei der Segregation der Chromosomen wahrend der Zellteilung involviert
sein kénnte. Aufgrund dieser Beobachtungen werden Anammoxosomen als
multifunktionelle Organellen eines vollig neuen Typs diskutiert (van Niftrik et al.
2004).

Weitere neuere Untersuchungen berichten Gber Acidocalcisomen in Agrobac-
terium tumefaciens, die den metachromatischen Volutingranula in verschie-
denen Mikroorganismen &ahnlich sind. Acidocalcisomen sind elektronendichte,
saure intrazelluldre Kompartimente, umgeben von einer Membran reich an
Pyrophosphaten und Polyphosphaten mit gebundenem Magnesium, Kalium
und Kalzium (Docampo und Moreno 2001). In der Acidocalcisomen-Membran
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wurde eine Protonen-Pyrophosphatase nachgewiesen, die homolog zu der in
den Acidocalcisomen in einzelligen Eukaryoten ist. Daher wird diskutiert, dass
Acidocalcisomen echte Organellen sind, die bereits vor der Trennung in Pro-
und Eukaryoten existierten und somit einen méglichen gemeinsamen Ursprung
haben (Seufferheld et al. 2003).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es verschiedene subzelluldare Kom-
partimente in Prokaryoten gibt, wobei die meisten fur die Bakterienzelle nicht
essentiell sind. Dagegen erflllen die Organellen der eukaryotischen Zelle eine
lebenswichtige Funktion. Desweiteren unterscheiden sich diese bakteriellen
subzelluldren Strukturen hinsichtlich ihrer mehr oder weniger bezeichneten
komplexen Organisationsform. Alle als Kompartimente bezeichneten kom-
plexeren Strukturen besitzen ein spezifisches Set an Proteinen und einige besit-
zen spezifische Lipide (z. B. Ladderane in der Anammoxosomen-Membran).
Dies weist auf eine intrazellulare Differenzierung sowie ein spezifisches Protein-
»1argeting” hin. Die Synthese und Abstammung der meisten Kompartimente ist
noch ungeklart.

6 Untersuchung von subzelluldren Strukturen in Bakterien

Durch ein zunehmendes Spektrum an zell- und molekularbiologischen Methoden
wurde das Verstandis flr die Struktur und Funktion der subzelluldren Organisation
in Bakterien revolutioniert. Durch Lokalisierungsstudien wurde u.a. bekannt,
dass viele Proteine zielgerichtet mit auBerordentlicher Prazision zu spezifischen
Orten in der Zelle transportiert werden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
strukturelle und funktionelle Homologe der eukaryotischen Cytosklelett-Proteine
Tubulin (FtsZ) und Actin (MreB) auch in Bakterien vorhanden sind. Damit wurde
widerlegt, dass ein Cytoskelett einzigartig fur Eukaryoten ist (Errington 2003).
Dies ist ein Beispiel neben vielen anderen. In den letzten Jahren wurden eine
Reihe von Arbeiten publiziert, in denen proteomische Analysen einen groB3en
Beitrag zur Aufklarung von Struktur, Funktion, Lokalisierung, Expression und
Dynamik der Proteine in Bakterien leisteten. Beispiele daftir sind Untersuchungen
zum Sporulationsmechanismus in Bacillus subtilis (Sharp und Pogliano 2002;
Rudner et al. 2002; Lai et al. 2003), zur PHB-Granulabildung in Ralstonia eutropha
(Potter et al. 2002; Potter et al. 2004), Bacillus megaterium (McCool und Cannon
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1999), Rhodospirillum rubrum (Handrick et al. 2004), Untersuchungen zur
Lokalisierung der Zellwandproteine in Caulobacter crescentus (Alley 2001; Figge
et al. 2004) und die Charakterisierung des Cellulosomen-Komplexes in
Clostridien (Sabathé et al. 2002; Kosugi et al. 2002).

In den oben genannten Studien haben sich Methoden der ,,Proteomic” als ein
sehr leistungsfahiges Werkzeug zur Untersuchung subzelluldrer Kompartimente
erwiesen. Die Untersuchung des Biomineralisationsprozesses der Magneto-
somen sollte daher unter &hnlichen Fragestellungen und methodischen
Durchfuhrungen erfolgen. In diesem Zusammenhang sollen die wichtigsten
Methoden zur proteomischen Analyse im folgenden diskutiert werden.

6.1 Methoden zur proteomischen Untersuchung

Als Proteom (engl. protein complement expressed by a genome) wird die
Gesamtheit aller in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter
definierten Bedingungen synthetisierten Proteine bezeichnet (Wasinger et al.
1995). Die Analyse eines Proteoms stellt ein wichtiges Werkzeug zur
Untersuchung der Zusammensetzung sowie der Dynamik und Lokalisierung von
Proteinen komplexer Strukturen dar. Proteomische Untersuchungen erméglichen
auBerdem die Charakterisierung von Proteineigenschaften wie Abundanzen und
posttranslationale Modifikation der Proteine.

Um die Komplexitdt der Magnetosomenmembran mdglichst vollstandig zu
erfassen sollten verschiedene Analyse-Methoden zur Identifizierung des
Magnetosomen-Subproteoms angewendet werden. Dabei wurde die
Leistungsfahigkeit der einzelnen Methoden verglichen, um neben der 1D-SDS-
PAGE zusétzliche Informationen zu erhalten. Dazu wurde die 2D-SDS-PAGE zur
Identifizierung moglicher weiterer Proteine in der Magnetosomenembran
angewandt. Die 2D-Gelelektrophorese ist eine leistungsstarke Methode, die die
Mdoglichkeit zur schnellen und hochauflésenden Trennung komplexer
Proteingemische bietet. In einem Gel kdnnen, mit einem geringen
Probenverbrauch, bis zu 10 000 Proteine aufgetrennt und visualisiert werden
(Klose und Kobalz 1995). Heute ist es mdglich in einem 2D-Gel Proteine mit
einem isoelektrischen Punkt (IEP) zwischen drei und zwdlf und einer GroBe
zwischen 10 und 200 kDa darzustellen (Gérg et al. 1999; Himmelreich et al.
1996). Desweiteren liefert die 2D-SDS-PAGE Informationen Uber die relativen
Anderungen der Proteinabundanzen oder posttranslationale Modifikationen von
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Proteinen. Nachteile dieser Methode sind, dass beim Transfer von der ersten
zur zweiten Dimension Proteine verloren gehen, und es ergeben sich héufig
Probleme bei der Aufldsung von stark hydrophoben Membranproteinen und
sauren Proteinen. Allerdings wurde die erste Referenzkarte von Membran-
proteinen in Pseudomonas aeruginosa mittels 2D-SDS-Page-Analysen etabliert
(Nouwens et al. 2000). Dadurch konnte die Genomic durch die Proteomic und
somit durch Charakterisierung der Genprodukte vervollstandigt werden. Ergénzt
wurde diese Methode durch die Massenspektrometrie (MS).

Massenspektrometrische Methoden stellen heute eine der wichtigsten
analytischen Methoden zur Trennung komplexer Proteingemische dar. Einen
wesentlichen Beitrag dazu leistete die Entwicklung der schonenden und
zugleich effizienten Isolierungstechniken Matrix Assisted Laser Desorption/
lonisation-MS (MALDI-MS) und Elektrospray-lonisation-MS (ESI-MS). Diese
Techniken in der Peptid- und Proteinanalytik erméglichen die Bestimmung der
molekularen Massen von groBen Biomolekuilen (Aebersold und Goodlett 2001;
Mann et al. 2001).

6.2 Proteinlokalisierung

Traditionelle Ansatze zur makromolekularen Untersuchung der Lokalisierung in
Bakterien sind Techniken wie Immunoblotting, Immunogold-Markierung und
Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Diese Methoden waren zur Erkennung der
Lokalisierung spezifischer subzellularer Komponenten effizient, dennoch ist ihre
Anwendung durch das Erfordernis von spezifischen Antikbrpern gegen das
Zielprotein begrenzt (Philips 2001). AuBerdem ist diese Technik nur in vitro
mdoglich und neigt leicht zu Artefakten.

Eine andere Mdéglichkeit zur Charakterisierung der zeitlichen Dynamik der
Genexpression und Proteinlokalisierung, stellt die Anwendung von Reporter-
genen bzw. Genfusionen in vivo dar. Sie sind relativ leicht zu konstruieren und
bieten im allgemeinen eine hohe Empfindlichkeit zur Detektion. Ein seit einigen
Jahren sehr hdufig angewandtes Gen kodiert fur das ,Green Fluorescent
Protein® (GFP). GFP ist ein fluoreszierendes Protein aus der Qualle Aequorea
victoria, das durch blaues Licht angeregt, grines Licht abstrahlt. Eine Reihe
von Eigenschaften machen GFP zu einem vielseitigen Reportergen sowohl in
Eukaryoten als auch in Prokaryoten. So ist die Beobachtung der Fluoreszenz
ohne zusatzliche Substrate mdglich; das Protein ist nicht zelltoxisch, was eine
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Lokalisierung in lebenden Zellen und somit eine Echtzeit in-situ Beobachtung
ohne jegliche Fixierungsmethoden ermdéglicht. Mit spezifischen Antikdrpern
lassen sich GFP und GFP-markierte Proteine immunologisch, z. B. im Western
Blot, nachweisen. Das Protein lasst sich auch dann detektieren, wenn es nicht
fluoresziert oder denaturiert ist (Margolin 2000).

GFP wurde seit Mitte der 90er Jahre in verschiedensten Organismen
(Vertebraten, Pilze, Pflanzen, Bakterien etc.) erfolgreich exprimiert (Cubitt et al.
1995). Diese Technik hat sich in zell- und molekularbiologischen Untersuchungen
als sehr leistungsféhig erwiesen und wurde daher in den letzten Jahren in vielen
verschiedenen Bakterien zur Lokalisierung subzelluldrer Strukturen erfolgreich
angewendet. Eine der ersten Anwendungen von GFP-Fusionen in Bakterien
war z. B. die Demonstration der Lokalisierung spezifischer Sporulationsproteine
in Bacillus subtilis (z. B. Arigoni et al. 1995; Lewis und Errington 1996; Webb et
al. 1995; Graumann und Losick 2001). Weitere Anwendungen von GFP zur
Charakterisierung von zellularen Prozessen wie z. B. Zellteilung und Separation
in E. coli war die Lokalisierung von Komponenten der Zellteilungsmaschinerie
(Sun und Margolin 1998; Chen et al. 1999 u. a.). In Caulobacter crescentus
wurden GFP-Fusionen zur Lokalisierung eines Chemorezeptors (McpA)
angewendet (Alley 2001).

Somit erschien diese Technik auch als Werkzeug fur Fragestellungen zur
Lokalisierung von MMP in Magnetbakterien interessant. Folgerichtig wurde
kirzlich die erste Anwendung einer GFP-Fusion mit einem Magneto-
somenmembran-assoziierten Protein (MamA) zur Untersuchung der Dynamik
und der Lokalisierung in Magnetosprillum sp. Stamm-AMB-1 gezeigt (Komeili et
al. 2004).

7 Zielsetzung

Die Untersuchungen im Modellorganismus Magnetospirillum gryphiswaldense
Stamm MSR-1 sollten zum Verstédndnis der biochemischen und genetischen
Grundlagen der Magnetitbiomineralisation beitragen. Dabei war das Ziel dieser
Arbeit, erstmals die biochemische Zusammensetzung der Magnetosomen-
membran in einem Magnetbakterium umfassend zu analysieren.
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Eines der Ziele stellte die Optimierung der Magnetosomenisolierung und Eva-
luierung flr biotechnologische und biomedizinische Anwendungen dar. Dazu
sollten isolierte Magnetosomen in verschiedenen Kooperationen hinsichtlich
ihrer magnetischen Eigenschaften sowie PartikelgréBe und Dispersionen cha-
rakterisiert werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der Magneto-
somenmembran und der ldentifizierung des Magnetosomenmembran-Sub-
proteoms. Nach der Identifizierung des Subproteoms sollten einzelne
Magnetosomengene kloniert und spater mit Hilfe der vorliegenden Genom-
sequenzen die korrespondierenden Gene detektiert werden. AnschlieBend soll-
ten Gene von ausgewdahlten Magnetosomenmembranproteinen (MMP) durch
Deletionsmutagenese erste Hinweise auf mdgliche Funktionen einzelner MMP
bei der Biomineralisation und Assemblierung der Magnetosomen liefern. Des-
weiteren sollten Lokalisierungsexperimente verschiedener MMP Aufschluss
Uber die Membrangenese und Expression geben.
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B - Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit entstanden folgende zwei Publikationen mit Erst-
Autorenschaft und eine weitere Publikation mit Co-Autorenschaft:

1. A large gene cluster encoding several magnetosome proteins is conserved in

different species of magnetotactic bacteria (Griinberg et al. 2001)

2. Biochemical and proteomic analysis of the magnetosome membrane in

Magnetospirillum gryphiswaldense (Grinberg et al. 2004) und
3. Magnetosomen als biologisches Modell der Eisenbindung: Messung der

Relaxivitat in der MRT (Herborn et al. 2003).

Die Thematik befasst sich mit der Rolle der Magnetosomenmembran im Bio-
mineralisationsprozess. Dazu wurden Untersuchungen zur biochemischen
Charakterisierung der Magnetosomen und insbesondere Analysen der
Magnetosomenmembran-assoziierten Proteine in Magnetospirillum gryphis-
waldense Stamm MSR-1 durchgefiihrt.

Im folgenden werden die Ergebnisse der Publikationen zusammengefasst
und im Zusammenhang diskutiert. Dieser Abschnitt ersetzt nicht die detaillierten
Diskussionen in den Publikationen, auf die deshalb hier verwiesen wird.
Ausfuhrlicher werden hier weitere Aspekte erlautert, die in den Publikationen
nicht oder nur kurz behandelt werden. AuBerdem werden bislang unver6ffent-
lichte Arbeiten dargestellt und diskutiert.

1 Biochemische Charakterisierung der Magnetosomen in
Magnetospirillum gryphiswaldense

1.1 Isolierung von Magnetosomen

Zur Untersuchung der biochemischen Zusammensetzung der Magnetosomen
wurden diese aus magnetischen Zellen von M. gryphiswaldense isoliert. Durch
die Anwendung einer speziellen magnetischen Separationstechnik in
Kombination mit einem anschlieBenden Ultrazentrifugationsschritt durch ein
Saccharosekissen (Grinberg et al. 2001 und 2004) lassen sich reine Suspensionen
intakter Magnetosomen gewinnen (Abb. 3).
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Abb. 3:

A) Technik zur Magnetosomenisolierung: Der Zellextrakt tropft aus dem Reservoir durch eine
mit einer Eisenmatrix gefillten Saule, dabei verbleiben die Magnetosomen aufgrund von
magnetischer Interaktion in der Saule. Nach Entfernen des Magnetfeldes werden die
Magnetosomen von der Saule gespuilt.

B) zeigt die quantitativ sowie qualitativ sehr effektive Isolierungsprozedur: a) Zell-Rohextrakt
vor der Abtrennung der Magnetosomen, b) Durchfluss nach magnetischer Separation und
c) die tiefschwarze Magnetosomensuspension.

In Kollaboration mit der Gruppe ,,Drug Targeting“ vom Max-Delbriick-Cen-
trum (MDC) fir molekulare Medizin in Berlin wurde der Einfluss der Praparati-
onsbedingungnen auf Membran- und Ferrofluideigenschaften hinsichtlich der
medizinischen Anwendungen von Magnetosomen in der Tumordiagnostik
untersucht. Zur Optimierung der Praparationsmethode in Bezug auf Reinheit
und Ausbeute der Magnetosomen wurden verschiedene Parameter der Magne-
tosomenisolierung bzw. -aufreinigung getestet. Dabei wurde mit Zellaufschluss-
methoden wie Ultraschall oder Lysozymbehandlung ein wesentlich geringerer
Magnetosomenertrag erzielt als mit Druckaufschluss mittels French-Press.
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Zudem waren die Ergebnisse der alternativen Aufschlussmethoden schwer
reproduzierbar. Weiter wurden Pufferart, Pufferkonzentration und pH-Wert
wéhrend des Zellaufschlusses und der Magnetosomenisolierung optimiert.
Wéhrend in zuvor beschriebenen Arbeiten eine wesentlich geringere Magneto-
somenausbeute von 9 mg/g TG Zellen erreicht wurden (Grinberg et al. 2001),
fUhrten die neueren Untersuchungen (Grinberg et al. 2004) zu einer optimierten
Technik, durch die aus 1 g Trockengewicht magnetischer Zellen 40 mg Mag-
netosomen gewonnen werden konnten. Der um mehr als das vierfache gestei-
gerte Magnetosomenertrag resultierte aus der effektiveren Isolierungstechnik
sowie der Optimierung der Sauerstoffkonzentration der mikroaeroben Kultivie-
rung der Bakterien in einem Oxystat-Fermenter (Griinberg et al. 2004; Heyen
und Schler 2003).

1.2 Lipidanalysen der Magnetosomenmembran sowie ganzer Zellen

Bislang ist die Genese der Magnetosomenmembran unklar. Aufgrund elek-
tronenmikroskopischer Beobachtungen und biochemischer Untersuchungen
wurde vermutet, dass die Magnetosomenmembran aus einer Invagination der
Cytoplasmamembran resultiert (Gorby et al. 1988; Matsunaga et al. 2000). Diese
Hypothese konnte experimentell jedoch nicht belegt werden. Alternativ besteht
die Moglichkeit, dass die Magnetosomenmembran de novo in der Zelle
synthetisiert wird. In diesem Fall kénnte vermutet werden, dass sich die
Lipidzusammensetzung der Magnetosomenmembran von der Cytoplasma-
membran unterscheidet. Somit kdnnte ein von der Cytoplasmamembran
abweichendes Lipidprofil oder der Nachweis von speziellen und seltenen Lipi-
den in der Magnetosomenmembran ein Indiz fir eine Neusynthese sein. Daher
war die Untersuchung der Lipidzusammensetzung in der Magnetosomen-
membran im Vergleich zu den ganzen Zellen ein interessanter Aspekt zur
Beantwortung der Genese der Magnetosomenmembran.

In dieser Arbeit wurde die Lipidzusammensetzung in der Magneto-
somenmembran sowie in ganzen Zellen von Magnetospirillum gryphiswaldense
Stamm MSR-1 durch Dinnschicht-Chromatographie sowie gaschromato-
graphischer Massenspektroskopie untersucht. Die Analyse des Fettsdureprofils
der Magnetosomenmembran in MSR-1 wies eine Anzahl von allgemein
verbreiteten und haufigen Fettsduren auf, die ebenfalls in der gesamten
Zellfraktion identifiziert wurden (Grinberg et al. 2004). Phosphatidylethanolamin



B — Ergebnisse und Diskussion 1 Biochemische Charakterisierung 26

und Phosphatidylglycerid waren die am haufigsten vorkommenden polaren
Lipide sowohl in der Magnetosomenmembran als auch im gesamten Zellextrakt.
Ornithinamid-Lipid und ein nicht identifizierbares Aminolipid wurden in
wesentlich geringeren Mengen in der Magnetosomenmembran als in ganzen
Zellen nachgewiesen. Mittels gaschromatographischer Massenspektroskopie
konnten im Vergleich zum gesamten Zellextrakt in der Magnetosomenmembran
keine Amid-gebundenen Fettsduren wie 3-Hydroxyhexadecanséaure (30H 16:0),
3-Hydroxyoctadecansaure (30H 18:0) und 2-Hydrodecensdure (20H 18:1)
nachgewiesen werden. Letztere sind typischerweise in der duBeren Membran
Gram-negativer Bakterien zu finden (Ratledge und Wilkinson 1988). Somit
unterschied sich das Lipid- und Fettsduremuster der Magnetosomenmembran
in MSR-1 durch die Abwesenheit von den oben genannten typischen Lipiden in
der auBeren Membran und durch die relativen Mengen der einzelnen Lipide von
dem Muster der gesamten Zellfraktion.

Diese Ergebnisse stimmen grundsatzlich mit den vorherigen Untersuchun-
gen in M. gryphiswaldense (Gassmann 1996, Schiler und Bauerlein 1997;
Bauerlein 2000) Uberein, allerdings waren in dieser Arbeit die quantitativen
Unterschiede der verschiedenen Phospholipide in den jeweiligen Fraktionen
kleiner. Dies koénnte durch Ungenauigkeiten in der unterschiedlichen
methodischen Durchfiihrung sowie der Untersuchung ganzer Zellen zu
begriinden sein.

Die Frage nach der Herkunft der Magnetosomenmembran, d. h. ob sie ein
Abkdmmling der Cytoplasmamembran ist oder einen eigenen Syntheseweg
besitzt, I&sst sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht beantworten. So sind
beide Thesen noch zu verfolgen und durch weitere Experimente der
Magnetosomenmembran zu bestatigen oder zu verwerfen.

1.3 Das Subproteom der Magnetosomenmembran

Die Proteine in der Magnetosomenmembran spielen sehr wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle im Biomineralisationsprozess. Einen Hinweis dafur liefert
die Tatsache, dass eine Reihe von Proteinen spezifisch mit der Magneto-
somenmembran assoziiert und nicht in anderen Zellfraktionen nachzuweisen
sind (Gorby et al. 1988; Matsunaga und Takeyama 1998; Okuda et al. 1996;
Schuler 1999). Zur weiteren Untersuchung wurde in dieser Arbeit die
Magnetosomenmembran aus Magnetospirillum gryphiswaldense extrahiert und



B — Ergebnisse und Diskussion 1 Biochemische Charakterisierung 27

analysiert. Ziel dabei war es, die assoziierten Proteine vollstdndig zu erfassen
und Uber deren Sequenzanalysen Rickschlisse auf mdgliche Funktionen zu
ziehen.

1.3.1 Identifizierung der Proteine in der Magnetosomenmembran

Die Zusammensetzung der Magnetosomenmembran-assoziierten Proteine
wurde zundchst in der eindimensionalen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1D-
SDS-PAGE) untersucht, die die Proteine aufgrund ihrer molekularen Masse
trennt. Je nach Gelkonzentration und Trennstrecke lassen sich Proteine mit
einem Molekulargewicht zwischen 10 und 200 kDa, mit dem Tris-Tricin-
Gelsystem niedermolekulare Proteine von 1,5-10 kDa auftrennen (Hashimoto
1983; Schagger und Jagow 1987). In Abhéangigkeit von den Elektrophorese-
bedingungen wurden zwischen 15 und 20 Banden in der 1D-SDS-PAGE durch
Coomassie-Blau-Farbung detektiert. Durch die empfindlichere Silberfarbung
wurden keine weiteren Banden nachgewiesen. Die Polypeptide wiesen ein
apparentes Molekulargewicht zwischen 15 und 103 kDa auf. Desweiteren
wurden einige zusétzliche niedermolekulare Proteinbanden (5 kDa, 7 kDa und
9 kDa) mittels Tris-Tricin-SDS Gelelektrophorese identifiziert. Von 14 der identi-
fizierten Banden wurden durch Edman-Abbau eindeutige N-terminale Sequenzen
erhalten. Diese Proteine wurden als Mam-Proteine benannt.

Mittels 2D-SDS-PAGE wurden anndhernd 30 Spots detektiert. Von den mit
Coomassie-Blau detektierten Spots wurden 19 mittels tryptischen Verdaus und
anschlieBender Massenspektroskopie (MS) weiter analysiert. Alternativ wurden
ganze Magnetosomen direkt einem tryptischen Verdau unterzogen und
anschlieBend, ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung mittels Kapillar-
Flussigkeitschromatographie-Massenspektroskopie-Massenspektrosko-
pie (CapLC-MS-MS) analysiert. Durch diese Methode wurden anndhernd 140
verschiedene Peptidsequenzen erhalten, die letztlich durch bioinformatische
Analysen 27 verschiedenen Genprodukten zugeordnet werden konnten.

Zusammenfassend erwies sich die Kombination verschiedener Heran-
gehensweisen zur ldentifizierung der Proteinzusammensetzung der Magneto-
somen als sehr geeignet und notwendig, um ein Maximum an Information zu
erhalten. AnschlieBend wurden die erhaltenen Peptidsequenzen durch das
Softwareprogramm MacVector 7.0 analysiert, Nukleinsduresequenzen in die
ORFs Ubersetzt sowie in verschiedenen Datenbanken ausgewertet. In der NCBI
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und Swiss-Prot Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), (http://
au.expasy. org/sprot/) wurden Sequenzen auf homologe Gene bzw. Proteine in
anderen Organismen verglichen. Proteinsequenzen wurden mit dem Prosite-
(http://us.expasy.org/prosite/) und dem PSORT-Programm (http://
psort.nibb.ac.jp/) auf Signal-Motive untersucht.

1.3.2 Sequenzanalyse

Basierend auf den Sequenzanalysen konnten die Magnetosomenmembran-
assoziierten Proteine in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe
umfasst Proteine, die als Magnetosomenmembranproteine (MMP) klassifiziert
wurden. Kriterien dafir waren:

a) ihre Prasenz als Hauptbande oder Spot in den 1D- und 2D-Gelen;

b) ihr ausschlieBliches Vorkommen in magnetotaktischen Bakterien und

c) keine oder nur entfernte Ahnlichkeit mit Proteinen bekannter Funktionen in
anderen Organismen. Zudem sind die meisten der zugehérigen Gene in
Operons mit anderen mam-Genen colokalisiert. Diese MMP sind MamA, MamB,
MamC, MamD, MamE, MamF, MamG, MamJ, MamM, MamN, MamO, MamQ,
MamR, MamS, MamT, MM22 und Mms6.

Die zweite Gruppe beinhaltet Proteine mit eindeutiger Homologie zu weit
verbreiteten, biochemisch gut charakterisierten und sehr hdufigen Proteinen in
anderen nicht-magnetischen Organismen. Trotz einer sehr stringenten Technik
zur Isolierung der Magnetosomen wurden in dieser Arbeit in der Magneto-
somenmembran Proteine detektiert, die haufige Proteine in Bakterienzellen
sind. Dabei handelte es sich um &uBere Membranproteine, ATPase-
Untereinheiten, ribosomale Proteine und Bestandteile der Atmungskette. Diese
Proteine wurden nicht in die Gruppe der MMP eingeordnet. Vermutlich stellen
sie Kontaminationen anderer Zellfraktionen dar, die durch Adsorption an die
Magnetosomenpartikel wéahrend des Zellaufschlusses verursacht wurden.
Kreuzkontaminationen durch festbindende Proteine anderer Zellfraktionen sind
eine haufige Beobachtung bei Isolierung komplexer intrazellularer Strukturen
wie z.B. PHB-Granula und Endosporen (Lai et al. 2003; McCool et al. 1999;
Todd et al. 2003). Allerdings ist nicht auszuschlieBen, dass einige dieser
Proteine in vivo tatsdchlich mit der Magnetosomenmembran assoziiert sind. Es
wére durchaus vorstellbar, dass die in dieser Arbeit in der Magnetosomenfraktion
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detektierte Protonen-lokalisierende ATPase z.B. eine Rolle bei der Energeti-
sierung der Magnetosomenmembran spielen kénnte.

1.3.3 Identifizierung und Organisation der mam-Gene

Zu Beginn dieser Arbeit stand nur sehr wenig Information lGber die genetische
Determination der Magnetitbiomineralisation in magnetotaktischern Bakterien
zurVerfugung. Daher wurden zunachst Gene in Magnetospirillum gryphiswaldense
Stamm MSR-1, die fur mutmaBliche MMP kodieren durch den mihsamen Weg
der ,reversen Genetik® kloniert und anschlieBend analysiert. Dazu wurde
genomische DNA von MSR-1 mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut
und Gene (mittels Sonden) im Southern Blot detektiert. Parallel dazu wurden
einzelne Gene in der PCR mittels degenerierter Primer amplifiziert. Nach
konventioneller Klonierung wurden die Gene sequenziert und mit Hilfe der
Datenbanken bioinformatisch ausgewertet.

Allerdings &nderte sich im Verlauf der Arbeit die Strategie durch die
Mdoglichkeit des Vergleichs der mam-Gensequenzen in M. gryphiswaldense
mit dem fast vollstdndig zusammengesetzten Genom des magnetischen
o-Proteobakteriums M. magnetotacticum Stamm MS-1 und des magnetischen
Kokkus Stamm MC-1 (USA, http://genome.jgi-psf.org/draft_microbes/magma/
magma.home.html). Seit einiger Zeit steht zudem die fast vollstdndige
Genomsequenz von MSR-1 zur Verfigung (Kooperation M. Kube und
R. Reinhardt, MPI flr molekulare Genetik, Berlin; AC-Numer: BX571782).
Dadurch wurde eine wesentlich schnellere und einfachere Identifizierung
homologer Gene méglich.

Alle zugehdrigen Gene Magnetosomenmembran-assoziierter Proteine
konnten mit einer Ausnahme (MM22) einer einzigen genomischen Region
zugeordnet werden. Diese Gene sind in drei verschiedenen Operons
colokalisiert: dem 2,7 kb groBen mms6-Operon (mms = magnetic particle
membran-specific protein; Okamura et al. 2001), dem 2,1 kb mamGFDC-
Operon und dem 16,5 kb groBem mamAB-Operon. Zusammen bilden sie die
mutmaBliche mindestens 35 kb groBe Magnetosomeninsel in M. gryphis-
waldense (Schibbe et el. 2003) (Abb. 4).
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Abb. 4:

Molekulare Organisation der Magnetosomeninsel in Magnetospirillum gryphiswaldense.
Die schwarzen Pfeile bezeichnen Gene, die fir MMP kodieren, die in den Proteinmustern
der Magnetosomenmembran identifiziert wurden.

Insgesamt konnten 25 Gene in den drei Operons der Magnetosomeninsel
identifiziert werden; davon kodieren 16 fir MMP, wahrend 9 Gene keinem der in
der Magnetosomenmembran identifizierten Proteine zugeordnet werden
konnten. Dennoch kénnten diese Gene innerhalb der Cluster ebenfalls fir
bisher nicht identifizierte MMP kodieren. So kdnnten Proteine, die aufgrund
schwacher Wechselwirkungen nur lose an die Magnetosomenmembran binden,
bei Isolierung und Reinigung der Magnetosomen solubilisiert und somit nicht
erfasst worden sein. Das die Gene auf der Magnetosomeninsel essentiell fir
den Biomineralisationsprozess sind, beweist eine Mutante von MSR-1, der
Stamm MSR-1B. In MSR-1B liegt eine spontane Deletion von annahernd 80 kb
vor, die alle bekannten mam-Gene beinhaltet. Diese groBe chromosomale
Deletion resultiert in einem nicht-magnetischen Phénotyp (Schibbe et al.
2003).

2 Charakteristika der Magnetosomenmembran-Proteine (MMP)

Alle identifizierten Magnetosomenmembran-Proteine, mit Ausnahme von MM22,
haben sehr ahnliche Homologe im Genom anderer magnetotaktischer Bakterien.
Das mit der Magnetosomenmembran assoziierte Protein Mms16 hat starke
Sequenzahnlichkeit zu Phasin-ahnlichen, PHB-Granula assoziierten Proteinen in
einigen anderen Bakterien (Schultheiss et al. 2004). In der Arbeit von Schultheiss
et al. wurde fir Mms16 durch eine GFP-Genfusion gezeigt, dass es nicht mit der
Magnetosomenmembran, sondern mit den PHB-Partikeln in MSR-1 assoziiert
ist (Schultheiss et al. 2005, in Druck).
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Die Magnetosomenmembran-Proteine MamC, MamD, MamF, MamG, MamJ,
MamR, MamS, MamT und Mms6 haben keine Homologie zu bekannten
Proteinen nicht-magnetischer Organismen und scheinen daher speziell auf
magnetotaktische Bakterien beschrankte Proteine zu représentieren, wahrend
andere MMP wie MamA, MamB, MamE, MamM, MamN, MamO, MamP und
MamQ Ahnlichkeit mit Proteinen diverser oder unbekannter Funktionen in nicht-
magnetischen Organismen aufweisen.

Nachfolgend werden Besonderheiten verschiedener MMP herausgestellt
bzw. zusammenfassend dargestellt. Weitere Details sind den Publikationen
(Grunberg et al. 2001; Grunberg et al. 2004) zu entnehmen.

MamA gehért zu den TPR (Tetratricopeptid repeat)-Proteinen und wurde
in der Magnetosomenmembran verschiedener Magnetospirilum Arten
nachgewiesen (Okuda et al. 1996). MamA besitzt 4-5 Kopien des
» letratricopeptid-repeats“-Motivs, das in vielen Organismen vorkommt. Das
wiederholte Tetratricopeptid-Motiv scheint in Protein-Protein-Wechselwirkungen
eine wichtige Rolle zu spielen (Blatch und Lassle 1999). TPR-Proteine kénnen
zahlreiche biologische Funktionen ausiben, die von der Transkriptionskontrolle
Uber den Proteintransport bis zur Proteinfaltung reichen. MamA hat im
Gegensatz zu typischen Membranproteinen keinen hydrophoben Membran-
anteil, daher ist anzunehmen, dass es elektrostatisch an die Magneto-
somenmembran gebunden ist.

Obwohl MamA eines der haufigsten MMP (10%) ist, ist es kein essentielles
Protein flr die Magnetosomen-Synthese. In anderen Arbeiten werden allerdings
Funktionen fir MamA vorgeschlagen wie z. B. als Rezeptor in der Magneto-
somenmembran, der mit cytoplasmatischen Proteinen interagiert (siehe
Einleitung Seite 10; Okuda et al. 1996; Okuda und Fukumori 2001; Komeili et al.
2004).

MamB und MamM weisen eine signifikante Sequenzhomologie mit Proteinen
der Cation Diffusion Facilitator (CDF)-Familie auf. Die CDF-Familie umfasst
Proteine, die eine Funktion als Effluxpumpen toxischer divalenter Kationen wie
Zink, Cadmium, Kobalt und anderen Schwermetallen haben. In anderen
Bakterien sind sie flr die Resistenz gegen bestimmte Schwermetalle
verantwortlich.

MamB und MamM haben eine Ahnlichkeit von 48% zueinander sowie starke
Ahnlichkeit zur CDF3-Unterfamilie, die mutmaBliche Eisentransporter umfasst
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(Nies 2003). Aufgrund neuer genetischer Untersuchungen in Magnetospirillum
gryphiswaldense MSR-1 scheinen MamB und MamM flr den Eisentransport in
die Magnetosomenvesikel verantwortlich zu sein (Schultheiss und Junge,
unveré6ffentlicht; Grinberg et al. 2004). In Mutagenese-Experimenten konnte
gezeigt werden, dass Deletionsmutanten von MamB und MamM keine Mag-
netosomen mehr bildeten. Durch Komplementation der AmamB-Mutante mit
MamB und MamM konnte dieser Phénotyp bestatigt werden (K. Junge 2003).

MamE und MamO haben eine relativ geringe Sequenzahnlichkeit von 31%
zueinander. Beide Proteine weisen auBerdem Sequenzahnlichkeiten zu HtrA-
ahnlichen Serin-Proteasen auf, obwohl MamO keine PDZ-Doméane enthalt.
HtrA-&hnliche Proteine besitzen eine konservierte Trypsin-&hnliche Protease-
Doméne und ein oder zwei PDZ-Doménen. Sie fungieren als molekulare
Chaperone und Hitzeschock-induzierte Proteasen, die fehlgefaltete Proteine im
Periplasma degradieren. AuBerdem unterstitzen Chaperone die korrekte
Faltung, indem sie fehlerhafte intermolekulare Wechselwirkungen ausschalten
(Clausen et al. 2002).

MamdJ ist reich an sauren Aminoséaureresten (14% Glutamat (E), 4,75%
Aspartat (D)), die in repetitiven Motiven organisiert sind. Dieses Sequenz-
charakteristikum koénnte bei der Magnetitbiomineralisation von potentieller
Relevanz sein. Polyelektrolytische Peptid-Doméanen sind in Proteinen haufig zu
finden, die in anderen Biomineralisations-Systemen wie z. B. in Muschelschalen,
Coccolithophoriden (Kalkflagellaten) involviert sind (B&auerlein 2003; Gotliv et al.
2003). Weiter ist bekannt, dass Carboxyl-Gruppen (aus Aspartat und Glutamat)
eine starke Affinitdt zu Metallionen haben und hé&ufig bei der Initiation von
Kristallnukleationen durch Bindung von Metallliganden involviert sind (Mann et
al. 2000; Arakaki et al. 2003).

In neueren Untersuchungen wurden Deletionsmutanten von MamdJ in MSR-1
erzeugt und analysiert. Elektronenmikroskopisch wurde beobachtet, dass die
Magnetosomen nicht mehr in ihrer urspringlichen Kettenform vorliegen,
sondern in vivo Aggregate bilden. Daher wird spekuliert, dass MamdJ als ein
filamentdses Protein entlang der Zellachse lokalisiert sein kdnnte oder eine
Funktion bei der Kettenbildung durch elektrostatische Interaktion zwischen den
Magnetosomen haben kdnnte (A. Scheffel, persdnliche Mitteilung).

Die Funktion der Proteine MamQ, MamR, MamS und MamT ist bislang
unbekannt. MamN weist Ahnlichkeiten zu einigen Transportprotein-Familien
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auf. MamQ und MamS$S sind hydrophobe Proteine und daher vermutlich
membrangebunden, wdhrend MamR ein hydrophiles Protein ist. Fir MamT
wurden zwei konservierte CytochromC Ham-Bindungsstellen (Cys-X-X-Cys-
His) identifiziert, die auch in MamT von MS-1 und MC-1 zu finden sind. Die
Identifizierung von Redox-Proteinen, wie z. B. Cytochromen, kénnte auf eine
Funktion von MamT bei der Oxidation oder Reduktion von Eisen wéhrend der
Bildung des Eisenoxids Magnetit hinweisen.

Mms6 weist ausschlieBlich Homologie zu Proteinen in anderen
magnetotaktischen Bakterien auf, insbesondere zu Mms6 in Magnetospirillum
Stamm AMB-1. Kirzlich wurde dieses Protein in AMB-1 als ein fest gebundenes
Magnetosomenmembran-Protein beschrieben, das am C-Terminus saure
Aminoséduren (Aspartat und Glutamat) und solche mit Hydroxylgruppen aufweist
(Arakaki et al. 2003). Die Autoren vermuteten, dass diese Strukturen direkt mit
der Mineraloberflache interagieren. In Blotting-Experimenten mit radioaktivem
Eisen wurde Eisenbindungsaktivitdt von Mms6 nachgewiesen. Daher schlugen
Arakaki et al. zwei Funktionen des Proteins vor: 1. Die Initiation der Kristall-
nukleation und 2. Die Inhibition und Regulation des Kristallwachstums und
somit Bestimmung der Morphologie.

Far eine Reihe von Proteinen, die im Biomineralisationsprozess involviert sind
wurde beobachtet, dass sie glykosyliert sind. So gibt es Hinweise auf
Oligosaccharidketten, die mit Biomineralien interagieren kénnten (Mann et al.
2000). Die proteomischen Analysen dieser Arbeit in Magnetospirillum
gryphiswaldense ergaben allerdings keine Hinweise auf glykosylierte Proteine.
AuBerdem konnten bislang fir keines der MMP Sequenzmotive flr
Sortierungssignale oder Signalpeptide gefunden werden.

Im folgenden wird in Kapitel 3 auf die MMP MamG, MamF, MamD und
MamC im experimentellen Zusammenhang eingegangen.
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3 Genetische Untersuchungen ausgewahlter MMP
(bisher unverdéffentlicht)

Nachdem die spezifisch an die Magnetosomenmembran gebundenen Proteine
weitgehend identifiziert werden konnten, sollten sich erste Untersuchungen zur
Funktion und Lokalisierung ausgewéhlter MMP anschlieBen. Besonders
interessant waren MamG, MamF, MamD und MamC, weil sie die h&ufigsten
Proteine (> 35% der gesamten MMP) in der Magnetosomenmembran sind.
Aufgrund dieser hohen Abundanz wurde vermutet, dass diese Proteine eine
essentielle Rolle im Bio-mineralisationsprozess spielen. Sie sind in allen bislang
untersuchten magnetotaktischen Bakterien konserviert, wéhrend in anderen
Organismen keine Homologen gefunden wurden. AuBerdem werden diese
Proteine durch das kleine mamGFDC-Operon kodiert, welches genetisch leicht
manipulierbar erscheint. Die Gefahr der polaren Effekte bei der Deletion eines
kleinen Operons scheint geringer als z. B. bei dem langen mamAB-Operon.
Zudem befinden sich in Transkriptionsrichtung sehr wahrscheinlich keine
weiteren Gene.

Hydropathie-Plots der Aminosduresequenz von MamD deuten auf ein
hydrophobes Protein mit einem kurzen hydrophilen Bereich nahe des
C-Terminus hin. Interessanterweise haben MambD und MamG Leucin-Glycin-
reiche repetitive Sequenzmotive mit Ahnlichkeiten wie sie z.B. in Seiden-
ahnlichen Proteinen (Zurovec und Sehnal 2002), in Muschelschalenproteinen
(Sudo et al. 1997) und im Knorpelprotein Elastin (Bochicchio et al. 2001)
gefunden wurden. Es ist bekannt, dass diese Proteine eine Tendenz zur
Selbstaggregation haben und einige von ihnen sind in verschiedenen Biominera
lisationsprozessen involviert. Da auch Mms6 &hnliche Leucin-Glycin-reiche
Sequenzmotive aufweist, kdnnte fir MamD und MamG ebenfalls eine Funktion
bei der Nukleation und Morphologie der Magnetosomen vermutet werden
(siehe Seite 33).

Fir MamF wurden drei Banden in der 1D-Analyse detektiert. W&hrend die
15-kDa-Bande mit dem monomeren Protein zu korrespondieren scheint,
handelt es sich bei den beiden groBen Banden (92 kDa und 103 kDa)
mutmaBlich um undissoziierte Oligomere (Hepta- oder Hexamere) von MamF.
Die drei Banden zusammen reprasentieren das zweithdufigste MMP nach
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MamC. Hydropathie-Plots von MamF sagen ein stark hydrophobes Protein mit
drei putativen Transmembranhelices vorher.

MamC ist mit einer Abundanz von fast 20% das h&ufigste Protein in der
Magnetosomenmembran. Auch hier sagen Hydrophathie-Plots ein stark hydro-
phobes Protein mit zwei Transmembranhelices voraus. Typisch flr hydrophobe

Tabelle 2: Vorhergesagte Eigenschaften der Proteine des mamGFDC-Operons mittels
Sequenzanalyse (,MacVector” 7.0)

Protein Anzahl der Molekulare Isoelektrischer Punkt Apparente Vorhergesagte
Aminosaurereste Masse (kDa) pl molekulare Masse Lokalisierung
im SDS-Gel (kDa)

MamD 314 30,2 9,68 23,2 Membran
MamC 125 12,4 4,88 16,1 Membran
MamF 112 12,3 9,57 103,3; 91,9; 11,8 Membran
MamG 85 7,7 9,28 9 Membran

Membranproteine ist auch der Unterschied des berechneten zum apparenten
Molekulargewicht (Tabelle 2).

Zur experimentellen Uberpriifung der Funktion der Proteine sollte zunéchst
das ganze mamGFDC-Cluster deletiert werden. Desweiteren sollten Expres-
sionsanalysen sowie Lokalisierungsexperimente von einzelnen Genen (mamG,
mamF, mamD und mamC) Aufschluss Uber die Genese der Magnetosomen-
membran geben.

3.1 Erzeugung und Charakterisierung einer AmamGFDC-Mutante

Das fur M. gryphiswaldense entwickelte genetische System (Schultheiss et al.
2003; Schultheiss et al. 2004) ermdéglicht eine spezifische Manipulation im
Genom des Organismus. Diese Technik sollte daher flr die Erzeugung von
Deletionsmutanten angewendet werden.
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Konstruktion einer AmamGFDC-Mutante

Die Erstellung eines Deletionskonstrukts des mamGFDC-Operons in einem in
MSR-1 nicht-replizierenden Vektor erfolgte mittels PCR und Uber mehrfache
Klonierungsschritte (siehe D — Anhang). Das Deletionskonstrukt (AGFDC-Kon-
strukt) bestand aus den 670 bp und 810 bp langen 5- und 3’-flankierenden
Bereichen des mamGFDC-Operons und dem Stopcodon von MamG sowie dem
Startcodon von MamC (Abb. 5). Nach Ligation in den in MSR-1 nicht-replizieren-
den, mobilisierbaren Vektor pK19mobsacB wurde das Konstrukt in den Donor-
stamm E. coli S17-1 transformiert. AnschlieBend wurde der Vektor aus dem
Donorstamm mittels Konjugation in den Wildtyp MSR-1 (Stamm MSR-1R/S)
Ubertragen und das Deletionskonstrukt Uber homologe Rekombination in das
Zielgenom integriert.

Mutanten mit einem doppelten Rekombinationsereignis (Doppel-Crossover)
sollten nicht mehr auf Kanamycin wachsen kénnen. Uber Replika-Plattierung
wurden daher 300 Transkonjuganden auf den Verlust der Kanamycin-Resistenz
Uberprift. Nur drei Klone waren sensitiv gegenuber dem Antibiotikum, diese
wurden weiter charakterisiert.

A) G/EcoRl-for C/Pstl-for

2800 ~ 3200 3600
C-Fragment

1600 2000 2400

G/Pstl_rev C/Xbal_rev
- -
B) AmamGFDC-Deletionskonstrukt
mms6 1480 bp

Abb. 5:

Schematisch dargestelltes Konstrukt einer AmamGFDC-Mutante von MSR-1. Pfeile

bezeichnen die fir die PCR verwendeten Primer.

A) Gezeigt sind die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente (G-Fragment 670 bp und
C-Fragment 810 bp) sowie die flankierenden Bereiche des mamGFDC-Operons. Durch
Anhangen spezieller Restriktionserkennungssequenzen (an die 5-Region wurde eine
EcoRI-Schnittstelle und an die 3’-Region eine Xbal-Schnittstelle angefligt) wurde das
Einflgen des Konstrukts in den pK19mobsacB-Vektor erméglicht.

B) Das komplette mamGFDC-Operon wurde Glber homologe Rekombination durch die
Fragmente G und C (AmamGFDC-Deletionskonstrukt) ausgetauscht.
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Genotypische Charakterisierung der AmamGFDC-Mutante

Um die mutmaBlichen Doppel-Crossover-Transkonjuganden genotypisch zu
charakterisieren, wurde der Verlust der Gene des mamGFDC-Operons mittels
PCR Uberprift (Abb. 6). Diese drei Kanamycin-sensitiven Transkonjuganden, die
nach einem doppelten Rekombinationsereignis nur das Konstrukt tragen sollten,
werden im folgenden als ADC4, ADC5 und ADC6 bezeichnet. Zum Vergleich
wurden die Kanamycin-resistenten Transkonjuganden (ADC7, ADC8 und ADC9)
in der PCR mitgefuhrt, die nach einem einfachen Rekombinationsereignis im
Genom den Vektor mit Konstrukt inseriert sowie das native Operon haben.

Abb. 6:

PCR zur Identifizierung von AmamGFDC-Mutanten.

Dargestellt sind die Amplifikate (Primer zur Amplifiation in der PCR: GK_for und C2K_rev)
des mamGFDC-Operons nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Als Positivkontrolle
wurde das Wildtypallel aus der genomischen DNA von MSR-1 (Spur 4, 2478 bp) und als
Negativkontrolle die unmagnetische Mutante MSR-1B (Spur 5) mitgefihrt. PCR-Produkte
aus genomischer DNA von: Spur 1-3: ADC4, ADC5 und ADC6 (474 bp) Spur 6-8: ADC7,
ADCB8 und ADC9; M: DNA-MarkerGeneRuler™ 100bp DNA Ladder

Die aus den drei Mutantenstammen ADC4, ADC5 und ADCE6 isolierte DNA
mit einem Doppel-Crossover konnte nur ein Amplifikat erhalten werden, das
veranderte Allel mit einer GréBe von 474 bp. DNA aus den Transkonjuganden
ADC7, ADC8 und ADC9 wiesen jedoch ebenfalls nur ein Amplifikat auf, obwonhl
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PCR-Produkte mit 474 bp (entsprechend dem deletierten Operon) sowie mit
2578 bp (entsprechend dem kompletten Operon) erwartet wurden. Vermutlich
wurden die beiden verschieden groBen Fragmente nicht mit der gleichen
Effizienz amplifiziert, da kleinere Fragmente bevorzugt amplifiziert werden. Die
Deletionsmutanten mit einem mutmaBlichen Doppel-Crossover wurden daher
zusatzlich durch einen Southern Blot verifiziert. Dazu wurde chromosomale
DNA der Deletionsmutanten mit den Restriktionsenzymen Sspl und EcoRV
verdaut. Die im Blot verwendete DNA-Sonde (639 bp) wurde so konstruiert,
dass sie zur Haélfte an MamC und zur Héalfte stromabwarts hinter der Sspl
Schnittstelle bindet. Somit wurde flir die DNA von den Mutanten ADC4, ADC5
und ADC6 ein Hybridisierungs-Fragment mit einer GréBe von 2955 bp
nachgewiesen. Fur die DNA des MSR-1 Wildtyps mit dem vollstandigem
Operon ergaben sich folglich zwei hybridisierende Fragmente (3589 bp und
2955 bp). Exemplarisch ist in Abb. 7 der Southern Blot mit der Mutante ADC4
dargestellt, fr ADC5 und ADC6 ergab sich das gleiche Hybridisierungsmuster.

Somit konnte mittels Replika-Plattierung, PCR und Southern Blot bestéatigt
werden, dass die drei Transkonjuganden ADC4, ADC5 und ADC6 nur das
Konstrukt tragen, den Vektor verloren hatten und somit das mamGFDC-Operon
im Genom deletiert war.

kb

20 o

Abb. 7:

Southern Blot zur Identifizierung eines doppelten Rekombinationsereignisses

(Details siehe Text). Genomische DNA aus: Spur 1: ADC4, ein Fragment hybridisiert
(2955 bp); Spur 2: MSR-1 Wildtyp, zwei Fragmente hybridisieren (3589 bp und 2955 bp);
Spur 3: MSR-1B (Negativkontrolle); M: DNA-MarkerGeneRuler™ 100bp DNA Ladder
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Phanotypische Charakterisierung der ADC4-Mutante

Aufgrund des Verlustes der vier haufigsten Proteine in der Magnetosomen-
membran wurde ein unmagnetischer Phanotyp fur die ADC4-Mutante erwartet.
Allerdings war bereits bei lichtmikroskopischer Betrachtung zu erkennen, dass
sich die Zellen beim Anlegen eines Magneten ausrichteten. Somit waren die
Zellen der ADC4-Mutante Uberraschenderweise noch magnetisch. Daraus
konnte geschlossen werden, dass die Gene des mamGFDC-Clusters fir die
Bildung der Magnetosomen nicht essentiell sind. Obwohl der photometrisch
ermittelte Magnetismus (Schuler et al. 1995) der ADC4-Mutante im Vergleich
zum Wildtyp nur unwesentlich geringer war, bildeten die Transkonjuganden im
Gegensatz zum Wildtyp anstatt dunkelbraune, graue bis hellbraune Kolonien.
Diese Beobachtung deutete auf eine veranderte Magnetosomenbildung hin, die
elektronenmikroskopisch bestétigt wurde. Elektronenmikroskopisch war zu
beobachten, dass die Tendenz der Magnetosomen zur Kettenbildung in vivo
geringer schien als beim Wildtyp (Abb. 8 A). AuBerdem waren die Magneto-
somenpartikel in der Mutante im Vergleich zu den reifen Partikeln (42 nm)
im Wildtyp wesentlich kleiner, dhnlich den unreifen Partikeln (20—30 nm).
Interessanterweise war zudem zu erkennen, dass die Deletionsmutanten eine
abweichende Morphologie der Magnetosomen im Vergleich zu den kubo-
oktaedrischen Magnetosomen im Wildtyp aufwiesen (Abb. 8 B). Die Magneto-
somen waren zwar noch kubisch, aber der oktaedrische Koérper schien nicht
vollsténdig entwickelt.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass mindestens eines der
durch das mamGFDC-Operon kodierten Proteine fir Form und GréBenverteilung
verantwortlich ist. Die gestorte kettenférmige Anordnung kénnte in der
Deletionsmutante jedoch auch eine Konsequenz aufgrund der geringeren GréBe
der Magnetosomen sein. Die magnetischen Eigenschaften sind namlich extrem
abhangig von GréBe und Form der Magnetosomen. Kleinere Partikel (< 30 nm)
weisen Superparamagnetismus auf, d.h. sie haben kein permanentes
magnetisches Dipolmoment. Fir die Kettenbildung der einzelnen Partikel
untereinander kdénnte neben der magnetischen Anziehung auch eines der
deletierten Proteine verantwortlich sein.

Um Rickschlisse auf die Funktion jedes einzelnen Gens des mamGFDC-
Operons ziehen zu kénnen, wurden Deletionskonstrukte von mamG, mamD und
mamC erzeugt. Diese Versuche waren jedoch nicht erfolgreich. Zum einen gab
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A)

Abb. 8:

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der ADC4-Mutante

(Aufnahmen von D. Schuler und A. Scheffel).
A) Vergeich der Anordnung der Magnetosomen in vivo:

a+c) MSR-1 Wildtyp und

b+d) ADC4-Mutante. Die Pfeile weisen auf die gestdrte Kettenbildung in der Mutante hin.
B) Isolierte Magnetosomen aus:

a) Wildtyp, kubo-oktaedrische Morphologie und

b) ADC4-Mutante, abweichende Morphologie (kubisch, aber nicht oktaedrisch)
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es Probleme bei der Ligation des mamG-Deletionskonstrukts in den Vektor
pK19mobsacB, zum anderen gab es Probleme bei der Integration der mamD-
und mamC-Deletionskonstrukte in das Genom des Wildtyps Stamm MSR-1
R1/S3. Dies kdnnte an der mangelnden Rekombinationseffizienz gelegen
haben, die von Gen zu Gen verschieden sein kann. Nach Abschluss der
experimentellen Arbeiten gelang es im Rahmen einer Diplomarbeit mit dem
sogenannten Cre-loxP-System (Sternberg 1981) eine MamC-Deletionsmutante
zu erzeugen (A. Gardes 2004). Elektronenmikroskopische Untersuchungen
wiesen in vivo keine Verdnderungen der Magnetosomen im Vergleich zum
Wildtyp hinsichtlich Form, GréBe und Anordnung auf. Da kein vom Wildtyp
abweichender Phénotyp beobachtet wurde, kdnnte dennoch Uber eine Funktion
von MamC z. B. in regulatorischen Prozessen spekuliert werden.

3.2 Lokalisierung von MamC

Zur weiteren Funktionsanalyse sollten neben dem Mutagenese-Ansatz die
Expression und Lokalisierung verschiedener MMP mit spezifischen Antikérpern
in vitro sowie mit Genfusionen in vivo untersucht werden. Dazu bot sich die
Erstellung von Genfusionen mit dem ,Green Fluoreszenz Protein“ (GFP) an
(siehe auch Einleitung Kapitel 6.2).

In dieser Arbeit sollte zundchst untersucht werden, ob sich GFP-Fusionen zur
Lokalisierung der Magnetosomen-assoziierten Proteine in M. gryphiswaldense
eignen. Im folgenden wird die Erzeugung einer GFP-Fusion mit dem haufigsten
MMP MamC dargestellt und diskutiert.

3.2.1 Erzeugung einer mamC-egfp-Genfusion

Zur Erstellung der Genfusion wurde mamC (375 bp) mittels PCR amplifiziert.
Dabei wurde das Stopcodon durch spezifische Nukleotide ausgetauscht, so
dass bei der Translation kein Leseabbruch stattfinden konnte. Das Amplifikat
(mamC + flankierende Regionen 418 bp) wurde in den pEGFP-N3-Vektor mit
dem egfp-Gen (720 bp) unter Berlcksichtigung des korrekten Leserahmens
fusioniert, woraus das Plasmid pABC2 resultierte. Da es sich bei MamC um ein
stark hydrophobes Protein handelte, wurde eine C-terminale Fusion am
vorhergesagten hydrophilen Bereich erstellt. Nach Uberpriifung der korrekten
Sequenz wurde das komplette Konstrukt mamC-efgp (1171 bp) (Abb. 9) in den
replizierenden und mobilisierbaren Vektor pBBR1-MCS2 umkloniert (pABC3), in
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E.coli Stamm S17-1 transformiert und per Konjugation in MSR-1 R1/S3
(resultierend in Stamm ABC5) bzw. MSR-1B R1/S3 (resultierend in Stamm ABC6)
Ubertragen (siehe D - Anhang). AuBerdem wurde zum Vergleich des Lokali-
sierungsmusters das unfusionierte egfp-Gen (auf dem Plasmid pAB4) in MSR-1
(resultierend in Stamm AB1) und MSR-1B (resultierend in Stamm AB2)
transkonjugiert.

Kanamycin-resistente Transkonjuganden wurden anschlieBend mittels PCR
auf die korrekte Ubertragung des Vektors mit dem Fusionsprotein tiberpriift.

HindIII Xbal
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Abb. 9:

Schematische Darstellung der mamC-egfp-Genfusion in pPBBR1-MCS2. Zwischen mamC
und dem egfp-Gen liegt klonierungsbedingt eine nicht kodierende Sequenz. Das komplette
Konstrukt hat eine GréBe von 1171 bp. Der Vektor pBBR1-MCS2 tragt zur Selektion der
Transkonjuganden ein Kanamycinresistenzgen.

In die unmagnetische Mutante MSR-1B wurde ebenfalls das mamC-egfp-
Fusion tragende Plasmid pABC3 eingefuhrt, um das Lokalisierungsmuster
vergleichen zu kénnen. Aufgrund einer spontanen Deletion von ca. 80 kb, die
alle Gene der Magnetosomeninsel betrifft, enthdlt der Stamm keine
Magnetitpartikel. Ob MSR-1B jedoch auch keine MM-Vesikel enthalt, wurde
noch nicht abschlieBend geklart (Schibbe 2003). Da die Gene der Magnititbio-
mineralisation deletiert sind, kdnnte dieser Stamm Aufschluss dariber geben,
ob fir eine Lokalisierung von MMP wie MamC weitere Gene erforderlich sind.

3.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung von
MamC-EGFP

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde nun untersucht, ob das Fusionsprotein

exprimiert wurde und wo es lokalisiert (fluoresziert). Fluoreszenzmikroskopisch

war zu beobachten, dass Stamm AB1 und Stamm AB2 mit dem unfusionierten

egfp-Gen leuchtenden (Abb. 10 A). Die Fluoreszenz erstreckte sich Uber das

gesamte Cytoplasma, es war keine Lokalisierung des EGFP-Proteins zu
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beobachten. Dieses Ergebnis belegte zum einen, dass das EGFP-Protein
funktionell war und zum anderen, dass es im Cytoplasma exprimiert wurde. Die
Zellen waren weiterhin magnetisch, auch elektronenmikroskopisch wurde kein
Effekt des Fusionproteins auf die Magnetosomenbildung beobachtet.

Die Transkonjuganden-Stdmme ABC5 und ABC6 mit dem fusionierten
MamC-EGFP fluoreszierten ebenfalls (Abb. 10 B). Hier konnte eine Lokalisierung
des Fusionsproteins MamC-EGFP beobachtet werden. Diese Lokalisierung
stellte sich als punktférmiges Signal dar, wobei innerhalb einer Zelle ein bis drei
zentral bzw. peripher angeordnete Signale zu beobachten waren (Abb. 10 C).
Die Signalmuster in den beiden Stdmmen wiesen keinen Unterschied
zueinander auf.

Zur Darstellung des Anteils der Zellen ohne (funktionelle) GFP-Fusion wurden
diese parallel mit dem DNA-markierenden Farbstoff DAPI angefarbt (Bartel
2003). Dabei fiel auf, dass etwa die Halfte der Zellen keine fluoreszierenden
Signale aufwiesen. Ursache daflr kénnte z. B. die heterogene Zellpopulation
sein, da sich in einer nicht-synchronisierten Population jingere und &ltere sowie
tote Zellen befinden. Zudem kénnte MamC-EGFP zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend des Zellzyklus an unterschiedlichen Orten in der Zelle lokalisieren.
Daher wurden Zellen von ABC5 sowie von ABC6 aus verschiedenen
Wachstumsphasen einer Batchkultur fluoreszenzmikroskopisch begutachtet.
Dabei war zu keiner Zeit ein Unterschied in der Lokalisierung des
Fusionsproteins zu erkennen.

Das in trans in die Zellen eingefiihrte MamC-EGFP wird vom lacZ-Promotor
auf dem Plasmid konstitutiv abgelesen und gegentber dem nativen MamC im
Genom in mehrfacher Ausfuhrung exprimiert. Da dies zu einem artifiziell hohem
Expressionslevel geflihrt haben konnte, sollten die Ergebnisse durch eine
chromosomale Insertion des mamC-egfp Konstrukts Uberprift werden, denn
in cis wird das Fusionsprotein vom nativen Promotor abgelesen und liegt in
einer niedrigeren Kopienzahl vor. Erste Ergebnisse einer chromosomalen
Insertion von mamC-egfp, die Uber ein doppeltes Rekombinationsereignis
erzeugt wurde, zeigten jedoch, dass die Zellen nicht fluoreszierten.
Moéglicherweise wurde das Fusionsprotein durch die Insertion ins Genom nicht
mehr exprimiert.

Aufgrund der starken bzw. der teils Uberstrahlten Fluoreszenzsignale war
nicht eindeutig zu erkennen, ob sich das Signal dort befindet, wo man die
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Abb. 10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transkonjuganden

A) Transkonjuganden von M. gryphiswaldense mit dem unfusionierten EGFP
a) Stamm AB1 und b) Stamm AB2.

B) Lokalisierung der MamC-EGFP-Transkonjuganden mit dem Fluoreszenzfilter Set 10:
BP 450-490, FT 510, BP515-565 und dem DAPI-Filter Set 02: G365, FT 395, LP420
(Zeiss) visualisiert: Signale des MamC-EGFP (grtin) und DAPI-gefarbte Zellen (blau) zur
Darstellung der Zellen ohne funktionelle GFP-Fusion
a+b) Stamm ABC5 (MSR-1), c+d) Stamm ABC6 (MSR-1B)

C) Beispiele fir die Lokalisierung des Fusionsproteins in verschiedenen Segmenten
innerhalb der Zelle (Stamm ABC5).

D) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Lokalisierung von MamC-EGFP in ABC5
(Aufnahmen von P. L. Graumann). Die Pfeile weisen auf die Fluoreszenz hin, die als
Lokalisierung des MamC-EGFP an die Magnetosomen interpretiert werden kdnnte.

) '
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Magnetosomenmembran erwarten wuirde. Daher wurden Aufnahmen der
MamC-EGFP-Fusion in Stamm ABC5 an einem anderen Modell eines
Fluoreszenzmikroskops und mit einer geringeren Beleuchtungsintensitét erstellt.
Darauf lieB sich eine Fluoreszenz entlang der Position der Magnetosomem
erkennen, entsprechend kénnte es sich dabei um die Lokalisierung von MamC-
EFGP in der Magnetosomenmembran handeln (Abb. 10 D). Diese Beobachtung
musste allerdings eingehender untersucht werden.

Erstaunlich war das identische Signalmuster von MamC-EGFP in den
Tanskonjuganden-Stammen ABC5 und ABCG6. In der unmagnetischen Mutante
wurde keine spezifische Lokalisierung erwartet, weil sie keine Magnetosomen
besitzt und mamC neben allen anderen bekannten Magnetosomen-Genen
deletiert ist. Daher ware eine Fluoreszenz der ganzen Zellen &hnlich wie beim
unfusioniertem GFP zu erwarten gewesen. Unklar war jedoch, ob in der Zelle
bereits Strukturen vorliegen, an die MamC bindet. Dies kdnnte einerseits
bedeuten, dass Komponenten, die auBerhalb der Magnetosomeninsel
determiniert werden, die zentrale Lokalisierung von MamC bestimmen.
Andererseits ist nicht vollig auszuschlieBen, dass es sich bei den Signalen um
Artefakte wie z.B. um denaturierte, préazipitierte Fusionsproteine (,inclusion
bodies“) handeln kénnte. In diesem Fall lieBe sich das identische
Fluoreszenzmuster in beiden Stammen erkldaren: Expressionsstudien mit
hydrophoben Membranproteinen sind haufig problematisch. So wurde in
Arbeiten mit GFP-Fusionen Uberexprimierter Membranproteine in E. coli Uber
die Bildung von ,inclusion bodies® berichtet. Allerdings wurde beobachtet, dass
die Bildung von ,inclusion bodies“ oft zum Verlust der GFP-Funktionalitat fihrt
und das GFP nicht mehr fluoresziert. Erst nach korrekter Faltung entwickelt das
Protein seine Fluoreszenz (Drew et al. 2001). Dies spricht dann jedoch gegen
ein Artefakt, da das Fusionsprotein MamC-EGFP fluoreszierte.

Zur Klarung der Befunde wurden weitere C-terminale Genfusionen von
mamA, mamG und mamF mit egfp in trans erstellt. Bei MamA handelt es sich
um ein hydrophiles MMP, MamG und MamF sind hydrophobe MMP.
Transkonjuganden mit der MamF-EGFP-Fusion fluoreszierten nicht. Die
Untersuchungen der Lokalisierung von MamA und MamG ergaben das gleiche
Bild wie die MamC-EGFP Fusion. Somit konnte anhand der fluoreszenzmikro-
skopischen Untersuchung allein nicht geklart werden, wo genau MamC-EGFP
lokalisiert. Daher sollten weitere biochemische Untersuchungen erfolgen.
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3.2.1 In vitro Untersuchungen der Lokalisierung des MamC-EGFP

Um weitere Informationen Uber die subzellulare Lokalisierung des
Fusionsproteins MamC-EGFP zu erhalten, wurde die Expression in den beiden
Transkonjuganden-Stammen ABC5 und ABCB6 in verschiedenen Zellfraktionen
im Western Blot immunochemisch untersucht. Dazu wurden Proteine des
Rohextrakts, 16sliche Proteine, Membranproteine sowie Magnetosomenproteine
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen.
AnschlieBend wurde eine Immunodetektion mit Antikérpern sowohl gegen
EGFP als auch gegen MamC durchgefihrt (Abb. 11).
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Abb. 11:

Immunoblot verschiedener Zellfraktionen der Transkonjuganden-Stamme ABC5 und ABC6

mit dem Antikdrper A) gegen GFP; B) gegen MamC. Das MamC-EGFP Protein hat eine

GroBe von 46 kDa, wahrend das native MamC ein apparentes Molekulargewicht von

16,1 kDa aufweist.

A) Spuren: 1 Marker, 2 MSR-1B I6sliche Proteinfraktion, 3 MSR-1B Membranprotein,
4 MSR-1B Zellextrakt, 5 MSR-1 I&sliche Proteinfraktion, 6 MSR-1 Membranprotein,
7 MSR-1 Magnetosomenmembran (MM), 8 Negativkontrolle: MSR-1 Wildtyp (WT)
Magnetosomenmembran, 9 Positivkontrolle: EGFP unfusioniert.

B) Spuren: 1 MSR-1B I6sliche Proteinfraktion, 2 MSR-1B Membranprotein, 3 MSR-1B
Zellextrakt, 4 Negativkontrolle: MSR-1B WT Zellextrakt, 5 MSR-1 I6sliche Proteinfraktion,
6 MSR-1 Membranprotein, 7 MSR-1 MM, 8 Positivkontrolle: MSR-1 WT MM, 9 MSR-1
WT Zellextrakt.

Mit dem Antikérper gegen GFP wurde MamC-EGFP (46 kDa) in Stamm ABC5
ausschlieBlich in der Magnetosomenmembran detektiert. In Stamm ABC6
dagegen wurde MamC-EGFP in allen untersuchten Fraktionen (in der I&slichen
Proteinfraktion, Membranfraktion und im Zellextrakt) nachgewiesen. Dies
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kénnte an der héheren Empfindlichkeit der biochemischen Methode gelegen
haben, denn fluoreszenzmikroskopisch war nur ein Signal innerhalb der Zellen
zu erkennen.

Immunoblots mit dem MamC-Antikdrper zeigten das gleiche Ergebnis. Das
native MamC wurde zusatzlich zur MamC-EGFP-Fusion in der Magneto-
somenmembran der Transkonjuganden sowie in der Magnetosomenmembran
des MSR-1 Wildtyps und im gesamten Zellextrakt in unterschiedlichen Mengen
detektiert. Zudem konnte mit dem Antikdrper gegen MamC gezeigt werden,
dass in MSR-1B wie erwartet kein natives MamC exprimiert wird, sondern nur
das Fusionsprotein.

Die Western-Blot-Analysen sowie die fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchungen wiesen darauf hin, dass das Fusionsprotein in MSR-1 ausschlieBlich
in der Magnetosomenmembran lokalisiert ist. Allerdings konnten mit dieser
Methode flur die untersuchten Genfusionen keine abschlieBenden Aussagen
Uber den Ort der Magnetosomenmembran-Genese gemacht werden. Dennoch
kénnen Fusion von MMP mit dem EGFP-Protein vielversprechende Ergebnisse
liefern, scheinen aber nicht fur alle Proteine gleichermassen geeignet, um deren
Lokalisierung in der Zelle zu untersuchen.

Gleichzeitig mit dieser Studie in Magnetospirillum gryphiswaldense wurde in
Magnetospirillum sp. Stamm AMB-1 die Lokalisierung von einem Magneto-
somenprotein untersucht (Komeili et al. 2004). Die funktionelle Insertion eines
Fusionsgens mit GFP wurden mit dem hydrophilen Membranprotein MamA
durchgefihrt. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen ergaben ein unter-
schiedliches Lokalisierungsmuster von MamA-GFP wahrend der Wachstums-
phasen. Dabei erstreckte sich die Fluoreszenz wéhrend der exponentiellen
Phase als dinne Linie in der Zelle von einem zum anderen Ende. Zeitweise
wurde eine Lokalisierung von MamA-GFP in der Zellmembran beobachtet. Dies
wurde jedoch nicht belegt und bleibt zweifelhaft. In der stationdren Phase
wurde ein punktférmiges Lokalisierungsmuster beobachtet, indem die Zellen
am Ende des Wachstums ein bis vier Spots des Fusionsproteins beinhalteten.
Diese Beschreibung deckt sich teilweise mit den Beobachtungen der EGFP-
Fusionen mit MamC, MamA und MamG, wobei in dieser Arbeit jedoch keine
Dynamik der Lokalisation der Proteine beobachtet werden konnte.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Magnetosomenmembran in Magnetospirillum
gryphiswaldense biochemisch und molekulargenetisch untersucht. Die Magneto-
somenmembran ist eine biologische Phospholipid-Doppelmembran, die die
Magnetosomen in der Zelle abgrenzt. Sie ist mit einem spezifischen Set von
17 Proteinen assoziiert, die sich von denen der anderen Zellfraktionen
unterscheiden. Magnetosomen haben somit eine eigenstdndige Funktion als
intrazelluldre Reaktionsrdume der Biomineralisation von Magnetit. Aufgrund
dieser Kriterien stellen Magnetosomen ein subzellulares Kompartiment in
Prokaryoten dar, das jedoch fir die Zelle nicht essentiell ist.

Zur Entstehung der Zellkompartimente besteht die allgemeine Theorie einer
Invagination der Zellmembran. Die molekulare Maschinerie der Vesikelbildung
in Eukaryoten ist mittlerweile recht gut verstanden (Schmid und Damke 1995).
Dagegen gibt es bislang nur wenige Studien zur Vesikelbildung in Prokaryoten.
In einigen Prokaryoten werden die Vesikel durch Einstilpung der Cytoplasma-
membran gebildet, so wie es auch fur die Magnetosomenmembran vermutet
wurde. Jedoch konnten die Ergebnisse der Lokalisierungsexperimente in dieser
Arbeit keinen Aufschluss Uber die Genese der Magnetosomenmembran geben.
In MSR-1 konnte keine Lokalisierung der MMP in der Cytoplasmamembran
beobachtet werden. Daher ist durchaus denkbar, dass magnetotaktische
Bakterien einen Mechanismus zur Vesikelbildung verwenden, der ahnlich zu
dem in Eukaryoten ist, wobei die Membran im Cytoplasma de novo sythetisiert
wird.

Die Komponenten der Magnetosomenmembran kontrollieren die Bio-
mineralisation von Magnetit. Die genaue Funktion der meisten MMP konnte
zwar nicht eindeutig gezeigt werden, dennoch sollen im folgenden noch einmal
die potentiellen Kandidaten und deren spekulative Rolle beim Zusammenbau
und Erhalt der Magnetosomen zusammenfassend dargestellt werden.

Haufig beobachtete Charakteristika fir Proteine, die in Biomineralisations-
prozessen involviert sind, sind repetitive Sequenzmotive, spezielle
polyelektrolytische Polypeptid-Doméanen mit ungefalteten offenen
Konformationen (Evans 2003). Die MMP in Magnetospirillum gryphiswaldense
MamG, MamD und Mms6 sowie MamdJ weisen diese genannten Eigenschaften
teilweise auf. Fir MamG, MamF, MamD und MamC konnte durch die
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Ergebnisse der Deletionsmutagenese gezeigt werden, dass mindestens ein Gen
dieses Operons Funktionen in der Formgebung, GréBe und Anordnung der
Magnetosomen hat. Diese Proteine kdnnten in der Magnetosomenmembran
asymmetrisch verteilt sein und so das Kiristallwachstum in eine bestimmte
Richtung erleichtern und in andere Richtungen hemmen. Fir Mms6 wird
aufgrund der eisenbindenden Region angenommen, dass eine direkte
Interaktion mit der mineralischen Oberflache der Magnetitkristalle stattfindet.
Ahnliche Motive sind in MamD und MamG zu finden, was die Beobachtung der
Ergebnisse der Mutagenese-Experimente unterstiitzt, dass diese Proteine eine
Funktion in Wachstum und Formgebung der Magnetosomenvesikel haben.
Deletionsmutanten von MamdJ zeigen phénotyisch eine Stérung der
Kettenbildung, was auf ein ,Scaffold“-Protein hinweisen kénnte (A. Scheffel,
persdnliche Mitteilung).

Waéahrend viele MMP typische Charakteristika von Membranproteinen
aufweisen, erscheinen andere hydrophil mit einer vorhergesagten Lokalisierung
im Cytoplasma. Daher kdénnte vermutet werden, dass die Bindung der MMP
nicht nur auf hydrophober Interaktion beruht, sondern bei einigen MMP andere
Arten von Interaktion stattfinden, wie Protein-Protein-Interaktion durch TPR-
Domaéanen wie sie z.B. in MamA zu finden sind. Dabei kénnte MamA durch
Bindung der Magnetosomen an die Innenseite der Cytoplasmamembran die
Kettenbildung stabilisieren. MamE koénnte durch die Kontrolle der richtigen
Faltung und intermolekularen Wechselwirkungen z. B. bei der Entwicklung und
Zielsteuerung der MMP wahrend des Zusammenbaus der Membran involviert
sein. PDZ-Doméanen sind an einer Reihe von Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt und vermitteln den Zusammenbau von spezifischen Multi-
Proteinkomplexen. Fir MamA und MamE kénnte man sich somit die
Organisation um ein PDZ- oder TPR-basierendes Gerust vorstellen, das eine
stabile Lokalisation interagierender Proteine wahrend des Magnetosomen-
zusammenbaus erlaubt.

MamB und MamM sind im Eisentransport evtl. durch Erleichterung der
Diffusion des Eisens in die Magnetosomenvesikel involviert, wahrend MamT
aufgrund der CytochromC Hambindungsstelle bei Redoxprozessen des Eisens
zu Magnetit beteiligt sein kdnnte.

Diese oben aufgeflhrten Spekulationen kénnten als Hypothese dienen, die in
kinftigen Arbeiten durch genetische Analysen Uberprift werden kénnten. Ist
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der Prozess der Magnetosomenbildung in M. gryphiswaldense auf molekularer
Ebene verstanden, kénnte dies als ein allgemeines Modell von Biominerali-
sationsprozessen dienen, das Einblick in den evolutiondren Ursprung anderer
bakterieller Kompartimente sowie eukaryotischer Organellen liefern kdnnte.
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Arbeitsschritte zur Erstellung der AmamGFDC-Deletionsmutanten:

Amplifikation des G-Fragments und C-Fragments aus dem Plasmid pKG6B,
Primer mit angefuigten Restriktionserkennungs-Sequenzen:
G_for, G/Pstl_rev und C/Pstl_for, C/EcoRI_rev

Y

Ligation der Fragmente in den replizierenden Vektor pBS/SK+ und Subklonierung in
E. coli Stamm DHb5q.
ADC1

l

Ausschneiden des gesamten AGFDC-Konstrukts mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Xbal

Y

Ligation des Konstrukts in den in MSR-1 nicht replizierenden Suizidvektor pK19mobsacB,
Transformation in E.coli Stamm DH5a
ADC2

l

Transformation des Plasmids mit dem Deletionskonstrukt in den Donorstamm
E. coli Stamm S17-1
ADC3

l

Ubertragung des Konstrukts in M. gryphiswaldense Stamm MSR-1 R1/S3 via Konjugation
ADC4
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Arbeitsschritte zur Erstellung des mamC-egfp-Fusionkonstrukts in Magneto-
spirillum gryphiswaldense:

Amplifikation von mamC+32 bp stromaufwérts aus genomischer DNA, Anhdngen von Restrik
tionsschnittstellen mittels spezifischer Primer: mamC_for und mamGC/Sall_rev
Amplifikat+flankierende Regionen 413 bp

l

Ligation von mamC in den Vektor pCR2.1-TOPOQ in E. coli Top 10 Zellen
AABC1

Y
Ausschneiden von mamC mit den Restriktionsenzymen Sall und EcoRl, anschlieBende
Ligation in den Vektor pEGFP-N3, der das egfp-Gen tragt; Transformation in E. coli
Stamm Inv110
AABC2

l

Ausschneiden des Fusionskonstrukts mamC-egfp (1180 bp) mit den Restriktionsenzymen
Hindlll und Xbal

Y
Ligation des Fusionkonstrukts in den replizierenden und mobilisierbarenVektor pBBR1-MCS2;
Transformation in E. coli Stamm DH5c
AABC3

Y
Umklonieren des Konstrukts auf dem Plasmids pBBR1-MCS2 in E. coli Stamm S17-1
AABC4

Y
Ubertragung des Konstrukts in M. gryphiswaldense Stamm MSR-1 R1/S3 und
MSR-1B R1/S3 via Konjugation
AABC5 (MSR-1) bzw. AABC6 (MSR-1B)
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I Bakterienstamme und Plasmide

Stamm Geno- oder Phanotyp Referenz

Escherichia coli

Escherichia coli DH50. F~ suoE44 AlacU169 (¢ 80 Hanahan (1985)
lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrA96 thi-1 relAl

Escherichia coli S17-1 pro thi hsdR Tra* recA” Tr" Sm' Simon et al.
Q RP4-Tc::Mu-Kn::Tn7 (1983)

Escherichia coli Top10 F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Grant et al.
$80lacZAM15 AlacX74 deoR (1990)

recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL(Str?) endA1 nupG

Magnetospirillum gryphiswaldense

M. gryphiswaldense MSR-1 R1/S3 Rif’, Sm', spontane Mutante Schultheiss,

(DSMZ 6361) (2004)

MSR-1B R1/S3 Rif', Sm', Mutante mit spontaner Schultheiss,
Deletion (2004)

Konstruierte Mutantenstamme

ADC4 -9 MSR-1 R1/S3 Deletionsmutanten
des mamGFDC-Clusters

ABC5 MSR-1 R1/S3 mamC-egfp
ABC6 MSR-1B R1/S3 mamC-egfp
AB1 MSR-1 R1/S3 egfp
AB2 MSR-1B R1/S3 egfp
Plasmid Merkmale Hersteller, Referenz
pBlueskript SK- ApR, mob; 3,0 kb Stratagene
pBBR1-MCS 2 KmR, mob; 5,14 kb Kovach et al. (1995)
pK19mobsacB Km®, mob, oriV, lacZo., ptac-, tac-

Promotor, sacB" Schéfer et al. (1994)
pCR2.1-TOPO ApP, Km®, lacZa, T7-Promotor; 3,9 kb Invitrogen
pEGFP-N3 Kan®, Neo®; 4,7 kb BD Biosciences Clontech

) Gen fiir eine Levansucrase
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Konstruierte Plasmide

Ausgangsplasmid Insert

pDC1 pBS/SK+ PCR-Produkt des Deletion-
konstrukts bestehend aus G-
und C-Fragment 1480 bp

pDC2 pK19mobsacB Deletionskonstrukt
AmamGFDC-Operon

pABC1 pCR2.1-TOPO 375 bp PCR-Produkt + 32 bp der
5" flankierenden Region; amplifiziert
aus genomischer DNA von MSR-1
Wildtyp

pABC2 pEGFP-N3 418 bp insert mamC + flankierende
Regionen

pABCS3 pBBR-MCS2 1171 bp Konstrukt mamC/egfp

pAB4 pBBR-MCS2 Tragt das egfp-Gen

Il Primer
Name/Orientierung Sequenz

G_for

G/EcoRI_F
G/Pstl_rev
C/Pstl_for
C/EcoRl_rev
C/Xbal_rev
MamC_for

MamC/ Sall_rev
GK for

C2K _rev
MamC_F/Hindlll
MamC_rev/EcoRlI
EGFP_rev
AGmamC_f/Sonde
AGmamC_r/Sonde

AGC AGG CAC CAGAGTTCTCCTT

GAT ATC TTA AGC GAG GGC AAA GCA AT

CTG CAG CAT CTG ATC TCC GGC AAG TGT A
CTG CAG GCC TGA AAT ATT GGG CTG GTT CAC
GAA TTC TCA GGC CAATTC TTC CCT CAG AA
TCT AGA GTT GAT GGG GGC GCG GAAGTT TC
TAA GCC TGA CCC TTG AAT

GTC GAC GGC CAATTC CCT CA

CCA CGA CAG CAT AAG GAATAA CTC

GGA GAT TTC AAG GAG GAG AC

AAG CTT ATGAGC TTT CAACTT GCG CCGTAC T
GAATTC TCA GGC CAATTC TTC CCT CAG AA
TAG AAT CGA TAC CGT CGA

CAA GAATGC CCG GCTTIT G

CGG AGATTT CAA GGA GGA CG
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IV Antikorper

Primare Antikérper: 1. Anti EGFP, Verdinnung 1:10000; polyklonal aus
Kaninchen (Abcam, Cambridge)

2. Anti MamC, Verdunnung 1:100; synthetisch
hergestelltes Peptid von MamC; polyklonal aus
Kaninchen (Pineda Antikdrperservice)

Sekundéarer Antikdrper:  Goat Anti Rabbit IgG AP (alkaline Phosphatase),
Verdiinnung 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology)
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In magnetotactic bacteria, a number of specific proteins are associated with the magnetosome membrane
(MM) and may have a crucial role in magnetite biomineralization. We have cloned and sequenced the genes
of several of these polypeptides in the magnetotactic bacterium Magnetospirillum gryphiswaldense that could be
assigned to two different genomic regions. Except for mamA, none of these genes have been previously reported
to be related to magnetosome formation. Homologous genes were found in the genome sequences of M. mag-
netotacticurn and magnetic coccus strain MC-1. The MM proteins identified display homology to tetratricopep-
tide repeat proteins (MamaA), cation diffusion facilitators (MamB), and HtrA-like serine proteases (MamE) or
bear no similarity to known proteins (MamC and MamD). A major gene cluster containing several magneto-
some genes (including mamA and mamB) was found to be conserved in all three of the strains investigated. The
mamAB cluster also contains additional genes that have no known homologs in any nonmagnetic organism,
suggesting a specific role in magnetosome formation.

The ability of magnetotactic bacteria to migrate along mag-
netic field lines is based on specific intracellular structures,
magnetosomes that, in most magnetotactic bacteria, are nano-
meter sized, membrane-bound magnetic particles consisting of
the iron mineral magnetite (Fe;O,) (3, 42). The unique char-
acteristics of bacterial magnetosomes have attracted broad in-
terdisciplinary research interest. Their superior crystalline and
magnetic properties make them potentially useful as a highly
ordered biomaterial in a number of applications, e.g., in the
immobilization of bioactive compounds, in magnetic drug tar-
geting, or as a contrast agent for magnetic resonance imaging
(24, 29, 45). Recently, the characteristics of bacterial magne-
tosomes have been used as biosignatures to identify presump-
tive Martian magnetofossils (15, 51).

The narrow size distributions and uniform, species-specific
crystal morphologies of bacterial magnetosomes imply a high
degree of biological control over the mineralization process.
The biomineralization of magnetosome particles is achieved by
a complex mechanism that involves the uptake and accumula-
tion of iron and the deposition of the mineral particle with a
specific size and morphology within a specific compartment
provided by the magnetosome membrane (MM). In bacteria of
the genus Magnetospirillum (40), the MM consists of a bilayer
containing phospholipids and proteins (16, 41; D. Schiiler,
K. Griinberg, and B. M. Tebo, Abstr. 100th Gen. Meet. Am.
Soc. Microbiol. 2000, abstr H-111, p. 373, 2000). A number of
proteins were identified as specifically associated with the MM
in Magnetospirillum magnetotacticum and Magnetospirillum sp.
strain AMB-1 (16, 25, 32). The exact role of these magneto-
some-specific proteins has not been elucidated, but it has been
suggested that they have specific functions in iron accumula-
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tion, nucleation of minerals, and redox and pH control (4, 16,
42). Although several genes putatively related to magnetosome
formation have been identified (25, 28, 32), the genetic basis of
magnetite biomineralization has remained mostly unknown.
Recently, the almost complete genome sequences of two mag-
netotactic alpha-proteobacteria, M. magnetotacticum strain
MS-1 and magnetic coccus strain MC-1, have become available
(http://www.jgi.doe.gov/tempweb/JGI_microbial/html/index
.html), which now allows the study of magnetosome formation
at the genomic level. M. magnetotacticum is a microaerophilic
spirillum producing cubo-octahedral magnetite particles that
are 42 nm in size (8, 40). The size of its genome is about 4.3 Mb
(6). Magnetic coccus strain MC-1, which has a genome size of
about 3.7 Mb (12), was reported to form pseudohexagonal
prismatic magnetite crystals about 70 nm in diameter (13, 26).

The magnetotactic bacterium M. gryphiswaldense, which was
isolated from a freshwater sediment (40, 46), produces up to 60
cubo-octahedral magnetosome particles that strongly resemble
those found in M. magnetotacticum and other Magnetospirillum
species (3, 10, 47). M. gryphiswaldense can be cultivated more
readily than most other magnetotactic bacteria, which has facili-
tated its physiological and biochemical analysis (41, 43, 44, 48).

In this study, we have cloned and analyzed several genes en-
coding magnetosome proteins from M. gryphiswaldense. Except
for MamA, none of these proteins have been previously report-
ed to be related to magnetosome formation in any magnetotactic
bacterium. We report here the identification and preliminary
analysis of a major gene cluster that encodes a number of these
magnetosome proteins and is conserved in M. grnyphiswaldense,
M. magnetotacticum, and magnetic coccus strain MC-1.

MATERIALS AND METHODS

Strains and growth conditions. M. gryphiswaldense strain MSR-1 (DSM 6361)
was grown microaerobically at 30°C in a growth medium containing 100 pM
ferric citrate as described before (44). The batch culture was exposed to air in
100-ml, 1-liter, and 10-liter bottles containing 50 ml, 500 ml, and 5 liters of
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medium, respectively, and agitated at 100 rpm on a New Brunswick incubation
shaker. An inoculum of 10% of the culture volume was used. Microaerobic
conditions arose in the medium at higher cell densities by oxygen consumption of
cells (43). Escherichia coli DH5«a (GIBCO BRL) was used as the host strain for
cloning experiments with pBluescriptSKII (Stratagene). For cloning of PCR
products using pCR-TOPO, E. coli TOP10 (Invitrogen) was used. For E. coli
strains, the culture conditions used were those described by Sambrook et al. (38).

Isolation of magnetosomes. Approximately 10 g (wet weight) of M. gryphis-
waldense cells suspended in 100 ml of 20 mM HEPES-4 mM EDTA, pH 7.4, was
disrupted by three passes through a French pressure cell (20,000 Ib/in?). All of
the buffers used for magnetosome isolation contained 0.1 mM phenylmethylsul-
fonyl fluoride as a protease inhibitor. Unbroken cells and cell debris were
removed from the sample by centrifugation (10 min, 680 X g). The cell extract
was passed through a MACS magnetic separation column (Miltenyi Biotec).
Columns were placed between two Sa-Co-magnets generating a magnetic field
gradient inside the column, which caused the magnetic particles to bind to the
column matrix. The absence of any black, magnetosome-like material in the cell
extract after passage through the column indicated that the separation of mag-
netosome particles was complete. To eliminate electrostatically bound contam-
ination, magnetic particles attached to the column were rinsed first with 50 ml of
10 mM HEPES-200 mM NaCl, pH 7.4, and subsequently with 100 ml of 10 mM
HEPES, pH 7.4. After removal of the column from the magnets, magnetic par-
ticles were eluted from the column by flushing with 10 mM HEPES buffer.
Finally, the magnetosome suspension was loaded on top of a sucrose cushion
(55% [wt/wt] sucrose in 10 mM HEPES, pH 7.4) and subjected to ultracentrif-
ugation (280,000 X g, 8 h, 4°C) in a swinging-bucket rotor. The magnetic particles
sedimented at the bottom of the tube, whereas residual contaminating cellular
material was retained by the sucrose cushion.

Isolation of nonmagnetic subcellular fractions. After separation of mag-
netosomes, an aliquot of the cell extract was subjected to ultracentrifugation
(330,000 X g, 1 h, 4°C). The supernatant fluid from this high-speed centrifugation
contained the soluble proteins. The membrane fraction contained in the pellet
was further separated by isopycnic centrifugation as described by Osborn and
Munson (34).

Analytical methods. The iron content of whole cells and isolated magnetosome
particles was determined by using a Perkin-Elmer 3110 atomic absorption spec-
trometer. Air-acetylene flame spectroscopy was used under the following condi-
tions: wavelength, 248.6 nm; bandwidth, 0.2 nm; lamp current, 30 mA. For iron
determination, the dried samples were incubated in concentrated nitric acid until
digestion of the material was complete (18). The protein concentration of sam-
ples was determined by using the bicinchoninic acid protein microassay kit
(Pierce) in accordance with the manufacturer’s instructions.

Electron microscopy. Purified magnetosomes were adsorbed on carbon-coated
copper grids and negatively stained with 2% (wt/vol) uranyl acetate. Samples
were viewed and recorded with a Philips CM10 transmission electron microscope
at an accelerating voltage of 100 kV.

Sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
and determination of N-terminal and internal amino acid sequences. Gels were
prepared and run in accordance with the Laemmli procedure (20). An amount of
magnetosomes equivalent to approximately 20 pg of protein was resuspended in
electrophoresis sample buffer containing 2% SDS and 5% 2-mercaptoethanol.
After boiling for 5 min, the samples were centrifuged for 3 min to pellet the
magnetite particles. The supernatant was loaded on a 10 to 16% gradient poly-
acrylamide gel, which was stained with Coomassie brilliant blue after running.
Digitized gels were analyzed by the ImageMaster 1D software (v.3.0; Amersham-
Pharmacia). Amino-terminal protein sequence analysis was performed on an
Applied Biosystems 470A amino acid sequencer by F. Lottspeich (Max-Planck-
Institut fiir Biochemie, Martinsried, Germany) as previously described (14).
Internal sequences were determined after cleavage with AspN protease (as
described in reference 50).

R bi DNA tect Total DNA of M. gryphiswaldense was isolated
as described by Marmur (23). Plasmid isolation, transformation, and DNA ma-
nipulations in E. coli were essentially carried out by standard methods (38). Long
oligonucleotides for hybridization used in Southern hybridization experiments
were DS24 (5'-AAGCCCTCGAACATGCTGGACGAGGTGACCCTGTATA
CCCACTATGGCCTGTCGGTGGCC-3") and DS33 (5'-ATGAAGTTCGAG
AACTGCCGGGACTGCCGGGAAGAGGTGGTCTGGTGGGCGTTC-3").
Plasmid vectors used for cloning were pCR2.1-TOPO (Invitrogen) and pBlue-
scriptSKII (Stratagene).

PCR amplification and DNA sequencing. Degenerate primers for PCR am-
plification of a 240-bp mamC fragment were DS15F4 (5'-GCCGCBCTSGCBA
AGAAYGC-3') and DS15RV3 (5'-CGSAGYTCCTTYTCRATGAARTC-3").
For the amplification of a 960-bp mamD fragment, the primers were IKGVDF
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FIG. 1. Transmission electron micrograph of purified magneto-
somes from M. gryphiswaldense. Note that individual magnetosome
particles are enclosed by a membrane and appear to remain attached
to each other.

and 4KGCR. 1IKGVDF (5'-ATGTGGAGCGTCCTGGCCATG-3") was de-
duced from the DNA sequence upstream of the homologous region in the ge-
nome of M. magnetotacticum. 4KGCR (5'-GCCTCAGGGTGGTGGCGGAT-3')
was deduced from the cDNA sequence close to the 3" end of the mamC gene of
M. gryphiswaldense. PCR amplification was performed with the Mastercycler Gra-
dient (Eppendorf) by using standard protocols. Automatic sequencing of both
strands of the plasmid DNA was carried out by primer walking (primers not shown).

Analysis of DNA sequence data. Assembly of DNA sequences, identification
and translation of open reading frames (ORFs), and calculation of the molecular
masses of the proteins were done by the MacVector 6.5.3 software package
(Oxford Molecular Ltd.). Sequence alignments were carried out by using the
ClustalW algorithm (52), which is part of the same software. Protein sequences
were compared to the GenBank, EMBL, and SwissProt databases by using the
BLASTP program (1). Motif searches were carried out by using the Prosite
program (17). Protein location was determined by the PSORT program (27).
Preliminary sequence data for M. magnetotacticum MS-1 and magnetic coccus
strain MC-1 was obtained from the DOE Joint Genome Institute at http:
/lwww.jgi.doe.gov/tempweb/JGI_microbial/html/index.html (status, 04/20/01).
The amino acid sequences of the identified Mam proteins from M. gryphiswal-
dense were used in TBLASTN similarity searches to identify genes encoding
homologous proteins in the preliminary baseline genomic assemblies of these
bacteria. The identified regions of sequence homology on the respective contigs
were analyzed for ORFs and translated into protein sequences.

Nucleotide bers. The nucleotide sequence of the
M. gryphiswaldense mamAB gene cluster has been deposited in the GenBank,
EMBL, and DDBJ libraries and assigned accession number AF374354. The
nucleotide sequence of the M. gryphiswaldense mamCD region has been depos-
ited under accession number AF374355.

e accession

RESULTS

Analysis of magnetosome particles. The magnetosome pu-
rification protocol resulted in 9 mg of clean magnetosomes
from 1 g of magnetic cells on a dry-weight basis. Approximately
0.04 mg (dry weight) of protein was associated with 1 mg of
isolated magnetosomes. The amount of MM-associated pro-
tein was equivalent to 0.07% of the total cellular protein con-
tent. Magnetosome-bound iron constituted approximately
93% of the total intracellular iron. Transmission electron mi-
croscopy indicated that isolated individual magnetite crystals
were enclosed by an electron-thin layer representing the MM
and were apparently free of contaminating cellular material
(Fig. 1). Individual particles remained attached but were sep-
arated from each other by the membrane.

One-dimensional SDS-PAGE of solubilized proteins from
purified magnetosome particles revealed 13 distinct polypep-
tide bands in various amounts (Fig. 2). The characteristics of
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FIG. 2. SDS-PAGE of the MM-associated proteins from M. gry-
phiswaldense compared to soluble proteins (SP) and the cytoplasmic
membrane proteins (CM) and outer membrane proteins (OM). The
bands were visualized by staining with Coomassie blue. Thirteen MM-
specific proteins were identified in various amounts (arrowheads).

MM

the MM-specific polypeptides are shown in Table 1. According
to their estimated molecular weights, they were designated
MM15.5 to MM101. The most prominent polypeptide band was
MM15.5. This band was prone to smearing on electrophoresis,
and minor bands were frequently observed running closely
below it, possibly indicating proteolytic degradation.

Cloning and sequence analysis of genes encoding MM pro-
teins in M. gryphiswaldense. (i) mamA and mamB. Based on the
codon usage bias found in previously analyzed genes from
Magnetospirillum species, long (50 to 65 bases), nondegenerate
oligonucleotides were designed from N-terminal amino acid
sequences of several major MM-specific polypeptides. These
oligonucleotides were labeled and directly used as probes for
hybridization. Two probes (DS24 and DS33), corresponding to
the amino acid sequences of MM24.3 and MM33.3, respec-
tively, recognized the same genomic 7.55-kb EcoRI DNA frag-
ment in Southern blotting experiments. It was cloned into plasmid
pBluescriptSKII, resulting in pDS902. Sequence analysis by prim-
er walking of the complete 7.55-kb fragment identified eight com-
plete and two truncated consecutive ORFs. The deduced amino
acid sequences of two ORFs matched the N-terminal sequences
of MM24.3 and MM33.3, respectively. Consequently, these
ORFs were designated mamA and mamB (mam for MM).

The mamA gene of M. gryphiswaldense encodes the second
most abundant MM protein (MM24.3). Its predicted molecu-
lar mass of 24.01 kDa is consistent with the apparent molecular
mass of 24.3 kDa estimated by gel electrophoresis. Its amino
acid sequence is 91% identical to that of the magnetosome-
associated MAM?22 protein that has been previously reported
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in M. magnetotacticum (32, 33). The hydropathy plot of the
amino acid sequence (not shown) was indicative of a relatively
hydrophilic protein that has been suggested to be electrostat-
ically bound to the MM in M. magnetotacticum (32).

The mamB gene encodes a protein that corresponds to the
N-terminal amino acid sequence of an MM-associated poly-
peptide band in SDS-PAGE. The 31.96-kDa molecular mass
calculated from the amino acid sequence is slightly lower then
that estimated by gel electrophoresis, as is frequently observed
with membrane proteins. The MamB protein exhibits signifi-
cant sequence similarity to members of the ubiquitous cation
diffusion facilitator (CDF) family, which are involved in the
transport of various heavy metals. According to secondary-
structure predictions (data not shown), the MamB protein ex-
hibits the characteristic topology of bacterial CDF family
members (six transmembrane helices) and contains the family-
specific signature sequence (36).

(ii) mamC and mamD. Since long, nondegenerate oligonu-
cleotide probes derived from the MM15.5 N-terminal amino
acid sequences failed to identify specific chromosomal DNA
fragments in hybridization experiments, a pair of oligonucleo-
tide primers for PCR were deduced from the N-terminal and
internal amino acid sequences of this polypeptide. By using
these primers, a single 240-bp fragment was amplified from ge-
nomic DNA and cloned into pCR2.1-TOPO, generating pMT1.
By using the cloned 240-bp fragment as a probe, a 4.3-kb chro-
mosomal EcoRI-fragment was identified by Southern hybrid-
ization and cloned into pBluescriptSKII, generating plasmid
pKG2. Sequence analysis of the insert identified an ORF that
contained the N-terminal and internal peptide sequences of the
MM15.5 protein. It was designated mamC. The mamC gene
encodes the most abundant polypeptide in the MM of M. gryphis-
waldense (MM15.5). The calculated molecular mass of 12.24
kDa was lower than the apparent molecular mass of 15.5 kDa
estimated by SDS-PAGE, as is frequently the case with hydro-
phobic proteins.

An incomplete ORF lacking the N-terminal portion of its
corresponding protein was found on pKG2 immediately up-
stream of the mamC gene, suggesting a putative operon-like

TABLE 1. Summary of protein characteristics of magnetosome-
associated polypeptides separated by SDS-PAGE (Fig. 2)

Molecular  Relative amt
mass (% of total
(kDa) MM protein)*

N-terminal and internal amino
acid sequences

101.0 0.8
91.0 3.0
418 2.4
36.3 72 MFNGDVEDGRR-S/E-NVSXGKD
333 2.7 MKFENCRDCREEVVWWAFTAD
323 2.3
285 1.6
27.7 1.3
27.1 1.3
243 112 KPSNMLDEVTLYTHYGLSVA
21.9 10.0 M-Q/A-D-L/A-F/A-L
18.5 22
15.5 52.4° SFQLAPYLAKSVPGIGILGGIVGGAAALAKN

A-DLGVDFIEKELRHGKSAEAT-DILRDEA

“ Calculated from band intensities of a densitometric scan of a Coomassie-
stained gel.
? Including amounts of bands representing putative degradation products.
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TABLE 2. Summary of features of proteins deduced from ORFs identified in chromosomal mamAB gene clusters of
M. magnetotacticum, M. gryphiswaldense, and strain MC-1
Bacterium ORE* Size (amino % Identity/ ~ Molecular  Predicted Best BLASTP hit E-value Putative function of
acids) similarity”  mass (kDa)  location® (accession no.)? BLAST homolog
M. magnetotacticum  ORF1 (mamkE) 726 100 73.2 MM HtrA H. infl. (A64113) 9e-35 Serine protease
M. gryphiswaldense ~ ND°
Strain MC-1 mamE/ 803 34/48 84.4 MM HtrA R. prow. (B71722)" 2e-35
M. magnetotacticum  ORF2 390 100 40.3 M Unknown
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 Not found
M. magnetotacticum  ORF3 347 100 37.6 Cytoplasm  EnvB M. therm. (F69003) le-15 Rod shape determination
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 ORF10/ 346 50/70 37.6 Cytoplasm  MreB T. marit. (E72359)/ 4e-07 Rod shape determination
M. magnetotacticum  ORF4 78 8.36 M Unknown
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 Not found
M. magnetotacticum  ORF5 296 100 3455 M ydbO B. subt. (B69772) 2e-28 Cation transport (CDF)
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 ORF1 332 23/43 36.29 M MTH1893 M. therm.(F69119)"  1e-30 Cation transport (CDF)
M. magnetotacticum ~ ORF6 437 100 458 M PH1912 P. horik. (F71205)' 6e-33 Cation transport
M. gryphiswaldense  ORF1 (fragment) >147 92/94 NA" M PH1912 (F71205)"" Cation transport
MC-1 Not found
M. magnetotacticum  ORF7 637 100 66.26 M HtrA S. sonnei (BAA92745)"  4e-14 Serine protease
M. gryphiswaldense ORF2 632 88/95 65.38 M HtrA(BAA92745)" Se-12 Serine protease
MC-1 ORF2 671 34/52 71.8 M HtrA H. pyl. (C64647)° le-12 Serine protease
M. magnetotacticum  ORF8 275 100 28.89 M OrfE0 R. caps. (CAA72164)7  0.008 Serine protease
M. gryphiswaldense ~ ORF3 270 79/85 28.36 M OrfE0 (CAA72164)” 0.04 Serine protease
MC-1 ORF3 261 37/48 27.56 M HtrA B. hens. (P54925)7 0.002 Serine protease
M. magnetotacticum ~ ORF9 (mamA)” 217 100 23.97 MM MTHS83 M. therm. (F69210)**  3e-09 TPR protein
M. gryphiswaldense ~ ORF4 (mamA) 217 91/97 24.01 MM MTHS3 (F69210) 3e-09 TPR protein
MC-1 ORF4 (mamA) 219 37/58 25.08 MM MTHS3 (F69210)"* le-36 TPR protein
M. magnetotacticum  ORF10 272 100 29.95 M LemA T. marit. (F72311) 9e-18 Unknown
M. gryphiswaldense ~ ORF5 272 80/90 30.00 M LemA (F72311) 3e-16 Unknown
MC-1 ORF6 308 32/49 34.85 M LemA (F72311Y 3e-17 Unknown
M. magnetotacticun ~ ORF11 84 100 9.26 M Unknown
M. gryphiswaldense ~ ORF6 84 83/93 9.24 Uncertain Unknown
MC-1 Not found
M. magnetotacticum  ORFI12 (mamB) 297 100 31.87 MM ydfM B. subt. (C69781)¢ 9e-34 Cation transport (CDF)
M. gryphiswaldense ~ ORF7 (mamB) 297 93/96 31.96 MM ydfM (C69781)¢ le-38 Cation transport (CDF)
MC-1 ORF7 (mamB) 285 44/67 30.03 MM ydfM (C69781)¢ 4e-34 Cation transport (CDF)
M. magnetotacticum  ORF13 180 100 18.74 M Unknown
M. gryphiswaldense ~ ORFS8 175 71/78 18.20 M Unknown
MC-1 ORF8 190 29/44 20.58 M Unknown
M. magnetotacticum  ORF14 174 100 19.03 Periplasm Unknown
M. gryphiswaldense ~ ORF9 174 83/92 18.88 M Unknown
MC-1 ORF9 154 35/49 17.2 Periplasm Unknown
M. magnetotacticum  ORF15 297 100 30.9 Cytoplasm  BmrU B. subt. (F69595)¢ le-05 Multidrug resistance
M. gryphiswaldense  ORF10 (fragment) >144 74/84 NA Cytoplasm  BmrU (F69595)%" Multidrug resistance
MC-1 Not found
M. magnetotacticum  ORF16 331 100 345 M ydfM B. subt. (C69781)% 6e-26  Cation transport (CDF)
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 Not found’
M. magnetotacticum  Not found”
M. gryphiswaldense ~ ND
MC-1 ORF5 1,025 112.3 Cytoplasm  MAM?22 (BAA11643)” 2e-05 TPR protein

“ ORFs are listed according to their order on M. magnetotacticum contig 3824, together with equivalent genes (closest homologs) of M. gryphiswaldense and strain
MC-1. Genes that were experimentally shown to encode MM proteins are in boldface.
" Identity and similarity values are with respect to the equivalent protein in M. magnetotacticum.
¢ Location was determined by the PSORT program (27). Localization in the MM was predicted based on homology to identified MM proteins. IM, inner membrane.
4 Only BLASTP hits with E-values of <0.01 are shown.
¢ ND; not determined. The N terminus of MM protein MamE of M. gryphiswaldense is homologous (16 and 18 out of 20 residues identical and similar, respectively)
to the N-terminal amino acid sequence of the predicted MamE protein of M. magnetotacticum. The nucleotide sequence of the corresponding gene in M. gryphiswaldense

was not determined.

7 A homologous gene (ORF10) is present in the genome of strain MC-1 (contig 369), but it is located outside the mamAB cluster.
& From Haemophilas influenzae.
" From Rickettsia prowazekii.

! From Methanobacterium thermoautotrophicum.

Footnotes continued on following page
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organization of additional genes together with mamC. To ob-
tain the complete sequence of this ORF, a 960-bp DNA frag-
ment was amplified by PCR using genomic DNA as the tem-
plate and primers IKGVDF and 4KGCR. The forward primer
used for amplification (1IKGVDF) was deduced from the DNA
sequence upstream of the homologous region in the genome of
M. magnetotacticum, which was previously found to be identi-
cally organized. Sequencing of the PCR product revealed that
it contained the missing portion of a 942-bp-long ORF. The N
terminus of its predicted protein was in close agreement with
the ambiguous N-terminal amino acid sequence derived from
MM21.9. We therefore concluded that another major MM
polypeptide is encoded by this gene, which was designated
mamD. The observed difference between the molecular mass
of 29.9 kDa calculated for the predicted mamD gene product
and the apparent mass of the corresponding 21.9-kDa band in
SDS-PAGE might be explained by proteolytic cleavage of a
substantial part of the C terminus. Hydropathy plots of the
amino acid sequence (not shown) predicted a hydrophobic
protein with a short hydrophilic stretch close to the C terminus.
Similarity searches of databases gave no indication of the ex-
istence of known proteins homologous to MamC and MamD.

Identification and sequence analysis of genes encoding pu-
tative MM proteins in the genomes of M. magnetotacticum MS-
1 and magnetic coccus strain MC-1. Genes with significant
similarity to mamA, mamB, mamC, and mamD of M. gryphis-
waldense were identified in the genome sequences of both
M. magnetotacticum and strain MC-1. The characteristics of
the predicted mam gene products of M. magnetotacticum and
strain MC-1, together with gene products of ORFs from adja-
cent regions, are shown in Tables 2 and 3. Generally, the ho-
mologous genes have sizes comparable to those of their respec-
tive counterparts in M. gryphiswaldense and encode proteins
with characteristics very similar to theirs. Secondary-structure
predictions for the equivalent genes using various algorithms
gave similar results (data not shown). The alignments of Mam
protein sequences are shown in Fig. 3.

In addition to mamA to mamD, similarity searches of the ge-
nome sequence of M. magnetotacticum using the N-terminal
amino acid sequence of the MM36.3 protein of M. gryphiswal-
dense as the query identified an ORF that encodes a predicted
protein with an N terminus sharing 16 identical and 2 similar
amino acids out of 20 residues with the N terminus of MM36.3
from M. gryphiswaldense. Based on the significant homology and
the fact that this ORF was found to be colocated together with the
mamA and mamB genes (Fig. 4), we conclude that another MM
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TABLE 3. Characteristics of proteins encoded by the mamC and
mamD genes of M. gryphiswaldense and their homologs in the
genomes of M. magnetotacticum and strain MC-1

Bacterium Gene Size % Identity/ ~ Molecular

u (amino acids)  similarity’  mass (kDa)
M. gryphiswaldense ~ mamC 125 100 12.4
M. magnetotacticum  mamC 124 80/90 12.4
Strain MC-1 mamC 133 50/65 13.6
M. gryphiswaldense ~ mamD 314 100 30.2
M. magnetotacticum — mamD 314 81/92 29.9
Strain MC-1 mamD 340 31/46 34.4

“Identity and similarity values are with respect to the equivalent protein in
M. gryphiswaldense.

polypeptide of M. magnetotacticum is encoded by this gene, which
was designated mamE. Given the high overall similarity shared by
the identified mam genes of M. magnetotacticum and M. gryphis-
waldense, a gene very similar to mamkE is likely to occur in M. gry-
phiswaldense. However, the predicted molecular mass of 73.2 kDa
of MamE from M. magnetotacticum contrasts with the apparent
molecular mass of 36.3 kDa of the corresponding MM protein in
M. gryphiswaldense, which might be the result of proteolytic cleav-
age of the C-terminal part of the MamE protein. A homologous
gene was identified in the genome of strain MC-1. Similarity
searches of databases revealed that the putative MamE proteins
of M. magnetotacticum and strain MC-1 bear sequence similarity
to HtrA-like serine proteases (35).

Molecular organization of the mamAB gene cluster in M. gry-
phiswaldense, M. magnetotacticum MS-1, and magnetic coccus
strain MC-1. The mamB gene of M. gryphiswaldense MSR-1
was found to be located 1,120 bp downstream of mamA. As
mentioned above, both genes are part of a region containing
several ORFs of colinear orientation. Likewise, genes homol-
ogous to mamA and mamB were both found in the same
chromosomal region in M. magnetotacticum (contig 3824) and
strain MC-1 (contig 431). Since this finding was suggestive of
the clustering of several genes possibly related to magnetite
formation, the organization of the mamA and mamB genes, as
well as the ORFs adjacent to them, was characterized in more
detail. The arrangement of ORFs in the chromosomal mamAB
gene clusters of M. gryphiswaldense, M. magnetotacticum, and
strain MC-1 is shown in Fig. 4, and the characteristics of the
corresponding predicted proteins are given in Table 2.

In M. gryphiswaldense, mamA and mamB, together with at
least eight other ORFs, are arranged in a colinear fashion,
implying an operon-like structure. An identical organization is

/ From Thermotoga maritima.
% From Bacillus subtilis.
! From Pyrococcus horikoshii.

" BLASTP searches using the incomplete sequence of M. gryphiswaldense yielded the same hit as the complete sequence of the equivalent protein of M. magneto-

tacticum but with an E-value of >0.01.
" From Shigella sonnei.
© From Helicobacter pylori.
” From Rhodobacter capsulatus.
< From Bartonella henselae.

"ORF9 (mamA) is identical to the mam22 gene (accession no. BAA11643) of M. magnetotacticum, which was previously described (32).
* The best BLASTP hit was mam22 of M. magnetotacticum (BAA11643); therefore, the second-best hit is shown.

‘Has (34% identity and 51% similarity) to ORF7 (mamB) of strain MC-1.

“The 222 C-terminal amino acids of ORF5 of strain MC-1 are 19% identical and 37% similar to ORF9 (mamA) of M. magnetotacticum.

¥ From M. magnetotacticum.
" NA, not applicable.
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present in M. magnetotacticum, which is part of a larger cluster
comprising 16 consecutive ORFs with the same direction of
transcription. In both organisms, the mamB gene and the two
ORFs preceding it overlap by a single nucleotide, respectively.

A similar organization of mamA and mamB, together with
seven consecutive ORFs extending over 11 kb, is present in
magnetic coccus strain MC-1. The chromosomal mamAB clus-
ters in the three strains are characterized by the presence of
one or several members of various classes of homologous
genes. Several of these classes correspond to proteins with
homology to one of the following families:

(i) TPR proteins. The mamA genes of all three strains dis-
play similarity to genes encoding TPR (tetratricopeptide repeat)
proteins. The mamA gene of strain MC-1 (ORF4) is followed by
ORF?5, which encodes a deduced protein of 1,025 amino acids.
Its C-terminal domain (222 amino acids) was also found to be
similar to MAM?22 of M. magnetotacticum (32, 33) (identical to
MamaA [this study]) and other members of the TPR family (21).

(ii) CDF transporters. Besides mamB, two more genes
(ORF5 and ORF16) in the mamAB gene cluster of M. mag-
netotacticum and one more in strain MC-1 (ORF1) display
significant similarity to members of the CDF protein family
(36). Pairwise sequence alignments revealed that ORF5 of
M. magnetotacticun and ORF1 of strain MC-1 are equivalent
to each other, whereas the mamB genes of the two bacteria
form a group of distinct similarity (data not shown).

(iii) HtrA. The mamE gene (ORF1) is located at the 5" end
of the mamAB gene cluster in M. magnetotacticum and is most
similar to the mamE gene of strain MC-1. However, in strain
MC-1, this gene is located outside the mamAB cluster. Addi-
tional genes with similarity to s#r4 genes were identified in the
mamAB regions of M. gryphiswaldense (ORF2), M. magneto-
tacticun (ORF7), and strain MC-1 (ORF2). In all three or-
ganisms, it is immediately followed by an ORF that also bears
weak similarity to AtrA-like genes.

(iv) lemA. In all three magnetotactic strains, an ORF with
sequence similarity to lemA-like genes (M. gryphiswaldense,
ORFS5; M. magnetotacticum, ORF10; strain MC-1, ORF6) is
situated between the mamA and mamB genes. lemA-like genes
have been identified in the genomes of a number of bacteria
and are of unknown function. The LemA protein was first
identified as an epitope in the bacterial pathogen Listeria mono-
cytogenes (22).

Two more classes of genes have counterparts in the mamAB
cluster of each of the magnetotactic strains (M. gryphiswaldense,
ORF8 and ORF9; M. magnetotacticun, ORF13 and ORF14;
strain MC-1, ORF8 and ORFY), but their predicted products
display no significant sequence similarity to any known proteins
from databases. In addition, there is a set of genes that are part of
the mamAB cluster in M. gryphiswaldense (ORF1, ORF6, and
ORF10) and M. magnetotacticun (ORF1, ORF2, ORF3, ORF4,
ORF6, ORF11, and ORF15) but are absent from the homolo-
gous chromosomal region in strain MC-1. Respective homologs
to ORF1 and ORF3 of M. magnetotacticum were identified in
a different region of the strain MC-1 chromosome (contig 369),
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while no genes with similarity to ORF2, ORF4, ORF6, ORF11,
and ORF15 of M. magnetotacticun and ORF1, ORF6, and
ORF10 of M. gryphiswaldense could be detected in strain MC-1.

Organization of the mamC and mamD genes in M. gryphis-
waldense, M. magnetotacticum, and strain MC-1. The genes
encoding MM proteins MamC and MamD in M. gryphiswal-
dense and their respective homologs in M. magnetotacticum
and strain MC-1 are not closely linked to the mamAB gene
cluster. In M. gryphiswaldense and M. magnetotacticum, mamD
is immediately followed by mamC (Fig. 5). In the genome of
strain MC-1, the identified homologous genes are not linked
(mamC, contig 369; mamD, contig 431).

DISCUSSION

The purification protocol reported in this study allowed the
efficient isolation of magnetosome particles from M. gryphis-
waldense. The isolated magnetosomes of M. gryphiswaldense ex-
hibited characteristics (i.e., size, morphology, presence of the
membrane, etc.) similar to those of the magnetosomes from
M. magnetotacticum and Magnetospirillum sp. strain AMB-1, as
previously described (16, 29). The tendency of isolated mag-
netosome particles to maintain their chainlike alignment might
suggest that individual particles are attached to each other by
specific interactions. A total of 13 polypeptide bands could be
identified in Coomassie-stained SDS-polyacrylamide gels of
the solubilized MM of M. gryphiswaldense, although the possi-
bility cannot be excluded that proteins loosely attached to the
MM were lost during preparation or that additional proteins
are present below the level of detection by Coomassie staining.

In this study, the genes for four major MM proteins from
M. gryphiswaldense were cloned and analyzed. In addition, a
gene encoding a putative MM protein in M. magnetotacticum
was identified based on sequence data from a homologous MM
protein in M. gryphiswaldense. Four of the newly identified
genes (mamB, mamC, mamD, and mamE) have not been pre-
viously reported to encode MM-specific proteins in other mag-
netotactic bacteria. None of these genes or neighboring genes
from the mamAB cluster in the three magnetotactic bacteria
investigated display substantial similarity to the magA and
mpsA genes of Magnetospirillum sp. strain AMB-1, which were
previously reported to encode MM-associated proteins (25, 28).
Genes sharing homology with magA and mpsA of strain AMB-1
were identified in different chromosomal regions of both M. mag-
netotacticum and strain MC-1 in a preliminary analysis (unpub-
lished data), indicating that these genes are not linked to chro-
mosomal regions comprising the mamAB or mamCD genes.
Likewise, the bacterioferritin-encoding gene (bfr) of M. mag-
netotacticum, which has been speculated to be involved in
magnetite biomineralization (5), is also located in a distant
genomic region. These findings suggest that the genetic deter-
mination of magnetosome formation is complex and involves
several different genomic sites in addition to the mamAB and
mamCD chromosomal regions identified in this study.

Comparative analysis of the mam gene sequences from

FIG. 3. Sequence alignments of identified magnetosome proteins of M. gryphiswaldense (M.g.) and their homologs from M. magnetotacticum
(M.m.) and magnetic coccus strain MC-1. If applicable, the most similar homolog from a nonmagnetic organism was included. Identical amino
acids are shown on a solid background, and similar amino acid are shaded. Mtherm, Methanobacterium thermoautotrophicum; Bsubt, Bacillus subtilis.
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FIG. 5. Molecular organization of the mamC and mamD genes of
M. gryphiswaldense. An equivalent arrangement of genes is present in
M. magnetotacticum.

M. gryphiswaldense with the almost completed genomic assem-
blies of M. magnetotacticum and strain MC-1 allowed us to
identify homologous genes in the latter organisms. Generally,
the Mam proteins of M. gryphiswaldense and M. magnetotacti-
cum have nearly identical sequences (91 to 97% similarity)
while the amino acid sequence similarity between the Magne-
tospirillum species and strain MC-1 is 46 to 67%. Although the
biochemical composition of the MM remains to be analyzed in
the latter bacterium, the extensive sequence similarity shared
by the Mam proteins of all three of these magnetotactic bac-
teria implies that they are likely to be functionally equivalent.
For Mam proteins with homology to known protein families
from databases, namely, MamA, MamB, and MamE, the sim-
ilarity between the equivalent proteins from the magnetotactic
bacteria was generally found to be significantly higher than to
database homologs from other organisms.

The arrangement of the mamAB genes, as well as the genetic
organization of the flanking regions, was found to be conserved
in all three magnetotactic strains. In bacteria, functionally
related genes are often located close to each other. There-
fore, the operon-like arrangement of genes in the conserved
mamAB region suggests that the neighboring genes might be
related to the formation of magnetosomes. Interestingly, most
of the genes identified in the mamAB cluster encode putative
membrane proteins, several of them with sizes consistent with
the molecular masses of protein bands observed in MM prep-
arations from various Magnetospirillum species (this study; 16,
31, 32). Hence, several of the products of genes from the
mamAB cluster might correspond to these unidentified pro-
teins but also could have other functions related to magnetite
biomineralization, such as the uptake and transport of iron
into the cell and intracellular differentiation during MM for-
mation. In addition to genes that are specific for either the
Magnetospirillum species or strain MC-1, the mamAB cluster is
characterized by a set of genes found in all three magnetotactic
bacteria. These genes can be assigned to six different homology
classes. In addition to two unknown classes, four classes of
genes correspond to proteins with homology to one of the
following families: (i) TPR proteins, (ii) CDF transporters, (iii)
HtrA-like serine proteases, and (iv) LemA-like proteins.

TPR motifs, which have been identified across the biological
kingdom in a large number of proteins with diverse functions,
are known to mediate protein-protein interactions (for a re-
view, see reference 21). Proteins with multiple copies of TPR
motifs function as scaffolding proteins and coordinate the as-
sembly of proteins into multisubunit complexes (11, 49). TPR
proteins are represented by the mamA genes in all three strains
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and ORFS of strain MC-1. MamA of M. gryphiswaldense shares
extensive similarity with the previously identified MAM22 pro-
tein of M. magnetotacticum (32). Since the nomenclature of
this protein does not reflect its actual molecular mass of 24
kDa and its gene was found to be part of a putative operon
containing additional mam genes, we propose to reassign the
mam?22 gene to mamA as in M. gryphiswaldense. By analogy to
TPR function in many eukaryotic proteins, Okuda et al. sug-
gested that MAM?22 localized in the MM may act as a receptor
interacting with proteins from the cytoplasm (32, 33). Alterna-
tively, the function of the MamA proteins in the MM may
involve the formation of multiprotein complexes within the
MM or between the individual magnetosome particles.

CDF proteins occur ubiquitously in eukaryotes, bacteria,
and archaea and are involved in the transport of various heavy
metals. CDF proteins are represented by the MamB protein
and additional CDF homologs present in the mamAB region of
M. magnetotacticum and strain MC-1. Several members of this
family are known to confer resistance to Cu, Cd, and Zn (30,
36). Although members of the CDF protein family have not yet
been demonstrated to be involved in iron transport, its specific
location in the MM suggests that MamB might participate in
the transport of iron into the MM vesicle.

Members of the HtrA protein family are widely distributed
in nature. In E. coli and other bacteria, they are heat shock-
induced serine proteases that are active in the periplasm, where
their main function is the degradation of misfolded proteins.
Different HtrA proteins have distinct regulatory and house-
keeping functions in the cell (9, 35). Besides mamkE, several
additional, highly divergent genes with sequence similarity to
htrA-like genes were identified in the mamAB regions of all
three magnetotactic bacteria. The reported N terminus of the
66.2-kDa MM protein from Magnetospirillum sp. strain AMB-1
(25) has no homology to predicted products of the mamAB
gene cluster identified in this study but does bear similarity to
HtrA-like proteins (unpublished data). Although these find-
ings suggest that HtrA-like proteins are constituents of the
MM in several magnetotactic bacteria, their role is not appar-
ent. In addition to the presence of a catalytic domain charac-
teristic of trypsin-like serine proteases, profile searches of the
Prosite database with each of the two homologous MamE
sequences identified two PDZ domains characteristic of HtrA
proteins in the MamE sequences of M. magnetotacticum and
strain MC-1, respectively (data not shown) (37, 39). It is gen-
erally believed that the role of PDZ domains is to position ion
channels, receptors, or other signaling molecules in the correct
spatial arrangement (7). Hence, it might be speculated that
HtrA-like proteins fulfill similar functions in the MM.

Since magnetosome formation in magnetotactic bacteria is
under strict biological control, it has been assumed that a
number of different gene functions are involved in this complex
process (19). Our data suggest that several of these functions
might be contributed by genes with homology to ubiquitous
families. In addition to those, there is a set of genes repre-
sented by mamC, mamD, and ORF8 and ORF9 of the mamAB
cluster of M. gryphiswaldense, whose predicted products lack
recognizable homology to any prokaryotic or eukaryotic pro-
teins from databases but are present in all magnetotactic
bacteria. Hence, it can be speculated that genes of unknown
function are involved in magnetosome formation. Functional
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studies are required to elucidate the specific role of these
candidate genes in bacterial magnetite biomineralization.
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We analyzed the biochemical composition of the magnetosome membrane (MM) in Magnetospirillum gry-
phiswaldense. Isolated magnetosomes were associated with phospholipids and fatty acids which were similar to
phospholipids and fatty acids from other subcellular compartments (i.e., outer and cytoplasmic membranes)
but were present in different proportions. The binding characteristics of MM-associated proteins were studied
by selective solubilization and limited proteolysis. The MM-associated proteins were further analyzed by
various proteomic approaches, including one- and two-dimensional sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis followed by Edman and mass spectrometric (electrospray ionization-mass spectrometry-mass
spectrometry) sequencing, as well as capillary liquid chromatography-mass spectrometry-mass spectrometry of
total tryptic digests of the MM. At least 18 proteins were found to constitute the magnetosome subproteome,
and most of these proteins are novel for M. gryphiswaldense. Except for MM22 and Mms16, all bona fide MM
proteins (MMPs) were encoded by open reading frames in the mamAB, mamDC, and mms6 clusters in the
previously identified putative magnetosome island. Eight of the MMPs display homology to known families,
and some of them occur in the MM in multiple homologues. Ten of the MMPs have no known homologues in
nonmagnetic organisms and thus represent novel, magnetotactic bacterium-specific protein families. Several
MMPs display repetitive or highly acidic sequence patterns, which are known from other biomineralizing
systems and thus may have relevance for magnetite formation.

Many prokaryotes build more or less complex subcellular
structures, such as intracellular membranes or structures gen-
erally described as inclusions. Analysis of many examples of
these structures has revealed a remarkable degree of intracel-
lular differentiation and association with distinct subsets of
proteins, including in structures such as endospores (27, 58),
chlorosomes (13), gas vesicles (34), carboxysomes (14), acido-
calcisomes (52), and polyhydroxybutyrate (PHB) granules (30).

Among the most intriguing examples of subcellular struc-
tures are magnetosomes, which are formed by magnetotactic
bacteria (MTB) (5, 10). Magnetosomes are nanometer-size
magnetic particles which are arranged in a bacterial cell in
chain-like structures that are thought to serve as a navigational
device in bacterial magnetotaxis (7, 17).

The superior crystalline and magnetic characteristics of bac-
terial magnetosomes make them potentially useful in a number
of biotechnological applications, such as in immobilization of
bioactive compounds, as contrast agents for magnetic reso-
nance imaging, and in magnetic drug targeting (21, 42, 49). The
characteristics of bacterial magnetosomes have recently even
been considered for use as biosignatures to identify presump-
tive Martian magnetofossils (56).

The magnetosome particles consist of crystals of a magnetic
iron mineral which are enclosed within membrane vesicles.
Although the biomineralization of magnetosomes is poorly
understood at the molecular and biochemical levels, it has
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been generally assumed that the magnetosome membrane
(MM) is crucial in the biological control of mineral formation
(3, 4, 7, 18). In addition to phospholipids associated with iso-
lated magnetosome particles, Gorby and coworkers in an ini-
tial study detected two of the numerous proteins in the MM
that have not been found in other cell fractions (18). In other
studies, several genes encoding magnetosome-associated pro-
teins were identified by reverse genetics in Magnetospirillum
magnetotacticum and Magnetospirillum strain AMB-1 (29, 35,
36, 37). In a recent study the workers identified two low-
molecular-mass proteins which were tightly bound to the MM
in strain AMB-1 along with other proteins (3). One of these
low-molecular-mass proteins (Mms6) had an effect in in vitro
magnetite nucleation. All the previous approaches, however,
were focused on analysis of individual proteins or a limited
number of proteins, and the overall biochemical composition
of the MM in different MTB has for the most part remained
elusive.

Magnetospirillum gryphiswaldense produces up to 60 cubo-
octahedral magnetosomes which are approximately 45 nm in
diameter and consist of membrane-bound crystals of magnetite
(Fe;0,) (44, 46). Because M. gryphiswaldense is genetically
tractable (51) and can be readily grown by microaerobic mass
cultivation (22), it has been used as a model for investigation of
magnetosome formation in a number of studies (47, 48, 50).
Recently, an initial analysis of isolated magnetosomes led to
identification of at least 13 MM-specific protein bands (20).
Cloning of the genes encoding four of the most abundant
MMe-associated proteins revealed that these genes are ar-
ranged in several operon-like gene clusters which are highly
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conserved in different MTB. Identified MM proteins (MMPs)
were found to exhibit homology to tetratricopeptide repeat
proteins (MamA), cation diffusion facilitators (MamB), and
HtrA-like serine proteases (MamE) or to exhibit no similarity
to known proteins (MamC and MamD). In another study,
three operons encoding MMPs were identified as parts of a
larger putative magnetosome island. This apparently unstable
35- to 80-kb genomic region was functionally linked to mag-
netosome biosynthesis in a deletion mutant and seemed to
encode many other functions required for biomineralization.
The presence of additional MTB-specific open reading frames
(ORFs) in this region led to the conclusion that the specific
subset of MMPs is more complex, and many of the previously
identified mam and mms genes were predicted to encode ad-
ditional MM-associated proteins (45).

In this study, we examined the biochemical characteristics of
the MM by using different approaches and analyzed its protein
composition. A number of proteins constituting the MM sub-
proteome were detected, and their genes were identified in a
preliminary genome analysis of M. gryphiswaldense. Most of the
bona fidle MMPs were assigned to ORFs in the mamAB,
mamDC, and mms clusters in the putative magnetosome is-
land.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth diti M. gryphiswald, MSR-1 (= DSM
6361), M. magnetotacticum MS-1 (= ATCC 31632), and Magnetospirillum sp.
strain AMB-1 (= ATCC 700264) were used in this study. The strains were grown
under microaerobic conditions in an oxystat fermentor as described previously
(22).

Isolation and biochemical analysis of magnetosomes. The protocol used for
magnetosome isolation was the protocol described previously (20), with minor
modifications. Briefly, 10 g (wet weight) of M. gryphiswaldense cells suspended in
50 ml of 50 mM HEPES-4 mM EDTA (pH 7.4) was disrupted by three passes
through a French pressure cell (20 000 Ib/in?). All buffers used for magnetosome
isolation contained 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride as a protease inhibi-
tor. Unbroken cells and cell debris were removed from the sample by centrifu-
gation (5 min, 680 X g). The cell extract was passed through a MACS magnetic
separation column (Miltenyi Biotec). Columns were placed between two Sm-Co
magnets, which generated a magnetic field that magnetized the column wire
matrix and produced strong magnetic field gradients near the wires that resulted
in trapping of the magnetic particles in the matrix. Bound magnetic particles
were rinsed first with 50 ml of 10 mM HEPES-200 mM NaCl (pH 7.4) and then
with 100 ml of 10 mM HEPES (pH 7.4). After the column was removed from the
magnet, magnetic particles were eluted from the column by flushing it with 10
mM HEPES buffer. Finally, the magnetosome suspension was loaded on top of
a sucrose cushion (55% [wt/wt] sucrose in 10 mM HEPES [pH 7.4]) and sub-
jected to ultracentrifugation in a swinging bucket rotor. The magnetic particles
were completely pelleted after centrifugation for 12 h at 280,000 X g and 4°C.

For analysis of protein binding characteristics, the isolated magnetosomes of
MSR-1 were subjected to two different treatments, as follows.

For selective solubilization, aliquots (50 g, wet weight) of isolated magneto-
somes were resuspended in either 2% (wt/vol) Triton X-100, 2% (wt/vol) Tween
20, 500 mM octylglucoside (zwitterionic), 5% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate
(SDS) (cationic), 5 M urea, or 2 M NaCl. After they were shaken at room
temperature for 2 h, the suspensions were centrifuged for 30 min at 13,000 X g.
The pellets were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
after extensive washing.

For limited proteolytic digestion, aliquots (50 pg) of isolated magnetosomes
were resuspended in 10 mM potassium phosphate buffer (pH 7.2) and were
separately treated with 40 pg of trypsin (20 min), proteinase K (5 min), or
pronase (5 min) per ml and incubated at 37°C with slight shaking. Digestion was
stopped by addition of either trypsin inhibitor or trichloroacetic acid for pro-
teinase K. Pronase was removed by extensive washing with 10 mM Tris-HCI.
After centrifugation for 10 min at 13,000 X g, the pellets were analyzed by
SDS-PAGE.
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Gel electrophoresis. Protein concentrations were measured with a BCA-Pro-
tein Micro assay kit (Pierce) used according to the manufacturer’s instructions.
For one-dimensional (1D) SDS-PAGE of magnetosome-associated proteins we
used the procedure of Laemmli (26). An amount of magnetosome particles or
solubilisate equivalent to 20 pg of protein was mixed with electrophoresis sample
buffer containing 2% (wt/wt) SDS and 5% (wt/vol) 2-mercaptoethanol. After the
samples were boiling for 5 min, they were centrifuged for 3 min. The superna-
tants were loaded onto polyacrylamide gels containing various concentrations of
polyacrylamide (8 to 16%). Tricine-SDS-PAGE was performed as described by
Schigger and von Jagow (43).

Two-dimensional (2D) PAGE was carried out as described previously (9, 15,
28). Approximately 60 pg of magnetosome protein was used for isoelectric
focusing. Carrier ampholytes (BDH Laboratory Supplies, Poole, United King-
dom) were used to generate a pH gradient from 3.5 to 10 with a model 175
chamber from Bio-Rad (Munich, Germany). For the second dimension, Tris-
SDS-PAGE was used (9 to 16% acrylamide gradient gels; Bio-Rad Protean II).
1D and 2D gels were stained with Coomassie brilliant blue R-250 (Serva) or with
silver.

Digitized gels were analyzed with the Image Master 1D software (v.3.0; Am-
ersham-Pharmacia) or with the Melanie II software package (2D gels) (2).

After electrophoresis, the proteins were electroblotted onto a polyvinylidene
difluoride membrane (ProBlott; Applied Biosystems) according to the manufac-
turer’s instructions by using a semidry blot apparatus (Hoefer).

N-terminal amino acid sequence analysis. Proteins (20 to 50 pmol) were
sequenced after blotting onto a polyvinylidene difluoride membrane by auto-
mated N-terminal Edman degradation with an Applied Biosystems (Foster City,
Calif.) pulsed liquid-phase sequencer (model 477A) under standard conditions.
Phenylthiohydantoin derivatives of amino acids were identified with an on-line
analyzer (model 120A; Applied Biosystems) with a repetitive yield of 92 to 95%.

Total tryptic digest of whole magnetosomes. An aliquot of a magnetosome
suspension equivalent to approximately 40 wg of protein was pelleted with a
Dynal magnet (Dynal A.S., Oslo, Norway). The isolated wet magnetosomes were
resuspended in 50 pl of degassed 6 M guanidine hydrochloride-0.5 M Tris-
HCI-2 mM EDTA (pH 7.5) and reduced for 1 h at 37°C with 2 pl of an aqueous
solution containing 2 wmol of dithiothreitol. Alkylation was performed by adding
of 20 pl (20 pmol) of a 1 M solution of iodoacetamide in 6 M guanidine
hydrochloride for 30 min. The alkylated magnetosomes were pelleted again and
washed three times with 200 wl of 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0). After resuspension
in 50 wl of 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) containing 10% acetonitrile, the magneto-
some-associated proteins were digested with 5 pg of trypsin (Promega) over-
night. The magnetite moiety was separated with a magnet, and the supernatant
was used for mass spectrometric (MS) experiments.

MS analysis. Samples were identified after chromatographic separation of the
peptide mixture on an LC Packings 75-m PepMap C,g column (Dionex, Idstein,
Germany) by using a capillary liquid chromatography (CapLC) system delivering
a gradient of from 5.7 to 80% acetonitrile and 0.1% formic acid at 200 nl/ml. The
cluting peptides were ionized by electrospray ionization by using a Q-TOF hybrid
mass spectrometer (Micromass, Manchester, United Kingdom). This instrument,
in automated switching mode, selected precursor ions based on intensity for
peptide sequencing by collision-induced fragmentation tandem MS. The MS-MS
analyses were conducted by using collision energy profiles that were chosen
based on the m/z value, the charge state of the parent ion, and the fragment ion
masses and intensities, and the results were correlated with the preliminary
MSR-1 nucleic acid databases by using the Mascot software (38). The results
were validated manually.

Analytical methods. The iron content of magnetosomes was determined as
described previously (20, 22). Lipids were extracted from the magnetosomes and
whole cells as previously described (8, 11). Quantitative determination of phos-
pholipids was performed as described by Kates (25). Fatty acids were analyzed as
the methyl ester derivatives prepared from 10 mg of dry cell material. Cells were
subjected to differential hydrolysis in order to detect ester-linked and non-ester-
linked (amide-bound) fatty acids (B. Tindall, unpublished data). Fatty acid
methyl esters were analyzed by gas chromatography by using a nonpolar capillary
column (0.2 pm by 25 m; film thickness, 0.33 wm; internal column diameter, 0.2
mm; Hewlett-Packard Ultra 2) and flame ionization detection. The conditions
used were as follows: injection and detector port temperature, 300°C; carrier gas,
hydrogen at an inlet pressure of 60 kPa; split ratio, 50:1; injection volume, 1 wl;
and a temperature program in which the temperatures was increased from 130°C
(held for 2 min) to 310°C at a rate of 4°C min™'.

The unambiguous position of double bonds and the presence of hydroxy fatty
acids were confirmed by gas chromatography-MS by using a Finnigan MAT
GCQ as described previously (24). Hydroxy fatty acids were detected by their
characteristic fragments at m/z 103 for 3-OH fatty acids and at m/z M"-59 for
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2-OH fatty acids. Thin-layer chromatography and detection of polar lipids were
carried out as described by Skipsi and Barlday (53).

Heme and glycostaining. Isolated magnetosomes (approximately 20 pg of
protein) were suspended in sample buffer containing 2% SDS and 5% 2-mer-
captoehanol and were separated by 1D SDS-PAGE by using 16% polyacrylamide
gels as described above; however, boiling of protein samples before electropho-
resis was omitted. Heme staining was performed by using 3,3’,5,5'-tetramethyl-
benzidine as described by Thomas et al. (55) before Coomassie blue staining.

Protein glycosylation was assayed with an ECL glycoprotein detection module
(Amersham-Pharmacia) used according to the manufacturer’s instructions.

Electron microscopy. Preparation and negative staining of magnetosomes
were performed as described previously (20). Micrographs were taken with a
Philips EM301 electron microscope at an acceleration voltage of 80 kV.

Analysis of DNA and protein sequence data. Genome sequence data from
M. gryphiswaldense MSR-1 were used from the whole genome shotgun in
progress (45), at the present stage of eightfold sequencing coverage. The assem-
bled shotgun sequences have a constant total contig length approaching 4.6 Mb;
hence, they represent nearly the genome size of M. gryphiswaldense MSR-1 as
estimated by pulsed-field gel electrophoresis.

Peptide sequences determined in this study were compared to the translated
preliminary genome of MSR-1 and to the partial sequence encoded by the
magnetosome island of MSR-1 (45) (accession number BX571797) by using the
BLAST algorithm (1). Basic analyses of DNA and protein sequences were
performed by using by the MacVector 7.0 software package (Oxford Molecular
Ltd.). Sequence alignment was carried out by using the ClustalW algorithm (57),
which is part of the same software. Protein sequences were compared to the
GenBank, EMBL, and SwissProt databases. Motif searches were carried out by
using the Prosite program (23). Protein location was analyzed by the PSORT
program (31).

Sequences of all bona fide magnetosome genes were finished to satisfy the
Bermuda Rules (http://www.ornl.gov/hgmis/research/Bermuda.html#1). Se-
quences of proteins that represented putative contaminants (see Table 3) were
analyzed by high-throughput genome annotation (40).

Nucleotide seq accessi bers. Sequences of proteins that repre-
sented putative contaminants have been deposited in the GenBank, EMBL, and
DDIJB data libraries as draft sequences for the whole genome shotgun under
accession number BX640510. The MM22 sequence has been deposited under
accession number BX640511.

RESULTS

Isolation and biochemical analysis of magnetosomes from
M. gryphiswaldense. Using the procedure described in Material
and Methods section, we obtained 40 mg of purified magne-
tosomes from 1 g (dry weight) of magnetic cells, which in-
cluded approximately 99.5% of the total cell-bound iron. The
higher magnetosome yields in this study than in a previous
study (20) were due to the improved cultivation of bacteria in
an oxystat fermentor, which resulted in a vastly increased in-
tracellular magnetosome content (22).

The profile of MM-associated fatty acids is shown in Table 1.
A number of common fatty acids were identified both in the
whole cells and in the MM fraction. However, the amide-
linked fatty acids 3-hydroxyhexadecanoic acid (3 OH 16:0),
3-hydroxyoctadecanoic acid (30H 18:0), and 2-hydroxydece-
noic acid (20H 18:1), which are typically present in the outer
membrane of gram-negative bacteria (41), were not detected
in the MM fraction. The results of thin-layer chromatography
in this study essentially confirmed the previous gas chromato-
graphic analysis of polar lipids (4). Specifically, phosphatidyl-
ethanolamine and phosphatidylglycerol were identified as the
most abundant polar lipids both in whole-cell extracts and
MM, whereas ornithinamid lipid and an unidentified amino
lipid were less abundant in the MM than in the fraction of
lipids from whole cells (data not shown).

Analysis of MM-associated proteins from M. gryphiswal-
dense by 1D SDS-PAGE. To investigate the effect of the prep-
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TABLE 1. Fatty acid compositions of whole cells and
magnetosomes of M. gryphiswaldense MSR-1 as
determined by gas chromatography-MS

Relative amt (%)

Fatty acid
‘Whole-cell polar lipids Magnetosome polar lipids
16:1w7c 21.384 21.707
16:0 8.947 11.860
ND“ 0.411 1.671
3 OH 16:0 2.694
18:1w9¢ 0.508 2.299
18:1w7c 55.972 57.734
18:1 0.882 2.724
20H 18:1 2.636
30H 18:0 1.909
20H 19:1/cy 19:0 3.083 2.005

“ ND, fatty acid could not be identified by gas chromtography-MS due to an
overlap with antifoam peaks.

aration protocol on the protein composition of the MM, the
conditions used for magnetosome purification were varied; the
method used for cell disruption, the buffer composition, the
pH, the ionic strength, and other parameter were varied in
numerous experiments. In summary, the standard procedure
yielded the optimum results in terms of protein yield, repro-
ducibility, and specificity (data not shown). For example, alter-
native methods used for cell disruption, including ultrasonica-
tion and lysozyme treatment, resulted in poor magnetosome
yields and poor reproducibility. Both ultracentrifugation and
subsequent magnetic separation were found to be crucial, as
the omission of purification steps resulted in a complex, highly
nonspecific protein pattern.

Depending on the electrophoresis conditions, between 15
and 20 major bands were detected by Coomassie blue staining
in 1D PAGE gels (Fig. 1A). Several additional low-molecular-
mass proteins, including band 17, were identified in Tris-
Tricine-SDS gels (Fig. 1B and C) (43). With the exception of
bands 4, 5, and 17, which yielded poor results, unambiguous
N-terminal amino acid sequences were derived from 14 pro-
teins.

MM-associated proteins were tested for the presence of
covalently bound heme by SDS-PAGE, followed by detection
of heme-associated peroxidase activity (55). Two major posi-
tive bands at approximately 25 and 16 kDa, as well as several
minor bands, were detected (Fig. 1D). Likewise, 1D PAGE-
resolved MMPs were tested for glycosylation. However, no
bands reacting with the glycostaining kit were detected in the
MM.

The characteristics of the MM-associated proteins were fur-
ther analyzed by treating purified magnetosomes with various
solubilizing agents (Fig. 2A). Treatment with hot (95°C) 1%
SDS readily removed all proteins, whereas solubilization was
less effective with cold (room temperature) 5% SDS. Several of
the smaller bands (e.g., bands at 16 and 19 kDa) apparently
were more resistant to solubilization, indicating that they are
relatively tightly bound to the MM. While cationic denaturing
detergents like SDS completely solubilized the MM, treatment
with nonionic detergents (Triton X-100, Tween 20), as well as
with zwitterionic detergents like octylglycosid, was less effec-
tive. A 24-kDa protein that was identified as MamA by N-
terminal amino acid sequence analysis could be selectively
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Mam E MFNIPXVGI P i
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16 15 Mam F 1.8 MAETILIETKT 7 (8 kDa)

FIG. 1. Separation of MM-associated proteins by 1D PAGE. (A) Summary of MMPs detected by Coomassie blue staining in 1D SDS-16%
PAGE gels. (B and C) Coomassie blue-stained (B) and silver-stained 16% SDS-Tricine gels of MMPs. The heterogeneous band at 9 kDa (band
17) revealed an ambiguous N-terminal amino acid sequence, M(G/Y/F/I)(P/Q/T/K)(L/I/V)(K/A)(M/G/V)(A/T/V/T), which partially contains the
N terminus of MamG. (D) Heme staining of MMPs (lane 1), which were subsequently stained with Coomassie blue (lane 2). The arrowheads

indicate the positions of heme-positive bands. aa, amino acid.

solubilized by Tween 20. The apparently loose binding of this
protein to the MM is consistent with its suggested peripheral
association (37). Treatment with 5 M NaCl and urea had vir-
tually no effect on the solubilization of MMPs.

While pronase and proteinase K treatment caused total deg-
radation of MM-associated proteins (data not shown), bands at
molecular masses of 19, 16, and 15 kDa remained associated

with the MM after limited tryptic digestion (Fig. 2B). These
bands were identified as MamC, MamF, and Mms16. The
incomplete digestion of these proteins suggests that they are
partially protected against proteolytic degradation, perhaps be-
cause of their integral membrane localization. Protease treat-
ment of magnetosomes resulted in macroscopic agglomeration
of the isolated magnetosome particles, as observed after solu-

MamA *

Mms16

MamC
MamF

FIG. 2. Binding characteristics of the MM-associated proteins. (A) SDS-PAGE of proteins solubilized from the MM after treatment with
various agents. Lane 1, 1% hot SDS (5 min); lane 2, Triton X-100 (2%); lane 3, Tween 20 (2%); lane 4, octylglucoside (500 mM); lane 5, SDS (5%);
lane 6, urea (5 M); lane 7, NaCl (2 M); lane 8, low-molecular-weight marker. The arrow indicates the position of a 24-kDa band which was
selectively solubilized by Tween 20 and was identified as MamA by its N-terminal amino acid sequence (MSSKPSN). (B) Lane 1, proteins from
untreated magnetosomes; lane 2, proteins from magnetosomes after tryptic digestion. The arrows indicate the positions of protein bands resistant
to partial tryptic digestion, which were identified as Mms16 (ASKQAEQLFD), MamC (MSFQLAPYLAK), and MamF (MAETILIETKT).
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FIG. 3. Electron micrographs of isolated magnetosome particles. (A) Untreated magnetosomes; (B) magnetosomes after treatment with Triton
X-100; (C) magnetosomes after tryptic digestion; (D) magnetosomes after boiling with 1% SDS.

bilization of the MM with detergents. This indicates that the
presence of proteins is crucial for maintaining the integrity of
the MM vesicles. Under these conditions, however, the mem-
brane structure enveloping the crystals apparently was not
entirely removed. Even after boiling with 1% SDS, which led to
instant agglomeration of particles, traces of organic material
remained attached to the crystals and a residual tendency to
form chains was observed, although the particles were tightly
spaced due to the MM solubilization (Fig. 3).

Comparison of MM-associated proteins from M. magneto-
tacticum and Magnetospirillum strain AMB-1. The closely re-
lated Magnetospirillum strains produce magnetite crystals
which are virtually identical in terms of size, alignment, and
crystal morphology. However, preliminary biochemical analy-
sis of the MM by using different protocols with M. magneto-
tacticun MS-1 and Magnetospirillum strain AMB-1 revealed
divergent protein patterns of the MM for strains MS-1,
AMB-1, and MSR-1 (3, 18, 35-37). To clarify whether the
observed differences were due to differences in the isolation
procedure, magnetosome particles were purified from M. mag-
netotacticum and strain AMB-1 by using the same protocol that
was used for M. gryphiswaldense MSR-1. The protein profiles of
the solubilized MM from the three strains are shown in Fig. 4.
Approximately 20 to 25 bands were identified in magnetosome
preparations from MS-1 and AMB-1. While the protein pat-
terns of AMB-1 and MS-1 were similar to each other and
shared a number of bands, their composition was clearly dis-
tinct from that of MSR-1.

Identification of MM-associated proteins by MS analysis.
Results of the 2D analysis are shown in Fig. 5. Proteins were
excised from 19 major spots on the Coomassie blue-stained gel
and subjected to tryptic digestion and subsequent MS analysis.
Several horizontal chains of spots with nearly identical molec-
ular weights but different pIs were detected, which may be
attributed to mistranslation, artificial chemical modification
during protein preparation, or posttranslational modification.

Alternatively, proteins from magnetosome preparations
were directly subjected to complete tryptic digestion and sub-
sequent CapLC-MS-MS analysis without prior separation by
electrophoresis. Overall, approximately 140 different spectra
were identified, which could be assigned to at least 27 different
proteins (Tables 2 and 3).

Identification and analysis of genes encoding MM-associ-
ated proteins. ORFs corresponding to all of the peptide se-
quences determined were identified in the unfinished genome
assembly of MSR-1. The majority of these ORFs could be
assigned to genes in the previously identified putative magne-
tosome island of M. gryphiswaldense (BX571797) (45).

Based on sequence analysis, the MM-associated proteins can
be divided into two groups. The first group comprises proteins
classified as bona fidle MMPs based on (i) their presence in
major bands or spots in 1D and 2D gels, (ii) no or only remote
similarity to proteins in organisms other than MTB, and (iii)

FIG. 4. SDS-16% PAGE of MMPs from M. gryphiswaldense MSR-
1, Magnetospirillum strain AMB-1, and M. magnetotacticum MS-1.
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FIG. 5. Silver-stained 2D PAGE of MMPs from M. gryphiswaldense. Proteins from marked spots were excised from the corresponding
Coomassie blue-stained gel and identified by electrospray ionization-MS-MS after tryptic digestion. IEF, isoelectric focusing.

colocalization in operons together with other genes encoding
known MMPs. These known MMPs include MamA, MamB,
MamC, MamD, MamE, MamF, MamG, MamJ, MamM, MamN,
MamO, MamQ, MamR, MamS, MamT, MM22, Mms6, and
Mms16 (Table 2). While MamA, MamB, MamC, MamD, and
MamE were previously identified in the MM of M. gryphiswal-
dense (20), the rest of the MMPs are new for this organism and
are described below.

The second group comprises proteins with unequivocal ho-
mology to ubiquitous, biochemically well-characterized, and
very abundant proteins in other (nonmagnetic) organisms (Ta-
ble 3). They most likely do not represent true MMPs, but their
association with the MM is due to nonspecific adsorption dur-
ing cell disruption.

Characteristics of bona fide MMPs. (i) Mms16. Spot 15 and
band 14 correspond to a protein that exhibits 80% identity to

Mms16 of Magnetospirillum strain AMB-1 (SwissProt accession
number Q93UW?2), which was the most abundant protein as-
sociated with the magnetosomes in this strain (35). Because of
its observed in vitro GTPase activity, it has been suggested that
this protein is involved in the formation of MM vesicles. Genes
with similarity to mmsI6 are present in the genomes of a
number of nonmagnetic bacteria. For instance, in Rhodospiril-
lum rubrum, a similar protein (Apd; 70% similarity) seems to
be involved in the activation of a depolymerase for hydrolysis
of PHB (R. Handrick and D. Jendrossek, unpublished data).
This protein also displays weaker sequence similarity to phasine-
like, PHB granule-associated proteins from several bacteria.
(ii) Mms6 and MamG. The apparent molecular mass of the
Mms6 protein of M. gryphiswaldense (spot 18) is significantly
less than 12.7 kDa, as calculated from the full-length gene,
potentially due to proteolytic cleavage of a premature propep-
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TABLE 2. Summary of features of bona fide MMPs of M. gryphiswaldense identified by various sequencing methods

Total tryptic diges-

2D PAGE +

Predicted

Edman
sequencing

GRUNBERG ET AL.

Putative function

E value

Best Blast hit
(accession no.)"

molecular
mass
(kDa)

(amino
acids)

tion + MS-MS Length
No. of  Coverage  No. of
peptides

MS-MS

Coverage

2D
spot
no.

ID band

Protein

peptides

(%)

(%)
35

no.

Tetratricopeptide repeat protein

CDF transporter

Unknown

3e-15
le-37

5.64 MM2348 of Methanosarcin (AE013478)
5.25 YdfM of Bacillus subtilis (C69781)

4.88
9.68

24.01
31.96

217
297
125
314
772

~

40.6

7

13,14

11
10
15
12
13

MamA (Q93DY9)
MamB (Q93DY6)
MamC (Q93DY1)
MamD (Q93DY2)

MamE
MamF

<

13.8

12.40
30.20

Unknown

Serine protease

Unknown
Unknown

9e-35

8.69 MLL5022 of Rhizobium loti (Q98CS8)

9.57
9.28
3.80

78.00
12.30

wnoen o~

54.8

4
2
8

38.7

16,17
19
10

14.3

6.1
14.5

6.7
26.8

111

1,3,16
17

2
9

7.70
48.51

84
466
318
437
632
272

MamG
MamlJ

Unknown

CDF transporter

1le-33
6e-30
6e-15
3e-16

5.82  BH 1238 of Bacillus halodurans (F83804)

34.50

Inorganic ion transport
Serine protease

Unknown

6.70 ' TMO0934 of Tharmatoga maritima (AE001757)

46.14

CC1282 of Canlobacter crescentus (C87408)

8.48 T. maritima (AE001759)

6.51
8.48
7.02
10.05
9.79

65.40
30.00

Unknown
Unknown

Unknown Heme binding

8.10
18.71
18.88
14.26
16.35

20.00

72
180
174
136
145
196

TN AN —

5 16.3

12.7

12.9

MamM
MamN
MamO
MamQ
MamR
Mam$S

6.4
17.5

10.3

274

5.7

MamT

Iron binding

b

17.5

18
15

Mms6

Activator for PHB depolymerase
Conserved hypothetical protein

6e-28
3e-07

5.49  Apm of Rhodospirillum rubrum (ZP_00014946)°
7.14  Enterococcus faecalis V583 (NP_816281)

14 67.6

13

Mms16

MM22

“ Only BlastP hits with E values of <0.01 are shown. Hits, to other MTB were not included.

® Similar to Mms6 of Magnetospirillum strain AMB-1 (Q83VL7).

< Similar to Mms16 of Magnetospirillum strain AMB-1 (Q93UW2): putative GTPase.
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tide. It displays homology only to other proteins found exclu-
sively in MTB, especially Mms6 of Magnetospirillum strain
AMB-1 (Q83VL7; 67% identity). Recently, Mms6 was de-
scribed in the latter strain as a tightly bound constituent of the
MM, which exhibited in vitro iron binding activity (3).

The ambiguous N-terminal amino acid sequence obtained
from heterogeneous band 17 partially matches the N terminus
of the deduced polypeptide encoded by the mamG gene (45)
and thus seems to represent the MamG protein that is similar
to Mms5 from AMB-1 (Q83VL6) (3). Interestingly, MamG
and MamD exhibited extensive sequence identity with each oth-
er (Fig. 6A) and had the hydrophobic sequence motif KGX
XLGLGL/MGLGAWGPXXLG in common with Mms6. This
motif exhibits an intriguing similarity to LG-rich repetitive
sequences found in silk-like (fibroin) proteins (59) and mollusk
shell framework proteins (54), as well as elastins and cartilage
proteins (12), which are known to have a remarkable tendency
for self-aggregation; several of these proteins are involved in
other biomineralization processes.

(iii) MamJ. MamJ was identified by 1D and 2D PAGE, as
well as in the MMP digest. The apparent mass (approximately
96 kDa) in 1D PAGE suggests that this band may represent an
undissociated homodimer of MamJ. The MamJ protein exhib-
its extensive self-similarity and is particularly rich in acidic
residues (14% E, 4.75% D), which are organized in several
conspicuous repetitive motifs (Fig. 6B).

(iv) MamM. Band 9 and three peptide fragments from the
MM tryptic protein digest correspond to a protein encoded by
the mamM gene of the mamAB cluster in M. gryphiswaldense
(45). The MamM protein exhibits sequence similarity (47%) to
the previously identified MamB protein of MSR-1 and repre-
sents another MMP with significant homology to cation diffu-
sion facilitator (CDF) transporters (20).

(v) MamF. The considerable difference between the calcu-
lated masses and the molecular masses of the two large bands
(92 and 103 kDa) in 1D PAGE gels is consistent with the
occurrence of undissociated oligomers (hepta- or hexamers) of
the MamF protein, while the 15-kDa band seems to corre-
spond to the monomeric protein. Altogether, the three bands
(bands 1, 3, and 16) represent the second-most-abundant pro-
tein (14.8%) in the MM after MamC (16.3%). Hydropathy
plots of MamF predict that it is a highly hydrophobic protein
with two transmembrane helices. An integral membrane loca-
tion would be also consistent with the observed resistance of
this protein to limited tryptic digestion. BLAST searches failed
to identify homologues of MamF except for hypothetical pro-
teins in magnetotactic strains MS-1 and MC-1.

(vi) MM22. An ORF encoding the N-terminal sequence of
band 13 was identified, and this sequence is preceded by five
additional amino acid residues, including the initial methio-
nine. The MM22 protein is likely to be associated with the
membrane and exhibits similarity with conserved hypothetical
proteins from various bacteria. No homologues were identified
in other MTB.

(vii) MamN, MamO, MamQ, MamR, Mam$, and MamT.
The MamN, MamO, MamQ, MamR, MamS, and MamT pro-
teins were identified only in tryptic digests of the total MM,
while no corresponding bands or spots were detected in 1D
and 2D PAGE gels. With the exception of MamN and MamO,
there is no similarity or only a low level of similarity with
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TABLE 3. Summary of features of presumed protein contamination of the MM of M. gryphiswaldense
identified by various sequencing methods
No. of peptides
Protein anlZ:“d ZDHZI.]M 2D PAGE Total tryptic digestion Best Blast hit (accession no.)* E value
+ MS-MS + MS-MS
Outer membrane protein 7,8 4 Bracella melitensis (Q44662) 4e-54
ATP synthase alpha 8,9 6 Rhodospirillum rubrum (PO5036) 3e-11
ATP synthase beta 6 6 6 1 Rhodospirillum rubrum (PO5038) 0.0
Ribosomal protein S1 4 4 Bradyrhizobium japonicum (NP_767380) 0.0
EF-Tu 7 4 2 Masorhizobium loti BAC50667 (NP_102118) le-07
FusA 1 5 Rickettsia bellii (AAM90927) 0.0
DnaK 3 6 Rhodopseudomonas sp. (005700) 0.0
GroEL 5 10 Rhizobium meliloti (NP_437546) 0.0
Cytochrome c1 1 Rhodospirillum rubrum (P23135) le-63
cb-type cytochrome ¢ oxidase 1 Brucella melitensis (NP_540482) 1e-90
CcoO subunit

Cytochrome b 2 Bradyrhizobium japonicum (NP_769126) le-140

“ Excluding hits to other MTB.

well-characterized proteins in organisms other than MTB.
Both MamO and the previously identified MamE protein ex-
hibit sequence similarity to HtrA-like serine proteases, al-
though MamO apparently does not contain a highly conserved
PDZ domain and the two proteins exhibit only relatively weak
(31%) sequence similarity to each other. MamN exhibits some
similarity to several transport proteins. MamT contains two
putative cytochrome ¢ heme binding sites (Cys-X-X-Cys-His),
which are conserved in the predicted MamT proteins from
MS-1 and MC-1 (data not shown). As the deduced mass of
MamT (19 kDa) differs from the masses of the MM heme-
positive bands in 1D SDS-PAGE gels (Fig. 1D), it is not clear
that MamT corresponds to one of these bands.

DISCUSSION

Whereas the lipid and fatty acid patterns were similar for the
MM and other subcellular compartments and mainly differed
in the relative proportions, the subproteome of the MM is
complex and distinct, as revealed by different approaches.

While 1D analysis has limited resolving power, it has several

advantages over 2D analysis, such as the ability to separate
highly hydrophobic membrane proteins and a tolerance for
higher protein loads. Accordingly, 11 MMPs were identified by
1D analysis, compared with the 7 proteins identified by 2D
analysis, while one protein (Mms6) found in the 2D analysis
was absent from 1D patterns. The highest number of MMPs
was identified in unresolved, tryptic digests of the entire MM
by CapLC-MS-MS, and these proteins included all of the pro-
teins found by 1D and 2D analyses except Mms6. For some
proteins, total sequence coverage of more than 50% was ob-
tained. Due to its high sensitivity, MS analysis also detected a
high proportion of putative contaminants. Other advantages of
liquid chromatography-MS-MS methods are that they can han-
dle extremely complex peptide mixtures and the sample re-
mains in solution throughout preparation and subsequent
analysis. Hence, losses associated with poor recovery from gels
are eliminated. In conclusion, the combination of the different
approaches is likely to provide the maximum amount of infor-
mation.

Although the procedure for magnetosome isolation was

A)
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FIG. 6. Selected sequence characteristics of several MMPs. (A) Sequence alignment of MamG and MamD of M. gryphiswaldense. (B) Dot blot
analysis of MamJ by Pustell protein matrix analysis (39) (pam 250 matrix).
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FIG. 7. Molecular organization of a region from the putative magnetosome island of M. gryphiswaldense comprising the entire mms6, mamDC,
and mamAB gene clusters (45). The solid arrows indicate genes encoding MMPs, which were identified in this study.

quite stringent, we found a number of proteins associated with
preparations of the MM which apparently are not bona fide
MMPs. Most of these proteins were only minor constituents of
the MM and escaped detection by Coomassie blue staining.
They mostly included very abundant and ubiquitous cellular
constituents, such as outer membrane proteins, ATPase sub-
units, ribosomal proteins, and respiratory chain constituents.
Thus, they are likely to represent contamination originating
from other subcellular compartments, which became adsorbed
to the particles during cell disruption. Cross-contamination by
tightly bound proteins from other cell fractions is a common
observation that has also been reported for isolation of other
complex intracellular structures, such as PHB granules and
endospores (27, 30, 58). However, the classification of putative
contaminants is somewhat arbitrary, and we cannot entirely
exclude the possibility that some of these proteins are associ-
ated with the MM in vivo. For example, it could be envisioned
that proton-translocating ATPase enzymes, which were among
the putative contaminants, might play a role in the energeti-
zation of the MM. On the other hand, we classified Mms16 of
M. gryphiswaldense MSR-1 as a bona fide MMP based on its
high level of identity to the AMB-1 protein, which was re-
ported to be essential in magnetosome formation (35). How-
ever, because of the striking homology to proteins involved in
PHB metabolism, the specific role of this protein in biominer-
alization requires further clarification.

Of the 18 bona fide MMPs that were identified in this study,
13 are novel for MSR-1, and 11 have not been identified in
other MTB previously. With the exception of MM22, all
MMPs have highly similar homologues in other MTB. Mms16
appears to be restricted to magnetospirilla and is absent from
strain MC-1. MamC, MamD, MamF, MamG, MamJ, MamR,
MamS, MamT, and Mms6 exhibit no homology to known pro-
teins in nonmagnetic organisms and therefore seem to repre-
sent MTB-specific protein families. Other MMPs (MamA and
MamQ) have homologues with diverse or unknown functions
in nonmagnetic organisms. The other MMPs can be assigned
to the HtrA-like serine protease family (MamE and MamO)
and to the ion-transporting protein group (MamN, MamB, and
MamM). Identification of MamM as a second MM-specific
CDF transporter in addition to MamB lends further support to
the hypothesis that these proteins belonging to the CDF3 sub-
family of putative iron transporters (33) are involved in the
magnetosome-directed transport of iron. Likewise, the MamO
sequence predicts that there is an additional MM-bound serine
protease in addition to MamE and corroborates the speculated
function of HtrA-like proteins in magnetosome formation
(e.g., in the processing and maturation of MMPs during MM
assembly). At least one MMP (MamT) was found to contain

conserved heme binding sites. The identification of redox pro-
teins may extend the range of putative biochemical functions
associated with the MM to redox cycling of iron during the
formation of the iron oxide magnetite (Fe;0,).

One noticeable feature common to several MMPs is the
presence of repetitive motifs. Examples are found in MamD,
Mms6, and MamG, all of which have a hydrophobic LG-rich
motif known from other biomineralizing proteins. Another
sequence pattern with potential relevance for magnetite bi-
omineralization is found in the acidic protein MamlJ; in this
protein 18.7% of the acidic amino acid residues are glutamate
and aspartate that occur in multiplets. A number of additional
conspicuous genes predicting proteins with highly repetitive
and/or acidic sequence motifs are found in the genome assem-
blies of MSR-1 and other MTB (data not shown). Clusters of
acidic groups are commonly found in proteins and polysaccha-
rides involved in other biomineralizing systems, such as those
in mollusk shells, coccolithophorids, and other organisms (6,
19). Acidic groups have a strong affinity for metal ions and are
often involved in the initiation of crystal nucleation by binding
of metal ligands. It is therefore tempting to speculate that
Mam] and other acidic or repetitive proteins are directly in-
volved in the control of the biomineralization process by pro-
viding iron binding activity.

In an effort to clarify the existence of multiple bands for
individual gene products, we considered the possibility of post-
translational modification by glycosylation. However, we failed
to identify reacting bands in the MM by glycostaining. This
finding is of particular interest, as glycoproteins are common
constituents of other biomineralization systems (19).

With the exception of Mmsl6 and MM22, all bona fide
MMPs could be assigned to previously identified genes in
MSR-1, which are organized in the mms6, mamDC, and
mamAB gene clusters located in the putative magnetosome
island (20, 45). A scheme for the assignment of MMP-encoding
genes and their organization is shown in Fig. 7. Of the 25
identified genes in these three operon-like clusters, 16 now can
be assigned to proteins associated with the MM, thereby con-
firming previous speculation that these clusters encode other
magnetosome proteins (20, 45). Nevertheless, we were unable
to assign 9 of the 25 genes from this region to identified MMPs.
Despite the high sensitivity of our method, some of the pro-
teins might have escaped detection, might have resisted effi-
cient solubilization, or might have been lost during purification
due to their loose association with the MM. Other proteins
might play different roles related to magnetosome biominer-
alization, such as roles in regulation or intracellular differen-
tiation, which are not necessarily associated with localization at
the MM. Further experiments, such as in situ localization stud-
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ies, are required to analyze the expression of these gene prod-
ucts.

Although their genes are present in the M. gryphiswaldense
MSR-1 genome, we also failed to detect homologues of MpsA
and MagA, which were previously found to be associated with
isolated magnetosomes in strain AMB-1 (32, 36). Analysis of
the MMP patterns for other magnetospirilla revealed a re-
markable dissimilarity between MSR-1 and the two other
strains analyzed. This was somewhat surprising, because a
close genetic similarity between MSR-1 and MS-1 can be in-
ferred from available genome data. Moreover, several MMPs
(MamA, MamD, MamC, Mms6, and Mms16) were previously
reported to be present in strain AMB-1 (3, 35, 36).

With the emerging picture of the astonishingly complex pro-
tein composition of the MM, the following questions arise:
How is such a macromolecular structure assembled, and how
are the MMPs targeted specifically to the MM? Several bands
and spots (e.g., MamE and Mms6) had an apparent mass that
was substantially lower than that predicted on the basis of their
genes, which might have been due to posttranslational cleavage
at presumptive signal sequences during maturation and MM
insertion. However, in a preliminary analysis we failed to de-
tect any obvious sequence motifs or sorting signals universal to
all MMPs. While PSORT analysis predicted an inner mem-
brane localization for most of the MMPs, for others (e.g.,
MamA, MamR, and Mms16) a cytoplasmic localization was
presumed. Consistent with this, most MMPs have the charac-
teristics of typical membrane proteins based on hydropathy
plots and structural predictions, whereas other MMPs are hy-
drophilic. This means that the binding to the MM cannot be
exclusively by hydrophobic interactions but for some proteins
may involve other types of interactions, such as protein-protein
interactions or direct interactions with the mineral surface of
magnetite crystals. Alternatively, it might be speculated that
assembly of the MM is mediated by scaffolding proteins, which
are often required for proper assembly of macromolecular
complexes, such as virus capsids and other complex subcellular
structures (16). Involvement of similar functions might be en-
visaged during MM assembly.

In conclusion, our study was the most comprehensive bio-
chemical analysis of the MM in an MTB so far. Identification
of the magnetosome subproteome provided candidates for fur-
ther biochemical and genetic analysis to elucidate their specific
functions in magnetosome assembly and magnetite biominer-
alization. In addition, our findings have relevance for future
uses of bacterial magnetosomes in biotechnological applica-
tions.
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Magnetosomes as Biological Model for Iron Binding: Relaxivity Determination

Zusammenfassung

Ziel: Die Durchfiihrung von In-vitro-Untersuchungen zur Cha-
rakterisierung eisenhaltiger bakterieller Partikel (Magnetoso-
men) als superparamagnetisches Kontrastmittel in der Magne-
tresonanztomographie (MRT). Material und Methoden: Unter-
schiedliche Konzentrationen an Magnetosomen wurden mit ei-
nem klinischen 1,5T Ganzkorper MR-Tomographen unter Ver-
wendung der Extremititenspule als Signal- und Empfangsspule
untersucht. Longitudinale und transversale Relaxivitit (R1 und
R2) von Magnetosomen wurden mittels einer inversion recovery
snapshot gradient recall echo-Sequenz (IR_FLASH) mit unter-
schiedlichen Inversionszeiten und einer Multi-Echo Spin-Echo
Sequenz bestimmt. Als Referenzmethode galten Atom-Absorpti-
onsspektrometrie (AAS) und Elektronenmikroskopie. Ergebnis-
se: Die bei 21°C auf einem 1,5 T MR-Scanner berechneten Werte
fiir die longitudinale und transversale Relaxivitit der Magneto-
somen lagen bei R1=7,688 mmol-! s-! und R2 = 147,67 mmol’
s~ In samtlichen Verdiinnungen konnte eine korrespondierende
Eisenkonzentration mittels AAS gemessen werden. Mit Elektro-
nenmikroskopie wurden die Eisenpartikel bildlich dargestellt.
Schlussfolgerung: Mit Magnetosomen steht eine neue Sub-
stanzklasse an eisenhaltigen Kontrastmitteln zur Verfiigung, de-
ren weitere Untersuchung in Zellkultur und spéter an Tiermodel-
len erfolgen soll. Magnetosomen kdnnten geeignet sein, als Mar-
kersubstanz, die Verteilung und genetische Expression moleku-
larer therapeutischer Vektoren sichtbar zu machen.

Institutsangaben

with MRI

Abstract

Purpose: In vitro characterization of iron-containing bacterial
particles (magnetosomes) as superparamagnetic contrast agents
for MRI. Material and Methods: Different concentrations of
magnetosomes were examined with a 1.5 T clinical whole-body
MR system at 21°C using the transit/receive extremity coil. Both
longitudinal and transversal relaxivities (R1 and R2) of the mag-
netosomes were determined by an inversion recovery snapshot
gradient recall echo (IR FLASH) with various inversion times
and a multi echo spin echo sequence. Atomic absorption spectro-
metry (AAS) and electron microscopy were used as reference
8tandard. Results: Longitudinal and transverse relaxivities of
the magnetosomes were calculated to be R1=7.688 mmol-! s
and R2 = 147.67 mmol-' s, respectively. The corresponding iron
concentrations were determined in all dilutions using AAS, while
the magnetosomes were morphologically delineated by electron
microscopy. Conclusion: Magnetosomes represent a new and in-
teresting class of iron-containing contrast agents warranting fur-
ther evaluation in cellular cultures and animal models. Magneto-
somes may be suited for displaying the vector distribution and
gene expression of new molecular therapies.
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MRI - contrast agents - magnetosomes - experimental radiology
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Einleitung

Die rasante Erforschung molekulargenetischer Ursachen ver-
schiedener Erkrankungen eroffnet unbestritten groSe Moglich-
keiten fiir neue diagnostische wie therapeutische Verfahren in
der modernen Bildgebung [1,2]. Die Entschliisselung des
menschlichen Genoms vor weniger als zwei Jahren erlaubt be-
reits heute tiefe Einblicke in die molekulare Genese diverser Pa-
thologien und wird zunehmend die Entwicklung innovativer
Gentherapien vorantreiben [3,4].

Aktuell werden weltweit ca. 400 gentherapeutische Studien
durchgefiihrt, bei denen Radiologen sowohl bei der Applikation
therapeutischer Vektoren als auch bei der bildlichen Dokumen-
tation von Therapieeffekten wesentlich beteiligt sind. Zu diesem
Zweck sind mehrere Verfahren entwickelt worden, welche die
Darstellung von Genexpresssion in vivo ermoglichen. Neben
bildgebenden Techniken, die im Wesentlichen auf die praklini-
sche Anwendung beschrankt sind (z.B. near-infrared fluorosco-
py, NIRF), haben sich nuklearmedizinsche Verfahren genauso
wie die Magnetresonanz-Tomographie (MRT) durch eine gute
Sensitivitdt und Spezifitdt bei der Detektion entsprechend mar-
kierter Proben ausgezeichnet [5,6]. Das Fehlen jeglicher Neben-
wirkungen sowie die komplette Vermeidung ionisierender
Strahlung in Kombination mit hoher raumlicher Auflésung sowie
die Moglichkeit, unterschiedliche quantitative Parameter zu eva-
luieren, pradisponieren die MRT fiir den Einsatz in der molekula-
ren Radiologie.

Vielversprechende MRT-basierte Strategien zur Bestimmung
therapeutischer Effekte auf molekularer Ebene beinhalten die
Uberexpression von besonderen Transferrin-Rezeptoren (ETR,
engineered transferrin receptor) und die anschlieBende intrave-
nose Injektion von monokristallinen Eisenoxidpartikeln (MION,
monocrystalline iron oxide nanoparticles), welche zu einem
sichtbaren Signalverlust im Zielgewebe fiihren [7]. Ein alternati-
ver Ansatz zur Detektion genetisch verdnderter Gewebe mittels
MRT konnte mit bakteriellen Mikroorganismen gelingen, welche
superparamagnetische Partikel exprimieren. Magnetotaktische
Bakterien sind Prokaryonten, die membrangebundene Kristalle
aus superparamagnetischem Magnetit (Fe;0,) produzieren, so
genannte Magnetosomen [8]. Solche winzigen Magnetosomen
fithren zu einer nahezu homogenen Ausrichtung der Bakterien
entlang eines magnetischen Feldes. Die Bildung von Magnetoso-
men ist das Ergebnis eines komplexen Biomineralisationsprozes-
ses, der zur Anreicherung von umbhiillten Mineralpartikel in der
Zelle fiihrt [9]. Aufgrund der einzigartigen kristallinen Beschaf-
fenheit und der herausragenden magnetischen Eigenschaften so-
wie der geringen GroRe und guten Verteilung der Partikel ist die
technologische Anwendung von Magnetosomen durchaus vor-
stellbar [8].

Ziel dieser In-vitro-Studie war die Bestimmung der magneti-
schen Eigenschaften von Magnetosomen in unterschiedlicher
Konzentration mittels eines klinischen MR-Tomographen unter
Berticksichtigung potenzieller Anwendungen als Kontrastme-
chanismus fiir die molekulare Bildgebung.

Herborn C U et al. Magnetosomen als biologisches ... Fortschr Réntgenstr 2003; 175: 830-834

Material und Methoden

Die Magnetosomen wurden vom Max-Planck-Institut fiir Marine
Mikrobiologie in Bremen zur Verfiigung gestellt. Die Partikel
wurden dort vom magnetotaktischen Bakterium Magnetospiril-
lum gryphiswaldense mittels einer kombinierten Technik aus
magnetischer Separation and Ultrazentrifugation isoliert, im
Wesentlichen wie unter [10] beschrieben. Isolierte Magnetoso-
men wurden in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gefiillt und auf Eis
unter Argon-Beliiftung versandt. Die Stock-Losung hatte eine Ei-
sen-Konzentration von 1,28 mg/ml (23 pmol/ml).

MR Tomographie

Die MR-Bildgebung wurde auf einem klinischen 1,5 Tesla Ganz-
korper-Tomographen (Magnetom Sonata, Siemens, Erlangen)
mit ultraschnellem Gradientensystem durchgefiihrt (40 mTm!,
200 ms Anstiegsgeschwindigkeit; 63 MHz). Zur Verbesserung
des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses wurde eine dedizierte hoch-
auflésende Kniegelenks-Sende-Empfangsspule fiir die Bildge-
bung benutzt. Samtliche Proben wurden in einem wassergefiill-
ten Plastik-Container untersucht, der zwischen zwei groen, mit
je 5 Liter destilliertem Wasser gefiillten Plastikflaschen positio-
niert wurde, um das Signal zu erhthen und Suszeptibilitdtsarte-
fakte aus der umgebenden Luft wahrend der Akquisition zu ver-
ringern. Referenzproben mit absteigender Konzentration an
Magnetosomen (1:50; 1:100; 1:200; 1:500; 1:1000 von der
Stock-Losung in Salzpuffer) dienten zur Optimierung der Puls-
sequenz und der anschlieRenden Berechnung von T1- und
T2-Relaxationszeiten.

Eine Inversion-Recovery-Snapshot-FLASH-Sequenz wurde mit 8
unterschiedlichen Inversionszeiten (22, 50, 150, 300, 600, 1200,
2400 und 5000 ms) akquiriert, um die T1-Relaxationszeiten der
verschiedenen Magnetosomen-Suspensionen zu berechnen, wo-
hingegen eine Multi-Echo Spin-Echo-Sequenz mit 32 gleich lan-
gen Echos (initiales Echo: 7 ms, Echo spacing: 7 ms) zur Messung
der T2-Relaxationszeiten benutzt wurde. Beide Sequenzen wur-
den mit einem Gesichtsfeld (field of view, FOV) von
200 x 230 mm, einer Matrix von 128 x 256 und einer Schichtdi-
cke von 5 mm akquiriert. Die longitudinale Relaxivitdt (R1) wur-
de mit der folgenden Formel berechnet:
R
Tl T,

wobei 1/T1 der Relaxationsrate gemessen mit der Inversion-Re-
covery-Turbo-FLASH-Sequenz, 1/T1, der Relaxationsrate ohne
Magnetosomen, R1 der longitudinalen Relaxivitit und [C] der
Konzentration an Magnetosomen entspricht. Die transversale
Relaxivitdt wurde mittels der gleichen Formel (1) berechnet,
nachdem T1, T1, und R1 durch T2, T2, und R2 ersetzt wurden.
Die T2-Werte fiir die unterschiedlichen Magnetosomen-Konzen-
trationen wurden durch mono-exponentielles Auftragen der Sig-
nalintensitdten aus jedem der 32 Echos {iber die jeweiligen Echo-
zeiten ebenfalls berechnet. Alle Messungen wurden bei Raum-
temperatur (21°C) durchgefiihrt.

Spektrometrie

Die Quantifizierung der Eisen(Fe)-Konzentration jeder Magneto-
somen-Suspension mit der zugeordneten Verdiinnung erfolgte
durch atomare Absorptionsspektrometrie (AAS) mit einem pola-
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risierten Zeeman-Effekt-Graphit-Spektrophotometer (PerkinEl-
mer Instruments, model 4100 ZL, Shelton, CT, USA.), welches
mit AAWinLab Software ausgestattet war. Samtliche Magnetoso-
men-Suspensionen wurden mit 65%iger Salpetersiure (HNOs)
verdiinnt. Zur Fe-Messung wurde das Spektrophotometer auf
eine Wellenldnge von 248,3 nm eingestellt und mittels einer ei-
senhaltigen Standardlésung kalibriert (1000 pg/ml; N9300126,
PerkinElmer Fluid Science, Beltsville, MD, USA.). Die Qualitéts-
kontrolle erfolgte bei jeder einzelnen Untersuchung mittels einer
weiteren Standardlésung aus 21 definierten Elementen mit einer
jeweiligen Konzentration von 100 ug/ml in HNO; (N9300281,
PerkinElmer Fluid Science, Beltsville, MD, USA.).

Elektronenmikroskopie

Purifizierte Magnetosomen wurden auf Kohlenstoff-beschichte-
ten Kupferplatten absorbiert und mit 2% (w/v) Uranylacetat dun-
kel gefédrbt. Die Proben wurden mit einem Philips CM10 Trans-
missionselektronenmikroskop bei einer Beschleunigungsspan-
nung von 100 kV betrachtet und bildlich dokumentiert. Simtli-
che mikroskopische Untersuchungen wurden von demselben
Autor durchgefiihrt (D.S.).

Ergebnisse

Magnetresonanz-Tomographie

Die Relaxationszeiten unterschiedlicher Magnetosomen-Kon-
zentrationen sind in Tab.1 zusammengefasst. Bei erhohten Kon-
zentrationen an Magnetosomen konnten moderate T1-verkiir-
zende Effekte nachgewiesen werden, die sich im R1-Wert wider-
spiegeln, wdhrend T,-verkiirzende Effekte durch den hohen
R2-Wert dargestellt wurden. Dementsprechend dienten Magne-
tosomen in niedriger bis mittlerer Konzentration (1:1000-
1:100) als ein biphasischer Kontrastmechanismus, mit einem
hellen Signal auf T;-gewichteten Bildern und dunkel auf T,-ge-
wichteten Bildern (Abb. 1). Bei hoheren Konzentrationen beding-
te der zunehmende T2-verkiirzende Effekt die totale Signalaus-
l6schung auch bei ultrakurzen TR/TE Gradienten-Echo-Sequen-
zen. In solch hohen Konzentrationen erscheinen Magnetosomen
als ein diffus negativer Kontrastmechanismus sowohl auf T;- als
auch T,-gewichteten Bildern. Die longitudinale und transversale
Relaxivitdt bei 21°C und 63 MHz, berechnet als linearer Anstieg
aus Formel (1), betrug R1=7,688 mmol-' s-! beziehungsweise
R2=147,67 mmol-! s-.,

Tab.1 Vergleich von Eisen-Konzentrationen von fiinf unterschied-
lichen Magnetosomen-Verdiinnungen, die mittels AAS ge-
messen wurden, und den korrespondierenden T1- und
T2-Zeiten in einem klinischen 1,5 T MR-Tomographen (63

MHz, 21°C)
Verdiinnung Fe-Konz. (nmol/ml)  T1 (msec) T2 (msec)
350 0,45 322 15,62
1: 100 0,24 498,5 25,21
12 200 0,16 720,3 41,48
1¢ 500 0,09 1199,2 85,07
1:1000 0,06 1567,7 148,02

832

Abb.1 Signalintensititen von verschiedenen Magnetosomen-Kon-
zentrationen in T;-gewichteten und T,-gewichteten Puls-Sequenzen.
Die Proben-Nummern erkldren sich wie folgt: 1=1:50; 2 = 1:100;
3=1:200; 4=1:500; 5=1:1000; 6 = Salzpuffer. Wahrend die hochste
Eisen-Konzentration in Probe ,1“ zu einem kraftigen Signal in der
T;-Wichtung fiihrt, stellt sich ein vollstandiger Signalverlust derselben
Probe auf der T,-gewichteten Sequenz dar.

Spektrometrie

Die Stock-Losung von Magnetosomen hatte eine Eisen-Konzen-
tration von 23 pmol/ml (1,28 mg/ml). Die Ergebnisse fiir die ver-
diinnten Proben sind in Tab. 1 aufgelistet.

Elektronenmikroskopie

Isolierte Magnetosomen stellten sich als kubo-oktaedrische Kris-
talle dar, die von einer Membran umbhiillt wurden. Die GroRe der
einzelnen Partikel lag im Durchschnitt bei 45 nm. Gereinigte Par-
tikel zeigten die Tendenz, sich kettenformig auszurichten
(Abb. 2).

-
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Abb.2 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Magnetosomen
des magnetischen Bakteriums Magnetospirillum gryphiswaldense (Bal-
ken entspricht 200 nm).

Diskussion

Die vorliegende In-vitro-Studie prdsentiert eine neue MR-Kon-
trast-verstirkende Substanz aus kleinen superparamagneti-
schen Partikeln, welche aus Bakterien gewonnen wurden und
deren Anwendung als Marker fiir molekulare Bildgebung in Zu-
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kunft denkbar erscheint. R1- und R2-Relaxivititen, die bei
Raumtemperatur (21°C) und 63 MHz auf einem klinischen 1.5T
Ganzkorper-MR-Tomographen bestimmt wurden, sind mit den
Werten anderer Eisenpartikel zur medizinischen Bildgebung ver-
gleichbar. Zu diesen gehdren monokristalline Eisenoxid-Nano-
partikel (MION) [11] genauso wie Ultrakleine Superparamagne-
tische Eisenoxid-Partikel (USPIO) [12]. Ausgehend von den dar-
gestellten Ergebnissen aus Untersuchungen mittels MRT, AAS
und Elektronenmikroskopie erscheint es vorstellbar, Magnetoso-
men langfristig als ein Eisen-basiertes Kontrastmittel zu verwen-
den, vergleichbar mit anderen Eisenpartikeln, die mittlerweile in
grofen Studien einer ausgedehnten klinischen Erprobung zuge-
fiihrt worden sind [13-15].

Magnetosomen haben superparamagnetische Eigenschaften, die
bereits geringe Konzentrationen in einem klinisch eingesetzten
MR-Ganzkorpertomographen nachweisbar machen (Abb.1).
Diese Eigenschaften lassen mogliche Riickschliisse auf zukiinfti-
ge Anwendungen fiir Magnetosomen zu: Weissleder et al. konn-
ten sowohl in Tumorzellen als auch in Makrophagen eine ver-
gleichsweise hohe Eisenaufnahme durch Phagozytose nach In-
kubation mit kleinen Eisenpartikeln nachweisen. Eine solche
Aufnahme war bei 1,5T noch bei einer geringen Anzahl von le-
diglich einigen 100 Zellen durch die Akquisition von T;- und
T,-gewichteten Pulssequenzen nachweisbar [16]. Aus diesem
Grund sollen sich zukiinftige Untersuchungen mit Magnetoso-
men darauf fokussieren, solche Zellen durch Phagozytose von
Magnetosomen fiir das MR-Experiment zu markieren. Obwohl
die Mdglichkeit einer konzentrationsabhingigen zelluliren Toxi-
zitdt von Magnetosomen bertiicksichtigt werden muss, erscheint
dieses Problem nicht allzu gewichtig - einige superparamagneti-
sche Partikel sind bereits bei der Darstellung markierter Zellen in
vivo erfolgreich zum Einsatz gekommen [17].

Uber die einfache Zellmarkierung durch Phagozytose hinaus ha-
ben jiingste wissenschaftliche Aktivititen die bildliche Erfassung
von Gentherapien in den Mittelpunkt geriickt. Die ersten Versu-
che zielen dabei auf die Visualisierung der Verteilung therapeu-
tischer Vektoren in Zielorganen, beispielsweise bosartigen Tu-
moren, genauso wie die Detektion und Charakterisierung lokaler
Therapie-induzierter Effekte [1,18,19]. Zu diesem Zweck konnten
bereits Liposomen mit therapeutischen Genen in Kombination
mit Eisenpartikeln erfolgreich entwickelt werden. Nach geneti-
scher Expression des Vektors sind die Eisenpartikel mittels MRT
sichtbar [20]. Eine solche indirekte Methode zur Darstellung
gentherapeutischer Effekte stellt ein zuverlissiges und nicht-in-
vasives Werkzeug zur Beurteilung vielversprechender therapeu-
tischer Ansdtze dar [7]. Vor dem Hintergrund ihres superpara-
magnetischen Verhaltens kénnten auch Magnetosomen fiir sol-
che Zwecke geeignet sein.

Allerdings ist das Wissen iiber die genetische Kodierung des Her-
stellungsprozesses von Magnetosomen immer noch duferst be-
grenzt. Erste Versuche, die Formation von Magnetosomen mole-
kulargenetisch zu entschliisseln, sind bisher sowohl am Mangel
an ausreichenden Mengen magnetotaktischer Bakterienstimme
als auch an der ausgesprochen anspruchsvollen Technik zur Kul-
tivierung dieser Bakterien im Labor gescheitert, um nur zwei
Griinde zu nennen. Jiingste Untersuchungen weisen darauf hin,
dass die genetische Grundlage fiir die Biomineralisation von
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Magnetosomen sehr komplex ist und eine Vielzahl unterschied-
licher Gene beinhaltet, die wiederum in mehreren Genombezir-
ken organisiert sind [10]. Der genaue Prozess der Identifizierung
und Zusammenfassung der Gensequenz fiir Magnetosomen
konnte durch ausgewdhlte gentechnische Manipulationen, die
vor kurzem an verschiedenen magnetischen Bakterienstimmen
etabliert wurden, zukiinftig erleichtert werden (Schultheiss und
Schiiler, zur Publikation eingereicht).

Sicherlich bleibt die Wertigkeit dieser Arbeit zu groRen Teilen
hypothetisch. SchlieBlich konnten lediglich In-vitro-Ergebnisse
prdsentiert werden und Aussagen iiber die mdgliche In-vivo-To-
xizitdt sind noch nicht verfiigbar. Dariiber hinaus miissen Mag-
netosomen zur definitiven Charakterisierung weiteren Untersu-
chungen unterzogen werden, beispielsweise Mossbauer-Studien
zur Sdttigung des inneren magnetischen Feldes und Analysen
mittels Rontgen-Diffraktion und Laser-Licht-Streuung. Jedoch
ist die Aussicht, die Herstellung von Magnetosomen genetisch
zu steuern und die Partikel somit als direkten Marker fiir den
Nachweis von Vektordistribution und Genexpression einzuset-
zen, ein mehr als ausreichender Motivator zur schnellstmogli-
chen Durchfiihrung dieser Arbeiten.

Die Ergebnisse dieser Studie zusammenfassend halten wir Mag-
netosomen fiir einen vielversprechenden Eisen-basierten MR-
Kontrastmechanismus, der zu weiteren In-vitro- und In-vive-Un-
tersuchungen berechtigt.
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