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Zusammenfassung

Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien stellen ein bemerkenswertes 

Beispiel eines subzellulären, 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 Präzipitation von Eisen 

involviert. Die Kompartimentierung durch die Bildung der Magnetosomenmem-

bran ermöglicht die Kontrolle des Biomineralisationsprozesses durch biochemi-

sche Vorgänge. 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 durchgeführt. 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, für 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 für 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 für die Magnetitbio-

synthese. 16 dieser Gene kodieren für MMP, während 9 Gene keinem der in der 

Magnetosomenmembran identifizierten Proteine zugeordnet werden konnten. 

Vergleichende Analysen der mam-Gene verschiedener magnetotaktischer Bak-

terienstämme zeigten hinsichtlich Sequenz und Anordung mehr oder weniger 

starke Konservierung.



Zusammenfassung 2

Aufgrund der Aminosäuresequenzen kann spekuliert werden, dass die 

identifizierten MMP eine spezielle Funktion im Biomineralisationsprozess haben. 

Die exakte Rolle der MMP konnte noch nicht geklärt werden, jedoch werden 

Funktionen in der Eisenakkumulation, der Nukleation und dem Wachstum der 

Kristalle sowie in der Anordnung und für 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 für die 

Größe, 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 häufigste MMP, MamC, ausschließlich in der Magnetosomen-

membran lokalisiert ist.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen stellen die bislang 

umfassendste biochemische Analyse der Magnetosomenmembran in mag-

netotaktischen Bakterien dar. Durch die Charakterisierung des Magnetosomen-

Subproteoms wurden Kandidaten für weitere biochemische und genetische 

Analysen zur Untersuchung der spezifischen Funktion beim Magnetosomen-

Zusammenbau und der Magnetitbiomineralisation identifiziert. Außerdem 

könnten die Ergebnisse dieser Arbeit für zukünftige 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 

ermöglichen.
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Teil I  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 zunächst 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 natürlichen aquatischen Habitaten zu detektieren 

(Moench et al. 1978). In einer Vielzahl von marinen und Süßwasserhabitaten 

findet man magnetotaktische Bakterien in großen Zellzahlen an der oxisch-

anoxischen Übergangszone, die in vielen Gewässern an der Grenzfläche 

zwischen Sediment und Wasser verläuft (Bazylinski 1995; Spring und Bazylinski 

2000; Flies et al. 2005, in Druck). Die meisten der kultivierten magnetotaktischen 

Bakterienstämme weisen ein typisches mikroaerophiles Verhalten auf. 

MTB haben eine bemerkenswert vielfältige Zellmorphologie wie z. B. Kokken, 

Stäbchen, Vibrionen, Spirillen (Blakemore 1982; Bazylinski 1995). Trotz ihrer 

Diversität haben magnetotaktische Bakterien gemeinsame Eigenschaften: Alle 

bisher beschriebenen Arten sind Gram-negativ und durch Flagellen beweglich. 

Alle besitzen magnetische, intrazelluläre 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 (Fe3O4) (Frankel et al. 1979), weniger gut 

untersucht sind Kristalle aus dem Eisensulfid Greigit (Fe3S4) (Mann et al. 1990; 

Heywood et al. 1990). 

Die bislang bekannten MTB lassen sich auf der Basis von vergleichenden 

16S-rRNA-Analysen verschiedenen phylogenetischen Gruppen zuordnen: Die 
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meisten Stämme, die Magnetit-haltige Magnetosomen enthalten, gehören den 

-Proteobakterien an. Desulfovibrio magneticus Stamm RS-1, ein Sulfat-

reduzierendes magnetisches Bakterium sowie ein mehrzelliger magnetischer 

Prokaryot werden zu den -Proteobakterien gezählt (DeLong et al. 1993; 

Kawaguchi et al. 1995). Magnetobacterium bavaricum, ein magnetisches 

Riesen-Stäbchen, wurde dem Nitrospira-Phylum zugeordnet (Spring et al. 

1993), ebenso MHB-1, ein magnetotaktisches Stäbchen aus dem Waller See 

(Flies et al. 2005, in Druck).

Magnetotaktische Bakterien haben die Fähigkeit zur Magnetfeldorientierung 

(„Magnetotaxis“) (Balkwill et al. 1980). Im Unterschied zu anderen Taxis-

mechanismen wie Aerotaxis und Phototaxis versteht man unter Magnetotaxis 

die Fähigkeit der passiven Ausrichtung und aktiven Motilität eines Organismus 

parallel zu den Feldlinien eines Magnetfeldes, wobei sich die Zellen wie winzige 

Kompassnadeln verhalten. Eine allgemein akzeptierte Hypothese für die 

biologische Bedeutung des zellulären Magnetismus für die Organismen ist die 

Wechselwirkung der Magnetosomenkette mit dem erdmagnetischen Feld zur 

Orientierung im natürlichen Habitat (Blakemore 1975; Bazylinski 1995). 

Magnetosomen

Bereits frühe 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 für Magnetosomen ist ihre enge Größenverteilung 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 

abhängig von den Wachstumsbedingungen. Magnetosomen haben eine 

typische Größe von 35–120 nm und entsprechen damit magnetischen 

Einbereichsteilchen („single domain particles“) (Frankel et al. 1998), die 

intrazellulär in einer oder mehreren Ketten angeordnet sind. Neben ihrer 

einheitlichen Größe 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, projektilförmig und hexagonal (Abb. 1).
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Während Anordnung und Form der Magnetosomen kultivierungsunabhängig 

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 abhängig (Blakemore et al. 1995; Schüler 

und Bäuerlein 1998; Heyen und Schüler 2003). 

Aufgrund ihrer besonderen magnetischen und kristallinen Eigenschaften 

stehen isolierte und gereinigte Magnetosomen auch im interdisziplinären 

Interesse. Sie könnten wegen ihrer magnetischen Eigenschaften eine neue 

Substanzklasse an eisenhaltigen Kontrastmitteln für medizinische Anwendungen 

darstellen. Weitere Untersuchungen sollen in Zellkulturen und Tiermodellen 

durch Magnetresonanztomographie (MRT) durchgeführt werden. Somit könnten 

Magnetosomen als Markersubstanz dienen, um die Verteilung und genetische 

Expression molekularer therapeutischer Vektoren sichtbar zu machen (Herborn 

et al. 2003). Außerdem könnten Magnetosomen zur Immobilisierung von 

bioaktiven Substanzen, wie Enzymen und Antikörpern, angewendet werden, 

die dann magnetisch manipuliert werden (magnetisches „drug targeting“) 

(Matsunaga und Kamyia 1987). 

Abb. 1: 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Kristallmorphologien und intrazellulären 

Anordnung von Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien: 

A) kubo-oktaedrisch, B) projektilförmig, C) und D) hexagonal. Die Magnetosomen sind in 

einer (C) oder mehreren (D) Ketten angeordnet. Die Länge des Balken entspricht 100 nm. 

(Aufnahmen von D. Schüler aus: E. Bäuerlein 2003). 
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Desweiteren wurden in einem Mars-Meteoriten Magnetitkristalle nach-

gewiesen, die irdischen Magnetosomen ähneln und als möglicher Beweis für 

extraterrestisches Leben angeführt wurden (McKay et al. 1997). Daher wur-

den Magnetosomen aufgrund ihrer Charakteristika als Biomarker zur 

Identifikation mutmaßlicher Magnetfossilien vom Mars in Betracht gezogen 

(Thomas-Keprta et al. 2002). 

2 Biomineralisation von Magnetit 

Unter Biomineralisation versteht man die Bildung definierter anorganischer 

Festkörper durch biologische Systeme (Lowenstamm 1981). Dabei verwenden 

alle Organismen Strategien wie die räumliche Kontrolle in lokalisierten 

Kompartimenten (z. B. Lipidvesikel, Proteine u. a.) sowie eine genaue Regulierung 

physikochemischer Prozesse in diesen Kompartimenten (Mann et al. 1990). 

Biomineralisationsvorgänge sind in der Natur weit verbreitet. Beispiele dafür 

sind die Bildung von Muschelschalen aus Aragonit-Calcit, Aragonit in 

Ohrsteinchen von Zebrafischen, die Silikatschalen der Diatomeen oder die 

Bildung von Zähnen und Knochen aus Calciumphosphat (Apatit) (Gotliv et al. 

2003; Söllner et al. 2003; Kröger und Sumper 2000; Noll et al. 2002). 

Ein faszinierendes Beispiel für 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 außerdem in Fischen, 

Vögeln, 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 kürzlich der Nachweis eines Magnetfeldrezeptors, der mit 

Ketten von Magnetitkristallen assoziiert ist, die in ihrer Struktur und Größe den 

bakteriellen Magnetosomenpartikeln sehr ähnlich sind. Aufgrund dieser Befunde 

wurde über einen universellen Biomineralisationsmechanismus spekuliert 

(Diebel et al. 2000). Die Magnetitkristalle in magnetotaktischen Bakterien 

könnten somit ein Modellbeispiel für den Prozess der Biomineralisation 

darstellen. 
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Auf der Basis hochauflösender Elektronenmikroskopie und der Mößbauer 

Spektroskopie wurde ein Modell des komplexen Prozesses der Magnetitbio-

mineralisation für Magnetospirillum vorgeschlagenen (Frankel et al. 1983; Mann 

et al. 1990). Dieses wird jedoch mittlerweile kontrovers diskutiert. Wie der 

Mechanismus im einzelnen verläuft ist noch nicht klar. Es wird jedoch vermutet, 

dass nach Aufnahme von Eisen FeII in die Magnetosomenvesikel, die durch die 

Magnetosomenmembran gebildet werden, transportiert wird. Die Kompar-

timentierung durch die Bildung der Magnetosomenmembran-Vesikel innerhalb 

der Zelle ermöglicht die Kontrolle des Biomineralisationprozesses durch bio-

chemische Vorgänge. Dabei wird ein Teil des FeII reoxidiert. Anschließend 

kommt es wahrscheinlich entweder zu einer Copräzipitation von FeII und FeIII 

oder es wird ein Ferrihydrit als Precursor gebildet, das mit den FeII-Ionen in 

Lösung zu Magnetit reagiert. Die Bildung von Magnetit setzt eine lokale Über-

sättigung des Eisens in Lösung voraus. Außerdem werden bei diesem Prozess 

Protonen freigesetzt, daher bedarf die Nukleation und das Kristallwachstum 

einer präzisen Regulation eines optimalen pH-Wertes sowie Redoxpotentials 

(Cornell und Schwertmann 2003).

Stöchiometrie: 2 Fe(OH)3 + Fe2+  →  Fe3O4 + 2 H2O + 2 H+ 
 Eisen(III)-oxid Magnetit

Welche biochemischen Komponenten daran beteiligt sind und speziell die 

Vesikelbildung initiieren 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 später beschrieben 

Gorby et al. anhand von isolierten Magnetosomen, dass die Magnetosomen-

membran in MS-1 eine ähnliche Architektur wie die Cytoplasmamembran auf-
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weist und aus einer 3–4 nm dicken proteinhaltigen Phospholipid-Doppelmem-

bran besteht. Außerdem wurden in MS-1 unter Eisen-limitierenden 

Wachstumsbedingungen Ketten leerer Vesikel beobachtet (Gorby et al. 1988). 

Diese Beobachtung konnte später auch in Magnetospirillum sp. Stamm AMB-1 

bestätigt 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-Stäbchens M. bavaricum keine 

Magnetosomenmembran identifizieren. Trotzdem schienen die Magnetosomen 

hier physikalisch mit der zellulären Membran in Kontakt zu stehen (Hanzlik et al. 

1996).

Erste biochemische Untersuchungen der Magnetosomenmembran in MS-1 

wiesen in der Zusammensetzung Ähnlichkeiten zu den anderen Zellmembranen 

auf (Gorby et al. 1988). Die Lipidanalyse durch Dünnschicht-Chromatographie 

ergab, dass die Magnetosomen mit neutralen Lipiden und freien Fettsäuren, 

Sulfolipiden, Glykolipiden sowie Phospholipiden assoziiert sind, wie sie für eine 

biologische Membran typisch sind. Spätere 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 äußeren 

Membranen  und der Cytoplasmamembranen unterscheidet (Gassmann 1996, 

Schüler und Bäuerlein 1997; Bäuerlein 2000; Bäuerlein 2003). So war der rela-

tive Anteil der Phospholipide in der Magnetosomenmembran am Gesamtlipid-

gehalt wesentlich höher 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 für 

die Kontrolle der maximalen Größe und der uniformen Morphologie der Magne-

titkristalle verantwortlich sein könnte (Bäuerlein 2003). Desweiteren könnten die 

unterschiedlichen Phospholipid-Zusammensetzungen der Membranen und 

damit der Membranoberflächen, neben den Proteinen, für die jeweilige Kristall-

morphologie der Magnetitkristalle eine Rolle spielen (Bäuerlein 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 ähnlich (Gorby et al. 1988). 

Allerdings war diese Studie durch sehr geringe Mengen an verfügbarem Material 

sowie einer nicht ausgereiften Isolierungs- und Reinigungsmethode der 

Magnetosomen limitiert. Spätere Analysen extrahierter Magnetosomen-

membranen aus Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm MSR-1 wurden mit 

einer effektiveren Methode zur Isolierung und Aufreinigung der Magnetosomen 

durchgeführt. Dabei wies das Proteinmuster der Magnetosomenmembran ein 

charakteristisches Proteinprofil auf, das sich deutlich von dem der äußeren- 

und Cytoplasmamembran sowie der löslichen Proteinfraktion unterschied 

(Schüler 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 durchgeführten Transposonmutagenese-Experimente lieferten Hinweise auf 

drei Regionen, für die angenommen wurde, dass sie bei der Synthese der Mag-

netosomen involviert sind. Das auf einer dieser Regionen lokalisierte Gen magA 

wurde als erstes mutmaßliches Magnetosomen-Gen kloniert. MagA weist 

Homologie zu Kaliumtransporter-Proteinen auf, daher wurde über eine mög- 

liche Funktion im energieabhängigen Transport des Eisens durch die Magneto-

somenmembran spekuliert (Nakamura et al. 1995a; Okamura et al. 2000). 

Intrazellulläre 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 (Grünberg et al. 2004). Die magA-

Mutante wurde zudem nie komplementiert. Daher liegen keine überzeugenden 

Beweise dafür vor, dass MagA in der Magnetosomenmembran lokalisiert ist 

bzw. überhaupt 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 für 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 

angehören. Die Autoren schlugen aufgrund der TPR-Motive eine Funktion von 

Mam22 als Rezeptor vor, der mit anderen cytoplasmatischen Proteinen mit 

gleichen TPR-Motiven interagieren könnte (Okuda et al. 1996; Okuda und 

Fukomori 2001). In einer späteren Arbeit von Komeili et al. wurde aufgrund 

subzellulärer 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 ∆mamA-Mutanten zwar immer noch die gleiche Anzahl von Vesikeln 

produzierten, jedoch waren nicht alle zur Synthese von Magnetit funktionell. 

Eine verkürzte Kettenbildung stellt allerdings keinen eindeutigen Phänotyp der 

MamA-Mutante dar, da die Bildung der Magnetosomen von vielen 

verschiedenen Faktoren abhägig ist (Sauerstoffpartialdruck, Temperatur usw.). 

Trotzdem mutmaßten die Autoren aufgrund ihrer Beobachtungen eine mögliche 

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 mutmaßliche 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, führte zu der Spekulation, dass MpsA 

durch Acetylierung diese Invagination vermitteln könnte, ähnlich wie bei 

membranösen Invaginationen in Eukaryoten. Lokalisierungsstudien wurden mit 

einer MpsA-Luziferase-Genfusion durchgeführt. Dabei wurde die höchste 

Luziferase-Aktivität in der Magnetosomenmembran nachgewiesen, in der 

äußeren Membran sowie der Cytoplasmamembran wurde etwa die Hälfte der 

Aktivität nachgewiesen. Somit war die Lokalisierung von MpsA nicht nur auf die 

Magnetosomenmembran beschränkt. Allerdings erscheint die funktionelle 

Vorhersage sowie die daraus entwickelte Hypothese aufgrund der schwachen 



A – Einleitung 4 Der Modellorganismus 11

Sequenzähnlichkeit nicht sehr plausibel. Außerdem konnte die vorgeschlagene 

Funktion von MpsA bisher nicht experimentell bestätigt werden. 

Obwohl die Ergebnisse der vorausgegangenen Arbeiten auf mutmaßliche 

Magnetosomen-assoziierte Proteine und deren mögliche Funktion bei der 

Biomineralisation hinweisen, sind einige Aussagen jedoch zum Teil 

widersprüchlich. Aufgrund der lückenhaften experimentellen Beweisführung 

bestehen Zweifel an einigen Aussagen. Daher sollte es die Aufgabe dieser 

Arbeit sein, die Wissenslücken zu schließen sowie Widersprüche durch eine 

eingehende biochemische und genetische Charakterisierung der Magneto-

somenmembran aufzuklären.

Alle in dieser Arbeit durchgeführten 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 verfügbare magnetotaktische Bakterien 

und die meisten der Isolate sind weitgehend uncharakterisiert (Frankel und 

Bazylinski 2004). Zu den kultivierten Stämmen gehören 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. Schüler 1990 aus dem aquatischem Sediment des 

Flusses Ryck in der Nähe von Greifswald isoliert und 1991 erstmals näher 

beschrieben (Schleifer et al. 1991). MSR-1 ist ein Gram-negatives, bipolar 

monotrich begeißeltes Spirillum, das der Untergruppe der -Proteobakterien 

zugeordnet ist. 

Die Zellen von MSR-1 haben eine Größe von 2–3 µm mit einem Durchmesser 

von 0,6 µm (Abb. 2). Die Anzahl der Magnetosomen in MSR-1 ist abhängig von 

den Wachstumsbedingungen. Das Maximum der Magnetitbildung wurde bei 

einem Sauerstoffpartialdruck unter 0,25 mbar beobachtet. Elektronenmikrosko-
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pische Untersuchungen ließen unter diesen Bedingungen durchschnittlich 35, 

maximal 54 kubo-oktaedrische, ca. 42 nm große Magnetosomen pro Zelle 

erkennen (Heyen und Schüler 2003). Die Induktion der Magnetitbiosynthese 

erfolgt in MSR-1 unter mikroaeroben Bedingungen, d.h. einem Sauerstoffpar-

tialdruck ≤ 10 mbar (Heyen und Schüler 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 Eisenverfügbarkeit gekoppelt (Schüler et al. 1998). Eisen-Transport-

studien in MSR-1 ergaben, dass Fe(III) in einem energieabhängigen Prozess mit 

hoher Rate aufgenommen wird, wobei anscheinend spezifi sche Proteine der 

äußeren Membran, jedoch keine Siderophore beteiligt sind (Schüler und Bäuer-

lein 1996). 

�� �����

��

��

��

Abb. 2:  

Elektronenmikroskopische Aufnahme von A) Magnetospirillum gryphiswaldense Stamm 

MSR-1, B) Darstellung und Vergrößerung der Magnetosomenkette in MSR-1. Die Pfeile 

weisen auf die Magnetosomenmembran (MM) hin. (Aufnahmen aus: Schüler und Frankel 

1999)

0.5 m
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MSR-1 ist unter Laborbedingungen im großen Maßstab gut zu kultivieren 

(Heyen und Schüler 2003). Weiterhin steht seit kurzem die fast vollständige 

Genomsequenz von MSR-1 zur Verfügung (Kooperation M. Kube und R. 

Reinhardt, MPI für molekulare Genetik, Berlin). Durch weitergehende 

genomische Analysen konnte eine „Magnetosomeninsel“ identifiziert werden, 

auf der die Gene für die Biomineralisation organisiert sind (Schübbe et al. 2003). 

Zudem ermöglicht ein parallel zu dieser Arbeit entwickeltes genetisches System 

für M. gryphiswaldense die genetische Manipulation des Organismus 

(Schultheiss et al. 2003; Schultheiss et al. 2004, Schultheiss et al. 2005, in 

Druck). Somit können gezielte Mutationen an Genen mit unbekannten 

Funktionen eingeführt werden. Aufgrund dieser aufgeführten Eigenschaften ist 

M. gryphiswaldense Stamm MSR-1 ein geeigneter Modellorganismus zur 

Untersuchung der Magnetitbiomineralisation.

5 Intrazelluläre Kompartimente in Prokaryoten

Die Thematik dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung eines 

komplexen, subzellulären Kompartiments, den Magnetosomen in magneto-

taktischen Bakterien. Daher soll im folgenden ein allgemeiner Überblick über das 

Vorkommen und die Organisation von intrazellulären Strukturen in Prokaryoten 

gegeben werden.

Typisch für eukaryotische Zellen sind Organellen wie z. B. Zellkern, Mito-

chondrien und Chloroplasten. Im allgemeinen werden Organellen als eigen-

ständige 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, präzise 

positionierte, subzelluläre 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 

vollständig aus Protein besteht, während andere, ähnlich 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 für subzelluläre Strukturen sowie für ver-

schiedene Typen bakterieller Kompartimente aufgeführt, die sich hauptsächlich 

in ihrer Morphologie, Funktion und Komplexität unterscheiden. 

Die einfachste Form bakterieller subzellulärer 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 Farbänderung, die die Granula mit einigen Farbstoffen 

herbeiführen. Die Volutingranula bestehen zum überwiegenden Teil aus 

langkettigen Phosphaten und haben die Funktion eines Polyphosphat-

speichers. 
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Tabelle 1: Beispiele für subzelluläre Strukturen bzw. Kompartimente in Prokaryoten

 Name Organismus Funktion Aufbau/Organisation

 Volutin oder auch  viele verschiedene  Phosphatspeicher ohne Membran
 metachromatische  Bakterien (z. B. für 
 Granula  ATP-Synthese) 
   Energiegewinnung 

 Polysaccharid- viele verschiedene Glycogen- und  ohne Membran
 Granula Bakterien Kohlenhydratspeicher 

 Intracytoplasma- photosynthetische  Energiegewinnung  Einschnürung der
 tische Membranen Bakterien, durch Photosynthese Cytoplasmamembran
 und Purpurbakterien   
 Thylakoidmembran Cyanobakterien  

 PHB-Granula diverse Bakterien Speicherung von  Lipid-Monomembran
  z. B. Bacillus,  Polymeren und 
  Pseudomonas,  Kohlenstoff
  Alcaligenes 

 Chlorosomen grüne  Energiegewinnung  Lipid-Monomembran
  Schwefelbakterien, durch Photosynthese
  Chlorobium 

 Schwefeleinschlüsse 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  CO2-Fixierung Unilaminare 
  wie  Cyanobakterien   Proteinschicht
  und nitrifizierende 
  Bakterien

 Endosporen Bacilli, Clostridien Dauerformen bei  Lipid-Doppelmembran/
   externem Stress wie  intrazelluläre 
   extremen Temperaturen, Differenzierung
   Strahlung 

 Anammoxosomen Planctomyceten anaerobe  Lipid-Doppelmembran
   Ammoniumoxidation

 Acidocalcisomen Agrobakterien,  Calciumspeicher Lipid-Doppelmembran
  Rhodospirillen 

 Magnetosomen magnetotaktische  Navigation an erdmag- Lipid-Doppelmembran
  Bakterien netischen Feldlinien



Sehr häufig in Bakterien sind die Poly--hydroxybutyrat (PHB)-haltigen 

Granula, die als Speicher für Polymere und Kohlenstoff dienen. Diese 

Einschlüsse weisen eine mit Proteinen assoziierte Lipid-Monomembran auf, die 

das Speicherpolymer PHB umgibt (McCool et el. 1999; Pötter et al. 2002). In 

einer kürzlich erschienenen Arbeit über die komplexe Struktur von PHB-Granula 

in Ralstonia eutropha wurden durch 2D-SDS-PAGE und MALDI-TOF-Analysen 

drei Phasin-Proteine indentifiziert, für die eine eindeutige Bindung an die PHB-

Vesikel nachgewiesen werden konnte. Dabei ist PhaP1 die Hauptkomponente 

an der Oberfläche der Granula (Pötter et al. 2004).

Andere Strukturen in Bakterien resultieren aus der komplexen Faltung von 

intracytoplasmatischen Membranen, Einstülpungen der Cytoplasmamembran, 

mit unterschiedlichen Morphologien wie Tubuli, Lamellen oder Vesikel. Diese 

dienen zur Vergrößerung der Membranoberfläche für höhere metabolische 

Aktivitäten 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.

Über komplexe, von der Cytoplasmamembran unabhängige, membran-

umgebene Chlorosomen wurde in Chlorobium berichtet. Dieses subzelluläre 

Kompartiment besteht aus Bakterienchlorophyll-Aggregaten und ist von einer 

Lipid-Monomembran umgeben, die mit einem Set aus etwa zehn verschiedenen 

Proteinen (speziesabhängig) 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 häufigste Protein, stark hydrophob) und GvpC sehr gut 

untersuchte Strukturproteine dieses subzellulären Kompartiments sind (Offner 

et al. 1998; Mlouka et al. 2004). Carboxysomen sind mit Ribulose 1,5-

Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCo) gefüllt, woraus auch ihr Name 

resuliert, sie dienen der CO2-Fixierung (Cannon et al. 2001). 

Ein sehr gut untersuchtes Beispiel für intrazelluläre Differenzierung in 

Prokaryoten sind die Endosporen (Lai et al. 2003; Todd et al. 2003). Endosporen 

ermöglichen den Bakterien ein Überleben 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 Vorgänge 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 größere 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 drücken. Es 

wurden einige Proteine identifiziert, welche spezifisch in der äußeren 

Vorspormembran lokalisiert sind, dabei ist SpoIVFB das am besten untersuchte 

Sporulationsprotein (Rudner et al. 2002). 

Zunehmend wurden in den letzten Jahren weitere komplexe intracytoplasma-

tische Kompartimente gefunden und untersucht. Dazu gehören 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 durchlässige Barriere für die Diffusion 

von chemischen Substanzen bilden und dadurch sehr wahrscheinlich 

Konzentrationsgradienten während des ungewöhnlich 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 

während der Zellteilung haben könnten. Außerdem wurde häufig beobachtet, 

dass die DNA mit der Anammoxosomenmembran verbunden ist und diese 

somit bei der Segregation der Chromosomen während der Zellteilung involviert 

sein könnte. Aufgrund dieser Beobachtungen werden Anammoxosomen als 

multifunktionelle Organellen eines völlig neuen Typs diskutiert (van Niftrik et al. 

2004). 

Weitere neuere Untersuchungen berichten über Acidocalcisomen in Agrobac-

terium tumefaciens, die den metachromatischen Volutingranula in verschie-

denen Mikroorganismen ähnlich sind. Acidocalcisomen sind elektronendichte, 

saure intrazelluläre 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 möglichen gemeinsamen Ursprung 

haben (Seufferheld et al. 2003).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es verschiedene subzelluläre Kom-

partimente in Prokaryoten gibt, wobei die meisten für die Bakterienzelle nicht 

essentiell sind. Dagegen erfüllen die Organellen der eukaryotischen Zelle eine 

lebenswichtige Funktion. Desweiteren unterscheiden sich diese bakteriellen 

subzellulären 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 intrazelluläre Differenzierung sowie ein spezifisches Protein-

„Targeting“ hin. Die Synthese und Abstammung der meisten Kompartimente ist 

noch ungeklärt. 

6 Untersuchung von subzellulären Strukturen in Bakterien

Durch ein zunehmendes Spektrum an zell- und molekularbiologischen Methoden 

wurde das Verständis für die Struktur und Funktion der subzellulären Organisation 

in Bakterien revolutioniert. Durch Lokalisierungsstudien wurde u. a. bekannt, 

dass viele Proteine zielgerichtet mit außerordentlicher Präzision zu spezifischen 

Orten in der Zelle transportiert werden. Außerdem 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 für 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 großen 

Beitrag zur Aufklärung von Struktur, Funktion, Lokalisierung, Expression und 

Dynamik der Proteine in Bakterien leisteten. Beispiele dafür 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 

(Pötter et al. 2002; Pötter 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 leistungsfähiges Werkzeug zur Untersuchung subzellulärer Kompartimente 

erwiesen. Die Untersuchung des Biomineralisationsprozesses der Magneto-

somen sollte daher unter ähnlichen Fragestellungen und methodischen 

Durchführungen 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 ermöglichen 

außerdem die Charakterisierung von Proteineigenschaften wie Abundanzen und 

posttranslationale Modifikation der Proteine. 

Um die Komplexität der Magnetosomenmembran möglichst vollständig zu 

erfassen sollten verschiedene Analyse-Methoden zur Identifizierung des 

Magnetosomen-Subproteoms angewendet werden. Dabei wurde die 

Leistungsfähigkeit der einzelnen Methoden verglichen, um neben der 1D-SDS-

PAGE zusätzliche Informationen zu erhalten. Dazu wurde die 2D-SDS-PAGE zur 

Identifizierung möglicher weiterer Proteine in der Magnetosomenembran 

angewandt. Die 2D-Gelelektrophorese ist eine leistungsstarke Methode, die die 

Möglichkeit zur schnellen und hochauflösenden Trennung komplexer 

Proteingemische bietet. In einem Gel können, mit einem geringen 

Probenverbrauch, bis zu 10 000 Proteine aufgetrennt und visualisiert werden 

(Klose und Kobalz 1995). Heute ist es möglich in einem 2D-Gel Proteine mit 

einem isoelektrischen Punkt (IEP) zwischen drei und zwölf und einer Größe 

zwischen 10 und 200 kDa darzustellen (Görg et al. 1999; Himmelreich et al. 

1996). Desweiteren liefert die 2D-SDS-PAGE Informationen über die relativen 

Änderungen 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 häufig 

Probleme bei der Auflösung 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 vervollständigt werden. Ergänzt 

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/

Ionisation-MS (MALDI-MS) und Elektrospray-Ionisation-MS (ESI-MS). Diese 

Techniken in der Peptid- und Proteinanalytik ermöglichen die Bestimmung der 

molekularen Massen von großen Biomolekülen (Aebersold und Goodlett 2001; 

Mann et al. 2001). 

6.2 Proteinlokalisierung

Traditionelle Ansätze zur makromolekularen Untersuchung der Lokalisierung in 

Bakterien sind Techniken wie Immunoblotting, Immunogold-Markierung und 

Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Diese Methoden waren zur Erkennung der 

Lokalisierung spezifischer subzellulärer Komponenten effizient, dennoch ist ihre 

Anwendung durch das Erfordernis von spezifischen Antikörpern gegen das 

Zielprotein begrenzt (Philips 2001). Außerdem ist diese Technik nur in vitro 

möglich und neigt leicht zu Artefakten. 

Eine andere Möglichkeit 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 häufig angewandtes Gen kodiert für das „Green Fluorescent 

Protein“ (GFP). GFP ist ein fluoreszierendes Protein aus der Qualle Aequorea 

victoria, das durch blaues Licht angeregt, grünes 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 zusätzliche Substrate möglich; 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 ermöglicht. Mit spezifischen Antikörpern 

lassen sich GFP und GFP-markierte Proteine immunologisch, z. B. im Western 

Blot, nachweisen. Das Protein lässt 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 leistungsfähig erwiesen und wurde daher in den letzten Jahren in vielen 

verschiedenen Bakterien zur Lokalisierung subzellulärer 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 zellulären 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 für Fragestellungen zur 

Lokalisierung von MMP in Magnetbakterien interessant. Folgerichtig wurde 

kürzlich 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 Verständnis 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 für biotechnologische und biomedizinische Anwendungen dar. Dazu 

sollten isolierte Magnetosomen in verschiedenen Kooperationen hinsichtlich 

ihrer magnetischen Eigenschaften sowie Partikelgröße und Dispersionen cha-

rakterisiert werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der Magneto-

somenmembran und der Identifizierung des Magnetosomenmembran-Sub-

proteoms. Nach der Identifizierung des Subproteoms sollten einzelne 

Magnetosomengene kloniert und später mit Hilfe der vorliegenden Genom-

sequenzen die korrespondierenden Gene detektiert werden. Anschließend soll-

ten Gene von ausgewählten Magnetosomenmembranproteinen (MMP) durch 

Deletionsmutagenese erste Hinweise auf mögliche Funktionen einzelner MMP 

bei der Biomineralisation und Assemblierung der Magnetosomen liefern. Des-

weiteren sollten Lokalisierungsexperimente verschiedener MMP Aufschluss 

über 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 (Grünberg et al. 2001) 

2.  Biochemical and proteomic analysis of the magnetosome membrane in 

Magnetospirillum gryphiswaldense (Grünberg et al. 2004) und

3.  Magnetosomen als biologisches Modell der Eisenbindung: Messung der 

Relaxivität 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 durchgeführt.

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. 

Ausführlicher werden hier weitere Aspekte erläutert, die in den Publikationen 

nicht oder nur kurz behandelt werden. Außerdem werden bislang unveröffent-

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 anschließenden Ultrazentrifugationsschritt durch ein 

Saccharosekissen (Grünberg et al. 2001 und 2004) lassen sich reine Suspensionen 

intakter Magnetosomen gewinnen (Abb. 3). 
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In Kollaboration mit der Gruppe „Drug Targeting“ vom Max-Delbrück-Cen-

trum (MDC) für molekulare Medizin in Berlin wurde der Einfluss der Präparati-

onsbedingungnen auf Membran- und Ferrofluideigenschaften hinsichtlich der 

medizinischen Anwendungen von Magnetosomen in der Tumordiagnostik 

untersucht. Zur Optimierung der Präparationsmethode 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. 

a) b) c)
B)

A)

Reservoir mit
Zell-Rohextrakt

Magnetisierte
Säule mit 
Magnetosomen

Durchfluss
ohne 
Magnetosomen

Abb. 3: 

A) Technik zur Magnetosomenisolierung: Der Zellextrakt tropft aus dem Reservoir durch eine 

mit einer Eisenmatrix gefüllten Säule, dabei verbleiben die Magnetosomen aufgrund von 

magnetischer Interaktion in der Säule. Nach Entfernen des Magnetfeldes werden die 

Magnetosomen von der Säule gespült. 

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.
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Zudem waren die Ergebnisse der alternativen Aufschlussmethoden schwer 

reproduzierbar. Weiter wurden Pufferart, Pufferkonzentration und pH-Wert 

während des Zellaufschlusses und der Magnetosomenisolierung optimiert. 

Während in zuvor beschriebenen Arbeiten eine wesentlich geringere Magneto-

somenausbeute von 9 mg/g TG Zellen erreicht wurden (Grünberg et al. 2001), 

führten die neueren Untersuchungen (Grünberg 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 (Grünberg et al. 2004; Heyen 

und Schüler 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 Möglichkeit, dass die Magnetosomenmembran de novo in der Zelle 

synthetisiert wird. In diesem Fall könnte vermutet werden, dass sich die 

Lipidzusammensetzung der Magnetosomenmembran von der Cytoplasma-

membran unterscheidet. Somit könnte ein von der Cytoplasmamembran 

abweichendes Lipidprofil oder der Nachweis von speziellen und seltenen Lipi-

den in der Magnetosomenmembran ein Indiz für 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 Dünnschicht-Chromatographie sowie gaschromato-

graphischer Massenspektroskopie untersucht. Die Analyse des Fettsäureprofils 

der Magnetosomenmembran in MSR-1 wies eine Anzahl von allgemein 

verbreiteten und häufigen Fettsäuren auf, die ebenfalls in der gesamten 

Zellfraktion identifiziert wurden (Grünberg et al. 2004). Phosphatidylethanolamin 
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und Phosphatidylglycerid waren die am häufigsten 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 Fettsäuren wie 3-Hydroxyhexadecansäure (3OH 16:0), 

3-Hydroxyoctadecansäure (3OH 18:O) und 2-Hydrodecensäure (2OH 18:1) 

nachgewiesen werden. Letztere sind typischerweise in der äußeren Membran 

Gram-negativer Bakterien zu finden (Ratledge und Wilkinson 1988). Somit 

unterschied sich das Lipid- und Fettsäuremuster der Magnetosomenmembran 

in MSR-1 durch die Abwesenheit von den oben genannten typischen Lipiden in 

der äußeren Membran und durch die relativen Mengen der einzelnen Lipide von 

dem Muster der gesamten Zellfraktion. 

Diese Ergebnisse stimmen grundsätzlich mit den vorherigen Untersuchun-

gen in M. gryphiswaldense (Gassmann 1996, Schüler und Bäuerlein 1997; 

Bäuerlein 2000) überein, allerdings waren in dieser Arbeit die quantitativen 

Unterschiede der verschiedenen Phospholipide in den jeweiligen Fraktionen 

kleiner. Dies könnte durch Ungenauigkeiten in der unterschiedlichen 

methodischen Durchführung sowie der Untersuchung ganzer Zellen zu 

begründen sein.

Die Frage nach der Herkunft der Magnetosomenmembran, d. h. ob sie ein 

Abkömmling der Cytoplasmamembran ist oder einen eigenen Syntheseweg 

besitzt, lässt sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht beantworten. So sind 

beide Thesen noch zu verfolgen und durch weitere Experimente der 

Magnetosomenmembran zu bestätigen oder zu verwerfen. 

1.3 Das Subproteom der Magnetosomenmembran 

Die Proteine in der Magnetosomenmembran spielen sehr wahrscheinlich eine 

entscheidende Rolle im Biomineralisationsprozess. Einen Hinweis dafür 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; 

Schüler 1999). Zur weiteren Untersuchung wurde in dieser Arbeit die 

Magnetosomenmembran aus Magnetospirillum gryphiswaldense extrahiert und 
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analysiert. Ziel dabei war es, die assoziierten Proteine vollständig zu erfassen 

und über deren Sequenzanalysen Rückschlüsse auf mögliche Funktionen zu 

ziehen. 

1.3.1 Identifizierung der Proteine in der Magnetosomenmembran

Die Zusammensetzung der Magnetosomenmembran-assoziierten Proteine 

wurde zunächst 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; Schägger und Jagow 1987). In Abhängigkeit von den Elektrophorese-

bedingungen wurden zwischen 15 und 20 Banden in der 1D-SDS-PAGE durch 

Coomassie-Blau-Färbung detektiert. Durch die empfindlichere Silberfärbung 

wurden keine weiteren Banden nachgewiesen. Die Polypeptide wiesen ein 

apparentes Molekulargewicht zwischen 15 und 103 kDa auf. Desweiteren 

wurden einige zusätzliche 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 annähernd 30 Spots detektiert. Von den mit 

Coomassie-Blau detektierten Spots wurden 19 mittels tryptischen Verdaus und 

anschließender Massenspektroskopie (MS) weiter analysiert. Alternativ wurden 

ganze Magnetosomen direkt einem tryptischen Verdau unterzogen und 

anschließend, ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung mittels Kapillar-

Flüssigkeitschromatographie-Massenspektroskopie-Massenspektrosko-

pie (CapLC-MS-MS) analysiert. Durch diese Methode wurden annähernd 140 

verschiedene Peptidsequenzen erhalten, die letztlich durch bioinformatische 

Analysen 27 verschiedenen Genprodukten zugeordnet werden konnten.

Zusammenfassend erwies sich die Kombination verschiedener Heran-

gehensweisen zur Identifizierung der Proteinzusammensetzung der Magneto-

somen als sehr geeignet und notwendig, um ein Maximum an Information zu 

erhalten. Anschließend wurden die erhaltenen Peptidsequenzen durch das 

Softwareprogramm MacVector 7.0 analysiert, Nukleinsäuresequenzen in die 

ORFs übersetzt 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 dafür waren:

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

b) ihr ausschließliches Vorkommen in magnetotaktischen Bakterien und 

c) keine oder nur entfernte Ähnlichkeit mit Proteinen bekannter Funktionen in 

anderen Organismen. Zudem sind die meisten der zugehörigen 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 häufigen 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 häufige Proteine in Bakterienzellen 

sind. Dabei handelte es sich um äußere 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 während des Zellaufschlusses verursacht wurden. 

Kreuzkontaminationen durch festbindende Proteine anderer Zellfraktionen sind 

eine häufige Beobachtung bei Isolierung komplexer intrazellulärer Strukturen 

wie z. B. PHB-Granula und Endosporen (Lai et al. 2003; McCool et al. 1999; 

Todd et al. 2003). Allerdings ist nicht auszuschließen, dass einige dieser 

Proteine in vivo tatsächlich mit der Magnetosomenmembran assoziiert sind. Es 

wäre durchaus vorstellbar, dass die in dieser Arbeit in der Magnetosomenfraktion 

B – Ergebnisse und Diskussion 1 Biochemische Charakterisierung 28



detektierte Protonen-lokalisierende ATPase z. B. eine Rolle bei der Energeti-

sierung der Magnetosomenmembran spielen könnte. 

1.3.3 Identifizierung und Organisation der mam-Gene 

Zu Beginn dieser Arbeit stand nur sehr wenig Information über die genetische 

Determination der Magnetitbiomineralisation in magnetotaktischern Bakterien 

zur Verfügung. Daher wurden zunächst Gene in Magnetospirillum gryphiswaldense 

Stamm MSR-1, die für mutmaßliche MMP kodieren durch den mühsamen Weg 

der „reversen Genetik“ kloniert und anschließend 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 änderte sich im Verlauf der Arbeit die Strategie durch die 

Möglichkeit des Vergleichs der mam-Gensequenzen in M. gryphiswaldense 

mit dem fast vollständig zusammengesetzten Genom des magnetischen 

-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 vollständige 

Genomsequenz von MSR-1 zur Verfügung (Kooperation M. Kube und 

R. Reinhardt, MPI für molekulare Genetik, Berlin; AC-Numer: BX571782). 

Dadurch wurde eine wesentlich schnellere und einfachere Identifizierung 

homologer Gene möglich.

Alle zugehörigen 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 großen mms6-Operon (mms = magnetic particle 

membran-specific protein; Okamura et al. 2001), dem 2,1 kb mamGFDC-

Operon und dem 16,5 kb großem mamAB-Operon. Zusammen bilden sie die 

mutmaßliche mindestens 35 kb große Magnetosomeninsel in M. gryphis-

waldense (Schübbe et el. 2003) (Abb. 4). 
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Insgesamt konnten 25 Gene in den drei Operons der Magnetosomeninsel 

identifiziert werden; davon kodieren 16 für MMP, während 9 Gene keinem der in 

der Magnetosomenmembran identifizierten Proteine zugeordnet werden 

konnten. Dennoch könnten diese Gene innerhalb der Cluster ebenfalls für 

bisher nicht identifizierte MMP kodieren. So könnten 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 für 

den Biomineralisationsprozess sind, beweist eine Mutante von MSR-1, der 

Stamm MSR-1B. In MSR-1B liegt eine spontane Deletion von annähernd 80 kb 

vor, die alle bekannten mam-Gene beinhaltet. Diese große chromosomale 

Deletion resultiert in einem nicht-magnetischen Phänotyp (Schübbe et al. 

2003).

2 Charakteristika der Magnetosomenmembran-Proteine (MMP)

Alle identifizierten Magnetosomenmembran-Proteine, mit Ausnahme von MM22, 

haben sehr ähnliche Homologe im Genom anderer magnetotaktischer Bakterien. 

Das mit der Magnetosomenmembran assoziierte Protein Mms16 hat starke 

Sequenzähnlichkeit zu Phasin-ähnlichen, PHB-Granula assoziierten Proteinen in 

einigen anderen Bakterien (Schultheiss et al. 2004). In der Arbeit von Schultheiss 

et al. wurde für 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).

Abb. 4: 

Molekulare Organisation der Magnetosomeninsel in Magnetospirillum gryphiswaldense. 

Die schwarzen Pfeile bezeichnen Gene, die für MMP kodieren, die in den Proteinmustern 

der Magnetosomenmembran identifiziert wurden. 
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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 beschränkte Proteine zu repräsentieren, während 

andere MMP wie MamA, MamB, MamE, MamM, MamN, MamO, MamP und 

MamQ Ähnlichkeit 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 

(Grünberg et al. 2001; Grünberg et al. 2004) zu entnehmen.

MamA gehört zu den TPR (Tetratricopeptid repeat)-Proteinen und wurde 

in der Magnetosomenmembran verschiedener Magnetospirillum Arten 

nachgewiesen (Okuda et al. 1996). MamA besitzt 4 – 5 Kopien des 

„Tetratricopeptid-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 können 

zahlreiche biologische Funktionen ausüben, die von der Transkriptionskontrolle 

über 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 häufigsten MMP (10%) ist, ist es kein essentielles 

Protein für die Magnetosomen-Synthese. In anderen Arbeiten werden allerdings 

Funktionen für 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 für die Resistenz gegen bestimmte Schwermetalle 

verantwortlich.

MamB und MamM haben eine Ähnlichkeit von 48% zueinander sowie starke 

Ähnlichkeit zur CDF3-Unterfamilie, die mutmaßliche Eisentransporter umfasst 
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(Nies 2003). Aufgrund neuer genetischer Untersuchungen in Magnetospirillum 

gryphiswaldense MSR-1 scheinen MamB und MamM für den Eisentransport in 

die Magnetosomenvesikel verantwortlich zu sein (Schultheiss und Junge, 

unveröffentlicht; Grünberg et al. 2004). In Mutagenese-Experimenten konnte 

gezeigt werden, dass  Deletionsmutanten von MamB und MamM keine Mag-

netosomen mehr bildeten. Durch Komplementation der ∆mamB-Mutante mit 

MamB und MamM konnte dieser Phänotyp bestätigt werden (K. Junge 2003).

MamE und MamO haben eine relativ geringe Sequenzähnlichkeit von 31% 

zueinander. Beide Proteine weisen außerdem Sequenzähnlichkeiten zu HtrA-

ähnlichen Serin-Proteasen auf, obwohl MamO keine PDZ-Domäne enthält. 

HtrA-ähnliche Proteine besitzen eine konservierte Trypsin-ähnliche Protease-

Domäne und ein oder zwei PDZ-Domänen. Sie fungieren als molekulare 

Chaperone und Hitzeschock-induzierte Proteasen, die fehlgefaltete Proteine im 

Periplasma degradieren. Außerdem unterstützen Chaperone die korrekte 

Faltung, indem sie fehlerhafte intermolekulare Wechselwirkungen ausschalten 

(Clausen et al. 2002). 

MamJ ist reich an sauren Aminosäureresten (14% Glutamat (E), 4,75% 

Aspartat (D)), die in repetitiven Motiven organisiert sind. Dieses Sequenz-

charakteristikum könnte bei der Magnetitbiomineralisation von potentieller 

Relevanz sein. Polyelektrolytische Peptid-Domänen sind in Proteinen häufig zu 

finden, die in anderen Biomineralisations-Systemen wie z. B. in Muschelschalen, 

Coccolithophoriden (Kalkflagellaten) involviert sind (Bäuerlein 2003; Gotliv et al. 

2003). Weiter ist bekannt, dass Carboxyl-Gruppen (aus Aspartat und Glutamat) 

eine starke Affinität zu Metallionen haben und häufig 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 MamJ in MSR-1 

erzeugt und analysiert. Elektronenmikroskopisch wurde beobachtet, dass die 

Magnetosomen nicht mehr in ihrer ursprünglichen Kettenform vorliegen, 

sondern in vivo Aggregate bilden. Daher wird spekuliert, dass MamJ als ein 

filamentöses Protein entlang der Zellachse lokalisiert sein könnte oder eine 

Funktion bei der Kettenbildung durch elektrostatische Interaktion zwischen den 

Magnetosomen haben könnte (A. Scheffel, persönliche Mitteilung).

Die Funktion der Proteine MamQ, MamR, MamS und MamT ist bislang 

unbekannt. MamN weist Ähnlichkeiten zu einigen Transportprotein-Familien 
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auf. MamQ und MamS sind hydrophobe Proteine und daher vermutlich 

membrangebunden, während MamR ein hydrophiles Protein ist. Für MamT 

wurden zwei konservierte CytochromC Häm-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, könnte auf eine 

Funktion von MamT bei der Oxidation oder Reduktion von Eisen während der 

Bildung des Eisenoxids Magnetit hinweisen.

Mms6 weist ausschließlich Homologie zu Proteinen in anderen 

magnetotaktischen Bakterien auf, insbesondere zu Mms6 in Magnetospirillum 

Stamm AMB-1. Kürzlich wurde dieses Protein in AMB-1 als ein fest gebundenes 

Magnetosomenmembran-Protein beschrieben, das am C-Terminus saure 

Aminosäuren (Aspartat und Glutamat) und solche mit Hydroxylgruppen aufweist 

(Arakaki et al. 2003). Die Autoren vermuteten, dass diese Strukturen direkt mit 

der Mineraloberfläche interagieren. In Blotting-Experimenten mit radioaktivem 

Eisen wurde Eisenbindungsaktivität 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.

Für 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 könnten (Mann et al. 

2000). Die proteomischen Analysen dieser Arbeit in Magnetospirillum 

gryphiswaldense ergaben allerdings keine Hinweise auf glykosylierte Proteine. 

Außerdem konnten bislang für keines der MMP Sequenzmotive für 

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 ausgewählter MMP 
(bisher unveröffentlicht)

Nachdem die spezifisch an die Magnetosomenmembran gebundenen Proteine 

weitgehend identifiziert werden konnten, sollten sich erste Untersuchungen zur 

Funktion und Lokalisierung ausgewählter MMP anschließen. Besonders 

interessant waren MamG, MamF, MamD und MamC, weil sie die häufigsten 

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, während in anderen 

Organismen keine Homologen gefunden wurden. Außerdem 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 Aminosäuresequenz von MamD deuten auf ein 

hydrophobes Protein mit einem kurzen hydrophilen Bereich nahe des 

C-Terminus hin. Interessanterweise haben MamD und MamG Leucin-Glycin-

reiche repetitive Sequenzmotive mit Ähnlichkeiten wie sie z. B. in Seiden-

ähnlichen 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 ähnliche Leucin-Glycin-reiche 

Sequenzmotive aufweist, könnte für MamD und MamG ebenfalls eine Funktion 

bei der Nukleation und Morphologie der Magnetosomen vermutet werden 

(siehe Seite 33).

Für MamF wurden drei Banden in der 1D-Analyse detektiert. Während die 

15-kDa-Bande mit dem monomeren Protein zu korrespondieren scheint, 

handelt es sich bei den beiden großen Banden (92 kDa und 103 kDa) 

mutmaßlich um undissoziierte Oligomere (Hepta- oder Hexamere) von MamF. 

Die drei Banden zusammen repräsentieren das zweithäufigste 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 häufigste Protein in der 

Magnetosomenmembran. Auch hier sagen Hydrophathie-Plots ein stark hydro-

phobes Protein mit zwei Transmembranhelices voraus. Typisch für hydrophobe 

Membranproteine ist auch der Unterschied des berechneten zum apparenten 

Molekulargewicht (Tabelle 2). 

Zur experimentellen Überprüfung der Funktion der Proteine sollte zunächst 

das ganze mamGFDC-Cluster deletiert werden. Desweiteren sollten Expres-

sionsanalysen sowie Lokalisierungsexperimente von einzelnen Genen (mamG, 

mamF, mamD und mamC) Aufschluss über die Genese der Magnetosomen-

membran geben.

3.1  Erzeugung und Charakterisierung einer ∆mamGFDC-Mutante 

Das für M. gryphiswaldense entwickelte genetische System (Schultheiss et al. 

2003; Schultheiss et al. 2004) ermöglicht eine spezifische Manipulation im 

Genom des Organismus. Diese Technik sollte daher für die Erzeugung von 

Deletionsmutanten angewendet werden.

Tabelle 2: Vorhergesagte Eigenschaften der Proteine des mamGFDC-Operons mittels 

Sequenzanalyse („MacVector“ 7.0)

 Protein Anzahl der  Molekulare Isoelektrischer Punkt Apparente Vorhergesagte 
  Aminosäurereste Masse (kDa) pI 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
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Konstruktion einer ∆mamGFDC-Mutante 

Die Erstellung eines Deletionskonstrukts des mamGFDC-Operons in einem in 

MSR-1 nicht-replizierenden Vektor erfolgte mittels PCR und über mehrfache 

Klonierungsschritte (siehe D – Anhang). Das Deletionskonstrukt (∆GFDC-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. Anschließend wurde der Vektor aus dem 

Donorstamm mittels Konjugation in den Wildtyp MSR-1 (Stamm MSR-1R/S) 

übertragen und das Deletionskonstrukt über homologe Rekombination in das 

Zielgenom integriert. 

Mutanten mit einem doppelten Rekombinationsereignis (Doppel-Crossover) 

sollten nicht mehr auf Kanamycin wachsen können. Über Replika-Plattierung 

wurden daher 300 Transkonjuganden auf den Verlust der Kanamycin-Resistenz 

überprüft. Nur drei Klone waren sensitiv gegenüber dem Antibiotikum, diese 

wurden weiter charakterisiert. 
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Abb. 5: 

Schematisch dargestelltes Konstrukt einer ∆mamGFDC-Mutante von MSR-1. Pfeile 

bezeichnen die für 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 

Anhängen spezieller Restriktionserkennungssequenzen (an die 5´-Region wurde eine 

EcoRI-Schnittstelle und an die 3´-Region eine XbaI-Schnittstelle angefügt) wurde das 

Einfügen des Konstrukts in den pK19mobsacB-Vektor ermöglicht. 

B)  Das komplette mamGFDC-Operon wurde über homologe Rekombination durch die 

Fragmente G und C (∆mamGFDC-Deletionskonstrukt) ausgetauscht.

A)

B)



Genotypische Charakterisierung der ∆mamGFDC-Mutante

Um die mutmaßlichen Doppel-Crossover-Transkonjuganden genotypisch zu 

charakterisieren, wurde der Verlust der Gene des mamGFDC-Operons mittels 

PCR überprüft (Abb. 6). Diese drei Kanamycin-sensitiven Transkonjuganden, die 

nach einem doppelten Rekombinationsereignis nur das Konstrukt tragen sollten, 

werden im folgenden als ∆DC4, ∆DC5 und ∆DC6 bezeichnet. Zum Vergleich 

wurden die Kanamycin-resistenten Transkonjuganden (∆DC7, ∆DC8 und ∆DC9) 

in der PCR mitgeführt, die nach einem einfachen Rekombinationsereignis im 

Genom den Vektor mit Konstrukt inseriert sowie das native Operon haben.

1 2 3 4M 5 6 7 8

0,5

2

3
kb

474 bp

2478 bp 

Abb. 6: 

PCR zur Identifizierung von ∆mamGFDC-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) mitgeführt. PCR-Produkte 

aus genomischer DNA von: Spur 1–3: ∆DC4, ∆DC5 und ∆DC6 (474 bp) Spur 6–8: ∆DC7, 

∆DC8 und ∆DC9; M: DNA-MarkerGeneRuler™ 100bp DNA Ladder
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Die aus den drei Mutantenstämmen ∆DC4, ∆DC5 und ∆DC6 isolierte DNA 

mit einem Doppel-Crossover konnte nur ein Amplifikat erhalten werden, das 

veränderte Allel mit einer Größe von 474 bp. DNA aus den Transkonjuganden 

∆DC7, ∆DC8 und ∆DC9 wiesen jedoch ebenfalls nur ein Amplifikat auf, obwohl 



PCR-Produkte mit 474 bp (entsprechend dem deletierten Operon) sowie mit 

2578 bp (entsprechend dem kompletten Operon) erwartet wurden. Vermutlich 

wurden die beiden verschieden großen Fragmente nicht mit der gleichen 

Effizienz amplifiziert, da kleinere Fragmente bevorzugt amplifiziert werden. Die 

Deletionsmutanten mit einem mutmaßlichen Doppel-Crossover wurden daher 

zusätzlich durch einen Southern Blot verifiziert. Dazu wurde chromosomale 

DNA der Deletionsmutanten mit den Restriktionsenzymen SspI und EcoRV 

verdaut. Die im Blot verwendete DNA-Sonde (639 bp) wurde so konstruiert, 

dass sie zur Hälfte an MamC und zur Hälfte stromabwärts hinter der SspI 

Schnittstelle bindet. Somit wurde für die DNA von den Mutanten ∆DC4, ∆DC5 

und ∆DC6 ein Hybridisierungs-Fragment mit einer Größe von 2955 bp 

nachgewiesen. Für die DNA des MSR-1 Wildtyps mit dem vollständigem 

Operon ergaben sich folglich zwei hybridisierende Fragmente (3589 bp und 

2955 bp). Exemplarisch ist in Abb. 7 der Southern Blot mit der Mutante ∆DC4 

dargestellt, für ∆DC5 und ∆DC6 ergab sich das gleiche Hybridisierungsmuster.

Somit konnte mittels Replika-Plattierung, PCR und Southern Blot bestätigt 

werden, dass die drei Transkonjuganden ∆DC4, ∆DC5 und ∆DC6 nur das 

Konstrukt tragen, den Vektor verloren hatten und somit das mamGFDC-Operon 

im Genom deletiert war. 

1 2 3

2,0

kb

2,5
3,0
3,5

2955 bp 2955 bp 

3589 bp

Abb. 7: 

Southern Blot zur Identifizierung eines doppelten Rekombinationsereignisses 

(Details siehe Text). Genomische DNA aus: Spur 1: ∆DC4, 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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Phänotypische Charakterisierung der ∆DC4-Mutante

Aufgrund des Verlustes der vier häufigsten Proteine in der Magnetosomen-

membran wurde ein unmagnetischer Phänotyp für die ∆DC4-Mutante erwartet. 

Allerdings war bereits bei lichtmikroskopischer Betrachtung zu erkennen, dass 

sich die Zellen beim Anlegen eines Magneten ausrichteten. Somit waren die 

Zellen der ∆DC4-Mutante überraschenderweise noch magnetisch. Daraus 

konnte geschlossen werden, dass die Gene des mamGFDC-Clusters für die 

Bildung der Magnetosomen nicht essentiell sind. Obwohl der photometrisch 

ermittelte Magnetismus (Schüler et al. 1995) der ∆DC4-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 veränderte Magnetosomenbildung hin, die 

elektronenmikroskopisch bestätigt wurde. Elektronenmikroskopisch war zu 

beobachten, dass die Tendenz der Magnetosomen zur Kettenbildung in vivo 

geringer schien als beim Wildtyp (Abb. 8 A). Außerdem waren die Magneto-

somenpartikel in der Mutante im Vergleich zu den reifen Partikeln (42 nm) 

im Wildtyp wesentlich kleiner, ähnlich 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 Körper schien nicht 

vollständig entwickelt. 

Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass mindestens eines der 

durch das mamGFDC-Operon kodierten Proteine für Form und Größenverteilung 

verantwortlich ist. Die gestörte kettenförmige Anordnung könnte in der 

Deletionsmutante jedoch auch eine Konsequenz aufgrund der geringeren Größe 

der Magnetosomen sein. Die magnetischen Eigenschaften sind nämlich extrem 

abhängig von Größe und Form der Magnetosomen. Kleinere Partikel (< 30 nm) 

weisen Superparamagnetismus auf, d. h. sie haben kein permanentes 

magnetisches Dipolmoment. Für die Kettenbildung der einzelnen Partikel 

untereinander könnte neben der magnetischen Anziehung auch eines der 

deletierten Proteine verantwortlich sein. 

Um Rückschlüsse auf die Funktion jedes einzelnen Gens des mamGFDC-

Operons ziehen zu können, wurden Deletionskonstrukte von mamG, mamD und 

mamC erzeugt. Diese Versuche waren jedoch nicht erfolgreich. Zum einen gab 
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Abb. 8: 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der ∆DC4-Mutante 

(Aufnahmen von D. Schüler und A. Scheffel). 

A)  Vergeich der Anordnung der Magnetosomen in vivo: 

a+c) MSR-1 Wildtyp und 

b+d) ∆DC4-Mutante. Die Pfeile weisen auf die gestörte Kettenbildung in der Mutante hin.

B)  Isolierte Magnetosomen aus: 

a) Wildtyp, kubo-oktaedrische Morphologie und 

b) ∆DC4-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 könnte 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. Gärdes 2004). Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

wiesen in vivo keine Veränderungen der Magnetosomen im Vergleich zum 

Wildtyp hinsichtlich Form, Größe und Anordnung auf. Da kein vom Wildtyp 

abweichender Phänotyp beobachtet wurde, könnte dennoch über 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 Antikörpern 

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 zunächst 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 häufigsten 

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 Berücksichtigung 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 Überprüfung 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) 

übertragen (siehe D – Anhang). Außerdem 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 anschließend mittels PCR 

auf die korrekte Übertragung des Vektors mit dem Fusionsprotein überprüft. 

In die unmagnetische Mutante MSR-1B wurde ebenfalls das mamC-egfp-

Fusion tragende Plasmid pABC3 eingeführt, um das Lokalisierungsmuster 

vergleichen zu können. Aufgrund einer spontanen Deletion von ca. 80 kb, die 

alle Gene der Magnetosomeninsel betrifft, enthält der Stamm keine 

Magnetitpartikel. Ob MSR-1B jedoch auch keine MM-Vesikel enthält, wurde 

noch nicht abschließend geklärt (Schübbe 2003). Da die Gene der Magnititbio-

mineralisation deletiert sind, könnte dieser Stamm Aufschluss darüber geben, 

ob für 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 über das 

gesamte Cytoplasma, es war keine Lokalisierung des EGFP-Proteins zu 

Kan

600 800 1000 1200 1400 1600 1800

mamC-egfp

egfpmamC

HindIII XbaI 

Abb. 9: 

Schematische Darstellung der mamC-egfp-Genfusion in pBBR1-MCS2. Zwischen mamC 

und dem egfp-Gen liegt klonierungsbedingt eine nicht kodierende Sequenz. Das komplette 

Konstrukt hat eine Größe von 1171 bp. Der Vektor pBBR1-MCS2 trägt zur Selektion der 

Transkonjuganden ein Kanamycinresistenzgen.
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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-Stämme 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 punktförmiges 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 Stämmen wiesen keinen Unterschied 

zueinander auf. 

Zur Darstellung des Anteils der Zellen ohne (funktionelle) GFP-Fusion wurden 

diese parallel mit dem DNA-markierenden Farbstoff DAPI angefärbt (Bartel 

2003). Dabei fiel auf, dass etwa die Hälfte der Zellen keine fluoreszierenden 

Signale aufwiesen. Ursache dafür könnte z. B. die heterogene Zellpopulation 

sein, da sich in einer nicht-synchronisierten Population jüngere und ältere sowie 

tote Zellen befinden. Zudem könnte MamC-EGFP zu verschiedenen Zeitpunkten 

während 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 eingeführte MamC-EGFP wird vom lacZ-Promotor 

auf dem Plasmid konstitutiv abgelesen und gegenüber dem nativen MamC im 

Genom in mehrfacher Ausführung exprimiert. Da dies zu einem artifiziell hohem 

Expressionslevel geführt haben könnte, sollten die Ergebnisse durch eine 

chromosomale Insertion des mamC-egfp Konstrukts überprüft 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 über ein doppeltes Rekombinationsereignis 

erzeugt wurde, zeigten jedoch, dass die Zellen nicht fluoreszierten. 

Möglicherweise wurde das Fusionsprotein durch die Insertion ins Genom nicht 

mehr exprimiert. 

Aufgrund der starken bzw. der teils überstrahlten Fluoreszenzsignale war 

nicht eindeutig zu erkennen, ob sich das Signal dort befindet, wo man die 

B – Ergebnisse und Diskussion 3 Genetische Untersuchungen 43



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 (grün) und DAPI-gefärbte Zellen (blau) zur 

Darstellung der Zellen ohne funktionelle GFP-Fusion 

a+b) Stamm ABC5 (MSR-1), c+d) Stamm ABC6 (MSR-1B) 

C) Beispiele für 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 könnte.

C)

B)

a) b)

c) d)

A)

a)

b)

D)
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Magnetosomenmembran erwarten würde. Daher wurden Aufnahmen der 

MamC-EGFP-Fusion in Stamm ABC5 an einem anderen Modell eines 

Fluoreszenzmikroskops und mit einer geringeren Beleuchtungsintensität erstellt. 

Darauf ließ sich eine Fluoreszenz entlang der Position der Magnetosomem 

erkennen, entsprechend könnte es sich dabei um die Lokalisierung von MamC-

EFGP in der Magnetosomenmembran handeln (Abb. 10 D). Diese Beobachtung 

müsste allerdings eingehender untersucht werden.

Erstaunlich war das identische Signalmuster von MamC-EGFP in den 

Tanskonjuganden-Stämmen ABC5 und ABC6. 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 wäre eine Fluoreszenz der ganzen Zellen ähnlich wie beim 

unfusioniertem GFP zu erwarten gewesen. Unklar war jedoch, ob in der Zelle 

bereits Strukturen vorliegen, an die MamC bindet. Dies könnte einerseits 

bedeuten, dass Komponenten, die außerhalb der Magnetosomeninsel 

determiniert werden, die zentrale Lokalisierung von MamC bestimmen. 

Andererseits ist nicht völlig auszuschließen, dass es sich bei den Signalen um 

Artefakte wie z. B. um denaturierte, präzipitierte Fusionsproteine („inclusion 

bodies“) handeln könnte. In diesem Fall ließe sich das identische 

Fluoreszenzmuster in beiden Stämmen erklären: Expressionsstudien mit 

hydrophoben Membranproteinen sind häufig problematisch. So wurde in 

Arbeiten mit GFP-Fusionen überexprimierter Membranproteine in E. coli über 

die Bildung von „inclusion bodies“ berichtet. Allerdings wurde beobachtet, dass 

die Bildung von „inclusion bodies“ oft zum Verlust der GFP-Funktionalität führt 

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 Klärung 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 geklärt 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 über die subzelluläre Lokalisierung des 

Fusionsproteins MamC-EGFP zu erhalten, wurde die Expression in den beiden 

Transkonjuganden-Stämmen ABC5 und ABC6 in verschiedenen Zellfraktionen 

im Western Blot immunochemisch untersucht. Dazu wurden Proteine des 

Rohextrakts, lösliche Proteine, Membranproteine sowie Magnetosomenproteine 

gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. 

Anschließend wurde eine Immunodetektion mit Antikörpern sowohl gegen 

EGFP als auch gegen MamC durchgeführt (Abb. 11). 

B)

MamC 16 kDa

MamC-EGFP 46 kDa

1         2          3          4        5        6         7          8        9
A)

MamC-EGFP 
46 kDa

1        2         3         4        5         6         7       8      9
kDa

72

55

40

33

24
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MamC-EGFP 46 kDa

EGFP
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MSR-1B MSR-1 MSR-1B MSR-1

Abb. 11: 

Immunoblot verschiedener Zellfraktionen der Transkonjuganden-Stämme ABC5 und ABC6 

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

Größe von 46 kDa, während das native MamC ein apparentes Molekulargewicht von 

16,1 kDa aufweist.

A)  Spuren: 1 Marker, 2 MSR-1B lösliche Proteinfraktion, 3 MSR-1B Membranprotein, 

4 MSR-1B Zellextrakt, 5  MSR-1 lösliche 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 lösliche Proteinfraktion, 2 MSR-1B Membranprotein, 3 MSR-1B 

Zellextrakt, 4 Negativkontrolle: MSR-1B WT Zellextrakt, 5 MSR-1 lösliche Proteinfraktion, 

6 MSR-1 Membranprotein, 7 MSR-1 MM, 8  Positivkontrolle: MSR-1 WT MM, 9  MSR-1 

WT Zellextrakt.

Mit dem Antikörper gegen GFP wurde MamC-EGFP (46 kDa) in Stamm ABC5 

ausschließlich in der Magnetosomenmembran detektiert. In Stamm ABC6 

dagegen wurde MamC-EGFP in allen untersuchten Fraktionen (in der löslichen 

Proteinfraktion, Membranfraktion und im Zellextrakt) nachgewiesen. Dies 
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könnte an der höheren Empfindlichkeit der biochemischen Methode gelegen 

haben, denn fluoreszenzmikroskopisch war nur ein Signal innerhalb der Zellen 

zu erkennen.

Immunoblots mit dem MamC-Antikörper zeigten das gleiche Ergebnis. Das 

native MamC wurde zusätzlich 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 Antikörper 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 ausschließlich 

in der Magnetosomenmembran lokalisiert ist. Allerdings konnten mit dieser 

Methode für die untersuchten Genfusionen keine abschließenden Aussagen 

über den Ort der Magnetosomenmembran-Genese gemacht werden. Dennoch 

können Fusion von MMP mit dem EGFP-Protein vielversprechende Ergebnisse 

liefern, scheinen aber nicht für 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 

durchgeführt. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen ergaben ein unter-

schiedliches Lokalisierungsmuster von MamA-GFP während der Wachstums-

phasen. Dabei erstreckte sich die Fluoreszenz während der exponentiellen 

Phase als dünne 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 stationären Phase 

wurde ein punktförmiges 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 eigenständige Funktion als 

intrazelluläre Reaktionsräume der Biomineralisation von Magnetit. Aufgrund 

dieser Kriterien stellen Magnetosomen ein subzelluläres Kompartiment in 

Prokaryoten dar, das jedoch für 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 Einstülpung der Cytoplasma-

membran gebildet, so wie es auch für die Magnetosomenmembran vermutet 

wurde. Jedoch konnten die Ergebnisse der Lokalisierungsexperimente in dieser 

Arbeit keinen Aufschluss über 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 ähnlich 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.

Häufig beobachtete Charakteristika für Proteine, die in Biomineralisations-

prozessen involviert sind, sind repetitive Sequenzmotive, spezielle 

polyelektrolytische Polypeptid-Domänen mit ungefalteten offenen 

Konformationen (Evans 2003). Die MMP in Magnetospirillum gryphiswaldense 

MamG, MamD und Mms6 sowie MamJ weisen diese genannten Eigenschaften 

teilweise auf. Für 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, Größe und Anordnung der 

Magnetosomen hat. Diese Proteine könnten in der Magnetosomenmembran 

asymmetrisch verteilt sein und so das Kristallwachstum in eine bestimmte 

Richtung erleichtern und in andere Richtungen hemmen. Für Mms6 wird 

aufgrund der eisenbindenden Region angenommen, dass eine direkte 

Interaktion mit der mineralischen Oberfläche der Magnetitkristalle stattfindet. 

Ähnliche Motive sind in MamD und MamG zu finden, was die Beobachtung der 

Ergebnisse der Mutagenese-Experimente unterstützt, dass diese Proteine eine 

Funktion in Wachstum und Formgebung der Magnetosomenvesikel haben. 

Deletionsmutanten von MamJ zeigen phänotyisch eine Störung der 

Kettenbildung, was auf ein „Scaffold“-Protein hinweisen könnte (A. Scheffel, 

persönliche Mitteilung).

Während viele MMP typische Charakteristika von Membranproteinen 

aufweisen, erscheinen andere hydrophil mit einer vorhergesagten Lokalisierung 

im Cytoplasma. Daher könnte 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-

Domänen wie sie z. B. in MamA zu finden sind. Dabei könnte MamA durch 

Bindung der Magnetosomen an die Innenseite der Cytoplasmamembran die 

Kettenbildung stabilisieren. MamE könnte durch die Kontrolle der richtigen 

Faltung und intermolekularen Wechselwirkungen z. B. bei der Entwicklung und 

Zielsteuerung der MMP während des Zusammenbaus der Membran involviert 

sein. PDZ-Domänen sind an einer Reihe von Protein-Protein-Interaktionen 

beteiligt und vermitteln den Zusammenbau von spezifischen Multi-

Proteinkomplexen. Für MamA und MamE könnte man sich somit die 

Organisation um ein PDZ- oder TPR-basierendes Gerüst vorstellen, das eine 

stabile Lokalisation interagierender Proteine während des Magnetosomen-

zusammenbaus erlaubt. 

MamB und MamM sind im Eisentransport evtl. durch Erleichterung der 

Diffusion des Eisens in die Magnetosomenvesikel involviert, während MamT 

aufgrund der CytochromC Hämbindungsstelle bei Redoxprozessen des Eisens 

zu Magnetit beteiligt sein könnte.

Diese oben aufgeführten Spekulationen könnten als Hypothese dienen, die in 

künftigen Arbeiten durch genetische Analysen überprüft werden könnten. Ist 
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der Prozess der Magnetosomenbildung in M. gryphiswaldense auf molekularer 

Ebene verstanden, könnte dies als ein allgemeines Modell von Biominerali-

sationsprozessen dienen, das Einblick in den evolutionären Ursprung anderer 

bakterieller Kompartimente sowie eukaryotischer Organellen liefern könnte.

B – Ergebnisse und Diskussion 4 Zusammenfassung und Ausblick 50



C – Literaturverzeichnis  51

C – Literaturverzeichnis

Aebersold, R. und D. R. Goodlett. 2001. Mass spectrometry in proteomics. 

Chem Rev. 101(2): 269-95.

Alley, M. R. 2001. The highly conserved domain of the Caulobacter McpA Caulobacter McpA Caulobacter

chemoreceptor is required for its polar localization. Mol. Microbiol. 40(6): 

1335-43.

Arakaki, A., J. Webb und T. Matsunaga. 2003. A novel protein tightly bound to 

bacterial magnetic particles in Magnetospirillum magneticum strain AMB-1. 

J. Biol. Chem. 278: 8745-50.

Arigoni, F., K. Pogliano, C. D. Webb, P. Stragier und R. Losick. 1995. 

Localization of Protein Implicated in Establishment of Cell Type to Sites of 

Asymmetric Division. Science 270(5236): 637-640.

Bäuerlein, E. 2000. Single magnetic crystals of magnetite (Fe3O4) synthesized 

in intracytoplasmic vesicles of Magnetospirillum gryphiswaldense, p. 61-80. 

In: E. Bäuerlein (ed.), Biomineralization. Wiley-VCH, Weinheim.

Bäuerlein, E. 2003. Biomineralization of unicellular organisms: an unusual 

membrane biochemistry for the production of inorganic nano- and 

microstructures. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 42: 614-41.

Balkwill, D., D. Maratea und R. Blakemore. 1980. Ultrastructure of a magneto-

tactic spirillum. J. Bacteriol. 141: 1399-1408.

Bartel, A. 2004. Expression und Lokalisierung eines Magnetosomenmembran-

assoziierten Proteins aus Magnetospirillum gryphiswaldense mittels einer 

GFP-Fusion. Diplomarbeit, Hochschule Bremen.

Bazylinski, D. A., A. Garratt-Reed und R. B. Frankel. 1994. Electronmicro -

scopic studies of magnetosomes in magnetotactic bacteria. Microscopy 

Res. Tech. 27(5): 389-401.

Bazylinski, D. A. 1995. Structure and function of the bacterial magnetosome. 

ASM News 61: 337-343.

Bazylinski, D. A. und R. B. Frankel. 2000. Biologically controlled mineralization 

of magnetic iron minerals by magnetotactic bacteria. Environmental microbe-

metal interactions. D. R. Lovley. Washington, DC, ASM Press:109-143.

Bazylinski D. A. und R. B. Frankel. 2004. Magnetosome formation in 

prokaryotes. Nat. Rev. Microbiol. Mar; 2(3): 217-30.



C – Literaturverzeichnis  52

Benning, C., J. T. Beatty, R. C. Prince und C. R. Somerville. 1993. The 

sulfolipid sulfoquinovosyldiacylglycerol is not required for photosynthetic 

electron transport in Rhodobacter sphaeroides but enhances growth under 

phosphate limitation. Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 1561-5.

Blakemore, R. P. 1975. Magnetotactic bacteria. Science 190: 377-9.

Blakemore, R. P., D. Maratea und R. S. Wolfe. 1979. Isolation and pure 

culture of a freshwater magnetic spirillum in chemically defi ned medium. 

J. Bacteriol. 140: 720-729.

Blakemore, R. P. 1982. Magnetotactic bacteria. 

Annu. Rev. Microbiol. 36: 217-238.

Blatch G. L. und M. Lassle. 1999. The tetratricopeptide repeat: a structural 

motif mediating protein-protein interactions. Bioessays. Nov; 21(11): 932-9.

Bochicchio, B., A. Pepe und A. M. Tamburro. 2001. On (GGLGY) synthetic 

repeating sequences of lamprin and analogous sequences. Matrix Biol. 20: 

243-50.

Bryant, D. A., E. V. Vassilieva, N. U. Frigaard und H. Li. 2002. Selective protein 

extraction from Chlorobium tepidum chlorosomes using detergents. 

Evidence that CsmA forms multimers and binds bacteriochlorophyll a. 

Biochemistry 41: 14403-11.

Cannon, G. C., C. E. Bradburne, H. C. Aldrich, S. H. Baker, S. Heinhorst und 

J. M. Shively. 2001. Microcompartments in prokaryotes: carboxysomes and 

related polyhedra. Appl. Environ. Microbiol. 67: 5351-61.

Chen, J. C., D. S. Weiss, J. M. Ghigo und J. Beckwith. 1999. 

Septal localization of FtsQ, an essential cell division protein in Escherichia 

coli. J. Bacteriol. 181(2): 521-30.

Chung, S. und D. A. Bryant. 1996. Characterization of csmB genes from 

Chlorobium vibrioforme 8327D and Chlorobium tepidum and overproduction 

of the Chlorobium tepidum CsmB protein in Escherichia coli. Arch. Microbiol. 

166: 234-244. 

Clausen, T., C. Southan und M. Ehrmann. 2002. The HtrA family of proteases: 

implications for protein composition and cell fate. Mol Cell. 10(3): 443-55.

Cohen-Bazire, G. und R. Kunisawa. 1963. The fi ne structure of Rhodospirillum 

rubrum. J. Cell Biol. 16: 401-19.

Cornell, R. M. und U. Schwertmann. 2003. The Iron Oxides. Wiley-VHC-Verlag.



C – Literaturverzeichnis  53

Cubitt, A. B., R. Heim, S. R. Adams, A. E. Boyd, L. A. Gross und R. Y. Tsien.

1995. Understanding, improving and using green fl uorescent proteins. 

Trends Biochem. Sci. 20(11): 448-55.

DoCampo, R. und S. N. J. Moreno. 2001. The acidocalcisome. Mol. Biochem. 

Parasitol. 114(2): 151-9.

DeLong, E. F., R. B. Frankel und D. A. Bazylinski. 1993. Multiple evolutionary 

origins of magnetotaxis in bacteria. Science 259(5096): 803-806.

Diebel, C. E., Proksch, R., Green, C. R., P. Neilson und M. M. Walker. 2000. 

Magnetite defi nes a vertebrate magnetreceptor. Nature 406: 299-302.

Errington, J. S. 2003. Dynamic proteins and a cytoskeleton in bacteria. Nat. 

Cell Biol. 5(3): 175-8.

Evans, J. 2003. Apples and oranges: Comparing the structural aspects of 

biomineral- and ice-interaction proteins. Current Opinion in Colloid and 

Interface. Science 8: 48-54. 

Figge, R. M., A. V. Divakaruni und J. W. Gober. 2004. MreB, the cell shape-

determining bacterial actin homologue, co-ordinates cell wall morphogenesis 

in Caulobacter crescentus. Mol. Microbiol. 51(5): 1321-32. 

Flies, C., H. Jonkers, D. deBeer, K. Bosselmann, M. Böttcher und D. Schüler.

2005. Diversity and vertical distribution of magnetotactic bacteria along 

chemical gradients in freshwater microcosms. FEMS Microbiol. Ecol. In 

press. 

Frankel, R. B., R. P. Blakemore und R. S. Wolfe. 1979. Magnetite in freshwater  

magnetotactic bacteria. Science 203: 720-729.

Frankel, R. B., G. C. Papaefthymiou, R. P. Blakemore und W. O'Brien. 1983. 

Fe3O4 precipitation in magnetotactic bacteria. Biochim. Biophys. Acta 763: 

147-159.

Frankel, R. B., D. A. Bazylinski und D. Schüler. 1998. Biomineralization of 

magnetic iron minerals in bacteria. Proc. 11th Toyota conference: 

Nanostructured materials in biolological and artifi cial systems. 

Frankel, R. B., D. A. Bazylinski, M. S. Johnson und B. L. Taylor. 1997. 

Magneto-aerotaxis in marine coccoid bacteria. Biophys. J. 73: 994-1000.

Fukumori, Y., H. Oynagi, K. Yoshimatsu, Y. Noguchi und T. Fujiwara. 1997. 

Enzymatic iron oxidation and reduction in magnetite synthesizing 

Magnetospirillum magnetotacticum. J. Phys. IV 7: 659-662.



C – Literaturverzeichnis  54

Gärdes, A. 2004. Deletionsmutagenese eines Magnetosomenproteins in 

Magnetospirillum gryphiswaldense unter Etablierung des Cre-loxP-Systems. 

Diplomarbeit, Fachhochschule Oldenburg.

Gassmann, M. 1996. Untersuchungen zur Aufnahme von Kupfer und Eisen 

und Lipidanalyse der Magnetosomen-, Cytoplasma- und Außenmembran in 

Magnetospirillum gryphiswaldense. Diplomarbeit. Tübingen/München.

Gorby, Y. A., T. J. Beveridge und R. P. Blakemore. 1988. Characterization of 

the bacterial magnetosome membrane. J. Bacteriol. 170: 834-841.

Goerg, A., C. Obermaier, G. Boguth und W. Weiss. 1999. Recent 

developments in two-dimensional gel electrophoresis with immobilized 

pH gradients: Wide pH gradients up to pH 12, longer separation distances 

and simplifi ed procedures. Electrophoresis 20(4-5): 712-717. 

Gotliv, B. A., L. Addadi und S. Weiner. 2003. Mollusk shell acidic proteins: In 

search of individual functions. Chem. Biochem. 4: 522-9.

Graumann, P. L. und R. Losick. 2001. Coupling of asymmetric division to polar 

placement of replication origin regions in Bacillus subtilis. J. Bacteriol. 

183(13): 4052-60.

Handrick, R., S. Reinhardt, P. Kimmig und D. Jendrossek. 2004. The 

“Intracellular” Poly(3-Hydroxybutyrate) (PHB) Depolymerase of 

Rhodospirillum rubrum is a Periplasm-Located Protein with Specifi city for 

Native PHB and with Structural Similarity to Extracellular PHB 

Depolymerases. J. Bacteriol. 186(21): 7243-7253.

Hanzlik, M., M. Winklhofer und N. Petersen. 1996. Spatial Arrangement of 

Chains of Magnetosomes in Magnetotactic Bacteria. Earth & Planetary 

Science Letters 145(1-4): 125-134.

Hashimoto F., T. Horigome, M. Kanbayashi, K. Yoshida und H. Sugano. 1983. 

An improved method for separation of low-molecular-weight polypeptides by 

electrophoresis in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel. Anal. 

Biochem. 15;129(1): 192-9.

Herborn, C. U., N. Papanikolaou, R. Reszka, K. Grünberg, D. Schüler und 

J. F. Debatin. 2003. Magnetosomes as biological model for iron binding: 

Relaxivity determination with MRI. Rofo Fortschr. Geb. Rontgenstr. Neuen. 

Bildgeb. Verfahr. 175: 830-4.



C – Literaturverzeichnis  55

Heyen, U. und D. Schüler. 2003. Growth and magnetosome formation by 

microaerophilic Magnetospirillum strains in an oxygen-controlled fermenter. 

Appl. Microbiol. Biotechnol. 61: 536-544.

Hilgenfeldt, K. 2000. Diagenetic dissolution of biogenic magnetite in surface 

sediments of the Benguela upwelling system. International Journal of Earth 

Sciences 88(4): 630-640.

Himmelreich, R., H. Hilbert, H. Plagens, E. Pirkl, B. C. Li und R. Herrmann. 

1996. Complete sequence analysis of the genome of the bacterium 

Mycoplasma pneumoniae. Nucleic Acids Res. 24(22): 4420-49.

Jensen, T. E. 1993. Cyanobacterial ultrastructure. P. 7-51. In: Ultrastructure of 

Microalgae. (T. Berner, ed.) CRC press, Boca Raton, Florida, USA. 

Junge, K. 2003. Konstruktion und Charakterisierung von Insertionsmutanten 

des Gens für einen Magnetosomen-assoziierten CDF-Transporter. 

Diplomarbeit. Fachhochschule Oldenburg.

Kawaguchi, R., J. G. Burgess, T. Sakaguchi, H. Takeyama, R. H. Thornhill 

und T. Matsunaga. 1995. Phylogenetic Analysis of a Novel Sulfate-Reducing 

Magnetic Bacterium, Rs-1, Demonstrates Its Membership of the Delta-

Proteobacteria. FEMS Microbiol. Lett. 126(3): 277-282.

Kimble, L. K. und D. A. Bazylinski. 1996. Chemolithoautotrophy in the marine 

magnetotactic bacterium, strain MV-1. In: Ann. Meet. Am. Soc. Microbiol., 

Vol. Abstr. K-147.

Klose, J. und U. Kobalz. 1995. Two-dimensional Electrophoresis of Proteins: 

An Updated Protocol and Implications for a Functional Analysis of the 

Genome. Electrophoresis 16: 1034-1059.

Komeili, A., H. Vali, T. J. Beveridge und D. K. Newman. 2004. Magnetosome 

vesicles are present before magnetite formation, and MamA is required for 

their activation. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 101(11): 3839–3844.

Kosugi, A., K. Murashima und R. H. Doi. 2002. Characterization of two 

noncellulosomal subunits, ArfA and BgaA, from Clostridium cellulovorans

that cooperate with the cellulosome in plant cell wall degradation. 

J. Bacteriol. 184(24):  6859-65.

Kirschvink, J. L., A. Kobayashi-Kirschvink und B. J. Woodford. 1992. 

Magnetite Biomineralization in the Human Brain. Proc. Natl. Acad. Sci. 

U. S. A. 7683-7687.



C – Literaturverzeichnis  56

Kröger, N., R. Deutzmann und M. Sumper. 1999. Polycationic peptides from 

diatom biosilica that direct silica nanosphere formation. Science 5; 

286(5442): 1129-32.

Kröger, N. und M. Sumper. 2000. The biochemistry of silica formation in 

diatoms. In: Biomineralization (ed.: Bäuerlein, E.), Wiley-VCH, Weinheim.

Lai, E. M., N. D. Phadke, M. T. Kachman, R. Giorno, S. Vazquez, 

J. A. Vazquez, J. R. Maddock und A. Driks. 2003. Proteomic analysis of 

the spore coats of Bacillus subtilis and Bacillus anthracis. J. Bacteriol. 185: 

1443-54.

Lewis, P. J. und J. Errington. 1996. Use of green fl uorescent protein for 

detection of cell-specifi c gene expression and subcellular protein localization 

during sporulation in Bacillus subtilis. Microbiology 142 (Pt4): 733-40.

Lindsay, M. R, R. I. Webb, M. Strous, M. S. M. Jetten, M. K. Butler, 

R. J. Forde und J. A. Fuerst. 2001. Cell compartmentalisation in 

planctomycetes: novel types of structural organisation for the bacterial cell. 

Arch. Microbiol. 175: 413-429.

Lowenstam, H.A. 1981. Minerals formed by organisms. 

Science 211: 1126-1130.

Lück, M., B. R. Paulke, W. Schröder, T. Blunk und R. H. Müller. 1998. Analysis 

of plasma protein adsorption on polymeric nanoparticles with different 

surface characteristics. J. Biomed. Mater. Res. 39: 478-85.

Mann, S, N. H. Sparks, M. M. Walker und J. L. Kirschvink.1988. 

Ultrastructure, morphology and organization of biogenic magnetite from 

sockeye salmon, Oncorhynchus nerka: implications for magnetoreception. 

J. Exp. Biol. 140: 35-49.

Mann, S., N. H. Sparks und R. G. Board. 1990. Magnetotactic bacteria: 

Microbiology, biomineralization, palaeomagnetism and biotechnology. 

Adv. Microbiol. Physiol. 31: 125-181.

Mann, K., I. M. Weiss, S. Andre, H. J. Gabius und M. Fritz. 2000. The amino-

acid sequence of the abalone (Haliotis laevigataacid sequence of the abalone (Haliotis laevigataacid sequence of the abalone ( ) nacre protein perlucin. 

Detection of a functional C-type lectin domain with galactose/mannose 

specifi city. Eur. J. Biochem. 267(16): 5257-64.

Mann, M., R. C. Hendrickson und A. Pandey. 2001. Analysis of proteins and 

proteomes by mass spectrometry. Annu. Rev. Biochem. 70: 437-473.



C – Literaturverzeichnis  57

Margolin, W., R. Wang und M. Kumar. 1996. Isolation of an ftsZ homolog from 

the archaebacterium Halobacterium salinarium: implications for the evolution 

of FtsZ and tubulin. J. Bacteriol. 178(5): 1320-7. 

Margolin, W. 2000. Green Fluorescent Protein as a Reporter for Macro-

molecular Localization in Bacterial Cells. Methods 20: 62-72.

Matsunaga, T. und S. Kamiya. 1987. Use of Magnetic Particles Isolated From 

Magnetotactic Bacteria For Enzyme Immobilization. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 26(4): 328-332.

Matsunaga, T., T. Sakaguchi und F. Tadokoro. 1991. Magnetite formation by a 

magnetic bacterium capable of growing aerobically. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 35: 651-655.

Matsunaga, T., N. C. Nakamura, J. G. Burgess und S. Sode. 1992. Gene 

transfer in magnetic bacteria: transposon mutagenesis and cloning of 

genomic DNA fragments required for magnetosome synthesis. J. Bacteriol. 

174(9): 2748-2753.

Matsunaga, T. und H. Takeyama. 1998. Biomagnetic nanoparticle formation 

and application. Supramolecular Science 5(3-4): 391-394.

Matsunaga, T., N. Tsujimura, H. Okamura und H. Takeyama. 2000. Cloning 

and characterization of a gene, mpsA, encoding a protein associated with 

intracellular magnetic particles from Magnetospirillum sp. strain AMB-1. 

Biochem. Biophys. Res. Comm. 268: 932-937.

McCool, G. J. und M. C. Cannon. 1999. Polyhydroxyalkanoate inclusion body-

associated proteins and coding region in Bacillus megaterium. J. Bacteriol. 

181: 585-92.

McKay, D. S., E. K. Jr. Gibson, K. L. Thomas-Keprta, H. Vali, C. S. Romanek, 

S. J. Clemett, X. D. Chillier, C. R. Maechling und R. N. Zare. 1996. Search 

for past life on Mars: possible relic biogenic activity in martian meteorite 

ALH84001. Science 273(5277): 924-30.

Meldrum, F. C., S. Mann, B. R. Heywood, R. B. Frankel und D. A. Bazylinski.

1993a. Electron microscopy study of magnetosomes in two cultured vibrioid 

magnetotactic bacteria. Proceedings of the Royal Society of London Series 

B: Biological Sciences 251(1332): 237-242.

Meldrum, F. C., S. Mann, B. R. Heywood, R. B. Frankel und D. A. Bazylinski.

1993b. Electron microscopy study of magnetosomes in a cultured coccoid 

magnetotactic bacterium. Proceedings of the Royal Society of London 

Series B: Biological Sciences 251(1332): 231-236.



C – Literaturverzeichnis  58

Meyer, A. 1904. Orientierende Untersuchungen über Verbreitung, Morphologie 

und Chemie des Volutins. Bot. Zeit. 62, 113-152.

Mlouka, A., K. Comte, A. M. Castets, C. Bouchier und N. Tandeau de Marsac. 

2004. The Gas Vesicle Gene Cluster from Microcystis aeruginosa and DNA 

Rearrangements That Lead to Loss of Cell Buoyancy. J. Bacteriol. 186(8): 

2355-2365.

Moench, T. T. und W. A. Konetzka. 1978. A novel method for the isolation and 

study of a magnetotactic bacterium. Arch. Microbiol. 119: 203-212.

Munro, U., J. A. Munro, J. B. Phillips, R. Wiltschko und W. Wiltschko. 1997. 

Evidence for a magnetite-based navigational “map” in birds. 

Naturwissenschaften 84: 26-28.

Nakamura, C., T. Kikuchi, J. G. Burgess und T. Matsunaga. 1995a. Iron-

regulated expression and membrane localization of the magA protein in 

Magnetospirillum sp. strain AMB-1. J. Biochemistry 118: 23-27.

Nakamura, C., J. G. Burgess, K. Sode und T. Matsunaga. 1995b. An iron-

regulated gene, magA, encoding an iron transport protein of Magneto-

spirillum sp. strain AMB-1. J. Biol. Chem. 270(N47): 28392-28396.

Nies, D. H. 2003. Effl ux-mediated heavy metal resistance in prokaryotes. 

FEMS Microbiol. Rev. 27: 313-39.

Noll, F., M. Sumper und N. Hampp. 2002. Nanostructure of Diatom Silica 

Surfaces and of Biomimetic Analogs. Nano Letters 2: 91-95.

Nouwens, A. S., S. J. Cordwell, M. R. Larsen, M. P. Molloy, M. Gillings, 

M. D. P. Willcox und B. J. Walsh. 2000. Complementing genomics with 

proteomics: The membrane subproteome of Pseudomonas aeruginosa

PAO1. Electrophoresis 21: 3797-3809.

Offner, S., U. Ziese, G. Wanner, D. Typke und F. Pfeifer. 1998. Structural 

characteristics of halobacterial gas vesicles. Microbiology 144: 1331-42.

Okamura, Y., H. Takeyama und T. Matsunaga. 2000. Two-dimensional analysis 

of proteins specifi c to the bacterial magnetic particle membrane from 

Magnetospirillum sp. AMB-1. Appl. Biochem. Biotechnol. 84-86: 441-446.

Okamura, Y., H. Takeyama und T. Matsunaga. 2001. A magnetosome-specifi c 

GTPase from the magnetic bacterium Magnetospirillum magneticum AMB-1. 

J. Biol. Chem. 276: 48183-48188.



C – Literaturverzeichnis  59

Okuda, Y., K. Denda und Y. Fukumori. 1996. Cloning and sequencing of a 

gene encoding a new member of the tetratricopeptide protein family from 

magnetosomes of Magnetospirillum magnetotacticum. Gene 171: 99-102.

Okuda, Y. und Y. Fukumori. 2001. Expression and characterization of a 

magnetosome-associated protein, TPR-containing MAM22, in Escherichia 

coli. FEBS Lett. 491(3): 169-73.

Phillips, G. J. 2001. Green fl uoreszent protein-a bright idea for the study of 

bacterial protein localization. FEMS Microbiol. Lett. 204: 9-18.

Pötter, M., M. H. Madkour, F. Mayer und A. Steinbüchel. 2002. Regulation of 

phasin expression and polyhydroxyalkanoate (PHA) granule formation in 

Ralstonia eutropha H16. Microbiology 148(Pt 8): 2413-2426.

Pötter, M., H. Müller, F. Reinecke, R. Wieczorek, F. Fricke, B. Bowien, 

B. Friedrich und A. Steinbüchel. 2004. The complex structure of 

polyhydroxybutyrate (PHB) granules: four orthologous and paralogous 

phasins occur in Ralstonia eutropha, Microbiology 150: 2301–2311.

Ratledge, C. und S. G. Wilkinson. 1988. Micobial Lipids, Academic Press ed, 

Vol. 1. London.

Reszka, R. 2000. Applications for magnetosomes in medical research, p. 81-

92. In: E. Bäuerlein (ed.), Biomineralization. Wiley-VCH, Weinheim.

Rudner, D. Z. und R. M. Losick. 2002. Sporulation membrane protein tethers 

the pro-sigmaK processing enzyme to its inhibitor and dictates its subcellular 

localization. Genes Dev. 16(8): 1007-18.

Rudner, D. Z., Q. Pan und R. M. Losick. 2002. Evidence that subcellular 

localization of a bacterial membrane protein is achieved by diffusion and 

capture. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 99(13): 8701-6. 

Sabathe, F., A. Belaich und P. Soucaille. 2002. Characterization of the 

cellulolytic complex (cellulosome) of Clostridium acetobutylicum. FEMS 

Microbiol. Lett. 217(1): 15-22.

Schägger, H. und G. von Jagow. 1987. Tricine-sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis for the separation of proteins in the range 

from 1 to 100 kDa. Anal. Biochem. 166: 368-79.

Schleifer, K., D. Schüler, S. Spring, M. Weizenegger, R. Amann, W. Ludwig 

und M. Köhler. 1991. The genus Magnetospirillum  gen. nov., description of 

Magnetospirillum gryphiswaldense sp. nov. and transfer of Aquaspirillum 

magnetotacticum to Magnetospirillum magnetotacticum comb. nov. System. 

Appl. Microbiol. 14: 379-385.



C – Literaturverzeichnis  60

Schmid, S. L. und H. Damke. 1995. Coated Vesicles: A Diversity of Form and 

Function. FASEB J. 9: 1445-1453.

Schübbe, S., M. Kube, A. Scheffel, C. Wawer, U. Heyen, A. Meyerdierks, 

M. Madkour, F. Mayer, R. Reinhardt und D. Schüler. 2003. Characterization 

of a spontaneous nonmagnetic mutant of Magnetospirillum gryphiswaldense

reveals a large deletion comprising a putative magnetosome island. 

J. Bacteriol. 185: 5779-5790.

Schüler, D. 1994. Isolierung und Charakterisierung magnetischer Bakterien - 

Untersuchungen zur Magnetitbiomineralisation in Magnetospirillum 

gryphiswaldense. Dissertation. München, TU München.

Schüler, D., R. Uhl und E. Bäuerlein. 1995. A simple light-scattering method 

to assay magnetism in Magnetospirillum gryphiswaldense. FEMS Microbiol. 

Lett. 132(N1-2): 139-145.

Schüler, D. und E. Bäuerlein. 1996. Iron-limited growth and kinetics of iron 

uptake in Magnetospirillum gryphiswaldense. Arch. Microbiol. 166: 301-307.

Schüler, D. und E. Bäuerlein. 1997. Iron transport and magnetite crystal 

formation of the magnetic bacterium Magnetospirillum gryphiswaldense. 

J. Phys. IV 7(C1): 647-650.

Schüler, D. und E. Bäuerlein. 1998. Dynamics of iron uptake and Fe3O4

biomineralization during aerobic and microaerobic growth of 

Magnetospirillum  gryphiswaldense. J. Bacteriol. 180: 159-162.

Schüler, D. 1999. Formation of magnetosomes in magnetotactic bacteria. 

J. Mol.  Microbiol. Biotechnol. 1: 79-86.

Schüler, D. und R. B. Frankel. 1999. Bacterial magnetosomes: Microbiology, 

biomineralization and biotechnological applications. Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 52: 464-473.

Schüler, D. 2002. The biomineralization of magnetosomes in Magnetospirillum 

gryphiswaldense. Int. Microbiol. 5: 09-14.

Schultheiss, D. und D. Schüler. 2003. Development of a genetic system for 

Magnetospirillum gryphiswaldense. Arch. of Microbiol. 179: 89-94.

Schultheiss, D., M. Kube und D. Schüler. 2004. Inactivation of the fl agellin 

gene fl aA in Magnetospirillum gryphiswaldense results in nonmagnetotactic 

mutants lacking fl agellar fi laments. Appl. Environ. Microbiol. 70(6): 3624-

3631. 



C – Literaturverzeichnis  61

Schultheiss, D., R. Handrick, D. Jendrossek, M. Hanzlik und D. Schüler.

2005. The presumptive magnetosome protein Mms16 is a PHB-granule bound

protein (phasin) in Magnetospirillum gryphiswaldense. J. Bacteriol. In press. 

Seufferheld, M., M. C. Vieira, F. A. Ruiz, C. O. Rodrigues, S. N. Moreno und 

R. Docampo. 2003. Identifi cation of organelles in bacteria similar to 

acidocalcisomes of unicellular eukaryotes. J. Biol. Chem. 278: 29971-8.

Sharp, M. D. und K. Pogliano. 2002. MinCD-dependent regulation of the 

polarity of SpoIIIE assembly and DNA transfer. EMBO J. 21(22): 6267-74.

Sinninghe-Damste, J. S., M. Strous, W. I. Rijpstra, E. C. Hopmans, J. A. 

Geenevasen, A. C. van Duin, L. A. van Niftrik und M. S. Jetten. 2002. 

Linearly concatenated cyclobutane lipids form a dense bacterial membrane. 

Nature 419(6908): 708-12.

Söllner, C., M. Burghammer, E. Busch-Nentwich, J. Berger, H. Schwarz, 

C. Riekel und T. Nicolson. 2003. Control of crystal size and lattice formation 

by starmaker in otolith biomineralization. Science 302(5643): 282-6.

Spring, S., R. Ahmann, W. Ludwig, K. H. Schleifer, H. V. Gemerden und 

N. Petersen. 1993. Dominating role of an unusual magnetotactic bacterium 

in the microaerobic zone of a freshwater sediment. Appl. Environ. Microbiol. 

59: 2397-2403. 

Spring, S. und K. H. Schleifer. 1995. Diversity of Magnetotactic Bacteria. Syst. 

Appl. Microbiol. 18(2): 147-153.

Sternberg, N. 1981. Bacteriophage P1 site-specifi c recombination. III. Strand 

exchange during recombination at loxP sites. J. Mol. Biol. 150(4): 603-8.

Sudo, S., T. Fujikawa, T. Nagakura, T. Ohkubo, K. Sakaguchi, M. Tanaka, 

K. Nakashima und T. Takahashi. 1997. Structures of mollusc shell 

framework proteins. Nature 387: 563-4.

Sun, Q. und W. Margolin. 1998. FtsZ dynamics during the division cycle of live 

Escherichia coli cells. J. Bacteriol. 180(8): 2050-6.Escherichia coli cells. J. Bacteriol. 180(8): 2050-6.Escherichia coli

Thomas-Keprta, K. L., S. J. Clemett, D. A. Bazylinski, J. L. Kirschvink, 

D. S. McKay, S. J. Wentworth, H. Vali, E. K. Gibson Jr. und C. S. Romanek Jr. 

2002. Magnetofossils from ancient Mars: a robust biosignature in the martian 

meteorite ALH84001. Appl. Environ. Microbiol. 68: 3663-72.

Todd, S. J., A. J. Moir, M. J. Johnson und A. Moir. 2003. Genes of Bacillus 

cereus and Bacillus anthracis encoding proteins of the exosporium. 

J. Bacteriol. 185: 3373-8.



C – Literaturverzeichnis  62

van Niftrik, L. A., J. A. Fuerst, J. S. Sinninghe-Damste, J. G. Kuenen, 

M. S. Jetten und M. Strous. 2004. The anammoxosome: an intracytoplasmic 

compartment in anammox bacteria. FEMS  Microbiol. Lett. 233(1): 7-13.

Walker, M. M., J. L. Kirschvink, S.-B. R. Chang und A. E. Dizon. 1984. A 

candidate magnetic sense organ in the yellowfi n tuna, Thunnus albacares. 

Science 224: 751-753.

Wasinger, V. C., S. J. Cordwell, A. Cerpa-Poljak, J. X. Yan, A. A. Gooley, 

M. R. Wilkins, M. W. Duncan, R. Harris, K. L. Williams und I. Humphery-

Smith. 1995. Progress with gene-product mapping of the Mollicutes: 

Mycoplasma genitalium. Electrophoresis 16(7): 1090-4.

Webb, C. D., A. Decatur, A. Teleman und R. Losick. 1995. Use of green 

fl uorescent protein for visualization of cell-specifi c gene expression and 

subcellular protein localization during sporulation in Bacillus subtilis. 

J. Bacteriol. 177(20): 5906-11.

Zurovec, M. und F. Sehnal. 2002. Unique molecular architecture of silk fi broin 

in the waxmoth, Galleria mellonella. J. Biol. Chem. 277: 22639-47.



D – Anhang I Arbeitsschemata 63

D – Anhang 

I Arbeitsschemata

Arbeitsschritte zur Erstellung der ∆mamGFDC-Deletionsmutanten:

Amplifi kation des G-Fragments und C-Fragments aus dem Plasmid pKG6B, 

Primer mit angefügten Restriktionserkennungs-Sequenzen: 

G_for, G/PstI_rev und C/PstI_for, C/EcoRI_rev 

Ligation der Fragmente in den replizierenden Vektor pBS/SK+ und Subklonierung in

E. coli Stamm DH5E. coli Stamm DH5E. coli 
∆DC1

Ausschneiden des gesamten ∆GFDC-Konstrukts mit den RestriktionsenzymenGFDC-Konstrukts mit den RestriktionsenzymenGFDC

EcoRI und XbaI

Ligation des Konstrukts in den in MSR-1 nicht replizierenden Suizidvektor pK19mobsacB, 

Transformation in E.coli Stamm DH5E.coli Stamm DH5E.coli 
∆DC2

Transformation des Plasmids mit dem Deletionskonstrukt in den Donorstamm 

E. coli  Stamm S17-1

∆DC3

Übertragung des Konstrukts in M. gryphiswaldense  Stamm MSR-1 R1/S3 via KonjugationM. gryphiswaldense  Stamm MSR-1 R1/S3 via KonjugationM. gryphiswaldense

∆DC4 
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Arbeitsschritte zur Erstellung des mamC-egfp-Fusionkonstrukts in Magneto-

spirillum gryphiswaldense:

Amplifi kation von mamC+32 bp stromaufwärts aus genomischer DNA, Anhängen von RestrikmamC+32 bp stromaufwärts aus genomischer DNA, Anhängen von RestrikmamC

tionsschnittstellen mittels spezifi scher Primer: mamC_for und mamC/SalI_rev

Amplifi kat+fl ankierende Regionen 413 bp

Ligation von mamC in den Vektor pCR2.1-TOPO in E. coli  Top 10 ZellenE. coli  Top 10 ZellenE. coli

∆ABC1

Ausschneiden von mamC mit den Restriktionsenzymen SalI und EcoRI, anschließende 

Ligation in den Vektor pEGFP-N3, der das egfp-Gen trägt; Transformation in E. coli 

Stamm Inv110

∆ABC2

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

HindIII und XbaI

Ligation des Fusionkonstrukts in den replizierenden und mobilisierbarenVektor pBBR1-MCS2; 

Transformation in E. coli Stamm DH5E. coli Stamm DH5E. coli 
∆ABC3

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

∆ABC4

Übertragung des Konstrukts in M. gryphiswaldense Stamm MSR-1 R1/S3 undM. gryphiswaldense Stamm MSR-1 R1/S3 undM. gryphiswaldense

MSR-1B R1/S3 via Konjugation

∆ABC5 (MSR-1) bzw. ∆ABC6 (MSR-1B)
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II Bakterienstämme und Plasmide

Stamm Geno- oder Phänotyp Referenz

Escherichia coli

Escherichia coli DH5Escherichia coli DH5Escherichia coli  F- suoE44 ∆lacU169 (U169 (U169 (  80 Hanahan (1985)

lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 endA1 end

gyrA96 gyrA96 gyr thi-1 relA1relA1rel

Escherichia coli S17-1Escherichia coli S17-1Escherichia coli pro thi hsdR Tra+ recA- Trr Smr Simon et al.

RP4-Tc::Mu-Kn::Tn7 (1983)

Escherichia coli Top10Escherichia coli Top10Escherichia coli F- mcrA mcrA mcr ∆(mrr-hsd(mrr-hsd( RMS-mcrBC) Grant et al.

80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR (1990)

recA1 araD139 ∆(ara-leu(ara-leu( )7697 

galU galK rpsL(StrR) endA1 endA1 end nupG

Magnetospirillum gryphiswaldense

M. gryphiswaldense MSR-1 R1/S3 Rifr, Smr, spontane Mutante Schultheiss, 

(DSMZ 6361)   (2004)

MSR-1B R1/S3 Rifr, Smr, Mutante mit spontaner Schultheiss, 

Deletion (2004)

Konstruierte Mutantenstämme

∆DC4 - 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 KmR, mob, oriV, lalal cZ, ptac-, tac-

Promotor, sacB1) Schäfer et al. (1994)

pCR2.1-TOPO ApR, KmR, lacZ, T7-Promotor; 3,9 kb Invitrogen 

pEGFP-N3 KanR, NeoR; 4,7 kb BD Biosciences Clontech

1) Gen für eine Levansucrase



Konstruierte Plasmide Ausgangsplasmid Insert

pDC1 pBS/SK+ PCR-Produkt des Deletion-

  konstrukts bestehend aus G- 

  und C-Fragment 1480 bp

pDC2 pK19mobsacB Deletionskonstrukt 

  ∆mamGFDC-Operon

pABC1 pCR2.1-TOPO 375 bp PCR-Produkt + 32 bp der 

  5´ fl ankierenden Region; amplifi ziert 

  aus genomischer DNA von MSR-1 

  Wildtyp

pABC2 pEGFP-N3 418 bp insert mamC + fl ankierende 

  Regionen

pABC3 pBBR-MCS2 1171 bp Konstrukt mamC/egfp/egfp/

pAB4 pBBR-MCS2 Trägt das egfp-Gen

III Primer

Name/Orientierung Sequenz

G_for → AGC AGG CAC CAG AGT TCT CCT T

G/EcoRI_F →  GAT ATC TTA AGC GAG GGC AAA GCA AT

G/PstI_rev ← CTG CAG CAT CTG ATC TCC GGC AAG TGT A

C/PstI_for → CTG CAG GCC TGA AAT ATT GGG CTG GTT CAC

C/EcoRI_rev ← GAA TTC TCA GGC CAA TTC TTC CCT CAG AA

C/XbaI_rev ← TCT AGA GTT GAT GGG GGC GCG GAA GTT TC

MamC_for → TAA GCC TGA CCC TTG AAT

MamC/ SalI_rev ← GTC GAC GGC CAA TTC CCT CA

GK_for → CCA CGA CAG CAT AAG GAA TAA CTC

C2K_rev ← GGA GAT TTC AAG GAG GAG AC 

MamC_F/HindIII → AAG CTT ATG AGC TTT CAA CTT GCG CCG TAC T

MamC_rev/EcoRI ← GAA TTC TCA GGC CAA TTC TTC CCT CAG AA

EGFP_rev ← TAG AAT CGA TAC CGT CGA

AGmamC_f/Sonde → CAA GAA TGC CCG GCT TTT G

AGmamC_r/Sonde ← CGG AGA TTT CAA GGA GGA CG
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IV Antikörper

Primäre Antikörper: 1.  Anti EGFP, Verdünnung 1:10000; polyklonal aus 

Kaninchen (Abcam, Cambridge)

2.  Anti MamC, Verdünnung 1:100; synthetisch 

hergestelltes Peptid von MamC; polyklonal aus 

Kaninchen (Pineda Antikörperservice)

Sekundärer Antikörper: Goat Anti Rabbit IgG AP (alkaline Phosphatase), 

Verdünnung 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology)
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Teil II Publikationen

A – Publikationsliste mit Erläuterungen

Die Dissertation beruht zum großen Teil auf folgenden zwei Publikationen. Die 

angefügten Erläuterungen sollen meinen Beitrag an der jeweiligen Arbeit auf-

zeigen.

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

in different species of magnetotactic bacteria

Karen Grünberg, Cathrin Wawer, Bradley M. Tebo, Dirk Schüler

Biochemische Analysen der Magnetosomen. Durchführung aller 

mikrobiologischen und molekularbiologischen Versuche, aufbauend auf den 

Arbeiten von D. Schüler. Redaktionelle Mitarbeit beim Erstellen des 

Manuskripts mit D. Schüler.

2. Biochemical and proteomic analysis of the magnetosome membrane in 

Magnetospirillum gryphiswaldense

Karen Grünberg, Eva-Christina Müller, Albrecht Otto, Regina Reszka, Dietmar 

Linder, Michael Kube, Richard Reinhardt, Dirk Schüler

Gemeinsame Entwicklung des Konzepts mit D. Schüler. Durchführung der 

biochemischen Analysen der Proteine und Lipide. Bioinformatische 

Sequenzanalysen in Zusammenarbeit mit D. Schüler. Erstellung des 

Manuskripts mit D. Schüler.
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�������� ����� ���� ����� ���������� �� ����� �� ����� �������
���� ������������ �� �� ��������������� ��� ������ ��������
���� ��������������� ���� ������� �� ������� �������������������
����������� ��� ��� ���������� ����� ����� ������� ����������
���� ������� ������� ����� ��� ������� ��� ���������� �� ���
������� ��������� ��� ����� �� ���� ��
�� �������� �� ���� �� ����� ���������� �������� �� ��� ���

���� �������� �� �� ��������������� ����� ��� ����������
����� ���� �������� �� ��� ������ ������� �� �� �����������
����� �� ��� ����� ��������� �� ��� ���� ������� � ���������
������� ���� �� � �������� ������� �� ��������� ��� � �������
����� ����� ��� �� �� �������� ���� ��� � �������� �� ������
���� �� ���������������� ����� �� ��� ���������� �������� ���
��� ���� ���� ���� ������ ����� �� �� ��������� �������� ���� ���
���� ��� ���� ����� ����� ��� �� �������� ���� ������� ��

����������� ���� ��������������� �� ������� �� ���� ����� �����
��� ��������������� ����� ��� ���� ������� ���������� ������ ��
��� ��������� ��� ����� �� �� ��������������� ��� �� ��������
��������� � ���� ���� ������� ������ �� ������ �� ����� ���� ����
������������� �������� ��� ��������� ��������� ���� �� ���� ���
�� ���� ���� �� ��������������� ��������� ���� ��� ��������
��������� ���� �� ���� ��� �� ��� ������������� �� ������� ��
�� ���������������� ����� ����� �� ��� ������ �� ����������� ������
��� �� ��� ���������� ���� �� ��� ���� �������� � ����������
���� ��� ��������� �� ��� ������ �� ������ ����� ����������
�������� �� ��������� �������� ���� ��� �������� ���� ��������
�� �� ��������������� ��� ������ ���� ���� �������� ����������
�� ��������� ������ ��������� �����

��������� ������������ �� ��� ����� ���� ������� �� �� ����
������������� �� ��������������� ����� ��� �������� ������
������ ����� ��� ���� ���� �� �� ��������������� �����
��� ����� �� �� ������� ����� �� ���������� �� ����� ��
��������� ������ ���� ����� ��� ���� �� � ������ ����������
������� ���� �� �������� ������������ ��������� ����� ������
����� �� ���� ��� ���� ���� ���� ����� �� ��� ����
����������� ������ �� �� ��������������� ������� ����� ���
������ ���� ������� ����� ����� ���� ������ ��� ���������� ��
��� ���������� �� ������� ����� �������� ������� �� ���������
���������� ��� ������������ �� ��� ���� ��� ���� ������ ��
���� �� ��� ���� �������� �� ����� ��� ������������� �� ����
������� ��� ����������� �� ���� �� ��� ����������������
���� �������� �� �� ���������������� �� ���������������� ���
������ ���� �� ����� �� ���� �� ��� ��� ��������������� �� ���
������������� ��������� �������� ��� ����� �� ����� ��
�� �� ���������������� ���� ��� ����� �������� ���� ��
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������� ���� ���������������� ����� �� ���� �� � ������ �������
���������� �� ����������� ���� ���� ��� ���� ��������� ��
�������������� �� ���� ���������� ��� ���� ���� ��� ��� ���
���� ��������� �� ������� �� � ������ ����������� �������������
� ������� ������������ �� ���� ��� ����� �������� ����

����� ����������� ���� ��������� ���� �� ��� �� ������� ��
�������� ������ ������ ����� ��� ����������� ����� �����
���� �� ��� ����� ������� ��� ������������� �� ��� �������� ��
��� �� ������� ������� �� ������� ������� �� ����������
������ ������� �� ����� ������� ���������� �� �������� ����
�������� �� ��� �� ��� ��������� ���������
��� ��� ��������� ��� ���� ����� �� ��� ����� ������� ����

���� ���������� �� ����� �������� ��� ������������������ �������
��������� ��� ���� ���� �� ������ ���� ������ �� �������� ��
����� ����� ������� � ������� ������� �� ����� ����� ������
��� ���������� ������ ���� ����� ������ ��� ���� ����� �� ��
������� �� ����� ���� ��������������� ���� ��� ���������� ��
���� ����� ������� ��� ����� ������� �� ��� ��� ������ �����
���� ��� ������������� ������� ����� ��� ���� �����

����� ��� ������ �� ��� ����� ���� ������� �� �� ����
������������ ��� ��� ���� �� ������ ���� ������ �������
���������� ���������� �� ������� �� ��� ��� ������� ������
����� �������� �������� ���������� �������� ���� ���� ��
�� ��������������� ��� ���� �� ������ ���� ��� ����������
�� ���� ������ ������� ��� ���� ����� �� ��� ��� ��������
���� � ����� �� �������� ���������� ����� ��� �������
����� ����� ��� ���� ���� ������ �� ������� �� ��� �� ���

�� ��� ����� ���� ������� �� �� ��������������� ��� �� ����
������� �� ��� ���� ���� �� ������ ����� �������� �� ������
����� ���� ���� �� ������� ������� ��� ����� �������� �����
������ ����� ���� ���������� �� ���� ����� ���� ��������� �� ���
����� ������� �� �� ��������������� ������� �� ��������
�������� ������� ��� ������ ���� ������� �� ��� ����� ���
�������� �� �� ����������� �������� �� �� ��� ���� ���� �����
���� ���������� �� ��������� ������
���� ����� �� ��� ����� ������������� �������� �� ��� ����

�������� ���������� �� ��������� ����� ��� ����������������
����� �� ���������������� ������ ������ ����� ����� ��
�������� ������� ��� ���� ��� ���� ������ ��������� �����
���� ���� ��������� �� ��� ������� �� � ������ �� ��������
��� ��� �� ������� ��������� ��� ���� ������� ��� ����
��������� �� �� ������� �� ��� ��������� ���������������� �����
��������� �����
��� ���� ������� �� ����� ���� ������������ �� ��� �����

������� �� ���� �� ��� ������������� ������� ��� ����������������
���� ��� ����� �� ���������������� ����� ��� ������
������ ����� ���� ��� ������ ��� ����� ��������� ��������
������� �� ���������� �������� ���������� �� ��� ����� ��������
���� ���������� �� ��������� ����� �� � ��� �� ����� ���� ��� ���� ��
��� ����� ������� �� �� ��������������� ������ ����� ���
������ ��� �� ��������������� ������ ����� ����� �����
����� ������ ��� ������ ��� ��� ������ ���� ��� �������
���� ����������� ������ �� ������ ����� ���������� ��������
�� ���� ��� ���� �� �� ��������������� ���� ��������� ��
� ��������� ������ �� ��� ������ ���� ���������� ������� �����

����� �� ����� ���� ���������� �� ����� ����� ����� ������
��� ����� �� �� ��������������� ��� ����� ����� ���
����� �� �� ��������������� ����� �� �������� �� ������ �����
������������ �� ��� ���� ��� ���� ����� �� �� ��������

��������� �� ���������������� ��� ������ ����� ��� �����
�������� �� �������� ���� ��� ���� �� �� �����������
����� ��� ����� ���������� �������� �� �� ���������������
��� ������ ���� ��� ��� ������� ������ �� ��� ����� ����
�������� �� �� ��������������� ��� �� ���������������� ����
�� ����������� �������� �� ���� ����� ��� �� ��� ������ ��
������ ����� ��� ��������� ���������� ����� ��� ��� ������
������ ������ ���� ����� ������ �����

����������

��� ����������� �������� �������� �� ���� ����� ������� ���
�������� ��������� �� ����������� ��������� ���� �� ��������
��������� ��� �������� ������������ ���� ��������������� ���
������� ��������������� ������ ����� ����������� �������� �� ���
��������� ����� ������� �� ����� �� ��� ������������ ����
�� ��������������� ������������������� ��� ������ ������ ��
���������� ��������� ���� ���� ��� �������� �� �������� ����
�������� ��������� �� �������� ����� ��������� ��������� �����
������� ���� ���������� ��������� ��� �������� �� ���� ����� ��
������� ������������� � ����� �� �� ����������� ����� ����� ��
��������� �� ����������������� ������������������ ���� ��
��� ����������� �� �� �� ���������������� �������� ��� ������
������ ������ �� �������� ���� �������� ������� �������� �� ���
�� ���� ���� ������ ����������� �� ���� ���������� ��������
��� ������� ����� ��� ����� �� ��������� �� ��������� ���������
�� ���� ������ ��� ����� ��� ���� ����� �� �������� ����

�� ��������������� ���� ������ ��� ��������� �� ��������� �
���� �������� � �������� �� ������� �� �� ���������������
��� ��������� ����� �� �������� ���� ���� � ���������� ��
������� �� �� ���������������� ���� �� ��� ����� ���������
����� ������ ����� ����� ��� ����� ���� ��� ���� ����
������� �������� �� ������ ���������� �������� �� ����� ����
���������� ��������� ���� �� ����� ����� �� ����������� �����
���� ��� ����� ������� �� ��� ����� ������������� ��������
������������ ������� ����������� ���������� �� ��� ���� ���
���� ����� �� ���������������� ��� ������ ������ ����� ����
���������� �������� �� ������ ������������� �������� ���� ����
����� ������� �������� ���� ���� ��� ���� �� ������ �����
���� ��������� �� ��������� ����������� ������� �� ������ ����
������������ ��� ������ ���� �� � ����������� �������� �������
������ ������ ���������� ���� ����� ����� ��� ��� ������ �� �����
������� ������� ���������� ��� ����� �� ����� ������
��������� ��� ������������������������� ���� ����� �� �� ����
������������� ����� ��� ���� ���������� �� �� �������� ��
��������� ����������������� ���� �� ���� ������� �� � �������
������� ������� ����� ������� ������� ���� ��� ������� ������
�������� �� ����������� ��������� �� ������� ��� ��������
������� ��������� ������� ����� �� �������� �� ��� ����� ���
����� ����������� ������� ��������� �� ���� ������
����������� �������� �� ��� ��� ���� ��������� ����

���� �� �������� ���������� �� ��������� ����������� �������� �� �� ��������������� ������ ��� ����� �������� ���� �� ���������������
������ ��� �������� ������ ������ ����� �� ����������� ��� ���� ������� ������� ���� � ����������� �������� ��� ��������� ��������� �����
����� ��� ����� �� � ����� ����������� ��� ������� ����� ���� ��� ������������������������������ �������������������� ������ �������� ���������
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�� ��������������� ���� ��� ������ ��������� ������� ������
����� �� �� ��������������� ��� ������ ���� ������� �� ��
�������� ���������� ����� �� ��� ������ ���������� ����������
��� ��� �������� �� �� ��������������� ��� �� �������������
��� ���� ������ ��������� ��������� ��� �� ��� �����������
����� ��� ����� ���� �������� ���������� ������� ��� ������
����������� ������� ��� ������ ���� �� �� �� ���� �������� ���
����������� ����������� �� ��� �� ������� �� �� �������� ��
��� ������ ���������� ��� ��������� �������� ���������� ������
�� ��� ��� �������� �� ��� ����� �� ����� ������������� ����
����� ������� ���� ���� ��� ������ �� �� ������������ �����������
��� ��� �������� ���� �������� �� ����� ������� ��������
���� ���������� ������� ����� ����� ��� ����� ��� ����
������� ������� ��� ���������� �������� ���� ��� �������������
�������� ��� ��������� ����� �� �� ������������ ������ ���� ��
�������� �������� ���� ����� ����������
��� ����������� �� �������� ������ �� ���� �� ��� �������

������������ �� ��� ������� �������� ��� ����� �� �� ���������
�� ��� ����� ������������� �������� �� ��������� ������������
������� ����� ��� ����� ������� ����� �� ���� ������ ������
����� ��� ����������� ����������� �� ����� �� ��� ���������
����� ������ �������� ���� ��� ����������� ����� ����� ��
������� �� ��� ��������� �� ������������� �������������� ����
�� ��� ����� ��������� �� ��� ����� ������� ������ ��������
�������� ��������� ������� �� ���� ���� ����� ���������� ����
��� ��������� ������ �� ������� ����� �������� �� �� �����
�������� ���� ������� ���������������� ������� ����� ������ ���
��� ���� ������ ������� �� ��� �������� �� ����� ���� ���
����� ������� ����� ���������� �� ����� ����������� ����
����� ��� ���� ����� ���� ����� ��������� ������� �� ���������
������������������ ���� �� ��� ������ ��� ��������� �� ����
���� ��� ���� ��� ������������� ��������������� ������ �� ����
������� �� �������� �� ����� ���� ��� ������� ��� ������ ���
���������������� ������� �� ������ ����� ��� ����� ������� ��
������������� �� � ��� �� ����� ����� �� ��� ����� �������������
��������� ����� ����� ��� �� �������� �� ��� ��������� ��������
�������� �� �������� �� ��� ������� �������� ���� ������� ��
����� ���������� �� �������� ���� �������� �� ��� �� ���
��������� ��������� ��� ��� ��������� ���� ��� ������������� �����
��������� ������ ���������� ��� ���� ��������� ���������
��� ������� ����� ���� ���� ��������� ������ ��� ����������

������� �� � ����� ������ �� �������� ���� ������� ����������
��� ����� �� ������� ��������������� ������������ ���� � ���
����� ��� ��������� ���� �������� ���� �������� ������ �� ���
������ �������� �� ����������� �������� ��� ���������� ��� ���
������ �� �������� ���� ������������ ��������� ���� ���� ���
�������� ��� ����������� �� ������� ����� �� ��� ����� �������

��� ���� �� ������ ����� ���� ���� ��������������� ������
��������� ���������� ���� ��� ���������� ��������� ����� ����
���� �� �� ��������������� ����� ����� ��� ������������ ��
���� ������� ���� ��� ������ ��� ������ ��������� ���� �� ��
��� ��� ��� ���� ��� ����� �� �� ���� �� � �������� ������
���������� ���������� ��� ������ �� ������� �� �������� ���
����� ���� �� ���� �� �� �� ���������������� �� ������� ��
��� �������� �� ���� ���������� ��������� ����� �� ��� ����
������ ���� ����� ��������� �� ��� �� ��� ��� �� � ��������
����������� ���� �������� ���� ��� ��������� ���� ���� ��������
������� ��� �������� �� ��� ���� �������� �� ��� �� ���
������� ��� ��������� �� ������������ ��������� ������ ���
�� �� ������� ��� ���������� ����������� ����������
��� �������� ����� ������������ �� ����������� ���������

��� ������� ��� ��� �������� �� ��� ��������� �� ������� �����
������� ��� �������� ��� ����������� �� ��� ���� �������
��� ���������� ��� �������� ������� �� �������� ������ ��
�� ��������������� ��� ������ ����� ������� ������� �� ����
������ ��� ����� �� ������ ���������� �� ��� ��� ��� �� ����
���� �������� ������� �� ��� ��� ������� ������ ���� ��� ���
���� ������������ �� �� �������� �� ���� ���������� ��� �������
�������� �� ��� �� �������� ���� ���� ����� ����������� ��
��� ��������� �� ���� ���� ��� �� ��������
������� �� ��� ���� ������� ������ ��� ������ �����������

�� ������� �� �� ���� ��� ����� ��������� ���� ��� ���� ������
������� ������ ��������� ���� ��� ������ �� ��� ���������� �����
����� ���� �������� �� ��� ����������� �� ��������� ���������
��������� ���� �������� ���� �������� ���������� ��� ������
������� ��������� �� ��� ���� ��� ���� ������� ����� �������
����������� ������ ��������� ����� ���� �������� ���������� ��
��������� ����� ���� ��������� �� ��� ����� ������� �� ���
����� ������������� ��������� ��� �������� � �������� �� ���
�������� �� ������� �������������������� ��� ������ �����
���� ��� �� �������� �� ��������� �������� �� ��� �����
���� ������� ��������� �� ���� ����� ��� ���� ���� ���������� ��
��������� �������� ������������ ������ �������� ����� ����
���� ������� ���� ��������� �������� ��� ������������ �� ���
�� �� ������� ������������� ��������� ����� ���� �� ��� ������
���� �� �������� �� ��� �������� �� � ��������� ������ �������
�������� �� ������������ ������ ���������� ������ �������� �� ���
������� �������� ���� ���� �� ��� ��� ���������� ����
��������� ��������� ��� ��� ������� �������������� �� ����
�������� �� ��� ���� ��������� �� �� ��������������� ���
������ ����� ������������ ����� ��� ������ ���� ���� �� �� ����
������ �������� ���� ��� ���� �� ��� ������� �� �� �������� ���
��������� ���������� �� ����� ��������� ��������� �� ��� �������
������� ����������� ���� ������ �� ����� �� ���������� ����
��������� �������� ������ ������� ��������� �� ��� ���
����� ����������� ��������� �� ������������� �������� ��

����� ������ ���������� �������� �� ��� ���� ������� ���� �
������ �� ��������� ���� ��������� ��� �������� �� ���� �������
������� ����� ��� ���� ������� ���� ������� �� ����� ���������
����� �� ����������� �� ����� ���� �������� �� ����������
��������� �� �������� �� ������ ����� �� � ��� �� ����� ������
������ ������������ ��� ���� ��� ���� �� ��������
������� �� �� ���������������� ����� ��������� �������� ����
������������ �������� �� ��� ����������� �� ���������� ����
����� ���� ��������� ��� ��� ������� �� ��� �������������
��������� ������ �� ��� �� ���������� ���� ����� �� �������
�������� ��� �������� �� ����������� ���������� ����������

���� �� ��������� ������������ �� ��� ���� ��� ���� ����� ��
�� ���������������� �� ���������� ����������� �� ����� �� ������� ��
�� ����������������

���� ��� ���� ����������� ����� ��������� �� ������������� �������� ����
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������� ��� �������� �� ��������� ��� ������� ���� �� �����
��������� ����� �� ��������� ��������� ������������������

���������������

���� ����� ��� ��������� �� ������ ���� ��� ��� ��� ��� �����
�� ����� �� ���������� ��� ������������� �� ���������� ����� ����

���������� �� ����� ��� ������ �� �������� ��������� ��� �� ����������
��� �� ���������� ��� ������� ������������ ����������� �������� ����
��� �� ��������������� ���� ��� �������� ������ ������ ���� ���
�������� ���� ��� ��� ����� ������ ��������� �� ������������������
�������������������������������������������

����������

�� ��������� �� ��� �� �� ������� �� �� ��������� �� ������ �� ������ �� �������
��� �� �� ������� ����� ������ ����� ��� ���������� � ��� ����������
�� ������� �������� ������ ��������� ������� ����� ���� �������������

�� ������ ��� �� �������������� ��� �� ��������� ����� ��������� ��� �� ����
������������� �� ������������� ��������� �� ������ �� �� ���������� ������
������������������ ���������� ��������� ��������

�� ��������� ��� �� �������� ��� �� �� ���������� ����� �������������� �� �
������������� ���������� �� ���������� ��������������

�� ����������� �� ����� ��������� ��� �������� �� ��� ��������� ������������
��� ���� �����������

�� �������� �� ��� �� �� ������� �� �� ����� ��� �� �� ����������� ����� ��������
��� ��� ����� �� �������� �� ��� ���������������� �� ���������������� ������
����������� ���� ����������

�� �������� �� ��� �� ����� �� �� ��������� �� �� ����� ��� �� �� ����������� �����
�������� ��� ������� ���������������� �� ��� ������ �� ����������������
���������������� ������ ����� ���� ������������

�� ������������� ��� ��� �� �������� ����� ��� �������� ���� ���� ���� �
����� ����� ����� ����� ���� ��� �����������

�� ���������� �� ��� �� �������� ��� �� �� ������ ����� ��������� ��� ����
������� �� � ���������� �������� ��������� �� ���������� ������ �������
�� ���������� ������������

�� �������� �� ��� �� ����������������� �� �� ������� �� �� ����� �� ��� ���
�� �������� ����� ��� �������� ���� ��������� ���������� �� ������� �� �������
����� ���������� �� ������ ������� ������ �������� �� ��� ������ ��������
����� �� ���������� ������������

��� �������� �� ��� �� ���������� �� ���������� �� �� ���������� ��� �� ����
������� ����� ������������ ������������� ����� ���������������� �������
�������� ���� ������������ �������� �� �������� ���������� �� ����������
��������������

��� ���� �� ��� �� �� ������ ��� �� �������� ����� ��� ��������� �� ��� ������
������������ ������� �� ������� ����������� �� ������������ ��� ���������
���� ��������������� ������������� ���� �� �������������

��� ����� �� ��� ��� �� �� ����������� ����� ������ �������� �� ������� �������
������������� ��������� ������� �� ����������� ��� ���������������� ����� ���
�������� �����������

��� ������� �� ��� �� �� �������� ��� �� �� ����������� ����� �������� ������
������� ������� �� ������������ �� ��������� ������� ������������

��� ����������� ��� �� ������ �� ��������� ��� �� ����������� ����� � ���
����������������� ���� �� ������� ��� ���������������� �������� �� ������������
��� ��������� ���� �� �������� ������������

��� ���������� �� ��� �� ���������� �� ������� ��� �� ����������� ����� �������
�������� ������ �� ��������� �������� �� ��� ��������� ��������� �������� ��
���������� ������� ����� ����� ����� ���� ��� �������������

��� ������ �� ��� �� �� ���������� ��� �� �� ���������� ����� ���������������� ��
��� ��������� ����������� ��������� �� ���������� ������������

��� �������� ��� �� ������� �� �������� ��� �� �������� ����� ��� �������
��������� ��� ������ �� ����� ������� ����� ���� �����������

��� �������� �� ��� �� �� ������������ �� �� ������� ��� �� �� ������ �����
������� �� ��������������� �� �� ���� �� ������� ��� ����������� ������ ���
������� ������� ����� ���������� ����������

��� ����������� �� ��� ��� �� �� ��������� ����� � ����� ������ ������ ��
������������������ �� �������� �� �� ���������� ������ ������������������
���������� ��������� ��������

��� �������� �� �� ����� �������� �� ���������� �������� ������ ��� �������� ��
��� ���� �� ������������� ��� ������ ������������

��� ����� �� ��� �� ������������ ��� �� ������� ����� ���������� ������� ������
������������� �� ��� �� ��� �� ���� ������ �������� ���� �����������

��� ����� �� ��� �� ����� ��� �� �� ������ ����� ������������� �� �� ������
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��� ��� ���� ���� ������ �� ��� ��������� ���� ����� ��� �����
����������� ���� ��� �� �� ��� �� ���������� ���������� ����
��� ���� �����������
��������������� �� ���� ��� ����� ��� ������ ���� �� ���

���� �� ���������� �� � ������� ���� �������� ��� �������� ��

����� ������������������ ������ ����� ���������� ���������
������ �������� ����� ��� ��� ���� �������� ������� ���
�������� ���� ��� ������������ �� ���� ������ ����� ������� ��
��� �������� �� ����� ������ ��������� �� ��� ���� ��������� ����
���� ������� �� �������� �� ��� ��������� �� �� ��������� �����
���� ���������� �� ����� ��� ������� �� ��� ������� �� �
������ �� ����������� ��������� ��� ��������� �� ������������
��� ������� � ������� ������� ����� ��� ����������� ����� ��
�� �������� �� ��� ���������� �� � ������������ ��� ����������
�� ��� ��� �������� ��� �� ����������� ����������� ������
���� ������� ���� �������� ������ �������� ���������� �� ��������
����� ��� ������������������ �������� ���� ������� ���������
���� ���� ��� ����� ��� �������� ��������� ���� �� ���

���� ������� �� �� ��������������� ����� ��� �� ������������
���� ���� ���� ���� �� ���������� ���� ��� ����������� �����
����������� ��� �� ����������� �������� �� � ��������� �������

���� �� �������������� �� ���� �� ���� ���� �� ���������������� �������� ���� ������ ����� ���� ������� ���� ��� �������������
��������� ������������ ��� ��� ��������� �� ������������ ���������������� ����� ������� ���������� ���� ����������� ���������
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����� �� �������� �������� ���� �� ����� �������� ����� ������
������ �� ���� ���������� ���� �� ���������������� ������
����� �������� ��� ���������� ��������� ���� ��� ���
������� �� ��� ������ ������ �� � ������� ����� ����������� �� ���
��� ����� ��������� �� ����� ���� ������� �������� ����
��� ��������� ���������� ����� ���� �������� ��������

���� ������������� ���� �� ��������� ������� ��� � ��������
�� ��� ������� ����������� ������� �� ��� ���� ���� ����
��� ���� ����� �� ��������� ��� ���� ������� ���� �� �������
�� ���� ���� ����� �������� ���� �������������� ����
���������������� ��������� �������� �������� ���� ���� ����
�� ����� ��� ��� ��� ��� ����������� �������� ����� ���
������������������� �� ������ ���� ����� ����
����� �������� �� ���������� ���������� �� ������� ����������
��������� ����� �� ��������� �������� �������� ���� ��� �������
����� ��������� �������� ����� �� ���� �� �������� ��� ���������
�������� ����� ����� ��� ����� �� ���� � ���������� ��������
��� ����������������� ������� �� ����� �������� ��� �������� ��
����� ����������������� ����������

����� ����� ���� ��� ��������� �� �� ��� �� ����� ��
���� �� �� ��� ��� ������� ��� �������� ���� ��������������
�� ���� �� �� ���� �������� ���� ���� ���� ��� ��������� ��
������������� ��������� �� ����� ��� ���� ������� ������
��� ��������� ��������������� ��� �� ������������ ���� �� ������
�������� ���� �� ����� ��� ����� ��� ��������� �� �������
����������� ���������� ������ ����� ����

���� ����� ���� � ��� ����� ������� ��������� ���� ���
�� ������� ������� ������ ���������� �� � ������� ������� ��
��� ���� ���� �� ��� ����� ������� �� �� ���������������
����� ��� ���� ������� �������� �������� ���������� ����� ��
��� ���������� ��������� ���� ������� �� ����� ��� ������
����� ������� ��� ���� ���������� �������� �� ������ ������
���� ����������� ����� ������������ �����

��� ����� ��� ������������ ���������� ������� ��� ������
����� ������ ��� ��� ��������� ������ �� ��� ��� ����� �����
��� ��� ��� ���� �� �� ���� ���� �� ���������� ���� ���
���������� �� ������������� ��������� ������� �� ��������� ��
��� ���� �������� ����� ��� ������ ���� ����� �� ������
����� �� ��� ��������� �������� ����������� ��� ����� �����
������ �� �� ��� ��� ��������� ��� �������������������� ����
���� ������� �� ��� �� ����� ���� �������� ����������
����� �� ���� ������� ���� �� �� � ������ ����������� �������
���� ��� ������������� �������� �� �������� �������� �����
���� ����� �� ���� ���������� ���� ��� �������� ���������� ��
���� ������� �� ������� ������� ���������� ����� �������� ������
�� �������� ���������� �� ���� ������ ��� ������������ ����
����� �� ������������� ������� ���� ��� �����

���� ����� �� ��� �������� ��� ���������� �������� ��
���� �� ��� ���������� ��� ���� �������� �� �������� �� ���
���������� ����� ���� ��������� ��������� ��� ������� �������
����� ��� ���� ������� �� ������ �� �� ���������� ���� ���
�������� ��� �������� ���������� ���� ��������� ������������
�������� ���� ������� ��������� �� ���������� ���� ���������
�� ����� ����

����� ����� ����� ����� ����� ����� ��� �����
��� ����� ����� ����� ����� ����� ��� ���� ����
����� ���� ��������� ���� �� ������� ������� �� ��� ����� ���
����� �� ������������� ����� �� ����� ���� �������� �� ��
��� �� ���� ����� ���� ��� ��������� �� ���� ��� �����
����� �� �� ���������� �� ���� � ��� ����� �� ���������� ����
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������������������ �������� �� ��������� ����� ���� ����
���� ���� ��� ��� ���������� ��������� ���� ������� ���
����� �������� ���������� �� ��������� ������ ���������� ���
������ ���� ���������� ���� ��� ������� � ������ ���������
��� ������ ��� ��� ��� �������� ������� ���� ���������� ����
����� �������� ���������� �� ���� ������ ���� �������� ����
���������� �� ������� ��������� ��������� ���� �������� ���
�������� ���������� � ���� ������� ����� ������������������
����� ��� ��������� �� ��� ��������� ���� �������� ����
���� ��� ���� ����� ��� ������� �� ��� ������� ���� ��
���� ��� ���� ������� ���� ��� ������ �� ��� �� �����
�������� ����� �� �� �������� ���� ����� ���� �� �� ��� �����
���� ���� ����������� �� ��� �� ����� ������

����������

������� ��� ����� ��� ����� ���� �������� ���� ������� ��� ���
�� ��� ����� ����������� ������������ ��� ������ ��������
�� ��� �������� ������������ ��� ����������� �� ��� �� ��
������� ��� ��������� �� �������� �� ��������� �����������
����� �� �������� ��� ������� ��������� ������ �� ��� �������

���������� ���� �� ��������� ���� �� ��� ������� �� ��������
������ ����������� �������� �������� ��� � ��������� ���
������ ������� ������ ������������ �� ���� ���� ��������� ��
�� ��������� �������� ���� ��� � �������� ��������� �� ��
��������� ����� ��� ������� ������ ����� �� ��� �� ��������
��� ������ ���� �� ��������� ��� ������� ������ �� ����
��� ��������� �� ����������� ������� ������� �� ��� ������ ��
�� ������������ ��� ����� �������� �������� ��� �� ��� ����
����� ����� �� �� ��� �� �������� ������ ����� ��� ����
��������� ����� �������� �������� �� ���� ���� ��� ��� ���
������� ��� �� ��� ���� ������������ �� �������� ���� �������� �
���� ���������� �� �������� ������������� ����� ���������� ��
������ �������������������� ������� ��� ���� ���� ��� ����
��� ��������� ������� ������� �������� ��� ��� ������ ���
����� �� �������� ���������� ����������� ��� ����������
��������� ������ ������ ���������� ���� ���� �������� ���� ����
��� ����������� �� ����������� ��� ����������� �� ��� ���������
���������� �� ������ �� ������� ��� ������� ������ �� ������
�������
�������� ��� ��������� ��� ����������� ��������� ���

���� �� �������� �������� ��������������� �� ������� ����� ��� �������� ��������� �� ���� ��� ���� ���� ���������������� ��� ��� ����
�������� �� ���� �� ������� ������� ������ �������� ���� ���� ��� ��������

����� �� ������� �� �������� �� �������� ������� ������������� �� ��� �� �� �� ���������������
��������� �� ������� ���������� �������

������� �� ����
���

�� ����
���

��� �� ��������

���� ����� ��� ���������� ����� � ������� ����
� �����

����� ������� ���������
� �����

����� �������� ������� �� � � �������� ���������� �������� �����
��� �������� ����� �� � � �������������� ������ �������� �����
��� �������� ���� � � � � �������������� ������ �������� ���
��������� ������� �� � � �������������� ��������� ����������� ���
����� � � � ������������� ���� �������� ����������� �����
���� � � ���������� ������ ���������� ���
���� � � ���������������� ��� �������� ���
����� � �� ��������� �������� ����������� ���
���������� �� � �������������� ������ �������� �����
������� ���������� � �������
���� �������

� �������� ���������� ����������� �����

���������� � � �������������� ��������� ����������� ������

� ��������� ���� �� ����� ����

���� ��� ���� �������� �� �� ��������������� ����������� �������� ����
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