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Bakterielle Magnetosomen

Click-Funktionalisierung bakterieller
Magnetosomen fur die Biomedizin

FRANK MICKOLEIT, JAKOB J. BEIERL, SIMON MARKERT, DIRK SCHULER
LEHRSTUHL FUR MIKROBIOLOGIE, UNIVERSITAT BAYREUTH

Magnetosomes do not only serve magnetotactic bacteria as geo-
magnetic field sensors but also represent a novel class of magnetic
iron oxide nanoparticles with unprecedented material properties. The
recent development of genetic engineering techniques for their multi-
functionalization now has turned magnetosomes into a versatile ‘click-
able’ platform for the straightforward generation of magnetic nano-
particles tailored for specific catalytic and theranostic applications.
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B Magnetische Nanopartikel (MNP) sind fiir
eine Vielzahl biotechnologischer und biome-
dizinischer Anwendungen von groBem Inte-
resse. Sie dienen z. B. als magnetische Nano-
katalysatoren, fiir die magnetische Separati-
on von Analyten und Zellen, als Kontrastmit-
tel in magnetischen Bildgebungsverfahren in
der klinischen Diagnostik sowie als flexible

magnetisch dirigierbare Wirkstofftranspor-
ter, z. B. fiir die Behandlung von Tumoren [1].
Bisher werden MNP kommerziell mittels ver-
schiedener chemischer Verfahren produ-
ziert, die allerdings den Nachteil mangelnder
Reproduzierbarkeit und Skalierbarkeit
haben. Nach wie vor ist es technisch schwie-
rig, MNP mit moglichst einheitlicher Form
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A Abb. 1: Bioproduktion und gentechnische Funktionalisierung von Magnetosomen. A, Kultivie-
rung von Magnetospirillum gryphiswaldense in einem 10-L-Bioreaktor. B, Suspension aufgereinig-
ter Magnetosomen (TEM-Analyse), die sich mittels eines Stabmagneten manipulieren lassen.

C, Peptidliganden wie das SpyCatcher-Protein werden als translationale Fusion mit Magnetoso-
men-Ankern auf der Partikeloberflache prasentiert. Die jeweiligen optimierten Expressionskasset-
ten werden in den Produktionsstamm M. gryphiswaldense transferiert und zur stabilen Expression
ins Chromosom integriert. D, Kopplung von SpyCatcher-Magnetosomen mit GFP-SpyTag in den
Zellen als Nanotrap sowie in vitro im Extrakt eines rekombinanten E. coli-Produktionsstamms. Die
Aufreinigung der mittels Click-Biologie erzeugten, funktionalisierten Magnetosomen erfolgt nach
dem Zellaufschluss durch anschlieBende magnetische Separation.

und GroBe sowie definierten magnetischen
Eigenschaften herzustellen, die zudem eine
hohe Biokompatibilitat und kolloidale Stabi-
litat in Korperfliissigkeiten aufweisen, was
die breitere klinische Anwendung von MNP
bisher stark einschréankt.

Neuartige Magnetnanopartikel mit
uniibertroffenen Eigenschaften

MNP mit nahezu perfekten Materialeigen-
schaften werden dagegen natiirlicherweise
als sensorische Organellen in magnetotakti-
schen Bakterien biosynthetisiert. Im Modell-
organismus Magnetospirillum gryphiswal-
dense, die Mikrobe des Jahres 2019 (https://
vaam.de/infoportal-mikrobiologie/mikrobe-
des-jahres/archiv/2019-magnetospirillum/
mikrobe-des-jahres-2019/) (Abb. 1A), beste-
hen diese Magnetosomen aus einem kubok-
taedrischen, etwa 40 nm groBen Einkristall
des ferrimagnetischen Minerals Magnetit
(Fe;0,). Aus den Zellen isolierte Magnetoso-
men-Partikel (Abb. 1B) sind von einer Lipid-
membran umhiillt, die ca. 30 spezifische
Proteine enthalt, die verschiedene Funktio-
nen bei der Magnetosomenbiosynthese erfiil-
len [2]. Durch den prazise gesteuerten Biomi-
neralisationsprozess zeichnen sich Magneto-
somen durch eine nahezu einheitliche Form
und GroBe sowie Magnetisierung aus. Da alle
relevanten Eigenschaften vollstindig gene-
tisch determiniert sind, konnen diese mittels
gentechnischer Ansitze gezielt verdndert
und somit je nach Anwendung maBgeschnei-
dert werden [3]. In verschiedenen Studien
iibertrafen z. B. native und genetisch gro-
Benoptimierte Magnetosomen konventionell
hergestellte MNP hinsichtlich ihrer Effizienz
und Wirksamkeit in magnetischen Bildge-
bungsverfahren sowie der magnetischen
Hyperthermie [4-6].

Genetischer Baukasten fiir
multifunktionelle Magnetosomen

Viele Anwendungen im biotechnologischen
und (bio-)medizinischen Bereich erfordern
qualitativ hochwertige MNP, die mit zusatzli-
chen Funktionen ausgestattet sind. Die Mag-
netosomen-Membran bietet hier eine flexible
Kopplungsoberflache zur Immobilisierung
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A Abb. 2: Beispiele fiir die ,,Click“-Funktionalisierung von isolierten Magnetosomen im Reagenzglas. Die Magnetosomen-Expression von SpyTag oder
SpyCatcher als Fusion mit Magnetosomen-Ankerproteinen wie MamC ermdéglicht die nachtrégliche Beladung mit beliebigen komplementar-markierten
Cargos, z. B. Fluoreszenzproteinen (I), Antikorpern (Il), Serum-Proteinen (V) oder komplexen Enzymen fiir mikrofluidische Anwendungen (V). Dariiber
hinaus lassen sich die Spy-Magnetosomen mit weiteren Nano-Strukturen wie Silica Beads zu komplexeren magnetischen Strukturen verkntpfen (l11).

funktioneller Cargos. Gegeniiber der Kopplung
von MNP mittels chemischem Crosslinking
bietet die gentechnische in vivo-Funktionalisie-
rung von Magnetosomen mittels Methoden der
synthetischen Biologie eine sehr viel hohere
Selektivitit und Flexibilitdt. So konnen Peptid-
liganden als Fusionen mit Magnetosomen-
Proteinen wie MamC, MamF, MamG oder
MamA exprimiert werden, die dabei als Anker
auf der Magnetosomen-Oberfliche dienen,
aber selbst in ihrer Funktion bei der Magneto-
somen-Biosynthese nicht beeintrachtigt wer-
den. Optimierte Expressionskassetten ermog-
lichen zudem ein einstellbares und hohes
Expressionsniveau der Fusionsproteine
(Abb. 1C). Auf diese Weise konnten wir Mag-
netosomen-basierte MNP mit einem breiten
Spektrum an funktionellen Cargos wie Fluoro-
phoren (GFP oder mCherry), artifiziellen Pep-
tiden (z. B. Aminosdure-Arrays, Spinnenseide)
oder multimeren Enzymen (RNase P) herstel-
len [3]. Magnetosomen konnten auch zur
selektiven Bindung und Stimulierung euka-
ryotischer Sensorzellen mit dem humanen
Protein-Liganden CD40L funktionalisiert wer-
den, mit moglichen Anwendungen fiir die Pro-
duktion von Antikorpern [7].

Die Expression von mehreren hintereinan-
der angeordneten Tandemfusionen aus iden-
tischen oder unterschiedlichen Cargo-Pro-
teinen ermoglicht sowohl eine Erhohung
der Kopienzahl pro Magnetosom-Partikel als
auch die Einfiihrung verschiedener Funktio-
nalitdten. Als Beispiel fiir die Herstellung
hochaktiver magnetischer Biokatalysatoren
untersuchten wir das Enzym B-Glucuronidase
(GusA aus E. coli), das als Arrays aus bis zu
fiinf Monomeren und einem terminalen GFP
als Fusion mit dem Magnetosomen-Protein
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MamC auf der Magnetosomen-Oberflache
exprimiert wurde [3]. Da die verschiedenen
integralen Magnetosomen-Anker in definier-
ten, aber unterschiedlichen Kopienzahlen
zwischen 80 und 120 pro Partikel in der
Magnetosomen-Membran vorkommen [8],
lassen sich durch die entsprechende Aus-
wahl der Anker verschiedene Cargo-Proteine
in unterschiedlichen Stochiometrien prasen-
tieren. Auf diese Weise konnten wir ein mag-
netisches Hybrid-Material biosynthetisieren,
das zwei unterschiedliche Enzymaktivitaten
(Glucuronidase GusA, Glukose-Oxidase
GOx), ein Antikorperfragment (Nanobody)
sowie ein Fluoreszenzprotein (GFP) tragt —
samtliche dieser Eigenschaften sind wieder-
um vollstdndig genetisch codiert und konnen
bedarfsweise eingestellt werden [8].

Funktionalisierte Magnetosomen-
Oberflache mit Click-Biologie

Die translationale Fusion von Cargos mit
Magnetosomen-Ankern ist allerdings zeitauf-
wendig, nur begrenzt flexibel sowie
beschrankt auf Peptidliganden, die zudem
fiir den Produktionsorganismus nicht toxisch
sein diirfen. Dagegen ermoglicht es die Mag-
netosomen-Expression von fusionierten
molekularen Kopplungsgruppen, die aus den
Bakterien isolierten Magnetosomen-Partikel
im Reagenzglas nachtraglich und beliebig
mit komplementdar markiertem Cargo zu
beladen. Dadurch lésst sich die unerreichte
Selektivitdt und Prazision der genetischen
Fusion mit der Effizienz und Zeitersparnis
chemischer Kopplungsreaktionen verbinden
und auch auf fiir die Bakterien toxische und
andere Nicht-Protein-Cargos erweitern. Als
Kopplungsgruppen dienten zundchst gene-

tisch an Magnetosomen fusionierte GFP-
bindende Nanobodies und Streptavidin, wel-
che z. B. die Bindung an komplementar mar-
kierte Tabak-Mosaik-Viren ermoglichten. Die
hierdurch erzeugten Biokomposite konnen
sodann als Modell und magnetische Platt-
form fiir weitere Funktionalisierungsansitze
dienen [3]. Da solche Ansitze allerdings auf
nicht-kovalenten Wechselwirkungen beru-
hen, kénnen sich Anderungen in den Reakti-
onsbedingungen sowohl auf die Kopplungs-
effizienz als auch die Kopplung selbst aus-
wirken. Ein entscheidender Durchbruch
gelang uns kiirzlich durch die Magnetoso-
men-Expression des bekannten Spy-Systems
(Abb. 1C), das die spontane Ausbildung einer
kovalenten Bindung zwischen dem SpyCat-
cher-Protein und dem aus nur 13 Aminoséu-
reresten bestehenden SpyTag-Peptid unter
einer Vielzahl von Bedingungen ermoglicht
[9]. Fir maximale Flexibilitdt wurden durch
genetische Fusion mit dem Magnetosomen-
Anker MamC sowohl SpyTag- als auch Spy-
Catcher-exprimierende ,Spy-Magnetosomen*®
konstruiert, die sich auf einfache Weise und
mit hoher Effizienz mit verschiedenen kom-
plementar getaggten Cargos beladen lassen
[10, 11]. So fungieren SpyCatcher-Magneto-
somen in M. gryphiswaldense als eine intra-
zelluldare ,Nanotrap® fiir gleichzeitig expri-
mierte Cargo-Proteine, die bereits in den
lebenden Bakterien effektiv an die Magneto-
somen binden und sich in einem Schritt mag-
netisch aufreinigen lassen. SpyCatcher-Mag-
netosomen aus M. gryphiswaldense erlauben
auBerdem die Kopplung und magnetische
Aufreinigung von Spy-getaggten rekom-
binanten Proteinen aus einem E. coli-Roh-
extrakt (Abb. 1D).
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In mikrofluidischen Reaktorsystemen
zeigen SpyCatcher-Magnetosomen nach
Kopplung mit SpyTag-markierten Enzymen
deutlich gesteigerte Umsatzraten im Ver-
gleich zu Enzym-funktionalisierten kon-
ventionellen MNP. Die Immobilisierung
auf der Magnetosomen-Oberflache erleich-
tert und stabilisiert zudem die Oligomeri-
sierung einzelner Enzym-Monomere,
wodurch sich auch komplexere Enzymstruk-
turen darstellen lassen (Abb. 2). Insbeson-
dere konnten wir zeigen, dass sich Ko-Fak-
tor-abhangige Enzyme, die durch Interferenz
mit dem bakteriellen Metabolismus nicht
in vivo exprimiert werden kénnen, mit
hoher Aktivitéat in vitro auf der Magneto-
somen-Oberflache prasentieren lassen. Als
Beispiel wahlten wir die FAD-abhéangige
Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO),
die sich im Produktionsstamm M. gryphis-
waldense wegen ihrer Toxizitdt als unklonier-
bar erwies. Mit der NADPH-Cytochrom-
P450-Oxidoreduktase (POR) koppelten wir
zudem ein Enzym mit groBer biotechnolo-
gischer Relevanz, da es vielfaltige Elek-
tronentiibertragungsreaktionen katalysiert
und eine Vielzahl von Substraten oxidieren
kann. Die gezielte Beladung mit Antikdrpern
und Serum-Proteinen belegt zudem das
biomedizinische Anwendungspotenzial der
Spy-Magnetosomen-Kopplungsplattform.
Mithilfe des Spy-Systems lassen sich funk-
tionalisierte Magnetosomen ,per Click®
auch leicht mit anderen nano- und mikrosko-
pischen Bausteinen, z. B. getaggten Silica
Beads, verkniipfen. So entstehen komplexere
mesoskopische Strukturen mit den Eigen-
schaften hybrider magnetischer Biomateria-
lien (Abb. 2, [11]).

Magnetosomen als multifunktionale
theranostische Plattform?

Mit selektiv funktionalisierbaren Click-Mag-
netosomen steht mittlerweile eine auBeror-
dentlich flexible Plattform fiir die Herstel-
lung von maBgeschneiderten MNP fiir eine
Vielzahl biotechnologischer und biomedizi-
nischer Anwendungen zur Verfiigung. Durch
die Entwicklung spezieller Fermentations-
verfahren fiir die vergleichsweise anspruchs-
vollen Magnetbakterien in unserem Labor ist
nunmehr auch die Bioproduktion in groBe-
rem MaBstab moglich (Abb. 1A), sodass funk-
tionalisierte Magnetosomen heute bereits fiir
viele praxisnahe Anwendungen in prinzipiell
ausreichender Menge verfiigbar sind [12].
Hierzu zédhlen in der medizinischen Diagnos-
tik die magnetische Separation von Bio- oder

Tumormarkern sowie das spezifische Auf-
spliren von Tumoren mittels magnetischer
Bildgebung. Die flexibel funktionalisierbare
Magnetosomen-Oberflache kénnte zudem als
weitere therapeutische Modalitat neben der
magnetischen Hyperthermie den magnetisch
gesteuerten Wirkstofftransport erméglichen.
Dies konnte zukiinftig die Anwendung
von Magnetosomen als multifunktionale
Jtheranostische“ Plattform ermoglichen, die
Diagnostik und gezielte Therapie effektiv
miteinander kombiniert und im Rahmen des
Startup-Projekt ,BioMagnetix“ (https://www.
linkedin.com/company/biomagnetix) bereits
weiter erforscht wird.
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