


Sistema	per	l’internalizzazione	del	
sideroforo	ferricromo	in	batteri	
Gram-negativi	
FhuA-TonB-FhuD	
FhuB-FhuC		



Obiettivo	del	lavoro	
•  Determinare	gli	eventi	molecolari	alla	base	della	cattura	

del	ferricromo	da	parte	di	FhuD	dopo	il	rilascio,	mediato	
da	TonB,	del	sideroforo	da	FhuA	è	identificare	e	
caratterizzare	l’interazione	tra	FhuD	e	il	complesso	TonB-
FhuA	

•  Era	già	noto	che:	
–  La	struttura	di	FhuA	è	costituita	da	una	regione	N-terminale	
globulare	che	forma	un	‘tappo’	che	si	inserisce	in	un	β-barile	a	
22	filamenti	

–  Nel	complesso	TonB-FhuA	la	regione	C-terminale	di	TonB	
contatta	la	regione	N-terminale	di	FhuA	e	potrebbe	mediare	lo	
spostamento	del	‘tappo’	e	quindi	il	passaggio	del	sideroforo	



Come	fare?	

•  Ottenere	proteine	purificate	
–  Espressione	ricombinante	in	E.	coli	di	FhuD	e	TonB	wild	
type	e	mutanti	FhuD	T181C	e	TonB	Cys1	con	His-tag	e	
purificazione	su	resina	Ni-NTA	

•  Identificare	e	analizzare	qualitativamente	e	
quantitativamente	le	interazioni	tra	FhuD	e	TonB	
–  Phage	display	
–  Spettroscopia	di	fluorescenza	
–  SPR	



Identificazione	di	regioni	di	interazione	tra	TonB	
e	FhuD:	phage	display	

•  Libreria	di	peptidi	a	sequenza	casuale	esposti	sulla	
proteina	pIII	del	fago	M13	
–  Ph.D.-C7C	peptidi	ciclici	di	7	aa	con	un	ponte	disolfuro	
–  Ph.D.-12	peptidi	lineari	di	12	aa	

•  Screening	su	proteina	immobilizzata	(TonB	oppure	
FhuD)	in	piastre	da	96	pozzetti	

•  Estrazione	ssDNA	da	fagi	che	si	legano	alla	proteina	e	
sequenziamento	



Strategia	per	la	costruzione	di	librerie	peptidiche	
lineari	o	cicliche	per	phage	display		



Librerie	peptidiche	phage	display	selezionate	
su	TonB	e	mappatura	delle	sequenze	dei	
peptidi	sulla	sequenza	di	FhuD	



Posizione	nella	struttura	di	FhuD	delle	regioni	
identificate	con	phage	display	



Librerie	peptidiche	phage	display	selezionate	
su	FhuD	e	mappatura	delle	sequenze	dei	
peptidi	sulla	sequenza	di	TonB	



Posizione	nella	struttura	della	regione	C-
terminale	di	TonB	delle	sequenze	identificate	

con	phage	display	



Analisi	quantitativa	dell’interazione	TonB-FhuD	
Spettroscopia	di	fluorescenza	

•  Fluorescenza	intrinseca	triptofano	
•  Marcatura	FhuD	T181C	con	sonde	fluorescenti	
AEDANS	e	MDCC	

•  Analisi	legame	sideroforo	ferricrocina	
–  Conferma	integrità	del	mutante	

•  Analisi	interazione	con	TonB		

AEDANS	 MDCC	



Marcatura	di	FhuD	T181C	con	AEDANS	o	MDCC	

•  Incubazione	con	il	reattivo	(10	eccessi)	per	4	ore	a	T	
ambiente	al	buio	

•  Aggiunta	di	β-mercaptoetanolo	per	fermare	la	
reazione	(inattivazione	reattivo	in	eccesso)	

•  Dialisi	per	rimuovere	reattivo	in	eccesso	
•  Determinazione	dell’efficienza	di	marcatura	
–  Spettroscopia	di	assorbimento:	A339	AEDANS	(ε336	5700	M-1	
cm-1)	e	A419	MDCC	(ε419	50000	M-1	cm-1)	

–  Dosaggio	proteina	(saggio	di	Bradford)	



Analisi	del	quenching	della	
fluorescenza	
Fluorescenza	intrinseca	
triptofano	
λexc	280	nm			λem	340	nm	
FhuD	1.5	µM	
	
	
	
Fluorescenza	sonde	
AEDANS			λexc	336	nm		λem	490	nm	
MDCC							λexc	419	nm		λem	466	nm	
FhuD	0.5	µM	
	
FhuD:AEDANS	circa	1:1	
FhuD:MDCC	circa	1:0.3	
	



Determinazione	della	KD	per	il	legame	di	FhuD	
con	la	ferricrocina	o	con	TonB	

ΔF = ΔFmax
[ fcn]

KD +[ fcn]
ΔF = ΔFmax

[TonB]
KD +[TonB]





Analisi	quantitativa	dell’interazione	TonB-FhuD	
SPR	

•  Immobilizzazione	su	chip	
– TonB	(immobilizzazione	via	-NH2)	
– Cys-TonB	(immobilizzazione	via	-SH)	

•  Interazione	con	FhuD	
– Effetto	ferricrocina	

•  Complesso	ternario	FhuA-TonB-FhuD	
– TonB	+	FhuA	+	FhuD	
– TonB	+	FhuD	+	FhuA		



Complesso	TonB-FhuD	
	
KD	20	nM	
kon	2	.	104	M-1	s-1	
koff	4	.	10-4	s-1		
	

La	differenza	tra	i	valori	
di	KD	ottenuti	per	SPR	e	
fluorescenza	potrebbe	
essere	dovuta	alle	
diverse	condizioni	
sperimentali	
Affinità	TonB-FhuD	
intervallo	20-500	nM	
	

1000	nM	
	
	
500	nM	
250	nM	
	
100	nM	



TonB	+	FhuA	1	µM	
lavaggio	
+	FhuD	1	µM	
rigenerazione	
	
	
	
TonB	+	FhuD	1	µM	
lavaggio	
+	FhuA	1	µM	
rigenerazione	



In	conclusione	

•  Modello	strutturale	dell’interazione	
FhuA-TonB-FhuD	

•  La	KD	circa	1	µM	di	FhuD	per	il	
sideroforo	suggerisce	che	per	
rendere	efficiente	il	processo	di	
trasporto	attraverso	il	periplasma	
sia	necessaria	una	interazione	
diretta	transiente	con	TonB	(KD	
20-500	nM)	

•  TonB	agisce	da	‘scaffold’	regolando	
il	flusso	del	sideroforo	(mediato	da	
FhuA-FhuD-FhuB)	dalla	membrana	
esterna	a	quella	interna		


