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Meta-genomic era of structure-function studies: 
The active transport proteins taxa  
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Δυσλειτουργίες των πρωτεϊνών μεταφοράς συνδέονται  
συχνά με σοβαρές ασθένειες:  
 
•Κυστική ίνωση (CFTR, chloride carrier), 1989 
•Νόσος Darier (θυλακική δυσκεράτωση) (muscle Ca2+ ATPase), 1999 
•Συμφορητική καρδιακή ανεπάρκεια (Na+/Ca2+ antiporter; Na+/K+ ATPase) 
•Ρύθμιση της ανθεκτικότητας έναντι φαρμάκων (MDR1,2) 
 

•Δυσαπορρόφηση σακχάρων (SGLT1, sodium-glucose carrier) 
•Συγγενής υποθυρεοειδισμός (NIS, Na+-iodide symporter) 
•Κυστινουρία (SLC3A1, SLC7A9, cystine & dibasic amino acid carriers) 
 

•Σύνδρομο αργής ανταπόκρισης διαύλου (AchR, acetylcholine-gated ion channel) 
•Αμυοτροφική πλευρική σκλήρυνση (EAAT2, excitatory glutamate transporter) 
•Ιδεοψυχαναγκαστική διαταραχή (SERT, serotonin transporter / Prozac) 
 



Οι περισσότερες πρωτεΐνες μεταφοράς που έχουν μελετηθεί  
διεξοδικά προέρχονται από βακτήρια 
 
•Κατανόηση της βιοχημείας, μοριακής φυσιολογίας και οικολογίας 
 παθογόνων και μη βακτηρίων, και ειδικών μεταβολικών προσαρμογών  
 

•Ανάλυση κυτταρικών μηχανισμών αναγνώρισης και πρόσληψης 
 των μεταφερόμενων (θρεπτικών ή τοξικών) υποστρωμάτων 
 

•Δυνατότητες εφαρμογής για σχεδιασμό αντιμικροβιακών φαρμάκων 
 μέσω κατανόησης των αλληλεπιδράσεων μεταφορέων και προσδετών τους 
 
•Κατανόηση της μοριακής βάσης ομολόγων μεταφορέων από θηλαστικά 

 βάσει αναλύσεων σε υψηλή ευκρίνεια των βακτηριακών ομολόγων  
 



Transporter types 



Φορείς (carriers) Δίαυλοι (channels) 

Συστήματα μεταφοράς (transporters)  

(5-15% των γονιδίων σε όλα τα γονιδιώματα)  

Κέντρα δέσμευσης Δίοδοι μέσω της μεμβράνης 

Αλλαγές διαμόρφωσης Ελεγχόμενη δίοδος του  
υποστρώματος 

«Ομοιότητες με ένζυμα» Χωρίς ομοιότητες με ένζυμα 

Για έναν φορέα (carrier) υπάρχουν: 
α) συγκεκριμένες θέσεις δέσμευσης ανά αριθμό μορίων υποστρώματος  
β) κινητικά χαρακτηριστικά κορεσμού των θέσεων δέσμευσης σε υψηλή 
συγκέντρωση υποστρώματος,  

γ) μπορούν να υπολογισθούν Vmax και Km (όπως στα ένζυμα). 

Αλλαγές διαμόρφωσης 
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ΣΥΣΣΩΡΕΥΣΗ ΕΞΙΣΟΡΡΟΠΗΣΗ 



Από πού προέρχεται η ενέργεια που χρειάζεται για την 
ενεργό μεταφορά; 
 
1. Από την υδρόλυση ATP (κυρίως) ή άλλες χημικές 
αντιδράσεις: Πρωτογενούς τύπου 
 
2. Από ηλεκτροχημικές διαβαθμίσεις ιόντων (H+ ή Na+): 
Δευτερογενούς τύπου    

Ηλεκτροχημική ενέργεια = Διαβάθμιση ιόντων 
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Οικογένειες μεταφορέων ─ TCDB:  
 

Δίαυλοι (channels)        Φορείς (carriers)  
TC 1    

  Δευτερογενούς τύπου      Πρωτογενούς τύπου  
  TC 2         TC 3       

εντεροβακτήριο E. coli 



Φορείς (carriers) 



Πώς σχηματίζονται / λειτουργούν τα δυναμικά κέντρα δέσμευσης? 



Το μοντέλο της εναλλασσόμενης πρόσβασης ενός 
δυναμικού κέντρου δέσμευσης (ΦΟΡΕΙΣ) 

Alternating access 

Widdas, 1952 Forrest et al., 2010 

Faham et al., 2008 



Το μοντέλο της εναλλασσόμενης πρόσβασης ενός 
δυναμικού κέντρου δέσμευσης (ΦΟΡΕΙΣ) 

Alternating access 

Πώς εξασφαλίζεται η εξειδίκευση? 
 
Κέντρο δέσμευσης (binding site) 
Συμμετοχή μοριακών φίλτρων (selectivity 

filters) που περιορίζουν την πρόσβαση 
 στο κέντρο δέσμευσης ή την έξοδο από αυτό 

C, φορέας (carrier) 
S, υπόστρωμα (substrate) 
e, προς τα έξω (external facing) 
i, προς τα μέσα (internal facing) 
c, κλειστό (closed) 

Forrest et al., 2010 



Monitoring the function of membrane transport proteins outside of the membrane 

Quick M , Javitch JA, PNAS 2007;104:3603-8 

©2007 by National Academy of Sciences 

Οι δυσκολίες μελέτης των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών ενεργού μεταφοράς 



Meta-crystallographic era of transporters 



Only unique structures are included in the statistics. Proteins of the same type from different species are included, but structures of 
mutagenized versions of proteins are excluded, as are proteins that differ only in terms of substrate bound or physiological state. a, The 
number of structures reported each year since 1985. b, The bars represent the cumulative number (n) of structures plotted against the 
number of years (y) since the first structure was reported. The solid curve is the best fit to the equation n = exp(ay), where a = 0.23; the 
reduced x2 of the fit is 0.6. Data are from a curated database of membrane proteins of known structure at 
http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html.  

FIGURE 1. Progress in determining membrane protein structures. 
From the following article: 

Biophysical dissection of membrane proteins 
Stephen H. White 

Nature 459, 344-346(21 May 2009) 

http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html
http://www.nature.com/nature/journal/v459/n7245/full/nature08142.html


The structure images are not enough ; they  
need complementation with functional data 



Lac permease 
is the best studied paradigm  

of an active transporter  
 

for many reasons… 



Περμεάση λακτόζης 
 

LacY 

in E. coli K-12 



Περμεάση λακτόζης 
 
 

in E. coli K-12 

TC 2A.1.5.1 
 
 

Transporters Ion-driven MFS OHS LacY  

1950s – 2010s 

Saier, 1998-9 
TCDB site 



Ι 

ΙΙ 

Ι ΙΙ 

«Δεύτερο δομικό γονίδιο» στο οπερόνιο της λακτόζης 

Monod, 1941 
Jacob & Monod, 1961 

Osbudak, 2004 
Santillán, 2008 

1960s 



Tropp B.E., Principles 
of Molecular Biology-2014 
Chapter 12:bacterial transcription 

1965-1970 

Μηχανισμός της καταβολικής καταστολής (catabolite repression) 

PTS-Glc 

LacY 

2. 
Inducer 
exclusion 

1. 
Activator 
shutdown 



H. Ronald Kaback 
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«Πρώτος διαμεμβρανικός μεταφορέας» που αποδείχθηκε ότι λειτουργεί 
χρησιμοποιώντας τη διαβάθμιση πρωτονίων 

Mitcell, 1963 
Kaback, 1971 

right-side-out (RSO) 
membrane vesicles 

1970s 

PMS/Ascorbate  ΔμΗ+ 

CCCP, FCCP          ΔμΗ+ 

nigericin (H+/K+)  ΔpH  
valinomycin (K+)   ΔΨ 



Περμεάση λακτόζης 

Ηλεκτροχημική διαβάθμιση πρωτονίων 

Ηλεκτροχημική διαβάθμιση λακτόζης 

Μπορεί να λειτουργήσει και αντίστροφα 

right-side-out (RSO) 
membrane vesicles 

1970s 



1980s 

«Πρώτος διαμεμβρανικός μεταφορέας» που υπερεκφράσθηκε, 
απομονώθηκε σε καθαρή μορφή και μελετήθηκε σε πρωτεολιποσωμάτια (PLs) 

Newman et al., 1981 Costello et al., 1984 



1980s 

Foster et al., 1983 

Περμεάση λακτόζης 

Viitanen et al., 1984 

80% σε διαμόρφωση α-έλικας 
(12 TMs) (CD, διάλυμα DDM) 

Πλήρως λειτουργική μετά από 
ανασύσταση σε PLs (διευκο- 
λυνόμενη διάχυση λακτόζης) 
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C355 

V367 

C148 

R144 

W151 

E126 

E269 

R302 
E325 

H322 

A122 

1990s 

«Πρώτος διαμεμβρανικός μεταφορέας» που μελετήθηκε αναλυτικά 
ως προς τις σχέσεις δομής-λειτουργίας του με μεταλλαξιγένεση 

Kaback et al., 2001 Frillingos, 2013 

wild-type 
split N6-C6 

N6 alone 
C6 alone 
Bibi & Kaback, 1990 



1990s 

«Πρώτος διαμεμβρανικός μεταφορέας» που μελετήθηκε αναλυτικά 
ως προς τις σχέσεις δομής-λειτουργίας του με μεταλλαξιγένεση 

E126 

R144 E269 
H322 

E325 R302 

IV V VIII IX X X 

loop 6-7 

C-tail 

OH 

Frillingos et al., 1998 

Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης: δύο επίπεδα ανάλυσης 
(γενετική τροποποίηση DNA – ειδική χημική τροποποίηση πρωτεΐνης) 



1990s 

Frillingos & Kaback, 1996 

Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης 
Ανάλυση «προσβασιμότητας» κυστεϊνών (SCAM) 

Guan & Kaback, 2007 

N-αιθυλμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ) 
([14C], αυτοραδιογραφία) 



1990s 

Frillingos & Kaback, 1996 

Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης 
Ανάλυση «προσβασιμότητας» κυστεϊνών (SCAM) 

Guan & Kaback, 2007 

καθαρισμός σε μικρή κλίμακα 
(αβιδίνη ή σφαιρίδια νικελίου) 



1990s 

Frillingos & Kaback, 1996 

Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης 
Ανάλυση «προσβασιμότητας» κυστεϊνών (SCAM) 

Guan & Kaback, 2007 

Έμμεση μέτρηση της προσβασιμότητας 
σε άλλα αντιδραστήρια (π.χ. στο υδρόφιλο 
MTSES) από το σήμα των θέσεων Cys που 
παραμένουν ελεύθερες και στη συνέχεια αντιδρούν με [14C]NEM     



1990s 

Frillingos & Kaback, 1996 

Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης 
Ανάλυση «προσβασιμότητας» κυστεϊνών (SCAM) 

Guan & Kaback, 2007 

Αντίδραση με MTSES : Μειωμένο σήμα [14C]NEM όταν έχει προηγηθεί επώαση με το MTSES 
Ομαλοποίηση έναντι του συνολικού ποσού της περμεάσης στο δείγμα (loading) 



Nie et al., 2007 

Ανάλυση «προσβασιμότητας» (SCAM) με το φθορίζον TMRM 

Μηλεϊμίδιο τετραμεθυλοροδαμίνης  
(TMRΜ) (φθορισμός, απευθείας σήμα) 



A second, chemical 
“mutagenesis” on the 
background of the 
first, site-directed 
genetic mutagenesis 

1990s 
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Frillingos  (2012)  Int. J. Bioch. Mol. Biol. 3, 250-272 

Interpretations of alkylation-sensitive single-Cys mutants 



Coupling codon changes (genetic) with further amino-acid 
modifications (chemical) for structure-function analysis  

1. Ala-scanning vs. Cys-scanning approaches 
2. Cysteine; SH-modification reagents (Molecular Probes) 
3. Probing the site microenvironment; conformation dynamics 
4. Fluorescence; cross linking; hydrophobic/hydrophilic probes 
5. Other side chains; carboxylic (carbodiimide), tryptophan (NBS)    

 

Frillingos et al. (1998)  FASEB J.  12, 1281-1299  



Modification of a binding-site Glu to probe substrate binding 
after CNBr-cleavage and mass spectrometry (ESI-MS)    
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Weinglass et al. (2003)  EMBO J. 22, 1467-77 



Smirnova et al. (2006)  Biochemistry 45, 15279-87 

Using fluorescence spectroscopy and FRET to detect/probe 
substrate binding and conformational alterations in a protein   

NPGal : substrate analog acting as a 
FRET acceptor from the binding-site 
Trp (W151) (exc. 295nm, em. 334nm, 
with FRET shift to 500nm) 

excitation  
(330nm) 

with substrate 
(conformation shift) 

Emission wavelength (nm) 

350 450 550 

excitation  
(295nm) with substrate  

(energy transfer  
due to binding) 

Trp151 

V331C 
MIANS 

C331 



Titration of substrate binding in LacY; mechanistic insights 

Kaback , 2015 



1990s 

Sorgen et al., 2002 

Περμεάση λακτόζης 

Ένα πρώτο μοντέλο οργάνωσης των διαμεμβρανικών α-ελίκων 
με βάση πειράματα διασύνδεσης Cys-Cys (cross-linking) 



2000s 

«Πρώτος διαμεμβρανικός μεταφορέας» δευτερογενούς τύπου 
(ιοντο-εξαρτώμενος) που αναλύθηκε με κρυσταλλογραφία 

Abramson et al., 2003 



2000s 

Περμεάση λακτόζης 

Δομικό-μηχανιστικό μοντέλο για >30% των μεταφορέων 
δευτερογενούς τύπου (υπεροικογένεια MFS) 



Two domains 



LacY 

Boudker & Vernon, 2010 



Radestock & Forrest, 2011 



Two internally 
inverted repeats 



Madej, Adv. Biol. 2014 

Evolutionary mix and match with MFS transporters 



Madej, Adv. Biol. 2014 

Evolutionary mix and match with MFS transporters 



Radestock & Forrest, 2011 



LeuT 

Forrest et al., 2008 

Boudker & Vernon, 2010 

Δομικό-μηχανιστικό μοντέλο για >30% των μεταφορέων 
δευτερογενούς τύπου (οικογένειες NSS, SSS, APC, BCCT, NCS1) 



Evolutionary scenario 

Rapp et al., Science 2007 



Science. 2007 Mar 2;315(5816):1282-4. Epub 2007 Jan 25.                         Links 
 
Comment in: Science. 2007 Mar 2;315(5816):1229-31.  
 

Emulating membrane protein evolution by rational design. 
Rapp M, Seppälä S, Granseth E, von Heijne G. 
Center for Biomembrane Research, Department of Biochemistry and Biophysics, Stockholm University, SE-106 91 Stockholm, Sweden. 
 
How do integral membrane proteins evolve in size and complexity? Using the small multidrug-resistance protein EmrE from Escherichia coli as a model, 
we experimentally demonstrated that the evolution of membrane proteins composed of two homologous but oppositely oriented domains can occur in a 
small number of steps: An original dual-topology protein evolves, through a gene-duplication event, to a heterodimer formed by two oppositely oriented 
monomers. This simple evolutionary pathway can explain the frequent occurrence of membrane proteins with an internal pseudo-two-fold symmetry axis 
in the plane of the membrane. 
PMID: 17255477 [PubMed - indexed for MEDLINE] 

 

GFP 

PhoA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3051&itool=AbstractPlus-def&uid=17255477&db=pubmed&url=http://www.sciencemag.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=17255477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17332400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17332400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17332400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Rapp%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Forrest et al., BBA-Bioenergetics 2010 



Alternating access 



Η ιδέα της «εναλλασσόμενης πρόσβασης» του κέντρου δέσμευσης 
των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών ενεργού μεταφοράς (alternating access) 

1950s 

Widdas, 1952 

 in 

 out 

S 

Cl- 

H+ 

H+ 

 in 

 out 

S 

H 

H 

H 

H 

υπόστρωμα (S) 

υπόστρωμα (S) 



1950s 

Ο μηχανισμός της ενεργού μεταφοράς: 
Το μοντέλο «εναλλασσόμενης πρόσβασης» 

Widdas, 1952 



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Kaback et al., 2007 Nie et al., 2007 

Θέσεις των οποίων η προσβασιμότητα 
αυξάνεται με τη δέσμευση υποστρώματος 

Θέσεις των οποίων η προσβασιμότητα 
μειώνεται με τη δέσμευση υποστρώματος 

Site-directed alkylation (SCAM)  



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Site-directed alkylation (SCAM)  

Μείωση της προσβασιμότητας στην 
πλευρά που βλέπει προς το 

κυτταρόπλασμα 

Αύξηση της προσβασιμότητας στην 
πλευρά που βλέπει προς το 

περίπλασμα 
Nie et al., 2007 



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Trp fluorescence quenching 
(Trp/His pairs)  

Άνοιγμα της «διάβασης» 
στο περιπλασμικό άκρο 

Κλείσιμο της «διάβασης» 
στο κυτταροπλασμικό άκρο 

Smirnova et al., 2011 



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Μείωση των αποστάσεων στο 
κυτταροπλασμικό άκρο 

Αύξηση των αποστάσεων στο 
περιπλασμικό άκρο 

Ενδιάμεσες διαμορφώσεις 
(occluded states) 

Smirnova et al., 2011 

Site-directed spin labeling (SDSL) 
Double electron-electron resonance (DEER)  

Madej et al., 2012 



2003-2014: A compilation of MFS structures 
(περμεάση λακτόζης και ομόλογοι  μεταφορείς) 

LacY (2003)  

LacY (2006)  

LacY (2006)  

LacY (2011)  

EmrD (2006)  
PepT (2011)  

FucP (2011)  

LacY (2007)  

GlpT (2003)  

x-ray crystallography (≥3.0 Å resolution) 
Homology modeling/Molecular Dynamics 

Υπάρχει κρυσταλλογραφική μαρτυρία 
για ενδιάμεσες διαμορφώσεις 

Chaptal et al., 2011 

LacY (2014)  

GLUT1 (2014)  Deng et al., 2014 

Kumar et al., 2014 

NarK (2013)  

NarU (2013)  



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Site-directed cross-linking  

Zhou et al., 2008 

Χρειάζεται διαδοχικά 
άνοιγμα και κλείσιμο του 
περιπλασμικού άκρου. 

Απαιτείται >10Å απόσταση 
μεταξύ των ζευγών Cys 
(και >17Å για πλήρη 

ενεργότητα)  



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Trp151→NPG fluorescence resonance energy transfer (FRET) 
Binding measurements  

Smirnova et al., 2011 Smirnova et al., 2006 



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Trp151→NPG fluorescence resonance energy transfer (FRET)  

Smirnova et al., 2011 Smirnova et al., 2006 

NPG : a substrate analog that 
can act as a FRET acceptor 

from Trp 

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f6.jpeg


2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Trp151→NPG fluorescence resonance energy transfer (FRET)  

Smirnova et al., 2011 Smirnova et al., 2006 

NPG : a substrate analog that 
can act as a FRET acceptor 

from Trp 

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f6.jpeg


2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Trp151→NPG fluorescence resonance energy transfer (FRET)  

Smirnova et al., 2011 

Στα πρωτεολιποσωμάτια (καθώς και 
στην κυτταρική μεμβράνη), η LacY 
βρίσκεται σε διαμόρφωση κλειστή 

προς το περίπλασμα. Για τη 
δέσμευση υποστρώματος θα πρέπει 

να προηγηθεί το άνοιγμα του 
περιπλασμικού της άκρου που θα 

επιτρέψει πρόσβαση του εξωγενούς 
υποστρώματος στο κέντρο 

δέσμευσης (αυτό το αρχικό άνοιγμα 
φαίνεται να είναι μια αργή, 
ρυθμοκαθοριστική διεργασία)      

Smirnova et al., 2006 



2010s 
«Ο διαμεμβρανικός μεταφορέας» που έχει μελετηθεί διεξοδικά  
με ένα σύνολο διαφορετικών μεθοδολογιών από πολλά πεδία   

Smirnova et al., 2011 Madej et al., 2012 



Binding site 



The structure and mechanism of LacY 
 

Abramson et al., Science 301, 610 (2003) 



             Science. 2003 Aug 1;301(5633):610-5.                     Links 
Comment in: 

Science. 2003 Aug 1;301(5633):603-4.  
 
Structure and mechanism of the lactose permease of Escherichia coli. 
Abramson J, Smirnova I, Kasho V, Verner G, Kaback HR, Iwata S. 
Department of Biological Sciences, Imperial College London, London SW7 2AZ, UK. 
Membrane transport proteins that transduce free energy stored in electrochemical ion gradients into a concentration gradient are a major class of membrane 
proteins. We report the crystal structure at 3.5 angstroms of the Escherichia coli lactose permease, an intensively studied member of the major facilitator 
superfamily of transporters. The molecule is composed of N- and C-terminal domains, each with six transmembrane helices, symmetrically positioned within the 
permease. A large internal hydrophilic cavity open to the cytoplasmic side represents the inward-facing conformation of the transporter. The structure with a 
bound lactose homolog, beta-D-galactopyranosyl-1-thio-beta-D-galactopyranoside, reveals the sugar-binding site in the cavity, and residues that play major 
roles in substrate recognition and proton translocation are identified. We propose a possible mechanism for lactose/proton symport (co-transport) consistent 
with both the structure and a large body of experimental data. 
PMID: 12893935 [PubMed - indexed for MEDLINE] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3051&itool=AbstractPlus-def&uid=12893935&db=pubmed&url=http://www.sciencemag.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=12893935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12893929&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12893929&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12893929&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Abramson%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Smirnova%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kasho%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Verner%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaback%20HR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Iwata%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3051&itool=AbstractPlus-def&uid=12893935&db=pubmed&url=http://www.sciencemag.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=12893935


LacY GlpT 

3.5 Å 3.3 Å 



«Ψευδοσυμμετρία» 
των δύο domains 



Το κέντρο δέσμευσης 
σχηματίζεται ανάμεσα 
στα δύο domains 

split permease 



Το κέντρο δέσμευσης 
σχηματίζεται ανάμεσα 
στα δύο domains 



Το κέντρο δέσμευσης 
σχηματίζεται ανάμεσα 
στα δύο domains 



2003-2014: A compilation of MFS structures 
(περμεάση λακτόζης και ομόλογοι  μεταφορείς) 

LacY (2003)  

LacY (2006)  

LacY (2006)  

LacY (2011)  

FucP (2011)  

LacY (2007)  

GlpT (2003)  

Kumar et al., 2014 

x-ray crystallography (≥3.0 Å resolution) 
Homology modeling/Molecular Dynamics 

EmrD (2006)  
PepT (2011)  

LacY (2014)  

GLUT1 (2014)  

NarK (2013)  

NarU (2013)  



2003-2014: A compilation of MFS structures 
(περμεάση λακτόζης και ομόλογοι  μεταφορείς) 

LacY (2003)  

LacY (2006)  

LacY (2006)  

LacY (2011)  

LacY (2007)  

x-ray crystallography (≥3.0 Å resolution) 
Homology modeling/Molecular Dynamics 

Chaptal et al., 2011 

C154G  

C154G  

C154G  

A122C  

wild-type  

TDG  

_ (pH 6.5)  

_ (pH 5.6) 

MTS-Gal  

Guan et al., 2007 

Mirza et al., 2006 

Mirza et al., 2006 

Abramson et al., 2003 

_ 



2003-2014: A compilation of MFS structures 
(περμεάση λακτόζης και ομόλογοι  μεταφορείς) 

LacY (2003)  

LacY (2006)  

LacY (2006)  

LacY (2011)  

LacY (2007)  

x-ray crystallography (≥3.0 Å resolution) 
Homology modeling/Molecular Dynamics 

Chaptal et al., 2011 

C154G  

C154G  

C154G  

A122C  

wild-type  

TDG  

_ (pH 6.5)  

_ (pH 5.6) 

MTS-Gal  

Guan et al., 2007 

Mirza et al., 2006 

Mirza et al., 2006 

Abramson et al., 2003 

_ 

LacY (2014)  Kumar et al., 2014;  
Smirnova et al., 2103 

G46W/G262W  TDG  



Kumar et al., 2014 

2014: The first almost-occluded/outward-facing 
captured conformation in a LacY crystal structure  



Abramson et al., 2003 Mirza et al., 2006 
No substrate 
pH 6.5, pH 5.6 

with substrate (TDG) 

Η δέσμευση υποστρώματος οδηγεί 
σε αναπροσαρμογή της 
διαμόρφωσης του ενεργού 
κέντρου (induced fit) 

Mirza et al., 2006 



Η δέσμευση υποστρώματος οδηγεί 
σε αναπροσαρμογή της 
διαμόρφωσης του ενεργού 
κέντρου (induced fit) 

Mirza et al., 2006 

superimposition 
of 3 structures 



Guan et al., 2007 

Το ανενεργό μετάλλαγμα της 
LacY C154G εμφανίζει σφιχτή 
διαμόρφωση των ΤΜ1 και ΤΜ5 
(Gly24-Gly154) η οποία δεν 
επιτρέπει την έναρξη των 
αλλαγών διαμόρφωσης που θα 
οδηγούσαν στην έξοδο του 
υποστρώματος από το ενεργό 
κέντρο (δεν γίνεται μεταφορά)   



Guan et al., 2007 

Αυτή είναι και η βασική διαφορά 
μεταξύ του ανενεργού 
μεταλλάγματος C154G και της 
LacY αγρίου τύπου (wild-type) 
[κρυσταλλική δομή, 2007]    



Zhou et al., 2011 

Ότι η αλλαγή διαμόρφωσης 
μεταξύ των TM1 και ΤΜ5  
αποτελεί ένα αρχικό γεγονός 
απαραίτητο για την μεταφορά 
υποστρώματος έχει δειχθεί και 
με λειτουργικά πειράματα Cys-
Cys cross-linking σε κυστίδια  



Still-open questions 
 
1. wild-type permease crystals (Guan et al., 2007); C154G mutant 
2. more specified input from site-directed technology (Kaback, 2011)  
3. Remaining conformations; link structure with function?  
4. Resolution (3 Angstrom limit). Path of the proton? 

Mechanism model 
 
• Recognition-part (substrate binding interactions)  
• Conformation-part (protein turnover during the «catalytic» cycle) 
• Energetics-part (proton-driven symport) 

Code: red, solved; purple, modeled; blue, unsolved 



Binding site residues 



Active site mapping (E269) - MS 
 

Weinglass et al., EMBO J 22, 1467 (2003) 

“before the structure” 

The substrate-binding site (D126, R144) 
 

Venkatesan & Kaback, PNAS 95, 9802 (1998) 

C148 is a component of the binding site 
 

Wu & Kaback, Biochemistry 33, 12166 (1994) 
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Wu & Kaback, 1994 Frillingos & Kaback, 1996 

NEM 

MTSES, MTSEA 
(solvent) 

MIANS 
(fluorescent) 

et al. 

Η Cys-148 προστατεύεται πλήρως από αλκυλίωση με μια σειρά SH-
αντιδραστηρίων παρουσία υποστρώματος (και από απενεργοποίηση)  



Venkatesan & Kaback, 1998 

Ο συνδυασμός του Cys-148 με μεταλλαγές στις θέσεις Arg-144/Asp-126 
οδηγεί σε πλήρη απώλεια της «αίσθησης» του υποστρώματος    

Ι. Δεν δεσμεύεται (δεν προστατεύεται η Cys148) 



Venkatesan & Kaback, 1998 

ΙΙ. Δεν συμβαίνουν οι αναμενόμενες αλλαγές διαμόρφωσης 

Ο συνδυασμός του Cys-148 με μεταλλαγές στις θέσεις Arg-144/Asp-126 
οδηγεί σε πλήρη απώλεια της «αίσθησης» του υποστρώματος    



Native Cys residues 

Cys148 (transmembrane α-helix V) 

SH-modification reagents  
(N-ethyl maleimide) 

Effect of substrate / high-affinity ligand 

Lactose permease 
Binding site 

SITE-DIRECTED EVIDENCE 

CYS-SCANNING TECHNOLOGY 

CNBr - peptides 

Glu269 (transmembrane α-helix VIII) 

Mass Spec 

ESI-MS, CARBODIIMIDES TECH 

Effect of substrate / high-affinity ligand 

Arg144 (helix V) 
Glu126 (helix IV) 
Ala122 (helix IV) 

Trp151 (helix V) 

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f4.jpeg


             EMBO J. 2003 Apr 1;22(7):1467-77.                                    Links 
 
Elucidation of substrate binding interactions in a membrane transport protein by mass spectrometry. 
Weinglass AB, Whitelegge JP, Hu Y, Verner GE, Faull KF, Kaback HR. 
Department of Physiology, Molecular Biology Institute, University of California Los Angeles, Los Angeles, CA 90095-1662, USA. 
Integration of biochemical and biophysical data on the lactose permease of Escherichia coli has culminated in a molecular model that predicts substrate-protein 
proximities which include interaction of a hydroxyl group in the galactopyranosyl ring with Glu269. In order to test this hypothesis, we studied covalent 
modification of carboxyl groups with carbodiimides using electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) and demonstrate that substrate protects the 
permease against carbodiimide reactivity. Further more, a significant proportion of the decrease in carbodiimide reactivity occurs specifically in a nanopeptide 
containing Glu269. In contrast, carbodiimide reactivity of mutant Glu269-->Asp that exhibits lower affinity is unaffected by substrate. By monitoring the 
ability of different substrate analogs to protect against carbodiimide modification of Glu269, it is suggested that the C-3 OH group of the galactopyranosyl 
ring may play an important role in specificity, possibly by H-bonding with Glu269. The approach demonstrates that mass spectrometry can provide a powerful 
means of analyzing ligand interactions with integral membrane proteins. 
PMID: 12660154 [PubMed - indexed for MEDLINE] 

Glu-269 (TM8): 
Αναντικατάστατο!! 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3094&itool=AbstractPlus-def&uid=12660154&db=pubmed&url=http://dx.doi.org/10.1093/emboj/cdg145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3494&itool=AbstractPlus-nondef&uid=12660154&db=pubmed&url=http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=12660154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Weinglass%20AB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Whitelegge%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hu%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Verner%20GE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Faull%20KF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kaback%20HR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3094&itool=AbstractPlus-def&uid=12660154&db=pubmed&url=http://dx.doi.org/10.1093/emboj/cdg145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/utils/fref.fcgi?PrId=3494&itool=AbstractPlus-nondef&uid=12660154&db=pubmed&url=http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=12660154
http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f1.jpeg


Πρωτεόλυση με βρωμιούχο κυάνιο (Met-): πεπτίδιο-9 που περιέχει το Glu-269 
Φασματομετρία μαζών 

2 3 
7 

4 6 
9 10 11 12 17 18 

8 

R302 E325 H322 E126 E269 R144 

Peptide  Mexp  Mobt  
  
1 (1)   102.1 N.D. 
2 (2-13)  1331.5 1332.7 
3 (12-23)  1577.9 1578.9 
4 (24-83)  6810.1 6809 
5 (84-86)  313.4 N.D. 
6 (87-145)  6503.6 6503 
7 (146-161)  1574.9 1573 
8 (162-267)  11636.3 11666.3 (SE) 
9 (268-276) 899.4 899.7 
10 (277-299) 2395.9 2396 
11(300-323) 2525 2525.1 
12 (324-362) 4541.3 4540 
13 (363-365) 361.4 N.D. 
14 (366-372) 642.7 N.D. 
15 (373-466) 9095.5 9097.3 (SE) 
16 (467-468) 229.3 N.D. 
17 (469-498) 2923.3 2922.4 
18 (499-517) 2077.4 2079 

15 
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Unmodified DiPC 

Ομοιοπολική τροποποίηση του Glu-269 με καρβοδιϊμίδιο: πεπτίδιο-9 + 126 Da 
Φασματομετρία μαζών  

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f4.jpeg
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Ομοιοπολική τροποποίηση του Glu-269 με καρβοδιϊμίδιο παρουσία NPGal 
Φασματομετρία μαζών  

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f6.jpeg


NPGal Time (min) 

899.7 

20 30 40 20 30 
 

40 20 30 40 20 30 40 

2
5 

0 

100 

50 

75 

0 

100 

50 

75 

0 

100 

50 

75 

0 

100 

50 

75 

899.7 899.7 899.7 1025.7 1025.7 

1025.7 

2
5 

2
5 

2
5 R

e
la

ti
ve

 I
nt

e
ns

it
y(

%
) 

Unmodified DiPC NPGal 
DiPC 

NPGlc 
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To Glu-269 προστατεύεται από τροποποίηση με καρβοδιϊμίδιο παρουσία NPGal 
Φασματομετρία μαζών  
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Active site mapping (W151) - FRET 
 

Smirnova et al., Biochemistry 45, 15279 (2006) 

“after the structure” 

Structure with suicide substrate (A122) – MTS-Gal 
 

Chaptal et al., PNAS 108, 9361 (2011) 
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Guan et al., 2002 

Αντίθετα με την Cys-148, η Ala-122Cys προστατεύεται από αλκυλίωση, 
αλλά όχι με όλα τα υποστρώματα (δεν προστατεύεται με γαλακτόζη)   

λακτόζη ή TDG γαλακτόζη 



Guan et al., 2002 

Αντικατάσταση της Ala-122 με μία ογκώδη πλευρική ομάδα (Phe,Tyr) 
«δημιουργεί» ένα μόριο LacY που δεν μεταφέρει λακτόζη, αλλά μόνο 
γαλακτόζη    

λακτόζη γαλακτόζη 



Guan et al., 2003 

Απενεργοποίηση της LacY μέσω ενός υποστρώματος (ΜTS-Gal) που 
συνδέεται συγχρόνως ομοιοπολικά στην Ala-122 (affinity inactivator) 



Chaptal et al., 2011 

Συγκρυστάλλωση της LacY (Ala-122Cys) με το υπόστρωμα ΜTS-Gal 



 
 
Biochemistry. 2006 Dec 26;45(51):15279-87. Epub 2006 Nov 29                  Links 

 
Direct Sugar Binding to LacY Measured by Resonance Energy Transfer. 
Smirnova IN, Kasho VN, Kaback HR. 
Department of Physiology and Microbiology, Immunology & Molecular Genetics, Molecular Biology Institute, University of California Los Angeles, Los 
Angeles, California 90095-7327. 
 
Trp151 in the lactose permease of Escherichia coli (LacY) is an important component of the sugar-binding site and the only Trp residue out of six that is in 
close proximity to the galactopyranoside in the structure (1PV7). The short distance between Trp151 and the sugar is favorable for Förster resonance 
energy transfer (FRET) to nitrophenyl or dansyl derivatives with the fluorophore at the anomeric position of galactose. Modeling of 4-nitrophenyl-alpha-d-
galactopyranoside (alpha-NPG) in the binding-site of LacY places the nitrophenyl moiety about 12 A away from Trp151, a distance commensurate with the 
Förster distance for a Trp-nitrobenzoyl pair. We demonstrate here that alpha-NPG binding to LacY containing all six native Trp residues causes 
galactopyranoside-specific FRET from Trp151. Moreover, binding of alpha-NPG is sufficiently slow to resolve time-dependent fluorescence changes by 
stopped-flow. The rate of change in Trp --> alpha-NPG FRET is linearly dependent upon sugar concentration, which allows estimation of kinetic parameters 
for binding. Furthermore, 2-(4'-maleimidylanilino)naphthalene-6-sulfonic acid (MIANS) covalently attached to the cytoplasmic end of helix X is sensitive 
to sugar binding, reflecting a ligand-induced conformational change. Stopped-flow kinetics of Trp --> alpha-NPG FRET and sugar-induced changes in 
MIANS fluorescence in the same protein reveal a two-step process: a relatively rapid binding step detected by Trp151 --> alpha-NPG FRET followed by a 
slower conformational change detected by a change in MIANS fluorescence. 
PMID: 17176050 [PubMed - in process] 
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NPGal 

W151→a-NPG FRET evidence of substrate binding 

Solid lines: 5 – 50 μM α-NPG 
Broken lines: displacement with TDG (10 mM) 
to distinguish FRET from inner-filter effect  

Intrinsic Trp fluorescence (excitation 295 nm);  
absorption maximum of α-NPG at 306 nm 

http://emboj.oupjournals.org/content/vol22/issue7/images/large/cdg145f6.jpeg


NPGal 

A-C: (para) α-NPG 
A: C154G ; B: wt ; C: W151Y/C154G  
 
D: ortho α-NPG 
E: FRET acceptor emission (Dns6Gal) 
F: α- or β-NPGlc, ortho or para β-NPG 

Six native Trp residues 

W151→a-NPG FRET data on binding specificity 

W151Y 

Upper panel: different LacY variants 

wild type C154G 

Lower panel: different NPGal analogs 
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W151→MIANS(Cys331) FRET evidence of  
    conformation change 

C154G/V331C LacY 
 
A:  
1: unlabeled, no substrate (exc. 295 nm) 
2: MIANS-labeled, no substrate, exc. 295 nm 
3: MIANS-labeled, no substrate, exc. 330 nm 
 
B: MIANS-labeled  
1: no substrate, exc. 295 nm 
2: TDG, exc. 295 nm 
3: no substrate, exc. 330 nm 
4: TDG, exc. 330 nm 
 
C: MIANS-labeled, exc. 295 nm 
1: no α-NPG 
2: with α-NPG 

NPGal 

MIANS 
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CONCLUSIONS 



LacY is a “prototype” for 
many transport proteins 

 
…in structural features, 
mechanistic implications, 

 
& research strategies 



Many secondary active transporters 
can be threaded (modeled)  

to the known structure of LacY  
 

…and allow meaningful interpretation  
of experimental data 



Approaches used  
in the research of LacY 

are a guidance for   
 

… developing strategies  
to study other, unrelated or  
distantly-related transporters 
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