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What do we do in the Gaudet Lab?

• Proteins as nanomachines that carry out a majority of cellular 
functions

• We investigate what these nanomachines look like – how they are 
shaped and how the parts move as they work

• We’re interested in proteins that perform various functions at the 
surface of cells
– They are sensors and entry/exit mechanisms



Why is important to know the structure of a protein?
“Form ever follows function” ‐ Louis Sullivan
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How big is a protein?

Sources: Sanjay ach, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2389127; Wikipedia commons; TCBG 
www.ks.uiuc.edu; www.rcsb.org
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Two steps to “see” proteins: 
(1) Generate protein crystals

(2) Use X-rays to generate image of 
protein from the crystals



Powers of 10: A relative scale of lengths
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Coaxing proteins into crystals – to “see” them better

Sources: Sanjay ach, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2389127; Wikipedia commons; TCBG 
www.ks.uiuc.edu; www.rcsb.org
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Get several billion jittery 
protein molecules to sit “still” 

in an ordered 3D array



Vapor diffusion setup for crystallization

Crystals required to increase the signal‐to‐noise to a detectable level

Precipitant solution

Drop containing 
50% macromolecule solution
50% precipitant solution

Over time, water leaves the drop and diffuses into the 
precipitant solution. The drop gets smaller and the 
macromolecule gets more concentrated in the 
presence of the precipitant.
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Screening for crystallization
• Trial‐and‐error process

– Determining conditions a priori requires 
the 3D structure…

• Screen hundreds of conditions
• Best conditions optimized by interpolation 

and screening of additives

Clear drop
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Denatured protein
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Handling of Macromolecular Crystals

Courtesy of David Jeruzalmi



Diffraction data measurements

Courtesy of David Jeruzalmi



Light microscopy vs. crystallography

~Equivalent

Computational
process to 
reconstruct 

image



Signals

cargo

We want to understand membrane proteins at an atomic level 



Homeostasis of divalent transition metals is 
essential for life

Electronic Transport Chain Photosynthesis PSII

Oxygen Transport

Images: Microbiwiki, Home‐air‐purifier‐expert, Wikipedia



M2+M2+

Nramps are divalent metal transporters

• Natural Resistance Associated Macrophage Protein

• Some version of Nramp is present in most living organisms

• Import essential metals like iron, manganese, cobalt

Out
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M2+M2+



Nramps are transition divalent metal transporters
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Structure of an Nramp transporter

Advanced Photon Source, Argonne, Illinois

Structure



The bundle “rocks” within the scaffold to change substrate 
accessibility

Out

In

Forrest and Rudnick, Physiology (2009) 
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Simplified model of metal transport



How do mutations in Nramp2 cause anemia?
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Mutations lock the conformation of the transporter

Mutation 1:

Mutation 2:



From several still images – reconstruct a movie of protein 
at work

Eadweard Muybridge Library of Congress Prints and Photographs Division
Public Domain, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=57260211



From several still images – reconstruct a movie of protein 
at work

Eadweard Muybridge, Animation: Nevit Dilmen – Public Domain
Library of Congress Prints and Photographs Division http://hdl.loc.gov/loc.pnp/cph.3a45870



Nramp’s metal site includes a methionine

Looking in from the 
intracellular vestibule:

Sequence conservation over ~2,700 sequences is high:

S. capitis Nramp structure from: Ehrnstorfer et al., NSMB, (2014), 21(11).



Nramps transport a range of transition metals
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Nramps discriminate against 
divalent alkaline earth metal ions
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Nramps do discriminate against alkaline earth metal 
ions, which are orders of magnitude more abundant.



The hard soft acid base theory offers 
a potential mechanistic explanation
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ions, which are orders of magnitude more abundant.
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In vivo metal-uptake assay to assess transport 
function of DraNramp
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Conserved methionine is not required 
for Co2+ or Fe2+ uptake
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A227 N59A
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Aaron Bozzi



In vitro assay allows for the direct monitoring of transport
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From kinetic data to enzyme kinetic constants 

Step 1: getting initial velocity (v0) from time course plots
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time course

• Fit the data to a line to get the 
slope

• Repeat this process with data at 
different concentrations of 
substrate (here, Cd2+)
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From kinetic data to enzyme kinetic constants 

Step 2: from the initial velocity (v0) vs. substrate concentration, obtain 
kinetic constants, KM and Vmax

Plot initial velocity (v0) vs 
substrate concentration

Vmax is the maximal velocity 
(transporter is saturated with 
substrate)

KM is the concentration of 
substrate at which the velocity is 
half maximal

Vmax

KM
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M230 likely represents an evolutionary trade‐off
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Mg2+

Al3+
M → T



Why can’t we measure Mn2+ transport in vitro?

-20

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15

Time (min)

M
et

al
 u

pt
ak

e 
(μ

M
)

Cd2+

Mn2+

Nramp metal transport

Add metal

Proteoliposome

Cd2+ Mn2+or



What’s different in living cells?
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What’s different in living cells?



Can we observe a membrane potential effect in vitro?
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Membrane potential perturbs apparent metal binding affinity
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Mechanistic insights into Nramps
• Conserved methionine prevents calcium and magnesium 

transport but promotes cadmium uptake

• Anemia‐causing mutations change the conformational 
dynamics of Nramps and impair transport

• Transporter shows voltage dependence

Met Met
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