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Abstract 

The altered activity of the fructose transporter GLUT5, an isoform of the 

facilitated-diffusion glucose transporter family, has been linked to 

disorders such as type 2 diabetes and obesity. GLUT5 is also overexpressed 

in certain tumor cells and inhibitors are potential drugs for these 

conditions. Here, we describe the crystal structure of GLUT5 from Rattus 

norvegicus and Bos taurus in open outward- and open inward-facing 

conformations, respectively. GLUT5 has a major facilitator superfamily fold 

like other homologous monosaccharide transporters. Based on a 

comparison of the inward-facing structures of GLUT5 and human GLUT1, a 

ubiquitous glucose transporter, we show that a single point mutation is 

enough to switch the substrate binding preference of GLUT5 from fructose 

to glucose. A comparison of the substrate-free structures of GLUT5 with 

occluded substrate-bound structures of XylE suggests that, besides global 

rocker-switch like re-orientation of the bundles, local asymmetric 

rearrangements of C-terminal bundle helices TMs 7 and 10 underlie a 

“gated-pore” transport mechanism in such monosaccharide transporters. 
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Open outward and inward GLUT5 structures 
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����������������������������Ǧ�����������
���ͷǡ����������������������
��ͳͷͳ�����

��ͶͲͲ�������������������������������������������Ǧ�����������������ȋ	��Ǥ�͵�ȌǤ��

���� ����������� ��� ������ ����� ������������ ����Ǧ��������������ǡ� ���������������
���������ǡ������ �������� ��� �����Ǧ� ���� �Ǧ��������� ��� �������ǡ� ��� ����� �������Ǧ
����� 
���ͷ� ���� �������Ǧ��������� ����� ����������ʹʹ� ȋ��������� ����� 	��Ǥ� �ȌǤ�
���ͳǡ����ʹ��������͵����������������������������Ǧ�������ǡ�������������������������
���������
���ͳʹͳǡʹʹǤ� ���
���ͷǡ� ���ͷ� ����������������������� ����� ������ ���������
����� ���ͳǦ͵� ȋ��������� ����� 	��Ǥ� �Ȍǡ� ��� ��� ����� ��� ���� �������Ǧ��������� �����
���������ʹʹǤ� ������ǡ� ���� �Ǧ��������� �������� ���ͳǦ͵� ��������� ����� ���� �Ǧ���������
�������via� �� ����Ǧ������� ���������������
��ʹͷʹ� ��� ���͵��������ͶͲ� �����ͳͳǢ�
����� �������� ���� ���� ������� ��� �� ��� ��������� ��� ���� �����Ǧ������� ����Ǧ�������
�������Ǥ����������Ǧ�������
���ͷǡ�������������������������������ȋ��������������
	��Ǥ��Ȍ����ǡ��������������������������Ǧ��������
���ͳ��������������������ʹͳǡʹ͵ǡʹͶǡ�
���ͷ� ������������������� ȋ��������������	��Ǥ� ʹ�ȌǤ����������ǡ� ���� �������� ���� ����
������� ������ ��� ��� �������� ����������� �������������� ��� ���� �������Ǧ�������
������������ǡ������������������������ʹͳǤ�

 



� 

TMs 7 and 10 form substrate-induced gates 

���
���ͷǡ� �����Ǧ������Ǧ������������������������������ ������ ������������̱ͳͷι�
�������� ���� ����� �������Ǧ� ���� ������Ǧ������� �������������� ȋ	��Ǥ� ͳȌǤ� ���
�������������������	������������������������ͳǡ�������Ǧ��������������������
���ͷ�
������������������������ͳ��������������������ǡ�����������������Ͷ�����ͳͲ����
���� �������ȋ	��Ǥ�ͳ������	��Ǥ�Ͷ�ȌǤ��������������������ǡ��������ǡ����������ͳͲ����
�����Ǧ��������������������������������������������������������������������������
���������Ǧ�������� ����� ����� ���� �������� ���� ������ǡ� ������������� ȋ	��Ǥ� Ͷ�ȌǤ�
������������ ��� ���� ���������Ǧ����� ����� 
���ͷ� ����������� ����� ���� ���������Ǧ
������������������������ʹʹǡʹ͵����������������������������������������ͳͲ�����������
ȋ��������������	��Ǥ�ͺȌǤ���������Ǧ��������������������������ͳͲ����������������
���������� ������ ������������ ����������ʹǡ� ���� ���������� ������� ������ ������������
�������������Ǧ�����������������
���ͳʹͳ���������ʹͳǡʹʹǡ����������������������������
����������� ����ʹͺǡ͵ʹǡ͵͵Ǥ� �������� ���� �������Ǧ����� 
���ͷ� ������������� ����
�������Ǧ��������������������������ʹʹǡ� ���������������������������������������
�����������������������������������Ǧ�������������ȋ��������������	��Ǥ�ͺ�ȌǤ����������ǡ�
����� ���� ������Ǧ��������� ����� ������������ʹ͵� ��� ���� ������Ǧ����� 
���ͷ�
������������ǡ� ���� ������������������� �����ͳͲ� ������ ���� �������� ������ ����� �����
�������������Ǧ�������� ����� ȋ��������������	��Ǥ�ͺ�������ȌǢ� �������ͳͲ����������
���� ����� ����� ���������� ����������� ���� ����� ʹ͵ǡʹͶ� Ǥ� ��� 
���ͷǡ� ���� ���������
��������������� �������� ��� ���� � ���� ͳͲ� ������ ��� ������ ������� ����� ��������
�������� ��������� ȋ	��Ǥ� Ͷ�� ���� Ͷ�� ���� ��������� ����� 	��Ǥ� ͶȌǤ� ���͵ͺʹ� ��� ��ͳͲ�
���������� �������� ����� ��� ��������� ����ʹͻͷ� ���� ���ʹͻʹ� ��� ���� �������Ǧ�������
������������������������������������������������������������Ǧ��������������������
ȋ	��Ǥ�Ͷ�ȌǤ�����������������������������������ͳͲ������������������������������
������ ��������������� ��������������� ���������ǡ� �������������������� ���� ���ʹͻͷ�
����������� �������� ��� �
���ͷ� ��� ������� ��� �������� ���������� �Ǧ���������
���������͵ͶǤ� ������������ǡ� �������� ���������Ǧ����������� ���������� ��� ���ʹͻͷ�
�������������� ������� �Ǧ��������� �������� ��� �
���ͷ� ȋ��������� ����� 	��Ǥ� �ȌǤ�
	������ǡ�����
���ͳ������������������������������ʹͻʹ�ȋ���ʹͺȌ��������������������
������ ������ ������ ����ǡ� ���� ����� ������� ��������������� ���������� �Ǧ��������
����������� ���� ���������� ��������͵ͷǤ� ���������ǡ� ��� ��������� ����� ���� �������������
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�������� ��� ���� ��ͳͲ� ���� ���������� ���� ������ ����� �������� ��� ����������
�������������������������������Ǥ��

Conclusions 

������������ ���������� �������� ���� �����Ǧ����� ���������� ��� ���� �Ǧ� ���� �Ǧ�
��������������������������������������� �����������������Ǧ������������� ���������
����������� ������ ��� ���� ǲ������Ǧ������ǳ� ���������� ��� �	�� ������������ͳǡ͵Ǥ�
�������ǡ� ����� ��� ����� ���������� ������������� ��������������� ��� ���� �	��
��������������������������ǡ������������������������������������������������������
������ ��������� ����������� ��� ����� ���� �
���ͳ� ����������ʹͳǡʹʹǤ� ���������ǡ� ���
���������������������������
���ͷ�������������������������������������Ǧ������������
��������ʹͳ� ��� ���� �Ǧ� ���� �Ǧ��������� ��� �������ǡ� ���� ����� ��� �� �����Ǧ�����
���������ǡ� ��� ���� �������� �����ǡ� ����������������� �������� ����ͳͲ� ��� ���� �Ǧ
���������������������������������������������������������������������ȋ	��Ǥ�ͷ�����
�������������� ������� ͳ� Ǧ� ͵ȌǤ� ��ͳͲ� ��� ����� ����� ��� ���� �����Ǧ��� ������� ����Ǧ
������� �������ǡ� ����������� ���� ������ ������� ���� ������� ������Ǧ������� �����
���������� ���� �������Ǥ� �����������ǡ� �� ������� �������������� ��� 
���ͷ�
���������� ���� ���������� ���������ǡ� ��� ���������� ����ǡ� ������� ����������� ����
���������Ǧ�����������������������������������������������������������Ǥ�

METHODS 

Rattus norvegicus� 
���ͷ� ������� ����Ǧ������� ��������� ȋ�������� ����������
������ǣ��Ͷ͵ͶʹȌǢ��ͷͲ��������������������������� �����������������������������
�Ǧ��������� ��������� ��������� ������ ���� ��������� ���� ������ ��� ������� ȋ���� �����
���������������������������ȌǤ�
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Bos taurus� 
���ͷ� ������� ��������� ����������� ͳ� ��� Ͷ͵� ���� ��� ͷͲͳ� ���������
ȋ�������� ���������� ������ǣ� �ͷͺ͵ͷ͵ȌǢ� �ͷͳ�� ���������������� ��������� ���
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Target identification using fluorescence-based screening methods. 
���ͷ�
����������� ����� ������� ����� ���� 
��ͳ� ���������� ���� ���������� 
	�Ǧ���ͺ� 2µ�
�������pDDGFP2ǡ����������������������S. cerevisiae��������	
�ʹͳ�ȋ����ǡ����͵Ȃ
ͷʹǡ����ʹǼʹͲͳǡ��������ͶǼȌͶͲ������������������������������������������ͶͳǡͶʹǤ����
�����ǡ� ͳͲ����S. cerevisae� 	
�ʹͳ� ����� ��������� ��� Ȃ���������� ����ͲǤͳΨ���������
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����� ������ ��� ͵Ͳι�� ���� ����������� ���� �������� ��� ���� ��������� ��� ������ ʹΨ�
ȋ�Ȁ�Ȍ� �Ǧ���������� ��� ��� ��ͲͲ� ��� ͲǤǤ� ������ ̱ʹʹ� ���ǡ� ������ ����� ���������ǡ�
���������������ͳ���������������������������������������������������������Ǧ�����

	��������������ͶͳǡͶʹǤ�	������������������������������������������������Ǧ���������
������� ʹǦ�� �������� �������� ���� ���������� ������������� ��������Ǥ� ����
��������������� ��� ���������� �������� ����� ��������� ��� ������ �������ǦβǦ�Ǧ
���������������� ȋ���Ȍǡ� �����ǦβǦ�Ǧ���������������� ȋ��Ȍǡ� �����ǦβǦ�Ǧ
���������������� ȋ��Ȍ� ���� �Ǧ�������Ǧ�ǡ�Ǧ������������Ǧ�Ǧ������ ȋ����Ȍ�
�������������������������������������Ǧ����������������������������������������
ȋ	���ȌͶ͵������������������������ͶͳǤ�������� ����
���ͷ��������������������ǡ�rat�
���� bovine� 
���ͷ� ������� ���� ��������� ��������������� ��������� ���� ���� ����
�������������������������������������������ͶͶǤ� 

Large-scale production and purification of rat and bovine GLUT5. 	��� � rat 


���ͷǡ� ������ ����� ���������� ����� ͳͲ� �� � S. cerevisiae� ��������ǡ� ������������ ���
������������������ͷͲ��������Ǧ�������Ǥǡ�ͳ��������ǡ�ͲǤ�����������ǡ�����������
������������������������������������������������ͶʹǤ����������������������������
�����������������������ͳͻͷǡͲͲͲ�g�����͵��ǡ����������������ʹͲ��������Ǧ�������Ǥͷǡ�
ͲǤ͵����������ǡ�ͲǤͳ��������ʹǡ� ����������������������������������������ǦͺͲ�ι�Ǥ�����

���ͷ���������������������������������ͳΨ����� ������������������������ ȋ��Ȍ�
����������� ��� ͳ� έ� ���ǡ� ͳͲ� ��� ���������ǡ� ͳͷͲ� ��� ����ǡ� ͳͲ� Ψ� ��������Ǥ� ������
�����������������������ͳͻͷǡͲͲͲ�g�����Ͷͷ����ǡ������������������������������������
ͳͲ���������ʹΪǦ���������������������������������ȋ��Ǧ���Ǣ�������Ȍ�����ʹ������Ͷ�ι�Ǥ�����
������ ���� ������� ����� ͳͲͲ� ��� ��� ��� ����������� ͲǤͲͷΨ� ���� ���� ͵Ͳ� ���
���������ǡ���������������������������ʹͷ���������������������ͲǤͲͷΨ���������ʹͷͲ�
��� ���������Ǥ� ���� ������� �������� ���� ���������� ����� ���Ǧ���� ��������� ���
������� ����
	�Ǧ���ͺ� �������������������������ʹͲ��������Ǧ�������Ǥͷǡ�ͳͷͲ����
����ǡ�ͳͲΨ���������ǡ�ͲǤͲ͵Ψ����Ǥ��������������������� ����� ��������������ͷ����
�������� ������� ȋ
�� ����������Ȍ� ������������� ��� ��������� ������ǡ� ���� ���� ����Ǧ
�������� ���� ���������� ���� ������������Ǥ� ���� �������� ���� �������� ��������� ���
����Ǧ���������� ��������������� ȋ���Ȍ� ������ �� ��������� ʹͲͲ� ������� ȋ
��
����������Ȍ�������������������������ʹͲ��������Ǧ�������Ǥͷǡ�ͳͷͲ��������ǡ�ͲǤͲʹ�Ψ�
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���Ǥ���������
���ͷ�������������������������������������������Ǧ���������������
������������Ǧ������ǡ�����������������������������������������������������Ǥ��

�������� ���������� ����� ��������� ��� ����������� ��� ���� �������Ǧ��������� rat�

���ͷ� ����� ���� ���Ǧ��������� 	�� ��������� ȋ������������� ����� ͲǤͲʹΨ� ȋ�Ȁ�Ȍ�
���Ȍ���������������������ͳǣͳǤͷ�����ͳ���������Ǥ����������������������������������
ȋ��������� ʹͲͲǡ� 
�� ����������ȌǤ� ���� ���� ����� ���� ��������� ������ ��� �������
���������������������������Ǥ�������������������������������
���ͷǦ	���������������
������������� ��� ̱ͳͲ� ��Ȁ��� ��� ���������������� ȋ���������ǡ� ����� ͷͲ� ���Ȍǡ� ����
������������������������������������������������Ǥ�

	��� bovine� 
���ͷǡ� ���������� ����� ��������� ����� ͶͲ� �� S. cerevisiae� ��������Ǥ�
������ ��������� ��������������� ���� �������������������� ȋ��� ���������� ���� rat 


���ͷȌǡ� ���� ������������ ���� ������������� ����� ͷͷ� ��� ���������ǡ� ����
���������������͵Ͳ���������Ǧ��������������ʹ������Ͷ�ι�Ǥ���������������������������
ͲͲ���� ��� ��� ������������� ����� ͷͷ���� ���������� ���� ͲǤͲ͵Ψ����ǡ� ���� ����
�������������������������ͳʹͷ���������������������ʹͷͲ������������������ͲǤͲ͵Ψ�
���Ǥ�������������������
	�Ǧ���ͺ����������������Ǧ������������������������������
��Ǧ������� ����� ���� ����� ͵Ͳ������Ǧ���� ������ ������� ȋ��� ���������Ȍǡ� ���� ����Ǧ
����������������������������������������������ͳ������Ǧ�����������������������
��������Ǥ�����������������������������������������������������������������������
ͳͲ��������Ǧ���ǡ����Ǥͷǡ�ͳͷͲ��������ǡ� ����ͲǤͲͻ�Ψ��������ǦβǦ����������������
ȋ���βȌǡ��������������������������̱Ͷ���Ȁ����������������������������������Ǥ�

Generation of single-chain Fv (scFv) fragments.� ������� ������������
���������� ��� ���� ����������� ��������� ��� ���� 
����� ���� ���� ����� ���� ���� ���
����������� �������� ��� ����� ���� ����� ��������� ��� ���� ����������� ��� ������
������� ����� ���������� ȋ��������� ��Ǥ� ���ͲͳͲͳȌǤ� ���� 
���ͷǦ��������� ��	��
�����������������������������������������������������������ͶͷǤ���������ǡ����������

���ͷ� ���� �������������� ����� ���������� ����������� �������� ���� �����
�������������������� ȋ���� ��Ǣ� ������Ȍ� ���� ��������� ������ �� ȋ�����Ǧ�������Ȍ� ���
������������������������Ǥ����������������������������������������������������
����������Ǥ����Ȁ�������������� ��������������� ͲǤͳ���� ��� ���� ���������������
��������������������������Ǧ��������������Ǥ�������������������������������ǡ�����
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���� ��� ������ ������������ ���� ��������� ���� ���������� ����� ����� ���� �������Ǧ
�����������������Ǥ�����������������������������������������������ͳͺ������������
�����������������������������������������Ǧ��������������������͵���Ǥ��������������
������������������������������������������������
���ͷ�����������������������
��� ���� ͳǡʹǦ�����������Ǧ��Ǧ�������Ǧ͵Ǧ�������������������Ǧ�Ǧȋ���� ��������Ȍ�
ȋͳǣͲ� ��������� ���Ǧ��Ǣ� ������Ȍǡ� ���� ����� ��� �������� �������� ���� ��	�Ǧ������
���������Ǥ����� ������������� �����������������������������Ǧ��������������������
������ȋ���������Ȍ����������������Ǧ�������������������ȋ����ȌǤ�������������������
��� ����������ǡ� ��������������Ǧ��������� ������Ǧ������� �������������� �������
ȋǲ��������� ������ǳȌ� ����� ���������� ��� ������������ ��������� ��� �����������
��������Ǥ���������������������������������������������������������������ͳͲͲ�ȋ
��
����������ȌǤ�

Expression and purification of Fv fragment. ��������� ���������� ��� ���� ��	��
������� ���� ������������ ���� ���� ��� ���������������� ����������� �������� ����� ����
����� ��� ����������������� ����� ������Ǧ�������� ������ǡ� ���� �����Ǧ��������
������������ ���� ��������� ����������� �������������Ǥ� ���������ǡ� ��� ����� 	��
���������� ���� ���������������� ������Ǥ� ���� 	�� ��������� ����� ���������� ���
Brevibacillus choshinensis� ��� �� ��������� ���Ǧ������� �������� ���� ��������� �����
��������������Ǥ�������������������������͵Ͳ�ι�������ʹͲͲ��Ǥ�Ǥ�Ǥ� ���ʹ����������
ȋ��������ͶͲ��Ȁ�ǡ���������������ͷ��Ȁ�ǡ���������ʹͲ��Ȁ�ǡ������ʹ�ͲǤͳͷ��Ȁ�Ȍ��������������
�����ͷͲ���Ȁ����������Ǥ���������������������������������������������������������
����������� ��� ���������� �����������Ǥ� ���� ������������ ����� ����� ��������� ����
�����������ʹ��������������������ͲͲ����ͲǤͲʹ��������������������������������������
ͷǦͲ��Ǥ� ����� ����������� ����������� ������������������ǡͲͲͲ�g� ����ͳͷ����Ǥ�����
���������� �������� ������������ ���� ��������� ��� �� ������ ��������� ��������
�����������������ͲΨ�����������ǡ� ���� ����������������������������ǡ����������� ���
���� ������� ȋͳͲ� ��� ����Ǧ���ǡ� ��� Ǥͷǡ� ͳͷͲ� ��� ����Ȍǡ� ���� ��������� ����������
�������� ���� ����� ������Ǥ� ��������� ������� ���� ������ ����� ��Ǧ���� ������
������������� ����� 	�ͳ� ������� ȋͳͲ� ��� ����Ǧ���ǡ� ��� Ǥͷǡ� ͳͷͲ� ��� ����ǡ� ʹͲ� ���
���������ȌǤ���������������������������������	�ʹ��������ȋͳͲ��������Ǧ���ǡ����Ǥͷǡ�
ͳͷͲ��������ǡ�ʹͷͲ�������������Ȍǡ���������������Ǧ���������������������������
������������������Ǥ������������������������Ǧ���������������������������������
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�������� ������� ������������� ����� 	�ͳ� ������Ǥ� ���� ���Ǧ����� 	�� ��������� ����
������������� ���� ������� ����� �� ������ͳȀͲ� ��������� ͷ� ������� ȋ
��
����������Ȍ� ������������� ����� ���� ������Ǥ� ����� ���������� ����� ������ǡ�
������������ǡ��������������������������������ǡ���������������ǦͺͲ°�Ǥ�

Transport activity of reconstituted GLUT5. ���� ��������������� �Ǧ���������
�������������������������������������������������������������������
���ͳͶǤ����
�����ǡ� ��������� rat 
���ͷ� ���� �������������� ��� ���� ������Ȃ����Ȁ����������
������Ǥ� ������ ������� ����� ���������� ����� ������� ������ ���� ���������� ��������
���������������������Ǥ�ͷͲͲ�µ����������������
��������������ͳͲ�µ࠷�������������ͷ�
����ʹͲ��������������������ͳͲ����������Ͷ�ȋ���ǤͷȌ�����������������������������
��� ����� �����������Ǥ� �����ǡ� ������������ ���������������� ����� ��������� ���
���������� ȋ������	���ǡ� �������Ǣ� ��������� ����� ����ǡ� ͶͲͲ� ��ȌǤ� 	��� ����� �����
�����ǡ� ͳͲ� Ɋ�� ���������������� ȋͲǤͶ���� �����Ǣ� ͲǤʹ� Ɋ��
���ͷȌ����� ������ ��� ͳͲ� Ɋ��
���������� ������� ����������� ͳͲ����������Ͷ� ����ʹ��������Ͷ� ȋ���ǤͷȌ���������
�������� ���� ������������ ͲǤͷ��������ʹǤ� ����� ���������� ͲǤͳ���� ȏͳͶ�ȐǦ�Ǧ���������
��������������������������ʹͷ�ι�������������������������������������������������
�����������������������������������ͳͲ����������Ͷǡ�ʹ��������Ͷ�ȋ���ǤͷȌ�����ͲǤͷ�
�������ʹ�������������������������Ǥ����Ǧ�����������������������������������ͲǤͳ�
��� ȏͳͶ�ȐǦ�Ǧ�������Ǥ� ���� �������������� �������������� ��� ���� �������������
���������� ���� ��������� ��� �������������� ��������Ǥ� ����� ����������� ����
���������� ��� ����������� ���� ����Ǧ������� ������ ��������� �������� ������� ��� ����
��������������������Ǥ�

Substrate specificity.  ������� ���������� ������� ���� rat� 
���ͷ�
�����������������������ȋ�ͷͲ�Ȍ����������������������������������������������������
ǲ����Ǧ����� ����� �������� ȋ��ȌǳǤ� ����� rat� 
���ͷ� ��� ���� �������� �������� ��
����������������������������������������������������������������������������������
����� ������ ��� ����������� ������������Ǥ� ��� ���� �����������ǡ� ������� ��������� ����

���ͷ� ��� ��� �������� ����� �������� ��� ͲǤͲ� ��Ȁ��� ��� ������������� �������
����������� ͳͷͲ� ��� ����ʹǡ� ʹͲ� ��� ����� ��� Ǥͷǡ� ͲǤͲ͵Ψ� ���Ǥ� �Ǧ��������ǡ� �Ǧ
��������ǡ� �Ǧ�������ǡ� �Ǧ�������ǡ� �Ǧ������� ���� �Ǧ���������� ������ǡ� ����� �����
���������������������������������������ǡ��������������������������������������������
�� ������ �������������� ��� ͶͲ� ��Ǥ� ������ ����� ������ ��������� ���� ������� ����
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���������� ��� ����� ������������ ���� ʹ� �������� ������� ���������� �����������
������������Ǥ��������������������������������������������������	������������
������������������ȋ��������������������Ȍǡ����������������������������������ʹͻͷ�
������������������������������������� ����������������͵ͲͲǦͶͲͲ����������ͷ����
���������������������������������������������������������ͳͲ���ʹ�����������ȋ�������
���������ȌǤ� ���� ��������� ����� ��� ͵͵ͺ� ������� ������ ��� ��� �������� ��� ���� �����
������������͵͵ǤͲ͵ǡ�͵͵Ǥͻǡ�͵͵ͻǤͲ�����͵ͶͲ���Ǥ�����������������������������
���� ��� ����������� ��� ���������������������������� ��������Ǧ������
���� ����������
����ʹ� ȋͷ� ��ȌͶǤ� ��� �������� ������� �������� ��� �Ǧ��������ǡ� ������������
����������� ������������� ���������� ��� ʹǤͷΨ� ȋ��� ��������� ����� ͶͲ� ��� �Ǧ
��������Ȍ����� ������ ����������� ���������������������������������������� �������
���������������������������������������������������������������������������Ǥ�

Binding analysis. �Ǧ�������������Ǧ��������������ǡ�������������������������������
������������� ������ǡ� ����� ������������� ������ ��� ���� �������� �������� ��� �� ������
�����������������ͶͲ���Ǥ�������������������������������������������������������
����� ������������ ���� ʹ��������� ������ ������������Ǥ� ����������� �������������
������������� ����� ���������� ��� �����Ǥ� ����� ����������� ���� �������� ���� ���
����������� ��� ���� �������� ���� ��������� ��� ���� ������ 
���� ���������� ����ʹ�ȋͷ�
��ȌǤ� ���� rat� 
���ͷ� ������� ����� ������� ��� ���Ǧ������� ����������� ������ ����
��������������Ǥ�����bovine�
���ͷ����������������������������������������������Ǧ
����������������������������������rat 
���ͷ��������K�����ͷǤͷ�ά�ͲǤ���Ǥ 

Crystallization. Fv fragment.� ���� ���������� ��� ���� 	�� ��������� ���� ����� ��� ��
������� ������ ���� ���� ���������� �����������Ǥ� ��������� ��� ���� 	�� ���������
�������������������������������ʹͲι�������������ͲǤͳ�������Ǧ�����ȋ���ͳͲǤͷȌǡ�ͳǤ���
ȋ��ͶȌʹ��Ͷǡ�ͲǤͳ�����ʹ��Ͷǡ�Ǥͷ�����Ǧ�����ǦβǦ�Ǧ���������Ǥ 

Rat GLUT5.� ��������� ��� �
���ͷǦ	�� �������� ȋ��� ���Ȍ� ����� ���� �����������
������������������� ������ ��� ʹͲι�� ��� �������� ����� ������ ���������Ǥ� �� ͶͲͲǦµ��
���������������������͵͵Ǧ͵ͷ�Ψ���
�ͶͲͲǡ�ͲǤͳʹ�������ʹǡ�ͲǤͳ�������Ǧ����ȋ���ͺǤͲȌ�����
������������� �������� �� ʹǦµ�� ����� ����������� �� ͳǣͳ� �������� ��� ���� �������� ����
���������� ��������Ǥ� ������ ʹ� ��� ͵� ������ ��� ������ǡ� ��������� ����� ����������� ���
��������� �������������� ��� ���� ������ �������� ͶͲͲ� µ�� ����������� �����������
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����������� �������������� ��� ��
� ͶͲͲǡ� ��� ������ ��� ͷΨ� ���� ��� ��� �� ������
�������������� ��� ͲΨǤ� ��������� ����� ����� �����Ǧ������� ���� ������� ��� �������
��������Ǥ�

Bovine GLUT5. ���������������������������������������ʹ����͵����������Ͷ�ι�����ʹ�µ��
������ȋͷͲͲ�µ������Ȍ���������������������������������͵ͳ����͵ͷΨ���
�͵ͲͲǡ�ͲǤͳʹͷ���
���������ͺǤͲǡ�ͲǤͳʹͷ�������ǡ�ͲǤͳʹͷ�������Ͷǡ������� �����������Ͳ������
�ǦͳͲ�
ȋͶǣͳȌ� ���� ����� ���� �������� ��������� ȋͳǣͳȌǡ� ���� ������� ����� ���� ����� ���������
������������������� ȋͶǣͳȌ���������������Ǥ�	��� ��������� ��� ���������������ǡ� ���������
������������������������������������������������������������������̱�ͳͷΨ���
�
͵ͲͲǤ��

Data collection, structure determination and analysis. 	��� ���� 	�� ��������ǡ�
������������ ���������� ���������� ��� ͳͲͲ� �� ��� ������Ǧͺ� ��������� ��Ͷͳ��� ȋ����Ȍ�
���� ���������� ������ ���ʹͲͲͲ� ��������Ͷͺ� ���� ���� ���Ͷ� �����ͶͻǤ� ���� ��������
��������� ��� ���� ������ ������Cʹ������ �������������� ���� ����������� ����Ǥ� ����
�������������������������������������������������������������ͷͲ�����������	��
���������������������������������ȋ��������ǣ�ͳ�
�Ȍ������������������Ǥ������������
����� ���������� ����� ����R����� ������ ���������� ���̱ʹʹΨ������ ��	���ͷǤ� 	��� ����

���ͷǦ	���������ǡ������������������������������������ͳͲͲ������������Ǧͺ����������
��Ͷͳ���ȋ����Ȍ������������������������ʹͲͲͲ���������Ͷͺ������������Ͷ�������ͶͻǤ�
�����������������������������������������������������������������������������
�������������������Ͷ���������������Ͷ���������������������Ǥ���������������������
����������� ��� ���Pʹͳǡ������ ���� rat� 
���ͷǦ	�� ���������� ���� ����������� ����Ǥ�
���� ���������� ���� ����������� ��� ���������� ������������ ����� ������ͷͲ� ������
���� �������������� ȋ������������ ��� ���� �������������� ������� ��� ���� �������Ǧ
������� ����������������	���� ȋ��������ǣ�͵��Ȍǡ� ���� ���� ����������������������
ͳǤͷ� %� ���������� ��� ���� 	�� ��������� ����� ��� ����� �����ȌǤ� ����������� �����
���������������������ͷͳ������������������������������������������������������
������������������������������ͷʹǤ����������������������������������������ȋ����
����ǣ�Ͷ
�ͲȌ�����������
���ͳ�ȋ��������ǣ�Ͷ���Ȍ�������������������������Ǥ�����
��Ǧ������������������ȋ���ͳǦ
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Figure legends 

Fig. 1. Structures of rat GLUT5 in the open outward-facing conformation 

and bovine GLUT5 in the open inward-facing conformation. a. �������
������������������������������Ǧ�������rat�
���ͷ�ȋ����Ȍ����������������Ǧ�������
bovine� 
���ͷ� ȋ�����Ȍ� ����������ǡ� ������� ��� ���� ������ ��� ������������Ǥ� ���� ͳ�
����Ͷ���������ʹǡ�͵ǡ�ͷ��������������Ǧ�������������������������������������������
�����Ǧ����ǡ�������������Ǥ����������ͳͲ���������ͺǡ�ͻǡ�ͳͳ�����ͳʹ���������Ǧ���������
���������� ���� �������� ��� ��������������Ǧ�����ǡ� ������������Ǥ����� ��������������
������� �������� ���ͳ� ��� ���ͷ� ���� ������ ��� ����Ǥ� bǤ� ����� �������� ���� ��������
�������������������������������������������Ǧ�ȋ����Ȍ����������������Ǧ�������ȋ�����Ȍ�

���ͷ�����������ǡ���������������������������������������ǡ���������������������
�������������� ��� ���� ������ ��� ���� �������� ������� ȋ������ ��� �� ������� �������ȌǤ� cǤ�
������� ��������� ��� 
���ͷ� ������� ����� ���� ���������� ��� ���� ����� �������Ǧ�
ȋ����Ȍ�����������Ǧ�������ȋ�����Ȍ��������������Ǥ 

Fig. 2. The fructose-binding site of GLUT5. a.��������������Ǧ��������������������
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Fig. 5. Alternating-access transport mechanism in GLUT5. ����������
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Extended Data and Tables 

Extended Data Table 1. Crystallographic data collection and refinement 

statistics.�

Extended Data Table 2. Completeness of bovine GLUT5 data per resolution 

shell after correction for anisotropy 

Extended Data Fig. 1. Anisotropy descriptors of bGLUT5 data reported by 

the UCLA-MBI Diffraction Anisotropy Server and 2Fo-Fc electron density 

maps for the bovine and rat GLUT5 structures. aǤ� ������� ��� ����������� ���
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Extended Data Fig. 2.�Superimposition of open inward-facing bGLUT5 and 

hGLUT1 structures, and comparison of the substrate-binding site in 

bGLUT5 and inward-facing XylE aǤ� ������� ��������������� ��� ������Ǧ�������
�
���ͷ�ȋ��������������	��Ǥ�ͳ�Ȍ�����������Ǧ��������
���ͳ�ȋ����������Ȍ�����������ǡ�
���������� ��� ������������� ������������Ǥ������Ǧ�������������������������� ����
���������� ��������� ������ ��� 
���ͳ� ȋnǦ�����ǦβǦ�Ǧ���������������� ȋβǦ�
ȌȌ� ���
���������������Ǥ��������� ���� ���ͷ���� �����Ǧ��������� ����������� ���������
���ͳ�
���� �
���ͷ� ������Ǧ������� ����������� ���� ������������ ����� ���� ������� �������Ǥ�
�������������������ͳ��������������������������������
���ͷ��������������������
����
���ͳ��������������ͳ����ͳͺ�������������������Ǥ������Ǥ�Ǥ�Ǥ�Ǥ�ȋ�����������������
���������Ȍ� ������ �������������� ��� ���� ���� ����������� ��� ͳǤͳʹ%� ���� ͵Ͷ� ������ ���
�α ������ȋ�����������ȌǤ�b �������������Ǧ���������������������Ǧ��������
���ͷ�
����������ȋ���������������	��Ǥ�ͳȌǡ���������������������������������������Ǧ������������
ȋͶ�ͶȌ� ���������� ȋ������ ��� �����Ǧ����ȌǤ� ����� ���Ǧ���������� ��������� ���� ����
�������������������������ͳ���������������������Ǥ�

Extended Data Fig. 3. Structure of the rat GLUT5-Fv complex. a. ��������
��������������� ��� ���� �������� �������� �
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Extended Data Fig. 4. Sequence alignment of rat GLUT5 (rGLUT5), bovine 

GLUT5 (bGLUT5), human GLUT5 and GLUT7 (hGLUT5, hGLUT7), human 

GLUT1-4 (hGLUT1-4), Saccharomyces cerevisiae (HXT7), Plasmodium 

falciparum (PfHT1), Arabidopsis thaliana (GlcT) and E. coli XylE. ����������
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Extended Data Fig. 5. D-fructose binding monitored by tryptophan 

fluorescence quenching. a. �������� ��������������� ��� ���� �������Ǧ�������
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Extended Data Fig. 6.� Substrate-specificity in GLUT5. a. ����Ǧ����������
�����������ǦȏͳͶ�ȐǦ�������������
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