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Thiamine (vitamin B,) is an essential coenzyme for central metabolic
pathways. Metazoans, including humans, have to take up thiamine

via the solute carriers SLC19A2 and SLC19A3, because they lost the
ability to synthesize thiamine de novo. Perturbation of these transport
systems has severe effects on human health. Here we discuss the
molecular mechanisms of thiamine recognition, transport and inhibi-
tion based on recently available cryo-Electron Microscopy structures

of SLC19A3.

DOI: 10.1007/s12268-025-2462-4
© The Author(s) 2025

B Thiamin ist ein wasserlosliches Vitamin
(B1) und ein essenzieller Mikronéhrstoff fiir
den Menschen. In der Zelle wird Thiamin
enzymatisch in das biologisch aktive Coen-
zym Thiaminpyrophosphat (Thiamin-pp)
umgewandelt. Dieses Molekiil bindet an thi-
aminabhdngige Enzyme (TAE) und ist essen-
ziell fiir deren Katalysemechanismus. Im
menschlichen Proteom sind derzeit fiinf

TAEs bekannt. Diese katalysieren Reaktio-
nen in zentralen Stoffwechselwegen, wie
dem Citratzyklus und dem Pentosephosphat-
weg (Abb. 1, [1, 2]). Ein Mangel an Thiamin
fiihrt zu schwerwiegenden Erkrankungen,
die sich besonders durch neurologische
Symptome duBern. Thiaminmangel kann
durch Mangelerndahrung, Alkoholismus und
chronisch inflammatorische Darmerkran-
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A Abb. 1: Thiaminaufnahme und Metabolismus sowie Ansatze zur Strukturbestimmung des

Thiamintransporters SLC19A3. A, Thiamin (gelb) wird aus dem Extrazellularraum (EZR) mithilfe der
beiden Thiamintransporter SLC19A2 und A3 liber die Plasmamembran ins Zellplasma (ZP) trans-
portiert. Dort wird Thiamin unter Verwendung der Thiaminpyrophosphokinase 1 (TPK1) zu Thiamin-
pyrophosphat (Thiamin-pp) phosphoryliert und fungiert als Coenzym in thiaminabhéngigen Enzymen
(TAE) B, schematische Darstellung der verschiedenen Referenzmarker (rot), die zur Aufklarung der
Struktur von SLC19A3 mittels Kryo-EM entwickelt und genutzt wurden [9-11]. Die beiden Doméa-
nen (N- und C-terminal) des Transporters sind in unterschiedlichen Blauténen dargestellt.

kungen, aber auch genetisch bedingte Defek-
te in der Aufnahme und Metabolisierung des
Vitamins hervorgerufen werden.

Membrantransport von Thiamin

Da Thiamin von menschlichen Zellen nicht
synthetisiert werden kann, ist besonders des-
sen Transport iiber zellulire Membranen ein
vulnerabler Punkt in der Versorgung des
Korpers mit dem Vitamin. Im Menschen wird
der Membrantransport von Thiamin haupt-
sachlich durch die Transportproteine
SLC19A2 und SLC19A3 aus der Familie der
Solute Carrier (SLC) vermittelt (Abb. 1, [3, 4]).
Diese beiden Proteine sind sich strukturell
und biochemisch sehr dhnlich [5]. Aufgrund
ihrer zelltypspezifischen Expression und dif-
ferenziellen subzelluldren Lokalisation sind
sie auf physiologischer Ebene allerdings
nicht redundant [6, 7]. Dieser Aspekt wird
besonders im medizinischen Kontext deut-
lich, da Mutationen in einem der beiden
Transporter ausreichen, um lebensbedrohli-
che Thiaminmangelerkrankungen hervorzu-
rufen [8]. Die menschlichen Thiamintrans-
porter zeigen keine offensichtliche Homo-
logie zu ihren funktionellen Pendants in
Bakterien oder Hefen. Damit scheint der
Thiamintransport doméaneniibergreifend
ein Beispiel fiir konvergente Evolution zu
sein.

Strukturbiologische Aufklarung des
menschlichen Thiamintransports

Der Membrantransport von Thiamin im
menschlichen Korper tiber die Transporter
SLC19A2 und SLC19A3 war bis 2024 vor
allem mittels zellbasierter Assays untersucht
worden. Die entsprechenden Studien haben
Einblicke in die Transportdynamik der bei-
den Solute Carrier gegeben und die funktio-
nellen Effekte von krankheitsverursachen-
den Mutationen aufgezeigt. Allerdings fehlte
ein Verstandnis der konkreten biochemi-
schen, mechanistischen und strukturbiologi-
schen Grundlagen des Thiamintransports.
Bis dahin hatten sich die beiden Transpor-
ter der Strukturbestimmung entzogen. Fiir
die Rontgenkristallographie stellen die
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humanen Membranproteine aufgrund ihrer
intrinsischen Flexibilitdt, geringen Stabilitét
sowie der niedrigen Expressionslevel in Sdu-
gerzellen eine groBe Herausforderung dar;
auch fiir die Kryoelektronenmikroskopie
(Kryo-EM) sind sie nach heutigem Stand der
Technik mit einer strukturierten Masse von
nur etwa 42 kDa relativ klein. Nach der
Immunisierung von Lamas mit rekombinan-
tem SLC19A3, konnten spezifische Nanobo-
dies, die aus den variablen Fragmenten von
Heavy-chain only-Antikérpern bestehen,
gegen den Transporter gewonnen werden.
Mittels Kryo-EM konnten wir dann die Struk-
tur von SLC19A3 zusammen mit den Nano-
bodies aufkldaren [9].

Dabei stabilisierten die Nanobodies den
Transporter in zwei unterschiedlichen kon-
formationalen Zustdnden: dem Outward-open-
und dem Inward-open-Zustand. Die Binde-
tasche des Transporters ist hierbei zu ver-
schiedenen Seiten der Membran offen. Eben-
so konnten wir die Struktur von SLC19A3 in
Gegenwart und Abwesenheit des Substrats
Thiamin bestimmen, wodurch wir den Trans-
portzyklus von SLC19A3 experimentell nach-
vollziehen und detaillierte Einblicke in des-
sen strukturelle Grundlagen gewinnen konn-
ten (Abb. 2). Die Bindetasche fiir Thiamin
befindet sich hierbei nicht, wie typisch fir
andere Transporter, mittig angeordnet, son-
dern ist in SLC19A3 eher im extrazelluldr
zugewandten Bereich lokalisiert. Die konfor-
mationalen Anderungen, die es dem Trans-
porter erlauben, sich zu den verschiedenen
Seiten der Membran zu 6ffnen, werden von
Schranken, die sich zwischen den beiden
Halften des Transporters ausbilden und wie-
der auflosen, gesteuert. Eine genauere Ana-
lyse von bekannten SLC19A3-Mutationen,
die mit verschiedenen Krankheiten asso-
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A Abb. 2: Konformationszyklus des Vitamintransporters SLC19A3 (blau). SLC19A3 wird durch
die Nanobodies Nb 3.3, 3.4 und 3.7 (rot) in verschiedenen Konformationen stabilisert. Die Binde-
tasche mit gebundenem Thiamin (dargestellt als gelbes Sechseck) wird dabei abwechselnd zu
jeweils einer Seite der Membran geoffnet.

ziiert sind, ergab, dass sich diese vermehrt
im Bereich der Substratbindetasche bzw. an
fiir den Transportmechanismus kritischen
Stellen befinden und damit die Funktion des
Transporters negativ beeinflussen. Unsere
Ergebnisse wurden im gleichen Jahr durch
die Arbeiten anderer Gruppen bestatigt [10,
11]. Anstelle von Nanobodies wurden hier
zum einen Fusionskonstrukte bzw. Maus-

Fab-Fragmente zur Strukturbestimmung von
SLC19A3 verwendet (Abb. 1).

Strukturelle Grundlage der
Vitaminaufnahmehemmung (VAH)

Da die meisten Vitamine grundsétzlich nicht
von menschlichen Zellen synthetisiert wer-
den konnen, ist ihr Membrantransport ein
neuralgischer Punkt fiir die ausreichende
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< Abb. 3: Kryo-EM-
Strukturen von
SLC19A3 im Kom-
plex mit den Thiamin-
aufnahmehemmer
Fedratinib (A), Amp-
rolium (B) und Hydro-
xychloroquin

(C, jeweils orange),
die in die gleiche
Bindetasche wie
Thiamin binden. Dar-
gestellt ist ein Quer-
schnitt durch den
SLC19A3-Transpor-
ter und die entspre-
chenden Dichten der
Medikamente.
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Versorgung der Korperzellen mit diesen
essenziellen Mikrondhrstoffen. Deshalb
muss bei den entsprechenden Transportpro-
teinen ein spezielles Augenmerk auf mogli-
che Medikamenteninteraktionen gelegt wer-
den. Das wurde in den vergangenen Jahren
besonders am Beispiel des Januskinase-Inhi-
bitors Fedratinib deutlich. Fedratinib 16ste in
einer Phase-III-Studie bei mehreren Patien-
ten Wernicke-Enzephalopathie mit teils tod-
lichem Verlauf aus. Daraufhin wurde festge-
stellt, dass Fedratinib den Thiamintranspor-
ter SLC19A3 mit hoher Affinitdt inhibiert
und damit die ausreichende Versorgung u. a.
des Gehirns mit diesem Vitamin unterbindet
[12].

Um die strukturellen Grundlagen der
Interaktionen von SLC19A3 mit bekannten
Inhibitoren besser zu verstehen, bestimmten
wir die Kryo-EM-Strukturen des Vitamin-
transporters zusammen mit den héaufig ver-
schriebenen Medikamenten Fedratinib,
Amprolium und Hydroxychloroquin. Dabei
stellten wir fest, dass diese Thiaminaufnah-
mehemmer (TAH) in die gleiche Bindetasche
wie Thiamin binden, allerdings mit deutlich
hoherer Affinitdt (Abb. 3). Auf Grundlage
struktureller Ahnlichkeiten mit diesen Medi-
kamenten konnten wir sieben weitere TAHs
identifizieren.

Da immer mehr hochaufgelste Strukturen
von Vitamintransportern zur Verfligung ste-
hen, bietet es sich nun an, mit computerge-
stiitzten Methoden Bibliotheken von Medika-
menten zu untersuchen, ob gegebenenfalls
eine Interaktion mit einem bestimmten
Transportprotein vorliegt, um potenzielle
VAHs friih zu erkennen. Wir explorieren die-
ses Verfahren derzeit fiir SLC19A3, aber das

Konzept kann auch auf andere Transporter
libertragen werden. |
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