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ZusammenfassunK: Hydroxyanaloga essentieller Aminos~uren k6nnen ebenso 
wie ihre Ketoanaloga zur Minimierung der nutritiven Stickstoffaufnahme verwandt 
werden. In der vorliegenden Arbeit werden Mechanismen der intestinalen Absorp- 
tion des L-Hydroxyanalogons yon Leucin untersucht. Die Aufnahme dieses Sub- 
strates in Biirstensaum-Membranvesikel des jejunalen Kaninchendiinndarms wird 
durch einen nach innen gerichteten Protonengradienten stimuliert (PHaunen 6,0; 
pHi . . . .  7,5). Die scheinbare Transportkonstante betr~gt 15,4 raM. Durch das carrier- 
vermittelte Transportsystem werden gleichfalls L- und D-Stereoisomere der ande- 
ren Hydroxyanaloga verzweigtkettiger Aminos~uren sowie L-Lactat aufge- 
nommen. 

Summary: Hydroxy analogues of essential amino acids can be used in clinical 
nutrition to minimize nitrogen intake. In this study intestinal uptake of L-leucine 
hydroxy analogue into rabbit jejunal brush-border membrane vesicles was investi- 
gated. An inward directed H+-gradient was a driving force of uptake (pHoutside = 6.0; 
pHinside -- 7.5) and led to a transient accumulation. The saturable system has a 
apparent transport constant Kt = 15.4raM. By trans stimulation experiments it 
could be shown that both D- and L-stereoisomers of hydroxy analogues of 
branched chain amino acids as well as L-lactate share with the same H+-driven 
uptake system. 

Sehlf3sselw6rter: Hydroxyanaloga von Aminos~uren, H+-Ionen-stimulierter 
Transport, Bfirstensaum-Membranvesikel 

Key words: hydroxy analogues of amino acids, proton driven transport, brush- 
border membran vesicles 

Abkiirzungen 

HEPES = 4-(2-Hydroxy~ithyl)piperazin-l-~thansulfons/iure; L-(3H)-LHA = L-(4,5- 
3H)-Leucinhydroxyanalogon (L-(4,5-3H)-2-Hydroxy-4-methyl-pentans~ure); MES = 
2-Morpholino~thansulfons~ure; Tris = Tris (hydroxymethyl) aminomethan; FCCP 
= Carbonylcyanid-4-trifluormethoxyphenylhydrazon. 
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Einleitung 

Hydroxyana loga  essentiel ler  Aminos~uren  (Ausnahmen:  Lys in  und  
Threonin)  k6nnen  ebenso  wie Ketoana loga  zur S e n k u n g  der St ickstoffauf-  
n a h m e  unter  Bed ingungen  einer pro te inres t r ik t iven  Di~t e ingesetzt  wer- 
den (1, 2, 3). Sie werden  tei lweise oder  vol ls tandig in ihre kor respondie ren-  
den  Aminos~uren  u m g e w a n d e l t  (4, 5). I m  Vergleich zu Ke toana loga  sind 
sie le ichter  zu synthet is ieren,  chemisch  stabiler  und  besi tzen e inen besse-  
ren Geschmack .  Uber  Mechan i smen  des Transpor t s  von  Hydroxy-  oder  
Ketoana loga  durch  intest inale M e m b r a n e n  ist nur  soviel bekannt ,  dal3 das 
D, L -Hydroxyana logon  von  Methionin  durch  Bi i r s t ensaum-Membranves i -  
kel von  Kan inchen  und  H u h n  carr iervermit te l t  a u f g e n o m m e n  wird (6, 7). 
Ob und welche Triebkraft die Aufnahme stimulieren kann, ist unbekannt. 

Material und Methoden 

D- und L-Hydroxyanaloga verzweigtkettiger Aminos~iuren sowie das L-(4,5-3H) - 
Leucinhydroxyanalogon wurden dutch Desaminierung der entsprechenden Ami- 
nos~uren hergestellt. B(irstensaum-Mernbranvesikel aus dem Kaninchenjejunum 
wurden nach der Mg-Pr~zipitationsmethode hergestellt (8). Die inlra- und extrave- 
sikul~ren Puffer hatten folgende Basiszusammensetzung (in mM): intravesikul~ir 
(300Mannitol; 50HEPES/Tris pHT,5; 50KNO3), extravesikul~r (300Manniiol; 
10HEPES-40MES/Tris pH6,0; 300Mannito], 0,5L-(3H)-LHA). Bet Zugabe yon 
Effektoren wurde die Isoosmolalit~t auf Kosten von Mannitol eingehalten. Zur 
Ausschaltung von Membranpotentialen enthielten beide Kompartments das K +- 
Ionophor Valinomycin (i0 ~M). Die Transportstudien wurden nach der Schnellfil- 
trationstechnik bet 25 °C durchgeffihrt. Bei Inkubationszeiten irn Bereich von 1,5 s 
bis 5,5 s wurde eine halbautornatische Me~einrichtung verwandt (9). Die Untersu- 
chungen wurden an MembranvesikeLPriiparationen yon drei verschiedenen 
Kaninchen durchgeftihrt. Sie ergaben jeweils qualitativ gleiche Resultate. In der 
vorliegenden Mitteilung werden representative Ergebnisse eines Tieres dargestellt. 
Die angegebenen Daten sind Mittelwerte von jeweils drei bis sechs Paralleluntersu- 
chungen einer Vesikelpr~paration. Die Intaktheit der Biirstensaum-Membranvesi- 
kel wurde anhand der Na+-Gradienten-stimulierten Aufnahme yon L-(3H) Leucin 
gepriift. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Aufnahme (pmol/mg Membranprotein) von 0,5 mM L-(3H)-LHA in 
die Membranvesikel erfolgt in Anwesenheit eines H%Gradienten (A pH = 
1,5; PHa~e~ = 6,0; PH~nnen = 7,5) mit einer mehr als ffinffach h6heren 
Anfangsgeschwindigkeit als mit einem Na+-Gradienten (pHau~en = pHinnen 
= 7,5; [Na+]au~en = 108 raM, [Na+]i ....... = 0 raM) und einer 20fach hSheren 
Geschwindigkeit a]s ohne H+-Gradienten. In Gegenwart des H+-Gradien - 
ten liegt innerhalb der ersten Minuten intravesikul~r eine h6here Konzen- 
tration yon L-(3H)-LHA vor, als es der Gleichgewiehtskonzentration nach 
60 min  en t spr ich t  (Abb. 1). Der  P ro tonengrad ien t  stellt somi t  die dominie-  
r ende  Tr iebkraf t  des M e m b r a n t r a n s p o r t s  von  L-(3H)-LHA dar. 

Die initiale Aufnahmegeschwind igke i t  (pmoYs . rag Membranpro te in )  
von  L-(3H)-LHA unter l iegt  einer Sfi t t igungskinetik.  Die sche inbare  Trans- 
po r tkons t an te  Kt e r rechne t  sich aus dem Eadie-Hofistee-plot mi t  15,4 raM. 
Die A u f n a h m e  von  L-(3H)-LHA erfolgt somit  carr iervermit te] t .  Die Trans-  
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Abb. i. Zeitverlauf der Aufnahme des L-(3H)-Leucinhydroxyanalogons in Biirsten- 
saum-Membranvesikel. 
Intravesikularpuffer in Material und Methoden angegeben. Nach Mischung von 
1 Vol Membranvesikelsuspension und 4Vol Substratpuffer ergeben sich folgende 
extravesikulfire Pufferzusammensetzungen (in mM): 
H+-Gradient (---O---): 0,5L-(3H)-LHA, 300Mannitol, i0 HEPES - 40MES/Tris 
pH6,0, 50KNO3, 0,01 Valinomycin. Na+-Gradient (---0---): 0,5L-(3H)-LHA, 
100 Mannitol, 108 NaCl, 50 HEPESfrris pH 7,5, 50 KNO3, 0,01 Valinomycin. Gradien- 
tenfrei (---A---): 0,5 L-(3H)-LHA, 300Mannitol, 50 HEPES/Tris pH 7,5, 50 KNO3, 
0,01 Valinomycin. 
Die Daten ergeben sich aus vier Parallelmessungen (x _+ SD) einer Vesikelprfipara- 
tion. 

por tkons t an te  liegt im gleichen Bere ich  wie diejenige der  H+Grad ien t en  - 
s t imul ier ten  L-Lac ta t -Aufnahme  in Membranves ike l  des je juna]en Kanin-  
chendf innda rms  (10). 

Die initiale Aufnahmegeschwind igke i t  von  0,5 mM L-(3H)-LHA in Mem- 
branves ike l  ist in G e g e n w a r t  fo lgender  s t ruk turana]oger  Verb indungen ,  
die in einer Konzen t ra t ion  von  20 m M  im extravesikulf i ren K o m p a r t m e n t  
vor]iegen, erniedr igt  (cis-Inhibition): L -Hydroxyana loga  von  Leucin,  Iso- 
leucin und  Valin (42 % 4 5  % H e m m u n g ) ,  D-Hydroxyana loga  yon  Leuc in  
und  Valin (36 % ~ 2  %) sowie L-Lac ta t  (25 %). Die drei verzweig tke t t igen  
Aminosf iuren zeigen ke inen  Hemmef fek t .  

Die Entscheidung, ob der Hemmeffekt tatsfichlich auf eine Beteiligung 
an dem L-(3H)-LHA-Carrier zurfickzufiihren ist, wird durch trans-Stimula- 
tionsexperimente getroffen. Die Membranvesike] werden mit I0 mM der 
genannten Substanzen beladen. Sofern der Austritt in das extravesikulfire 
Kompartment durch den gleichen Carrier erfolgt, wird das auf den Kon- 
zentrationsunterschieden beruhende chemische Potential f(ir eine 
besch leunig te  initiale Aufnahmegesehwind igke i t  yon  L-(3H)-LHA aus 
d e m  extra-  in das intravesikulfire K o m p a r t m e n t  genutz t  werden.  Die L- 
und  D-Hydroxyana loga  der  verzweig tke t t igen  Aminosf iuren s t imul ieren 
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Tab. 1. Transst imulation der H+-Gradienten-vermiitel ten Aufnahme des L-(3H) - 
Leucinhydroxyanalogons in Bfirstensaum-MembranvesikeL 

Effektor L-(SH)-LHA % 
(pmol/s - mg Protein) 

Kontrolle 44,1 ± 3,1 100 
L-Lactat  74,9 ± 4,3 170 
L-Leucinhydroxyanalogon 74,1 ± 5,1 168 
L-Isoleucinhydroxyana]ogon 77,3 ± 3,6 175 
L-Valinhydroxyanalogon 75,0 ± 3,6 170 
D-Leucinhydroxyanatogon 70,2 + 4,5 159 
L-Leucin 42,9 ± 4,0 97 

Bfirstensaum-Membranvesikel  (= 30 mg Membranprotein/mI Puffer) (Pufferzusam- 
mensetzung: Material und Methoden) werden be± 25 °C fiber 60 rain in ein Puffersy- 
stem mit  folgender Endkonzentrat ion (in mM) fiberffihrt: 50 HEPES/Tris pH 7,5; 50 
KNO3, 290 Mannitol (Kontrolle: 300 Mannitol), 10 Effektor (mit Tris auf pH 7,5) 
(Kontro]le: ohne Effektor), 0,01 Vatinomycin. 
Bfirstensaum-Membranvesikelsuspension (I Vo]) und Substratpuffer (12,5Voi) 
werden gemischt (Start). Der extravesikul~ire Puffer nimmt dabei folgende Zusam- 
mensetzung an (in mM): 
0,5 L-(3H)-LHA, 0,75 jeweiliger Effektor, 50 KNO3, 3,7 IIEPES/Tris - 46,3 MES/Tris 
pI-I 6,0, 299 Mannitol, 0,01 Valinomycin. Die Anfangsgeschwindigkeit wird als 4-s- 
Intervall zwischen Sekunde 1,5 und 5,5 naeh dem Start gemessen. 
Die Daten ergeben sich aus seehs Parallelmessungen (x ± SD) einer Vesikelpr&pa- 
ration. 

d ie  A u f n a h m e g e s c h w i n d i g k e i t  a u f  1 2 0 % - 1 4 0 %  des  K o n t r o l l w e r t e s ,  L- 
L a c t a t  s t i m u l i e r t  s ie  a u f  150 %, u n d  L - L e u c i n  ±st o h n e  Einflu/3 a u f  d i e  
A u f n a h m e g e s c h w i n d i g k e i t  v o n  L- (3H)-LHA (Tab.  1). 

W ~ h r e n d  d ie  H + - G r a d i e n t e n - s t i m u l i e r t e  L - ( 3 H ) - A u f n a h m e  in G e g e n w a r t  
des  H + - I o n o p h o r s  F C C P  e r l i s ch t ,  b l e i b t  d i e  N a + - G r a d i e n t e n - s t i m u l i e r t e  L-  
( 3H) -Aufnahme  unbee in f lu l3 t .  O b w o h l  d i e s e r  B e f u n d  zun&chs t  ffir  d i e  
U n a b h ~ n g i g k e i t  b e i d e r  Tr iebkr&f te  sp r i ch t ,  s i n d  ft ir  d i e  Kl&rung  d i e s e r  
F r a g e  w e i t e r e  U n t e r s u c h u n g e n  n o t w e n d i g .  

Es  k a n n  d a h e r  gesch lu /~fo lge r t  w e r d e n ,  dal3 d i e  i n t e s t i n a l e  A u f n a h m e  
y o n  H y d r o x y a n a l o g a  v e r z w e i g t k e t t i g e r  A m i n o s ~ u r e n  n i c h t  d u r c h  e infa-  
che  D i f f u s i o n  er fo lg t ,  s o n d e r n  c a r r i e r v e r m i t t e l t  ±st, dal3 d i e  d o m i n i e r e n d e  
T r i e b k r a f t  i m  G e g e n s a t z  zu d e n  k o r r e s p o n d i e r e n d e n  A m i n o s t i u r e n  e in  
P r o t o n e n g r a d i e n t  ±st u n d  daf3 d e r  e n t s p r e e h e n d e  C a r r i e r  k e i n e  o d e r  n u r  
e ine  g e r i n g e  S te reospez i f i t~ i t  bes i t z t .  
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