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Intrazellulare lonenhomoostase
und deren Beeintrachtigung bei
hepatischer Enzephalopathie
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Zusammenfassung

Hepatische Enzephalopathie (HE) ist eine signifikante Begleiterscheinung akuter und
chronischer Lebererkrankungen, die durch eine Vielzahl unterschiedlicher Funk-
tionsstorungen des Gehirns gekennzeichnet ist. Als Hauptursache gilt ein Anstieg
der Ammoniumionenkonzentration, wobei die HE primir als eine Gliafunktions-
storung angesehen wird. Ammonium wird durch das Enzym Glutaminsynthetase in
Astrozyten mit Glutamat zu Glutamin fixiert und Astrozyten weisen bei HE einen
starken Anstieg ihres Glutamingehalts auf, wihrend gleichzeitig eine Erh6hung der
extrazelluliiren Glutamatkonzentration beobachtet wird. Schwellung der Astrozyten
kann zu einem Hirnédem fiihren, welches fiir die hohe Mortalititsrate von Patienten
mit akutem Leberversagen verantwortlich ist. Einen bisher wenig beachteten Faktor
bei der Entstehung der HE stellen durch Ammonium induzierte Verinderungen der
intrazelluliren Ionenhomoostase dar. Neuere Untersuchungen zeigen, dass erhohte
Ammoniumkonzentrationen neben einer Ansiuerung auch Erhéhungen der Kalzium-
und der Natriumkonzentration in Astrozyten hervorrufen. In diesem Ubersichtsartikel
mochten wir die durch Ammonium verursachten Ionenbewegungen beschreiben und
diskutieren, in wieweit diese zur Pathologie der HE beitragen konnten.

Abstract

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric disorder associated with acute and
chronic liver failure. Ammonium is the most likely toxin responsible for the observed
neurological deficits, reaching S mM in the CNS during acute HE. Additionally, ammo-
nium preferentially affects astrocytes. Conversion of glutamate to glutamine, occurring
exclusively in astrocytes, is the sole pathway for ammonium detoxification, and glutamine
increases in astrocytes during HE. Furthermore, elevated extracellular glutamate con-
centrations, commonly observed in HE patients, may result from reduced glutamate
uptake into astrocytes. Finally, astrocytic swelling likely contributes to brain oedema, the
predominant cause of mortality following acute liver failure. Alterations in intracellular
ion concentrations may contribute to the observed cellular changes in HE. Ammonium
causes intracellular acidifications, and increases intracellular calcium and sodium con-
centrations in astrocytes. In this review, we summarise current knowledge concerning
ammonium-evoked changes in ion homeostasis, and discuss how such changes possibly
contribute to the pathology of HE.
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Hepatische Enzephalopathie Symptome, die sich zum Teil schleichend

entwickeln.

Hepatische Enzephalopathie (HE) umfasst
eine Reihe potenziell reversibler Funk-
tionsstorungen des Gehirns, die infolge
unzureichender Leberfunktion entstehen
(siche Weissenborn et al. 2005). Chro-
nische HE, wie sie z.B. aufgrund einer
durch Alkohol verursachten Leberzirrhose
beobachtet wird, ist durch Personlich-
keitsverdnderungen, Stimmungsschwan-
kungen und Abnahme der intellektuellen
Leistungsfihigkeit gekennzeichnet —
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Akute HE tritt nach akutem Leberversagen
auf, unter anderem als Folge einer viralen
Hepatitis oder einer Acetaminophen (Parace-
tamol) -Intoxikation. Sie geht mit Stérungen
der Feinmotorik bis hin zur Muskelsteife
(Spastik); Gang- und Standunsicherheit
(Ataxie) sowie mit Bewusstseinsstorungen
bis hin zum Koma einher. Bei der Mehrzahl
der Patienten mit akutem Leberversagen
kommt es zu einem Hirnddem, welches die
Hauptursache fiir die hohe Sterblichkeitsrate

darstellt. Die einzig wirksame Behandlung
bei einem durch akutes Leberversagen aus-
gelosten Hirnddem ist zur Zeit eine schnelle
Lebertransplantation.

Zentrale Rolle von Ammonium. Fir die
Entstehung der bei HE beobachteten Funkti-
onsstorungen wird hauptséchlich Ammonium
(NH,") bzw. Ammoniak (NH,) verantwortlich
gemacht, und die Behandlung der HE kon-
zentriert sich vornehmlich auf die Absenkung
der NH, /NH,-Konzentrationen im Blut bzw.
Gehirn. Zum einen ist die arterielle Kon-
zentration von NH,"/NH, bei HE-Patienten
und in Tiermodellen der HE erh6ht und
ermoglicht eine Vorhersage iiber die Schwe-
re der auftretenden Symptome (Felipo und
Butterworth 2002). Operative Herstellung
eines Umgehungskreislaufs (portocavale
Anastomose), der das vom Darm kommende
Blutan der Leber vorbei (,,ungefiltert”) in den
groflen Kreislauf tiberfiihrt, 16st chronische
HE in Tieren aus. Die normale Konzentration
von NH,"/NH, betrégt im arteriellen Blut
etwa 50-100 pmol/l; diese verdoppelt sich
bei chronischer HE, im zentralen Nerven-
system steigt sie auf das Drei- bis Vierfache
an. Demgegentiber erreichen die NH,"/NH,-
Konzentrationen, die im Gehirn von Tieren
bei HE im Stadium der Bewusstlosigkeit
bestimmt wurden, Werte von 1-5 mM (Felipo
und Butterworth 2002).

Astrozyten und HE. Nach neusten Erkennt-
nissen ist HE vor allem eine Gliafunkti-
onsstorung (siche Felipo und Butterworth
2002; Haussinger et al. 2000). Insbesondere
wurde bei HE sowie nach akuter NH,*/
NH,-Exposition eine Astrozytenschwellung
beobachtet, die auch als Hauptursache fiir
das fatale Hirnddem bei akuter HE gilt. Eine
anhaltende Verdnderung oder gar ein Verlust
von Neuronen wird dagegen nur selten im
erwachsenen Gehirn nach NH,"/NH, - Expo-
sition beschrieben (Felipo und Butterworth
2002), und die Symptome, die fiir akute
oder chronische HE charakteristisch sind,
gehen in der Regel bei Wiederherstellung der
Leberfunktion wieder zuriick (Weissenborn
et al. 2005).

Die erhohte Empfindlichkeit von Astro-
zyten gegentiber Neuronen auf NH,"/NH,
kommt sehr wahrscheinlich durch astro-
zytenspezifische Signal- und Stoffwechsel-
wege zustande, die besonders sensitiv auf
NH,'/NH, ansprechen. Dazu gehort der Glu-
tamat-Glutamin-Zyklus bzw. die Umwand-
lung von Glutamat zu Glutamin. Im Gehirn
wird Ammonium durch das Enzym Gluta-
minsynthetase, welches fast ausschlielich
in Astrozyten lokalisiert ist, umgewandelt.
Dabei wird Glutamat mit Ammonium zu
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Exkurs 1

Der Glutamat-Glutamin-Zyklus,
gliale Glutamataufnahme und HE

Das an der prasynaptischen Endigung
freigesetzte Glutamat bindet an metabo-
trope und ionotrope Rezeptoren und 16st
so eine Reaktion in der postsynaptischen
Zelle aus. Freigesetztes Glutamat wird
gleichzeitig durch hochaffine Transporter,
die vorwiegend in Astrozyten lokalisiert
sind, aufgenommen.
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in Gliazellen an, verschiebt sich das
Umkehrpotenzial fiir den Transport in
negative Richtung und verringert damit
die treibende Kraft und die Kapazitit der
Zellen fir die Aufnahme von Glutamat.

In den Astrozyten wird Glutamat mit NH,*
durch das Enzym Glutamin-Synthetase in
Glutamin umgewandelt, welches wiede-
rum den Neuronen zur Glutamatsynthese
zur Verfiigung gestellt wird. Kennzeichen
der HE ist eine erhohte NH,"/NH,-Kon-
zentration im Gehirn. Die Umwandlung
von Glutamat in Glutamin in Astrozyten

Astrozyt
Glutamin
\ ADP
‘ NH4+ Glutamin-
/ Synthetase
ATP
Glutamat

H+
H 3Na—~<
K+

Umkehrpotenzial fiir den Glutamattransport (nach Zerangue und Kavanaugh,
Nature 383, 1996); n = Anzahl pro Zyklus transportierter lonen

Eey = (RT/F (N, + Ny - N - Ngy)) In ((INa)/[Na])"Na
X ([Glu /[GIu])"C (IHI/THD™ (IK1/TK1)™)

Gliale Glutamataufnahme wird haupt-
sdchlich durch die Glutamattransporter
EAATI und 2 (Excitatory Amino Acid
Transporters 1, 2) vermittelt und wird
durch den Kotransport eines Protons und
dreier Natriumionen sowie den Antiport
eines Kaliumions getrieben. Dadurch
ist die Aktivitdt der Transporter bzw.
deren Umkehrpotenzial (E ) vor allem
vom einwértsgerichteten Gradienten fiir
Natriumionen abhéngig (siche Bezichung
von Zerangue und Kavanaugh). Steigt
die intrazelluldre Natriumkonzentration
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ist dabei der einzig bedeutsame Weg fiir
die Entfernung des Ammoniums, und es
kommt zu einer Erh6hung des intrazellu-
laren Glutamin/Glutamat-Verhiltnisses.
Gleichzeitig wird eine Erhohung der
extrazelluldiren Glutamatkonzentration
beobachtet, welche auf verstarkte Gluta-
matfreisetzung und/oder auf verringerte
Glutamataufnahme zuriickgefithrt wird.
Die erhohte intrazelluldre Glutaminkon-
zentration tragt zur Schwellung von As-
trozyten bei, welche ein weiteres typisches
Kennzeichen der HE ist.

Glutamin fixiert, welches nach Aufnahme in
die Neurone wieder zu Glutamat umgewan-
delt wird (Glutamat-Glutamin-Shuttle; siche
Exkurs 1). Astrozyten weisen bei HE eine
starke Erhohung ihres Glutamingehalts auf,
dariiber hinaus wird eine Erh6hung der extra-
zelluldren Glutamatkonzentration beobachtet,
die fiir die auftretenden klinischen Symptome
mitverantwortlich gemacht wird.

Ammonium beeinflusst auch die Volumen-
regulation von Astrozyten. Die intrazelluldre
Akkumulation von Glutamin fordert eine
Schwellung der Astrozyten, der durch eine
Freisetzung von Osmolyten wie Myo-Inositol
und Taurin entgegengewirkt wird. Schwellung
der Astrozyten fiihrt zur Produktion reaktiver
Sauerstoff- und Stickoxidverbindungen, die
wiederum die Zellschwellung verstérken
(Héussinger und Gorg 2010). Bei akuter HE
betrifft die Schwellung der Astrozyten sowohl
die Zellkorper als auch die Ausldufer und
kann so massiv sein, dass das oben angespro-
chene fatale Hirnédem entsteht (Felipo und
Butterworth 2002). Auch die direkte Injektion
von NH,"/NH,, ein Modell zur Untersuchung
der akuten HE, verursacht in Versuchstieren
Hirnschwellungen, die vorwiegend durch
die Anschwellung von Astrozyten zustande
kommen.

Bei chronischer HE kommt es zu einer mil-
deren Form der Astrozytenschwellung (Héus-
singer et al. 2000). Histologisch ist chronische
HE bei Patienten durch sog. Alzheimer Typ
II-Astrozyten gekennzeichnet, deren cha-
rakteristische Merkmale angeschwollene
Zellkorper sowie typische Verdnderungen
im Zellkern wie ein prominenter Nucleolus
und klar sichtbares, umgrenztes Chromatin
sind (Felipo und Butterworth 2002). In der
Tat werden Alzheimer Typ II-Astrozyten
sowohl in Tiermodellen der HE als auch
in Zellkultur durch chronische NH,"/NH,-
Belastung induziert.

HE und glutamaterge Transmission. Ein
weiteres Merkmal der HE sind die erhohte ex-
trazelluldre Glutamatkonzentration und eine
verdnderte glutamaterge Neurotransmission
(siehe Rose 2002). Nach Injektion von NH,/
NH, in die Blutbahn zur Auslésung von akuter
HE steigt die extrazelluldre Glutamatkonzen-
tration innerhalb von 20 min an und erreicht
ithren Peak 60 min nach der Injektion. Dartiber
hinaus beobachtet man in einem vergleich-
baren Zeitraum eine Aktivierung neuronaler
NMDA-Rezeptoren. Der Anstieg der extra-
zelluldren Glutamatkonzentration kénnte von
einer erhohten Glutamatausschiittung oder
einer herabgesetzen Glutamataufnahme her-
rithren, und es gibt experimentelle Hinweise
fiir die Existenz beider Mechanismen (Rose
2002). Interessanterweise hat eine Anzahl
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von Untersuchungen berichtet, dass NH,/
NH, eine kalziumabhéngige Freisetzung von
Glutamat aus Astrozyten hervorruft (Rose et
al. 2005; Gorg et al. 2010; Rose 2002; siche
unten). Dartiber hinaus wurde bei Tiermodel-
len der HE eine Herabsetzung der Glutamat-
aufnahme nach chronischer Exposition mit
NH,/NH, beschrieben und dies wurde auf
eine Reduktion der Expression der glialen
Glutamattransporter zuriickgefiihrt (siehe
Rose 2002; Exkurs 1).

lonengradienten und lonentransport

Eine bislang wenig beachtete Ursache fiir
die HE-induzierten Verdnderungen der gli-
alen Zellfunktion kénnten Verdnderungen
der Ionengradienten und der intrazelluldren
Ionenhomoostase darstellen. Die Herstel-
lung und Aufrechterhaltung von Ionengra-
dienten tiber der Plasmamembran ist eine
Grundvoraussetzung fiir die Entstehung des
zelluldren Membranpotenzials, elektrischer
Signalgebung und von Transportprozessen,
die auf den lonengradienten beruhen. Dabei
ist die Aktivitdt der Na“/K*-ATPase, die unter

ATP-Verbrauch intrazelluldre Natriumionen
im Verhiltnis 3:2 gegen extrazelluldre Ka-
liumionen austauscht, von herausragender
Bedeutung. Eine Vielzahl sekundir und
tertidr aktiver Transporter verwendet den so
hergestellten einwérts gerichteten Natrium-
gradienten, um weitere Gradienten fiir Ka-
lium-, Magnesium-, Protonen-, Bikarbonat-,
Kalzium- oder Chloridionen zu etablieren.
Die Aktivitét dieser Transporter resultiert
in spezifischen Unterschieden zwischen den
extra- und intrazelluldren Konzentrationen
der transportierten Ionen. Wahrend die
Kaliumkonzentration im Extrazellulérraum
bei etwa 3-4 mM liegt, ist die intrazelluldre
Kaliumkonzentration etwa 130 mM. Fiir
Natrium liegen die extra- und intrazelluléren
Konzentrationen bei ungefahr 145 und 8-15
mM. Trotz der Tatsache, dass der intrazellu-
lare pH oft nahe dem extrazelluldren pH ist
(7.1-7.3), existiert ein einwértsgerichteter
elektrochemischer Gradient fiir Protonen
und Bikarbonat, da deren Gleichgewichtspo-
tenzial nahe bei 0 mV liegt, die Zellen aber
ein negatives Membranpotenzial haben
(Deitmer und Rose 1996). Der steilste

elektrochemische Gradient existiert filir
Kalziumionen. Die intrazelluldre Kalzi-
umkonzentration betrdgt in Ruhe weniger
als 100 nM, wahrend die extrazelluldre
Kalziumkonzentration bei etwa 2 mM liegt.
Die intrazelluldren Chloridkonzentrationen
bei reifen Neuronen und Astrozyten unter-
scheiden sich stark voneinander. Wihrend
die Chloridkonzentration reifer Neurone
niedrig gehalten wird (5-10 mM), betragt
sie in Astrozyten zwischen 30 und 60 mM,
was zu einem deutlich positiveren Chlorid-
Gleichgewichtspotenzial bei Astrozyten im
Vergleich zu Neuronen fiihrt.

lonenbewegungen und gliale Glutamat-
aufnahme. Neuronale Aktivitit fihrt zu
signifikanten lonenbewegungen iiber die
Plasmamembran. Diese kommen nicht nur
durch die Offnung ionotroper Transmitter-
rezeptoren und durch andere Ionenkanile
zustande, sondern in erheblichem Malle
auch durch die Aktivitdt verschiedener
Ionentransporter. Dies konnen zum einen
Transporter sein, die durch die Anderung der
extrazelluldren Ionenkonzentrationen und/
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oder des Membranpotenzials aktiviert wer-
den, wie z. B. die Na*/K*-ATPase, oder der
in Astrozyten exprimierte elektrogene Na'/
HCO,-Kotransport. Zum anderen ist auch der
Transport von Glutamat oder GABA an den
direkten Transport von Ionen gekoppelt.

Insbesondere fiithrt Aktivierung der natri-
umabhéngigen Glutamattransporter EAAT1
und 2 zu signifikanten Anderungen der intra-
zelluldren Natriumkonzentration und des pH
in Astrozyten (siche Kelly et al. 2009; siche
Exkurs 1). Die Aufnahme von synaptisch
freigesetztem Glutamat in die Astrozyten ist
mit der gleichzeitigen Aufhahme von drei Na-
triumionen sowie einem Proton im Austausch
gegen ein Kaliumion verbunden. Das Um-
kehrpotenzial fiir diesen elektrogenen Prozess
liegt im stark positiven Bereich (siche Exkurs
1). Dadurch kann Glutamat extrazellular auf
Werte unter 1 uM gehalten werden, wéhrend
in den Astrozyten eine Glutamatkonzentration
im millimolaren Bereich vorliegt. Umgekehrt
beeinflussen Anderungen der Konzentration
der transportierten Ionen wiederum das Um-
kehrpotenzial bzw. die treibende Kraft fiir die
Glutamataufnahme (siche Exkurs 1). Entspre-
chend wurde gezeigt, dass unter bestimmten
Bedingungen, wie z. B. bei Sauerstoffmangel,
ein Anstieg der intrazelluldren Natriumkon-
zentration im Extremfall zu einer Umkehr der
treibenden Kraft fiir den Glutamattransport
und damit zu einem Auswartstransport vom
Glutamat fiihren kann.

Ammoniumtransport und ammonium-
induzierte pH-Veranderungen

Wie oben erldutert, spielen Ammonium bzw.
Ammoniak eine zentrale Rolle bei der Entste-
hung der HE. Daher sind die Mechanismen
des Transports von NH,'/NH, tiber die Plas-
mamembran von entscheidender Bedeutung
fiir das Verstdndnis der auftretenden Funkti-
onsstérungen. Zelltypspezifische Transport-
mechanismen konnten dabei zumindest zum
Teil zelltypspezifische Effekte von NH,'/
NH, erkléren.

Ammoniak (NH,) ist eine schwache Base
und reagiert daher in Abhéngigkeit vom vor-
herrschenden pH mit Wasser unter Bildung
von Ammonium (NH,"). Bei physiologischem
pH (um 7.2) liegen 98% in der protonierten
Form, also als Ammonium vor. Die unproto-
nierte Form NH, kann als ungeladenes Mo-
lekiil frei tiber Zellmembranen diffundieren.
In der Zelle verbindet sich NH, mit einem
Protonund NH,* wird gebildet (Abbildung 1).
Daher resultiert der NH,-Einstrom und sein
Reaktionsgleichgewicht mit NH," in einer
Nettoanreicherung von NH,* (Marcaggi und
Coles 2001). Zusétzlich zu dem rein passiven
Einstrom von NH,, der unabhéngig vom
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Abb. 1: Mogliche Transportwege fiir NH,*/
NH, iiber die Zellmembran einer putativen
Zelle. Ammoniak (NH,) kann frei iiber die
Zellmembran diffundieren. NH, ist eine
schwache Base und nimmt in der Zelle ein
Proton auf, was zu einem Anstieg des pH,
d. h. einer Alkalinisierung fiihrt. Ammo-
niumionen (NH,*) haben ahnliche ionale
Eigenschaften wie Kaliumionen und konnen
durch Kaliumkanale tiber die Zellmembran
gelangen. Des Weiteren kann NH,* iiber
verschiedene kaliumabhangige Transporter
(NKCC, KCC, Na*/K*-ATPase; siehe Text)
transportiert werden. Schlief3lich haben
neuere Untersuchungen Hinweise auf die
Existenz spezifischer NH,*/NH -Transporter
ergeben. Der Einstrom von NH,* in die Zelle
bewirkt die Freisetzung von Protonen und
damit eine Ansauerung. Neben pH-Verande-
rungen kann NH_/NH,* durch die Aktivie-
rung der genannten lonentransportmecha-
nismen auch Veranderungen in der intrazel-
lularen Konzentration anderer lonen, wie

z. B. Natrium, Kalium oder Chlorid bewirken.

Zelltyp ablauft, existiert im Sammelrohr der
Niere ein mit dem Rhesusfaktor verwandtes
Protein, welches NH, transportiert und dessen
Ausscheidung fordert.

Die intrazelluldre Umwandlung von NH,
inNH," verbraucht Protonen. Experimentelle
Zugabe von NH,"/NH, fiihrt daher zunéchst
zu einer intrazelluldren Alkalinisierung, die
sowohl in Neuronen, als auch in Astrozyten
beobachtet wird. Wird das NH,"/NH, wieder
entfernt, diffundiert das NH, verstirkt nach
auflen und ldsst in der Zelle Protonen zurtick,
was in einer voriibergehenden intrazelluldren
Anséduerung resultiert (Abbildung 1; vgl.
Abbildung 2, Kelly et al. 2009). Aufgrund
seiner Eigenschaft, den intrazelluldren pH
zu verdndern, wurde und wird die sog.
~Ammonium-Vorpuls“-Technik haufig ein-
gesetzt, um Mechanismen der intrazelluldren
pH-Regulation und Pufferung zu untersuchen.
Dabei werden die Zellen fiir wenige Minuten

mit einer millimolaren Konzentration von
NH,*/NH, (normalerweise durch Zugabe
von Ammoniumchlorid, NH,CI) tiberspiilt
und die daraus resultierenden Verdanderungen
des intrazelluldren pH unter verschiedenen
Versuchsbedingungen analysiert.

Auch Ammonium kann {iber die Zellmem-
bran gelangen. Dies liegt vor allem daran, dass
die ionalen Eigenschaften (Ionendurchmesser,
Hydrathiille) von NH," sehr &hnlich denen
von Kaliumionen sind und NH," durch Kali-
umkanéle gelangen oder auch Kaliumionen
an Transportern ersetzen kann (Abbildung 1).
In kultivierten Neuronen wurde z. B. gezeigt,
dass der Einstrom von NH," durch einwérts-
gleichrichtende Kaliumkanile bewerkstelligt
wird. Der Einstrom von NH,* hat die intrazel-
lulédre Freisetzung von Protonen zur Folge und
fiihrt somit zu einer Anséuerung. Kationen-
Chlorid-Kotransporter tragen ebenfalls zum
Einstrom von NH," bei, und Unterschiede in
der Expression dieser Transporter zwischen
Neuronen und Gliazellen kénnten zu der dif-
ferenziellen Sensitivitdt der unterschiedlichen
Zelltypen beitragen. Bei kultivierten Neu-
ronen wird die NH,"-Aufnahme vornehmlich
tiber Kalium-Chlorid-Kotransporter (KCC)
bewerkstelligt, wohingegen bei kultivierten
Astrozyten der natriumabhéingige Kalium-
Chlorid-Kotransport (NKCC) beitragen
konnte (Titz et al. 2006).

Weitere Studien haben zusétzliche Trans-
portwege fiir NH," in diverse andere Zell-
typen vorgeschlagen. Zum Beispiel besitzen
Gliazellen der Bienenretina einen speziellen
NH,*-Chlorid-Kotransporter und in einigen
Invertebraten-Neuronen wird die NH*-
Aufnahme tiber die Na*, K*-ATPase vermittelt
(Marcaggi und Coles 2001).

Folgen ammoniuminduzierter Verdnderungen
des intrazelluldren pH. Ein Merkmal der
HE ist ein Anstieg der extrazelluldren Glu-
tamatkonzentration, ein Phanomen, welches
durchgehend bei Patienten und Tiermodellen
der HE beobachtet wird (siche Felipo und
Butterworth 2002; Rose 2002). Wihrend bei
chronischer HE eine verringerte Expression
glialer Glutamattransporter fiir die erhdhte
extrazelluldre Glutamatkonzentration verant-
wortlich gemacht wird, scheinen bei akuter
HE andere Ursachen zu greifen. Wie oben be-
schrieben (vgl. Abbildung 1) fiihrt die Appli-
kation von NH,/NH, zu Verdnderungen des
intrazelluldren pH, die aus einer anfanglichen
Alkalinisierung (Einstrom von NH,), gefolgt
von einer Ansduerung (Einstrom von NH,")
bestehen. In einer kiirzlich publizierten Arbeit
wurde berichtet, dass eine transiente, NH,"/
NH,-induzierte Alkalinisierung kultivierter
kortikaler Astrozyten die Freisetzung von
Kalzium aus intrazelluldren Speichern nach
sich zieht, die wiederum zu einer Freisetzung
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von Glutamat aus den Astrozyten fiihrt (Rose
et al. 2005; siehe auch Gorg et al. 2010).

Ammoniuminduzierte Veranderungen der
intrazellularen Natriumkonzentration

Kiirzlich in unserem Labor durchgefiihrte
Arbeiten beschiftigten sich erstmals mit der
Frage, ob NH,*/NH, neben dem intrazellu-
laren pH auch die intrazelluldre Natrium-
konzentration beeinflusst (Kelly et al. 2009).
Dazu wurden primér kultivierte Astrozyten
des Hippocampus der Ratte mit einer Blut-
ersatzlosung tiberspiilt, die 5 mM NH,/NH,
im Austausch gegen Natriumionen enthielt.
Intrazelluldre pH-Messungen mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs BCECF zeigten wie
erwartet, dass die Applikation von NH,"/
NH, innerhalb von einer Minute eine vo-
riibergehende Alkalinisierung ausloste, die
von einer anhaltenden Ansduerung auf Werte
von durchschnittlich pH 7.05 abgeldst wurde
(Abbildung 2A; Kelly et al. 2009). Nach
Wegnahme des NH,"/NH, wurde eine tran-
siente Ansduerung beobachtet, bevor der pH
wieder auf seinen urspriinglichen Ruhewert
von etwa pH 7.25 stieg.

Die quantitative Bestimmung der Natrium-
konzentration in den kultivierten Astrozyten
mithilfe des natriumsensitiven Fluoreszenz-
farbstoffs SBFI (siche Exkurs 2) zeigte, dass
NH,/NH, neben der Verdnderung des intra-
zelluldren pH auch zu starken Verdnderungen
der intrazelluldren Natriumkonzentration
fiihrt. In der Tat stieg die Natriumkonzentra-
tion in den Astrozyten bei Uberspiilung mit
NH,"/NH, dauerhaft von einem Ruhewert
von etwa 18 mM auf durchschnittlich etwa
40 mM an (Abbildung 2B). Dieser Effekt war
ebenfalls reversibel und nach Entfernen des
NH,/NH, kehrte die Natriumkonzentration
auf den Ruhewert zuriick.

Hemmung HCO, -abhingiger pH-Re-
gulationsmechanismen durch Anwendung
einer HCO, -freien Blutersatzldsung ver-
stirkte den NH,'/NH,-induzierten Abfall
des intrazelluldren pH und schwichte den
Natriumanstieg ab, was darauf hinweist,
dass NH,"/NH, zu einer Aktivierung pH-
regulatorischer Transportmechanismen
fithrt (Kelly et al. 2009). Jedoch war der
NH, /NH,-induzierte Natriumanstieg nicht
einfach eine Konsequenz intrazelluldrer
pH-Regulationsmechanismen. Tatséchlich
wiesen die Experimente daraufhin, dass wei-
tere natriumabhingige Mechanismen beim
Einwirtstransport von NH,*/NH, beteiligt
sind. Um die Beteiligung des natriumab-
hiangigen Kalium-Chlorid-Kotransporters
(NKCC) zu untersuchen, haben wir den spe-
zifischen Blocker Bumetanid angewendet.
Hemmung des NKCC mit Bumetanid hatte
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Abb. 2: Ammoniuminduzierte pH- und Natriumveranderungen und Rolle des NKCC in
kultivierten hippocampalen Astrozyten. A: Applikation von 5 mM NH,*/NH, bewirkt eine
kurzzeitige Alkalinisierung, die von einer andauernden Ansauerung gefolgt ist. Der pH, ver-
ringert sich durchschnittlich um 0.19 Einheiten (siehe rechtes Histogramm mit Mittelwert
und Standardabweichungen). Findet die NH,"/NH, -Zugabe im Beisein des NKCC-Blockers
Bumetanid statt, erfolgt keine signifikante Ansauerung mehr (vgl. Histogramm rechts).

B: NH,"/NH, verursacht einen sehr starken, andauernden Anstieg der intrazellularen Na-
triumkonzentration (obere Messspur), der im Beisein von Bumetanid nicht zu beobachten
ist (untere Messspur). Die rechte Seite zeigt Histogramme, in denen Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung mehrerer Messungen dargestellt sind (verandert und mit Zustimmung
iibernommen aus: Kelly et al. (2009), Glia 57:921-934; ©Wiley-Liss).

deutliche Auswirkungen auf die NH,"/NH.-
induzierten pH- und Natriuménderungen der
kultivierten Astrozyten. Obwohl die zuvor
erwihnten transienten Verdnderungen nach
NH, /NH,-Gabe noch beobachtet wurden,
verhinderte Bumetanid sowohl die anhal-
tende Ansduerung (Abbildung 2A), als auch
die starke Erhohung der Natriumkonzentra-
tion (Abbildung 2B).

Unsere Ergebnisse machen deutlich, dass
die Aktivierung des NKCC durch NH,*/NH,
der grundlegende Mechanismus ist, der fiir

die beobachtete Ansduerung als auch fiir den
starken Anstieg der Natriumkonzentration
in kultivierten Astrozyten verantwortlich
ist. Dariiber hinaus scheint NKCC auch
der hauptsiachliche Mechanismus fiir den
Einwirtstransport von NH,"/NH, zu sein.
Diese Daten sind in Elnklang mit fruher be-
richteten Befunden, die auf eine Beteiligung
des NKCC am NH,'-Einstrom hinwiesen
(Titz et al. 2006).

Bei Neuronen hidngt der Mechanismus
des NH,"-Einstroms vermutlich vom
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Exkurs 2

Bestimmung intrazellularer
lonenkonzentrationen mit
Fluoreszenzfarbstoffen

Tonensensitive Fluoreszenzfarbstoffe
erlauben die quantitative Bestimmung
intrazelluldrer Tonenverédnderungen mit

P
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=k
o

- - .3
- o 3

=
-ID
o

FaalFass nm (SBF)

SBFI Ratio (normalisiet auf 10 mb)
o

@ ]
Matrurm-Konpandradon [md)

bildgebenden Verfahren. (A) Injektion
des AM-(Acetomethyl-) Esters des na-
triumsensitiven Farbstoffs SBFI in einen
hippocampalen Hirnschnitt mittels einer
Glaspipette (Technik nach Stosiek et al.
2003, PNAS 100) fuhrt zur gleichzeitigen
Beladung von Astrozyten und Neuronen
(griner Kanal). Gleichzeitig wurde das
Préparat mit dem vitalen Astrozytenmar-
ker SR101 beladen (roter Kanal), sodass
Astrozyten und Neurone in der Uberlage-

Reife- bzw. Differenzierungsgrad ab. Das
Expressionsniveau von NKCC ist in vie-
len unreifen Neuronen (postnataler Tag
0-10) hoch und nimmt danach stark ab. In
reifen Neuronen wird der NH,"-Einstrom
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jahn et al. 2004, Nature Methods; Kafitz et
al. 2008, J Neurosci Methods). (B) Oben
links: durch Inkubation mit SBFI-AM
beladene, kultivierte Astrozyten. Unten
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mithilfe von ratiometrischem Imaging
vorgenommen werden (sieche Rose und
Ransom 1996, J Physiol.). Anderungen
der Natriumkonzentration fithren dann
zu reproduzierbaren Anderungen in der
Fluoreszenzemission von SBFI. Rechts:
Zusammenfassung der Ergebnisse mehre-
rer Kalibrierungen. Anhand solcher Eich-
kurven kénnen die Fluoreszenzmesswerte
auf absolute Natriumkonzentrationen
umgerechnet werden.

daher wahrscheinlich iiber alternative
Mechanismen stattfinden und publizierte
Daten weisen hier auf eine Beteiligung
des Kalium-Chlorid-Kotransports (KCC)
hin (Titz et al. 2006). Diese Daten lassen

vermuten, dass die Einstromwege von NH,*
in Neuronen und Astrozyten tatsdchlich
unterschiedlich sind.

Ammoniuminduzierte
lonenverschiebungen und
Veranderungen der glialen
Glutamataufnahme

Die Beobachtung, dass NH,"/NH, Ver-
dnderungen sowohl des intrazelluldren
pH als auch der Natriumkonzentration in
Astrozyten hervorruft, fithrte zu der Frage,
ob NH,/NH, durch die Verringerung der
einwértsgerichteten Gradienten fiir Protonen
und Natrium auch eine Verringerung der
natriumabhéngigen Glutamataufhahme in die
Astrozyten hervorrufen konnte (vgl. Exkurs
1). Dies konnte fiir das Krankheitsbild der HE
relevant sein, welches durch eine Erhéhung
der extrazelluldren Glutamatkonzentration
gekennzeichnet ist.

Um diese Moglichkeit zu untersuchen,
haben wir gliale Glutamattransporter selektiv
mit dem transportierten Agonisten D-Aspartat
aktiviert. Kurzzeitige Applikation von D-
Aspartat fiihrte zu einer transienten intrazellu-
laren Ansduerung sowie zu einem transienten
Natriumanstieg in den Astrozyten, die die
Aktivitdt des Glutamattransports widerspie-
geln (vgl. Exkurs 1; Abbildung 3A; Kelly et
al. 2009). In Gegenwart von NH,/NH, war
die Amplitude der D-Aspartat-induzierten
Ansduerung und der Natriumerh6hung um
80-90% reduziert, was auf eine starke Reduk-
tion der glialen Glutamataufnahme schliefen
lasst (Abbildung 3A).

Wie oben berichtet, verhindert die Hem-
mung des NKCC durch Bumetanid die NH,*/
NH,-induzierten Verdnderungen des pH und
der Natriumkonzentration in Astrozyten (sie-
he Abbildung 2). Daher untersuchten wir die
Wirkung von Bumetanid auf die durch NH,"/
NH, hervorgerufene Hemmung der glialen
Glutamataufnahme. In der Tat war der Effekt
von NH, '/NH, auf die D-Aspartat-induzierten
pH und Natriumtransienten sehr viel geringer,
wenn Bumetanid vorhanden war, was darauf
hindeutet, dass wiahrend Hemmung des
NKCC die gliale Glutamataufnahme weni-
ger stark durch NH,"/NH, reduziert wurde
(Abbildung 3A). Dies lésst darauf schliefen,
dass die durch NH,/NH, hervorgerufenen
Verdnderungen des intrazelluldren pH und der
intrazelluldren Natriumkonzentration zu einer
starken Reduktion der treibenden Kraft und
Aktivitét der glialen Glutamattransporter fiihrt
(Abbildung 3B). Wurden diese verhindert,
wurde die NH,"/NH,-induzierte Verringerung
der Glutamattransport-Aktivitdt verhindert.
Der Anteil der durch NH,"/NH,-hervorge-
rufenen Hemmung der Glutamattransport-
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Abb. 3: Ammoniuminduzierte lonenveranderungen bewirken eine Reduktion der Glutamataufnahme bei kultivierten Astrozyten des Hip-
pocampus. A: Applikation von D-Aspartat (1 min, 1 mM) aktiviert die Glutamataufnahme und fiihrt zu einem Natriumanstieg (schwarze
Spur). Unter dem Einfluss von 5 mM NH,*/NH, (graue Spur) ist die D-Aspartat-induzierte Natriumaufnahme um fast 90% reduziert. Rechts:
unter dem Einfluss des NKCC-Blockers ist der Effekt von NH,*/NH, auf die Natriumveranderung wesentlich geringer. Der untere Teil zeigt
Histogramme, in denen Mittelwerte mit Standardabweichung mehrerer Messungen dargestellt sind. B: Modell, das die vorgeschlagenen
Mechanismen ammoniuminduzierter lonenveranderungen und der Auswirkungen auf die gliale Glutamataufnahme zusammenfasst. Am-
monium wird hauptsachlich iiber NKCC in die Zellen transportiert. Die daraus folgende Ansauerung und der Anstieg der intrazellularen
Natriumkonzentration fithren zu einer signifikanten Reduktion der treibenden Kraft fiir die Glutamataufnahme. ((A) verandert und mit
Zustimmung iibernommen aus: Kelly et al. (2009), Glia 57:921-934; ©Wiley-Liss).

Aktivitdt durch Verdnderungen im pH und der
intrazelluldren Natriumkonzentration betrug
um die 50% und entsprach in etwa dem, was
durch die Reduktion der elektrochemischen
Gradienten von Protonen und Natrium vor-
hergesagt wurde (Kelly et al., 2009).

Rolle ammoniuminduzierter
lonenveranderungen bei HE

Die oben beschriebene, bei NH,/NH,-Appli-
kation auftretende kurzzeitige Alkalinisierung
und die darauf folgende kalziumabhéngige

Freisetzung von Glutamat aus Astrozyten
konnten wichtige initiale Schritte sein, die
zur Erhéhung der extrazelluldren Gluta-
matkonzentration beitragen. Des Weiteren
wurde berichtet, dass durch NH, *-vermittelte
Kalziumerhdhungen die Tyrosin-Nitrierung
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verschiedener Proteine in Astrozyten verursa-
chen, der eine Bedeutung bei HE zukommen
konnte (Haussinger und Gorg 2010).

Die Kopplung des NH,"-Einstroms an
Ionentransportmechanismen fiihrt aber auch
zu anhaltenden Verdnderungen der intrazel-
luldren Ionenhomdostase, die zur Entste-
hung des Krankheitsbilds der HE beitragen
konnten. Grundsatzlich ist anzunehmen, dass
Verdnderungen, die wihrend einer langeren
Exposition mit NH,/NH, aufrechterhalten
werden, wahrscheinlich von hoéherer kli-
nischer Relevanz als kurzzeitige, nur wenige
Minuten andauernde lonenverschiebungen
sind. Wiahrend bei Neuronen ein natrium-
unabhéngiger Transport (KCC) den NH,'-
Einstrom vermittelt, ist ein natriumabhéngiger
Transport (NKCC) am NH,'-Einstrom in
Astrozyten beteiligt. Der starke Einstrom von
Natriumionen (sowie der mittransportierten
Kalium-und Chloridionen) nach Aktivierung
des NKCC wird insbesondere zu der bei aku-
ter HE beobachteten Astrozytenschwellung
beitragen. Die ist von daher von Bedeutung,
da Hirnddeme die hiufigste Todesursache
nach akutem Leberversagen darstellen (Fe-
lipo und Butterworth 2002).

In diesem Zusammenhang zeigen unsere
Daten auch, dass die gliale Glutamataufnah-
me durch Verringerung der treibenden Kraft
fiir den Transport innerhalb von 30 min nach
Beginn der NH,"/NH_-Applikation stark re-
duziert war. Dieses Zeitfenster entspricht der
beobachteten Erhohung der extrazelluldren
Glutamatkonzentration in Tieren, die akuter
NH, /NH,-Belastung ausgesetzt waren, und
ist zu kurz, um auf eine Verdnderung der
Expressionslevel zurtickzufiihren zu sein.

NH,/NH,-induzierte Verédnderungen des
intrazelluldren pH koénnten auch zu anderen
Aspekten der HE beitragen. Der intrazelluldre
pH ist ein bekannter Modulator zelluldrer
Funktionen und beeinflusst Enzymaktivi-
titen, die Leitfdhigkeit von Ionenkanélen und
die Aktivitdt von Transportmechanismen.
Die nach liangerer NH,'/NH,-Exposition
beobachtete, anhaltende intrazelluldre An-
sduerung dhnelt der, die z. B. bei Anoxie
beobachtet wird. Ansduerungen fithren im
Allgemeinen zu einer Hemmung der neuro-
nalen Erregbarkeit und von Enzymaktivititen
(Rose und Deitmer 1996). Dariiber hinaus
hemmt ein Absenken des pH die Freisetzung
von Kalzium aus intrazelluldren Speichern,
ein wichtiger Mechanismus der intrazellu-
laren Signalgebung sowohl in Astrozyten
als auch in Neuronen. Eine allgemeine
Hemmung der neuronalen Erregbarkeit
sowie eine Verringerung der intrazelluldren
Kalziumfreisetzung kénnten zu den Defiziten
in der Neurotransmission beitragen, die bei
HE-Patienten beobachtet werden.
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Obwohl noch viele grundlegende Fragen
zur Entstehung der HE offen sind, weisen
die bisher durchgefiihrten Studien somit
klar darauf hin, dass ammoniuminduzierte
Ionenbewegungen urséchlich zu zelluldren
und insbesondere glialen Funktionssto-
rungen bei HE beitragen konnten. Es ist
zu hoffen, dass die weitere Aufkldrung der
zugrundeliegenden zelluldren Mechanismen
dazu beitrigt, in Zukunft bessere Therapie-
moglichkeiten fiir dieses Krankheitsbild zu
entwickeln.
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