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OZET

Amonyak konsantrasyonunun asiri artmasinda beyin
GABA  metabolizmasinin  nasil  etkilendigini  arastirmak
igin, sicanlarda deneysel olarak hiperamonyemi olustu-
ruldu ve beyin dokusundaki GABA miktarlari &lgiildii.
Ureaz injeksiyonuyla hiperamonyemi olugturulan sigan-
larda, beyin GABA miktari kontrol grubuna gbére &nemli
oranda artmisti (p<0.05). Ayni sekilde kan amonyak kon-
santrasyonu da kontrollerle karsilastinildiginda istatistiksel
olarak yiiksekti (p<0.001).

Kontrol grubunda kan amonyak konsantrasyonu ile
beyin GABA miktarlari arasinda, herhangi bir iliski bulu-
namamasina karsilik (r-0.192), deney grubunda istatistik-
sel anlamda ¢ok &énemli olmamakla beraber zayif bir iligki
vardi (r-0.455). Sonug¢ olarak, asiri amonyak konsant-
rasyonunun beyin GABA miktarini arttirarak néroinhibitér
potansiyeli ylikselttigi kanisina varilmigtir.
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Santral sinir sisteminde (SSS) inhibitér olarak rol
alan en 6nemli nérotransmitter maddeler gamma ami-
nobutirik asit (GABA) ve glisindir. GABA doért karbonlu
bir amino asittir. Etkisini gogunlukla korteks serebri, ba-
zal gangliyonlar, serebellar purkinje hlcrelerinde ve ta-
lamusta gOsterir. Buna karsilik glisinin etki alani ¢ok
daha dar olmakla birlikte spinal motornéronlarda yogun-
lagsmaktadir (1).

S§S8S'de ylksek konsantrasyonda bulunan GABA,
tim noronlarin %25-40'inda bulunur. GABA, inhibitér
néronlarda sentezlenir ve akson uglarinda yogunlasir,
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SUMMARY

This study was designed to investigate the possible
relationship between GABA metabolism and hyperam-
monemia. The GABA content was measured in the rat
brain tissue after experimentally induced hyperammone-
mia, by way of the urease injection. In the hyperammone-
mic rats the brain GABA levels were greater than the
controls' (p<0.05).

We concluded that hyperammonemia causes neural
inhibition by increasing brain GABA content.
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impulsun ndéronu uyarmasiyla da sinaptik araliga
bosalir. Sinir hicresinden salinan GABA postsinaptlk
membranda bulunan kendisine 6zgi reseptériyle (GA-
B A A) birleserek etkisi gosterir (1).

cAaBAA reseptéri aslinda bir reseptér komplekstir,
farmakolojik ve biyokifnyasal olarak lU¢ ana bdlgeden
olusmustur: a) GABA reseptorl, b) Benzodiazepin re-
septéri ve c) Barbiturat reseptérini de igceren Klor
(Cl~) kanali (lonoforu) (2).

Hepatik yetmezlikte ensefalopatinin gelismesi ka-
raciger tarafindan metabolize edilemeyen veya porto-
kaval santiarla genel dolasima gecgerek ekstraseliiler
sivida biriken toksik maddelerin etkisinden ileri gelir
(3,4). Karaciger yetmezliginde ensefalopatinin patojene-
zinde rol oynayan nérotoksik maddeler gesitli olmakla
birlikte, esas etkili maddenin amonyak oldugunu bildi-
renlerin (3-6) yaninda son zamanlarda dikkatleri GABA
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Uzerinde yogunlastiranlar da artmistir (7-10). Hepatik
yetmezlikte gastrointestinal sistemde bakteriler tarafin-
dan Uretilen ya da besinlerle alinan bazi toksik madde-
ler ve gesitli amino asitler karaciger tarafindan yeterli
istenemezler. Bu maddeler sistemlk dolasima ve ora-
dan da muhtemelen beyine gecebilirler (10).

Beyin digsinda GABA'nin en buylk kaynagi barsak
bakterileridir. Vena porta kanindaki GABA konsant-
rasyonu arterierdekinin yaklasik iki katidir (10). Sindirim
kanalindaki bakterilerin urettigi GABA, portal sistemik
dolagsimla karacigere gelir ve burada metabolize edilir.
Hepatoselliler yetmezlikte GABA karaciger tarafindan
temizlenemedigi icin plazma GABA konsantrasyonu ar-
tar (3,8).

Normal durumlarda kan beyin bariyerinin GABA'ya
olan gecirgenligi minimum dizeydedir. Fakat hepatik
yetmezlikte sistemik dolagsima gecen toksik maddeler
kan beyin bariyerinin permeabilitesini arttirarak GABA
ve diger maddeler karsi daha gecirgen hale getirirler
(3,11). Kan beyin bariyerinin bu sekilde gegirgen olma-
si muhtemelen kilcal damarlari cevreleyen astrositlerin
dejenerasyonundan (12) ve kilcal damar endotel-
yumundaki porlarin sayisinin artmasindan ya da siki
baglandti yerlerinin bozulmasindan ileri gelir (7).

Deneysel olarak olusturulan hepatik ensefalopa-
tide veya ensefalopatiyle beraber seyreden sirozlu has-
talarda plazma GABA miktarinin artmis oldugu birgok
calismada kanitlanmistir (9,13,14). Ayrica hepatik ense-
falopatide beynin GABA'ya kars! affinitesi de artar (10-
15).

Yapilan bir galismada (14) hepatik ensefalopatinin
gelistigi sirozlu hastalarin plazma GABA miktari, ense-
falopatik olmayanlarinkinden ¢ok daha yiksek bulun-
mustur. Bu calismada elde edilen bulgularla, GABA'nin
hepatik ensefalopatinin patojenezinde rol oynayabile-
cegi disunulmustir. Ayrica GABA reseptorlerinin arttig
ve GABA'ya karsi affinitelerinin artmasiyla néral inhi-
bisyonu potansiyelize ettikleri de bildiriimektedir (16).

Arteriyel kan amonyaginin %47'si gogunlukla diffiz-
yon seklinde olmak lizere beyne geger (17). Beyin do-
kusu bircok maddelere karsi oldugu gibi amonyagin ar-
tan konsantrasyonuna karsi da olduk¢a duyarlidir. Bu
nedenle beyinde amonyaga karsi olugsmus bir tampon
sistemi vardir. Beyin amonyagi (astrositlerde) etkili bir
sekilde glutamat-glutamin siklusu tarafindan regiile edi-
lir (18). NH3 glutamat ile birleserek glutamine doénusir.
Bu reaksiyon glutamin sentetaz tarafindan katalize edi-
lir. Glutamin daha sonra kan-beyin bariyeri boyunca
disari atilmak suretiyle beyinden temizlenebilir, ancak
amonyak konsantrasyonunun asiri yikselmesi glutamin
tampon sistemini yetersiz birakir.

Bu galisma, hepatik ensefalopatide GABA artisi ile
amonyak arasindaki iligkiyi arastirmak igin dizenlen-
mistir. Suni olarak olusturulacak hiperamonyeminin,
kan ve beyin dokusundaki degerleri yaninda, beyin do-
kusundaki GABA'ya tesiri incelenmek istenilmistir. Boy-
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lece elde edilecek arastirma degerierle, olusturulan hi-
peramonyeminin beyindeki GABA metabolizmasina et-
kisi hakkinda bir fikir edinilmesi disuntlmustir.

MATERYEL VE METOD

Calismada 10'u kontrol olmak Uzere toplam 40
adet 45-60 glnluk Swiss albino sigan (240+40gr) kulla-
nildi. Kontrol grubuna izotonik sodyum klorlr infizyonu
yapilirken deney grubuna ise hiperamonyemi olustur-
mak igin Prior and Visek (19) tarafindan bildirilen yon-
teme go6re deri alti Ureaz injeksiyonu yapildi. Buna
gore kristalin tUreaz (Sigma Chemical Co.) normal se-
rum fizyolojik igerisinde 10 mM potasyum fosfat bulu-
nan ¢oOzeltide ¢ézunduruldi (PH 7.4). Her hayvana ol-
duridlmeden U¢ saat 6nce bu Ureaz sollisyonundan deri
altina enjekte edildi. Enjeksiyon orani her hayvana 114
I.U. Ureaz/kg vicut agirligr olmak tzere ayarlandi.

Hayvanlar oéldurilmeden 2.5 dakika énce &6lum
sonrasi GABA miktarinin degismemesi igin spesifik GA-
BA inhibitéri olan 3-mercaptopropionic asit intraperito-
nal olarak enjekte edildi (20). Siganlar dekapitasyonla
oldurildu ve beyin dokulari gikarilarak -20° C'de derin
dondurucuda donduruldu.

Ekstraksiyon islemi daha 6nce yapilan caligmalar-
da bildirildigi gibi (21) kisaca sdyle yapildi: Derin don-
durucudan g¢ikarilan beyin dokulari ¢6ézlindikten sonra
tartilip bir tipe kondu. Uzerine 10ml 0.4 N HCI04
(buzlu), 0.1 ml %5'lik Na.,S,0, ve 0.2ml %10'luk Na,-
EDTA sollisyonlari ilave edildi. Doku, Ultra-Turrax ho-
mojenizatdér kullanilarak homojenlze edildi. Homojenat
+4° C'de 10.000g'de 10 dakika santrifiij edildikten son-
ra slipernatanti alinip filtre edildi. lon exchange kroma-
tografi igin Atack and Magnusson (21) tarafindan bildi-
rilen sistem kullanildi.

GABA tayini, primer amino grubun ortoftalaldehid
ve beta merkaptoetanolla yiuksek PH'da verdidi reak-
siyonda yuksek floresan uriin olusturmasi esasina
dayanir (22). Bu sekilde hazirlanan 6rnek ve standart
deneyler kére karsi spektrofluorometrede (Perkin Elmer
100) 335nm eksitasyon ve 455nm emisyon dalga boy-
larinda okundu.

Dekapitasyondan hemen sonra fiskiran kan bir
tipte toplandi ve santrifijle plazmasi ayrilarak amonyak
miktari enzimatik yéntemle tayin edildi. Bunun igin ge-
rekli reaktifler Sigma Chemical Co.'den KiT halinde te-
min edildi.

istatistiksel analizler: Student "t" testi kullanilarak
kontrol ve deneysel degerler arasindaki fark arastirildi.
Ayrica amonyak ve GABA degerleri arasindaki korelas-
yon da saptandi.

BULGULAR

Bu calismada beyin dokusundaki GABA miktarlari
ve kan amonyak konsantrasyonlari saptanarak aralarin-
daki iliski incelendi.
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Tablo 1. Deney ve kontrol grubu ortalama beyin GABA ¥6 serum amonyak miktarlari
GABA (fig/g) Amonyak (ng/df)
X1sH X+SH r n
Deney grubu 193.34t11.16* 418.00%12.4*** 0.455 30
Kontrol grubu 154,006 118.38+9 0.192 10
¥ . Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda énemli (p<0.05)
S Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda énemli (p<0.001)
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Sekil 1,2. Kan amonyak ve beyin GABA degerleri arasindaki iliski

Kontrol grubunda ortalama GABA miktari 1546
ug/g beyin dokusu olarak bulunurken, plazma amonyak
konsantrasyonunun ortalama degderi 116.38+9 pg/dl idi.
Bu grubun beyin GABA miktari ile plazma amonyak
konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon bulu-
namadi (r-0.192, p>0.05) (Sekil 1).

Deney grubuna ureaz injekslyonu yapilarak akut
hiperamonyemi olusturuldu. Hiperamonyemik grubun
ortalama GABA miktari 193.34+11.16 pg/g beyin doku-
su, ortalama plazma amonyak miktari 418+12.4 pg/dl
dlizeylerinde saptandi. Hiperamonyemik grupta beyin
GABA miktari ile plazma amonyak konsantrasyonu ara-
mda istatistiksel anlamda olmamakla beraber zayif bir
' 1IsM saptandi (r-0.455) (Sekil 2).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda deney grubun-
da plazma amonyak konsantrasyonu o6nemli dlcide
ylUksekti (t-19.84, p<0.001). Ayni sekilde hiperamonye-
mik grubun beyin GABA miktarlari kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamda olmak Uzere daha ylksek
bulundu (t-3.02, p<0.05).

Yukaridaki verilere gore (Sekil 1 ve 2'de goéruldugu
gibi) beyin GABA miktari ile plazma amonyak konsant-
rasyonlari arasinda istatistiksel anlamda énemli bir iligki
bulunamamasina ragmen hiperamonyemi olusturulduk-
tan sonra deney grubunda GABA miktarlari artmis bu-
lunmaktadir.

TARTISMA

Noronlardaki vezikillerde bulunanin diginda, beyin
omurilik sivisi ve kanda da bir miktar GABA bulunmak-

tadir. Normal durumlarda kan dolasimindaki GABA,
kan-beyin bariyerini asamadigi igin, santral sinir siste-
mindeki kendi reseptorlerini etkileyemez. Ancak BOS-
'taki GABA'nin postsinaptik membranda bulunan kendi
reseptoérinu etkileyerek hiperpolarizasyon ve dolayisiyla
inhibisyon yapmasi mumkindir. Beyin dokusundaki
GABA yogunlugu BOS'takinden yaklagik 10.000 kat da-
ha fazladir (23). SSS'deki GABAergik aktivite tamamen
sinaptik veziklllerde bulunan GABA'ya aittir. Ancak sis-
temik dolagimdaki GABA'nin herhangi bir sebepten kan
beyin bariyerini asmasi, ya da BOS'taki GABA miktari-
nin artmasi GABAergik tonusta artisi neden olur. GA-
BA'nin nérolnhibitér potansiyelinin iyontoforetik calisma-
lari (24), karaciger yetmezliginde kiglik bir miktar plaz-
ma GABA'sinin postsinaptik néral membrana gecerek
noéronal inhibisyonu anlamli bir sekilde etkiledigini gds-
termistir. Hatta bu miktardaki GABA'nin beyin dokusun-
da tesbit edilemeyecek kadar az oldugu bildirilmistir.
GABA'nin akut karaciger yetmezliginde beyin tarafindan
aliminin arttigini gosteren bir galismada (25) yukaridaki
arastirmaya paralellik gésteren sonuglar vermistir.

Kan beyin bariyerinin, GABA ve diger bazi madde-
lere kargi gecirgenligi, karaciger yetmezliginde artabile-
cegi gibi saghkli deney hayvanlarina NH3 infizyonu ya
da Inhalasyonunda da (5,6) artabilmektedir. Bu sonug-
lar amonyagin indirekt olarak GABAergik aktiviteye kat-
kida bulunabilecegini géstermektedir.

Mannlen ve Savolainen (6) siganlara amonyak in-
halasyonu yaptirdiktan sonra beyin dokusundaki amino
asit miktarlarinda énemli degisiklikler gbézlediler. Bu so-
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nucglara gore oOzellikle fhreonin ve gliteninin lineer bir
sekilde artmasi dikkat cekmistir. Baska bir calismada
(26) ise amonyak infizyonunu beyin GABA konsant-
rasyonunu 6nemlioranda arttirdigi bulunmustur.

Kopeklerde i.v. NH4CI inflizyonunun pentifentetra-
zole kars! epilepsi esigi Uzerindeki etkisini arastiran bir
calismada (27), hiperamonyeminin epileptik esigi yuk-
selttigi ileri strdlmUstir. Burdan NH.,'Gn direkt ya da in-
direkt olarak GABAergik tonusu arttirabilecedi sonucuna
varilmigtir.

Calismamizda hiperamonyemik siganlarin beyin
GABA miktarinin kontrollere oranla istatistiksel olarak
(p<0.05) arttigini saptadik. Bugge ve ark. bir grup siga-
na portokaval anastomoz diger bir gruba ise sham
operasyon yapmislardir (26) ve her iki gruba amonyak
infizyonu yaptiklarinda beyin GABA miktarinin kontrol-
lere gére onemli Olglide arttigini saptamiglardir (sirasiy-
la, p<0.001, p<0.05). Baydas ve ark. (28) lityum veri-
len hiperamonyemik sigcanlarda benzer sonuglar bildir-
mektedirler. Beyin dokusuda NH3 alfa ketoglutarik
asitle birleserek glutamik asit olusturmaktadir.

Basile ve Gammal (8) karaciger yetmezliginde
beyin GABA konsantrosyonunun GABAergik tonus ile
beraber artabilecegini fakat bir gok kompensatuvar me-
kanizmanin bunda rol oynayabilecegini ileri sirmektedir.
Burada o6zellikle GABA katabolizmasinin artmasindan
bahsedilmektedir.

Lityum verilen siganlarda GABA miktarinin norma
lin 3 katina kadar c¢iktigi ve bu artisin da kismen lityu-
mun Na“, K*-ATPaz aktivitesini inhibe ederek GABA
geri alimini bozmasi sonucu meydana geldigi bildiril-
mistir (29). Ayni sekilde ylksek konsantrasyondaki
amonyagin da Na’', K'-ATPaz aktivitesini bozdugu bilin-
mektedir (4,30,31). Su halde amonyagin GABA geri ali-
mini bozmasi muhtemel olup GABA konsantrasyonunu
arttirmasi olasidir.

Glutamin sentetaz enzim inhibitéri olan methionin
sulfoximin ya da lityum verilmesiden sonra (29,32)
veyahut da hiperamonyemide astrositlerde glutamine
dénismesi gereken NH3'Un bir kismi glutamin senteta-
zin yetersizliginden dolaylr kana geri doner, ya da noé-
ronlara gegerek glutamata donlsir. Noéronal glutamat
ise GABA sentezinde kullanilir. Hiperamonyemide
beyin enerji dengesi bozulur ve ATP sentezi azalir
(33). Asiri amonyak yogunlugu normal elektrofizyolojik
ve norotransmitter fonksiyonu, hilicresel morfolojiyi,
kan-beyin bariyerinin 6zelliklerini, membran batinliga-
ni, osmoregilasyonu ve birgok biyokimyasal yolu etki-
ler (34). Bunlarin timi indirekt olarak serebral ener;ji
metabolizmasini bozar. Glutamin sentezinin artmasi se-
rebral ATP miktarini azaltir. GABA geri alimi ATP ener-
jisi kullanarak aktif transportla gergeklestigine gore, hi-
peramonyemide ATP'nin azalmasi hem glutamat ve
GABA'nin geri alimini azaltir, hem de glutamin senteta-
zin aktivasyonunun azalmasina neden olur. Bu durum
bir taraftan GABAergik inhibitdér etkinin uzamasini sag-
larken, 6te yandan daha fazla amonyadin ndronlarda
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glutamai-glutamin, ya da glutamat-GABA yolunu izle-
mesine neden olabilir.

Hepatik yetmezligin son asamalarinda ©nsefalopa-
tiye neden olan primer etkenin saptanmasina yoénelik
birgok ¢alismada (7,9,10,14) serum ve beyin omurilik
sivisi GABA miktarlarinin artmis oldugu bildirilmistir. Bu
artisin nedeni ¢cogunlukla barsak florasi tarafindan sen-
teztenen GABA'nin dolasim sistemine ve oradan per-
meabl olan kan beyin bailyerini gecerek BOS'a
ulagsmasi olarak yorumlanmistir.

Amonyagin sodyum ve potasyum metabolizmasini
bozdugu bilindigine goére. fazla amonyak ayni zamanda
bu yolla GABA ve glutamik asitin metabolizrnasmi da
degistirerek muhtemelen, hem GABA'nin néroinhibrtor
tortusunu arttirirhem de katabolizmasim yavaslatir.

Sonug¢ olarak; hiperamonyemide GABA metabo-
lizmas1 dort degisik yoldan etkilenmektedir. Bunlar:

1. Yuksek konsantrasyondaki NH,, glutamine do6-
niserek sistemik dolasima geger. Buna karsilik bazi
amino asitler kan beyin bariyerini gecerek (kotransport)
santral sinir sisteminin noérotransmitter dengesini bozar-
lar.

2. Beyin dokusunda NH3 miktarinin asiri artmasi
glutamine doénisim kapasitesini asacagindan amo-
nyagin bir kismi néronlara gecgerek glutamik asit olustu-
rur, bu ise GABA sentezi igin temel kaynaktir.

3. Artan amonyak, beyinde iyon (Na*, K°, CI~)
dengesini bozarak GABA reuptake'ini azaltir.

4. Beyin amonyak konsantrasyonunun artmasi
sonucu beynin enerji dengesi bozulur (34) ve GABA-
'ningerialimiyavaslar

Yukarida siralanan sonuglara goére, akut (amonyak
ya da Ulreaz injeksiyonuyla) veya kronik (portokaval a-
nastomoz ile) olarak olusan hiperamonyemide GABA-
'nin noéroinhibrtér potansiyeli artmakta ve bu da ensefa-
(opatinin muhtemelen primer etkeni olmaktadir.
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