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0= DISIg

1.1- NOROTRANSMITTER OLARAK GAMMA AMINOBUTIRIK ASIT
{(GABA)

Uyarimlarin ndrondan ndrona yada norondan kas lifine fletilmesine
aracilik eden maddeler ndrotransmitter veys ndromediyetdrier olerek
adiandiririer. N6rotransmitter maddeler fonksiyonel olerek iki ana baglik
aitinda toplanirler. Impuls iletimini sedlayan maddelere eksitator
ndrotransmitterier {asetil kolin, giutamik asit v.d.) , impulsun iletimini
durduran yads inhibe edenlere ise inhibitdér ndrotransmitterier denir.
Santral sinir sisteminde (SSS) {inhibitér olarak rol elan en dneml
nérotransmitter maddeler GABA ve glisindir.

GABA dort karbonlu bir amino asittir. Etkisini gojuniukla korteks
serebri, bazal gangliyonlar, sarsbellar purkinje hlcrelerinds ve talamusta
gdsterir. Buna kargihik glisinin etki alan1 gok daha der olmakla biriikte
spinal motondroniarda yoduntagmaktadir (1-3).

558'de ylksek konsantrasyonda bulunen GABA tdm ndronlarin
&25-401nde  bulunur. GABA inhibitdr néronlarde sentezlenir ve akson
uglarinde yodunlasir, impulsun nbronu uyermasiyle de sineptik aralije
bogalir. Sinir hicresinden salinan GABA postsinaptik membrenda bulunan
kendisine 6zgd reseptdriyle (BABA,) birleserek etkisini gbsterir (1,2).

GABA'min sinaptik olarak yerlegmig bulunan en az iki baglanma yeri
vardir. Bunlar GABA, ve GABAy reseptirieridirler. GABA, ve GABAg

reseptirieri ilaglara karsy dzellikleri, yerlestikleri yerler e
fonksiyonlan bakimindan farkhiiklar gdsterirler. GABAg reseptdri

potasyum (K*) ve kelsiyum (Ca™*) kanallarina etkilidir. GABA, reseptdri

aslinda bir reseptdr komplekstir ve farmakolojik ve biyokimyasal olarak



aslinda bir reseptor komplekstir ve farmakolojik ve biyokimyasal olarak
iic ana bdlgeden olusmugtur: a) GABA reseptdri, b) benzodiazepin reseptora
ve ) barbiturat reseptérina de iceren Klor (C17) kenah (ionoforu) (4).
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Sekil 1. Postsinaptik noron membranindeki GABA/benzodiazepin
reseptdri/klor iyonoforu kompleksinin diagramatik gorunima {(Jones'ten 6)



GABA, reseptdrd CI” kenallarimin acilip kapanmesinmi dazenler. Bu

reseptorin aktivasyonuyla ndronal membranin C1~ iyonlarine karg) olan
permeabilites: artar, bu artig Cl™ igonofurlanmn agiimasiyla olur (Gek: 1)
C1™ iyonlarinmin ndrona girmesiyle membran istirahat potansiyeli daha da
nagatifiesir, yani hiperpolarizasyon olur. Bdylece olugan hiperpolaiizasyon
simr hucresinin uysnima egidini artwrarak impulsun iletilmesini bloke
eder, yam uyanim inhibisyona ugrar. Bu GABAergik inhibitér
nérotransmisyonun esas mekanizmasidir (5-7).

GABA; reseptdrd aracihifiyla olugen stki, K* iyontarimn hicreden

gikisimin artinimasi ve Ca*t iyonlanmn giriginin azeltiimas1 seklinde
gergeklesir (6). Bu etki muhtemelen presinaptik inhibisyon seklinde
olmaktadir. Kalsiyum iyonlarinin hucre igine girememesi nérotransmitter
salintmint  engeller, potasyum iyonlarinin hicre digina cikmasi
hiperpolarizasyon yapar.

GABA SSSnde L-glutemik asitin dekerboksilasyonu sonucu
sentezlenir (1-31 Bu reaksiyonda rol alan enzim glutamik asit
dekarboksilaz (GAD) dir. L-glutamik asit ise dijer baz1 amino esitlerden
( alfa ketoglutarik asit, glutamin ve aspartat) geriye dénGsamid olarek
meydana gelir. GABA sentezini sajlayen GAD enziminin aktivitesinde
pirodoksalfosfat {Bg vitamini) etkilidir.

Noronal inhibisyon igin sinaptik eraiifa selinan GABA tekrar geri
alinarek (reuptake ) hicresel 1naktivésg0'na ujrar. GABA'mn geri alim
ortamdaki éodgum {Na+) iganlanna“ bagimhidir (8) ve bir tasiyiciya
badlanarak aktif bir sekilde hicre igine alimr. Bﬁglece inhibitér olan
transmitter etkisi sona erer. Hicre igcine alindiktan sonra GABA
transaminaz (GABA-T) etkisigie siksinik semialdehide déniigGr. Bu olusan
madde ise slksinik semialdehid dehidrojenazla siksinata dBndsar.



Siksinat trikarboksilik asit (TCA) siklusune girer. Bitdn bu basamaklar
TCA siklusunun bir yan halkasidir, buna GABA shunt't denir. TCA'mn ancak
% 6'1 bu yolu 1zler (Sekil: 2)
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Sekil 2: Astrosit ve ndronlards GABA metabolizmasimn diagramatik
olarak gfisterilmesi.



1.2- GABA'nin Epilepsi: l1e Olan lligkisi

Epilepside ndrobiyoloji gok kermagik olmakla birlikte beyin amino
gsitlerinin réld ¢ok Odnemli gbrdlmektedir. Epileptik ndbetlerin
olusmasinda glutamat ve aspartat gibi baz1 amino asitierin agonist etki
ghstermelerine kars1 GABA antagonist bir etki gbsterir (9). Ginkd GABA
fnerkezi sinir sisteminde bilinen en gi¢ld inhibitdr ve antikonvulsan
maddedir. Beyinde substansia nigra ve pars retikdlatada epilepsi
nﬁbetleﬂnin ilerlemesini engellayen basglica inhibitdr ndrotransmitter
GABA dir {(9). Epileptik ndbetlerde kendilijinden olugan sinirsel desarjlar
efektor organlarda konvulsiyonlar meydena getirir. GABA inhibitdr etkisi
ile bu sinirsel desarjlann olugmasim1 inhibe ederek konvulsiyonlann
meydana gelmesini engeller. Epileptik hastalarda GABA'min hem
serebrospinal sivida hem de beyin dokusunda azaldiii gbzlenmistir (9,10).
Bazi antiepileptik ilaglar beyin GABA miktarim arttirerak antikonvulsiv
etki gbsteririer.

Géraldaga gibi GABA'min azelmasinda konvulsiyonlar olugtufu gibi
ilerde bahsedilecedi {zere artmasinda da komaye kadar gidilebilecek
ensefalopatiler meydena gelir. Bu nedenle oOzellikle serebral GABA
metabolizmasimin dengede olmasi son derace Gnemiidir.

1.3- GABA'nin Hepatik Ensefalopatinin Patojenezindeki Rold

Hepatik ensefalopati {ileri derecede karacifer yetmezliji olan
hastalarda bulunan ve anormal mental durumlerla karekterize olan klinik
bir sendromdur. Bu sendromda SSS'de karekteristik fakat spesifik olmayan
histolojik lezgonlér bulunur Klinik géraniimler agik bir mental dedigsimden
koma durumuna kadar dedisir (6,7,12,13).

Hepatik yetmezlikte ensefalopatinin geligsmesi karacider tarafindan
metabolize edilemeyen ve ekstraseller sivida biriken toksik maddelerin



etkisinden ileri gelir ( 6, 7, 12 , 14 , 15). Karaciger yetmezlijinde
ensefalopatinin patojenezinde rol oynayen ndrotoksik maddeler gegitli
olmekla birlikte, esas etkili maddenin amonyak oldudunu bildirenlerin (12,
13, 14,16,17,18) yaminda son zamenlardae dikkatleri GABA {zerinde
yogunlagtiraniar da artmistir (6,7,15,19,20,21). Esas etken ne olursa
OIsun., hepatik - ensefalopatide (¢ esas patojenetik mekanizma
bildiriimigtir.(14):

a-) Beyin enerji metabolizmasinin bozulmasi,

b-) Toksik macidelerin nbronal membran Gzerindeki direkt etkisi ve

c-) Norotransmitter dengenin bozulmasi.

Karaciger yetmezliginde, serebral amino asit metabolizmasinda
agin  bir dedisme gbrilmez. Buna karsin plazma amino asit
konsantrasyonunde iki nedenden dolayr farkhihklar géridldr : Biri;
hepatoseliiler dejenerasyondan dolay dre siklusunun bozulmasidir, bu
durumda kan amonyak konsantrasyonu artar ve glukagon salimmim
uyararak glikonsojenszi mzlandinir, sonugta plazma ve beyin amino asit
miktarlarinda dedismeler goruldr. Ikincisi ise hepatik yetmezlikte
gastrointestinal sistemde bakteriler tarafindan dretilen ya de besinlerle
alinan bez1 toksik maddelerin ve gegitli amino asitlerin karaciger
terafindan detoksifiye edilememesidir. Bu maddeler sistemik dolagima ve
oradan da muhtemelen beyine gegebilirler (16).

Beyin diginda GABA'nin en bdylk kaynad1 barsak bakterileridir . Vena
ports kenindaki GABA konsantrasyonu arterlerdekinin yaklagik iki katidir
(21). Sindirim bakterilerinin drettiji GABA portal sistemik dolagimla
kafacigere gelir ve burada metabolize edilir. Hepatoselldler
dejenerasyonda GABA karacifer tarafindan temizlenemedigi icin plazme
GABA konsantrasyonu artar (6,7). ’

Normal durumlards kan beyin baryerinin GABA'ya olan gegirgenligi
minimum dizeydedir. Fakat hepatik yetmezlikte sistemik dolagima gegen



toksik maddeler kan beyin baryerinin permeabilitesini artireraek GABA ve
diger maddelere kars1 daha gegirgen hale getirirler ( 12,20,22.23). Kan
beyin baryerinin bu gekilde gecirgen olmas: muhtemelen kilcal damarlar
¢evreleyen astrositierin dejenerasyonundan (22) ve kilcal damar
endotelyumundeki porlann sayisimin artmasindan yada siky badlant
yerlerinin bozulmasindan leri gelir (6,7). (Sekil 3)

GABA'mn hepatik ensefalopatinin patojenezinde en blyGk rold
oynadiim ileri siren arastinciler (6,7,15,19-21) bu hipotezlerini kisaca
s0yle dzetiemektedirier:

1- Karaciger yetmezlijinde barsek bekterilerinin dretti§i GABA,
permeabl olmus kan beyin beriyerini gegerek postsinaptik membranda
bulunan kendi reseptrierine badlanir ve muhtemelen beynin GABAergik
néronel inhibisyona karg1 hassasiyetini arttinr,

2- Barssklarda olusan GABA hepatik ensefslopatinin sinirsel
inhibisyonunu sajlar.

3- Hepatik ensefalopatide, postsinaptik nSronal membranda GABA
baglayan yerlerin sayisinda artiglar goralar.

Gergekten deneysel olarak olugturulan hepatik ensefalopatide veya
ensefalopatiyle beraber seyreden siroziu hastalarda plazma GABA
miktarimn artmig oldudu bir gok galigmada kemtlanmigtir (19,24-27).
Ayrica hep‘atik sngefelopatide beynin GABA'yas karg uffinitast de arter
(20,21).

Yapilen bir galigmade (26) hepatik ensefalopatinin gelistidi sirozlu
hastalarin plazma GABA miktari, ensefalopatik olmayanlarinkinden gok
daha ylksek bulunmustur. Bu ¢caligmada elde edilen bulgularla, GABA' mn
hepatik ensefalopatinin patojenszinde rol oynadi§r sonucune veriimigtir.
Ayrica GABA reseptdrierinin erttifi ve GABA ya karsi afinitelerinin
artmasiyle noral inhibisyonu potansiyelize ettikleri de bildirilmektedir
(28). Bu bilgilere gore GABA merkezi sinir sisteminin en 6nemli inhibitér



nérotransmitter maddesi olup, plazma yada beyinde artig gbstermesi
sonucu néronal aktiviteyl kuvvetle inhibe ettidi hatte glgld bir sedatif
etki olugturabilecedi anlagiimaktadir.
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Sekil3 : Karacider yetmezlijinde dolagima gegen toksik maddelerin
KB.B'ini ve SSS'ni bozarak hepatik ensefalopatinin geligmesine neden
olduklarinin 3ematik gbrinimi. (Basile’den 7)



1.4- Amonyak Metobolizmasi

Gastrointestinal kanal bakterileri d&zellikle kolon bakterileri
protein ve intestinal lumene diffiize olan Ure gibi azotlu maddelerden
sajlamak Uzere en biyidk amonyak kaynadim olustururlar. Bununla beraber
bakterilerden tamamen anndinlmls deney hayvanlarindaki caligsmalar
(29,20)  bakteriyel olmayan emonya k Urstiminin de (intestinal 10men

hicrelerindeki proteolitik enzimlerce Uretilen NHz)  Snemli oranda

oldugunu gostermistir. Diger amonyak kayneklar: ise sindirim kanalinde
pmteinierin sindirimi ve dolagimdaki glutamindir. Ayrica karacider, kas,
beyin  bdbrekler ve eritrositler de amonysk uretim mekanizmasina
sahiptirler. L

Amonysk, Ure ve glutamine donGgerek detoksifiye olur. Ure olugumu
baglica karaciderde olur, fakat glutamin olugumu b6zellikle beyin ve
bobrekler bagta olmak dzere bir ¢ok organda meydana gelir. Amonyak
sekbestce hiicrelere girer. Arteriyel kan amonyadimn & 47'si ¢odunlukia
diffiizyon geklinde olmek Gzere beyine geger (31). Beyin dokusu bir gok
maddelere kargi oldudu gibi amonyadin artan. konsantrasyonuna kargi da
oldukga duyarhidir. Bu nedenle beyinde amonyage karg: olugmus bir tampon
sistemi vardir. Beyin amonyafi etkili bir sekilde astrositierds glutamat
-glutamin siklusu tarafindan regils edilir (32). Sekil 2' de gbr(1daga gibi
NH3 glutamat ile birlegerek glutemine dbnagtr. Bu reaksiyon glutemin

sentetaz tarafinden katalize edilir. Glutamin deha sonre kan-beyin
bariyer} boyunca disar atilmek suretiyle beyinden temizienebilir.
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1.5- Amonyagin Hepatik Ensefalopati ile iligkisi

Klasik anlamda hepatik ensefalopatinin ndrotoksik maddelerin
merkezi sinir sistemi Gzerindeki zerarhi etkilerinden ileri geldigi
bilinmektedir. Ancek bugine kadar herhangi bir toksik maddenin hepatik
ensefalopatinin patojenezinds yalniz bagina rol oynadigim sdyleyebilmek
mamkin ‘olmamrsl;r. Ancak bazi aragtinicilar ( 12,13,14, 16-18) NHz'On
beyin Qzerindeki toksik etkisinden dolayr ensefalopatiye neden
olabilecegini ileri sirmektedirier. Karaciger dejenerasyonunda amonyak

yeterince Ureye ddnlhstlrdlemedifinden, kan NHz konsantrasyonu artar.

Amonyak kan beyin baryerini kolayca gegerek beyin NHz miktanm artinr.

Bu astrositlerde metabolize edilerek glutamine gevrilir, ancak amonyak
konsantrasyonunun asirt yukselmesi glutamin tampon sistemini yetersiz
birekir. Hepatik ensefalopatide amonyadin metabolitleri olan Ordnler koma -
derecesiyle orantily bulunmuslardir (33,34).
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Beyinde, normal ndronal aktivite icin gerekli olan transmembran iyon
gradiyentinin sirdirdimesine yardimci olan bol miktarda enzim sistemi
vardir. Bu enzim sistemini etkileyen herhangi bir etken membran
repolarizasyonunu  defistirerek kan beyin baryerinin fonksiyonel
batinligini bozacad gibi komaya da neden olur (14). Amonyafin K*
iyonlariyla kompetitisyona girerek ndronal Na*, K*-ATPaz aktivitesini
inhibe ettidi gbsterilmigtir (35). Yiksek konsentrasyondeki amonyum
iyonlart kismen intraselldler Na* yerine gegerek diga dojru Kklor
pompasini bloke eder. Halbuki bu pompa, repolarizasyon igin gereklii olan
transmembran klorid gradiyentinin sajlanmasinde son derecede dnemlidir
(14).

Beyin dokusunda agirn  amonyak konsantrasyonu eksitabl
membraniarda inhibitdr posteksitatuvar potansiyeli muhtemelen azaltarak

konvulsiyonlara neden olur (17). Tavsanlarda NH4Cl infizyonunun

yapiimasindan sonra (13) akut karacijer yetmezlidinde gorulen
elektrofizyolojik bozukluklar gozlenmigtir. Aym c¢aligmada hepatik
ensefalopetinin gelismesinde amonyadin direkt yade indirekt ndrotoksin
olarsk baghica oneme sahip oldugu sonucuna venimstir.

1.6- GABA-NH l1gkisi

Beyinde amonyak metabolizmas) sekil 3'te gOrGidGga gibl cok
kermagiktir. Amongak bir teraften alfe ketogluterik asitle birleserek
glutamat olustururken’ difer taraftan glutemstla birleserek glutamin
reydana getiﬁr(lZ). Ka‘racigergetmezll‘@mde aminoasit dengesi fle {1gili
yapilen Lim celismalarda .(12,16,36,37) glutaminin artrms ocldugu
gozlenmis ve ensefalupatinin derinliéi» ile yakwn ilskide olduju dikkali

cekmistir,
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GABA'nin metabolizmasi gekil 2a ve b'de Kisaca GABA shunt'i olarak
ozetlenmigtir. gekilde goéraldaga gibi GABA glutamik asitin
dekarboksilasyonuyla olugmakta ve bu reaksiyonu GAD enzimi katalize
etmektedir. Yani amonyak ve alfa ketoglutarik asitin birlegmesiyle olugen
glutamik asit GABA'mn baglica kaynafidir. Hiperamonyemide yukarda
bahsedilen kimyassal basamaklarin daha da hizlanmasi1 beklenir. Bu
¢alizmada beyin amonyak konsantrasyonunun artmas) sonucu Onemli bir
inhibitdr nérotrensmitter olan GABA metabolizmasinin ne orenda
etkﬂendi@ini arasttlrdlk. Aynca epileptik hastalarda protein diyetine 6nem
verildigi bilinmektedir. Bu yolla emino asit ve amonyek konsantrasyonu
indirekt olarak arttinimig olur. Mekenizmas: kesin olarak bilinmemekle
birlikte protein diyetinin epileptik hastalarda ndbetlertn olugmasim
azaltabilecegi samimaktadir. Biz, protein yikimi sonucu olugan amonyagin
GABA metabolizmasim  mzlandirabilecedini ve bu yolla epileptik
nibetlerin segreklésebﬂecegi digincesinden yola cikarak deneysel olarak
olugturulan hiperamonyemide GABA miktanni belirlemeye galistik.
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8= HATERVAL VE HETOD

-2.1- Materyal : cahsmbda 10 tanesi kontrol 30 tanesi de deney
hayvam olmak uzere 40 (200-300 gr) adet sigan kullamidi. Kontrnl
grubung izotomk sodyum klorur infUzyonu yapilirken deney grubuna ise
hiperamonyemi olugturmak igin Prior and Visek (38) tarafindan bildirilen
yonteme gore der1 alt1 Ureaz injeksiyonu yapildi. Buna gére kristalin Uresz
(Sigme Chemical Co.) normal serum fizyolajik icerisinde 10 mM potasyum
fosfat bulunan gozeltide ¢bzundirilda (PH 7.4). Her hayvana 61ddrdimeden
ug saat once bu Ureaz solusyonundan deri alty enjekte edildi. Enjeksiyon
oram her hasyvana 114 1.U, dreaz/kg vicut ajirhd oimak Gzere aysriand.

Hayvanlar dlduruimeden 2.5 dak. dnce spesifik GAD inhibitéri olan
3-mercaptopropionic asit ip. olarsk enjekte edildi (39,40). Ratler
dekapitasgonla olduruldu ve beyin dokulan gikanlarak derin dondurucuda
donduruldu (-20°C)

Deneyde kullamlan difer malzemeler: GABA standardi, Dbeta
merkaptoetanol, ortofitalaldehit, 3-mercaptopropionic asit, Dowex 50w
X-4 200-400 mesh, ninhidrin.

2.2- GABA'min Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon iglemi daha nce yapilan galigmalarda bildirildigi gibi
(41-43) kisaca goyle yapildi: Derin dondurucudan ¢ikarilen beyin dokular
gbzlndikten sonra tartihp bir tupe kondu. Uzerine 10 mi 0.4 N HC10,4

(buzlu), 0.1 ml B 5 Tik Na;S;0g ve 0.2 ml & 10 luk Na,-EDTA solusyonlars

ilave edildy. Doku Ultra-Turrax homojenizator kullamlerak homojenize
edildi. Homojenat +4% C de 10.000 g'de 10 dakika sentrifij edildikten
sonra supernatantt alimp filtre edildi.

lon exchange cromatografi igin Atack and Magnusson (41) terafindan
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bildirilen sisteme gore kisaca su iglemler yapiidi: Kolon kromatografisi
igin kullamian dolgu maddesi (Dowex S0W) su, NaOH ve HCl ile S kez
belirti sirelerle yikandi. 100 mm uznlugunda ve 4 mm i¢ ¢capinda olan bir
cam kolona  yikanmg dolgu maddesi (regcine) 76 mm olacek sekilde
dolduruldu. Bu haldeki kolondan sirasiyla su solusyonlar gegirildi:

t- 5 ml saf su

2- 20 mi 0.1 M sodyum fosfat tamponu (PH 6.5)

3- S ml saf su

4- 10 ml 60 sulu metanol

S5- 10 ml 2 N HCI

6- 10 ml 2.4 N etanoloik (Etanol Z 60) HCI

7- 5 ml sef su

Bu durumde regine 74 mm uzunlujunda oimali. Bdylece hazirianan
kolon artik rutin olarak kullamlabilir. Bundan sonra her kromatografik
islemde sadece su sclusyonlar kolondan gegirildi:

1-2NNaOH( + 8 1 EDTA) ..... .20 ml
27 S8 BU oot sssssasnssans 20 mi
3= 2N HCL ..cirrercreneassnsssseseanens . 20 m)
B S8BT SU vt siassssrssssasnes 20 ml
5- 0.1 M fosfat tamponu 20 mi
6- Saf su ... S ml
7- Ekstroksiyon kelondan gecirilir

8- 581 BU .. rerseaerens ‘ 10 ml
9- Sitrat tamponu (0.02 M, PH 4) ... 10 ml
10- Sitrat tamponu (0.05 M, PH52) ... _ 1 ml
11- Sitrat tamponu (0.05 M, PH5.2) ... 3 ml
12- Sitrat tamponu (0.05 M, PH5.2) .o 3 mi

117. fraksiyon 6ABA tayini icin derecell bir tdpe alinir.
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2.3- GABA'min Spektrofluorometrik Olgimi

GABA tayini, primer amino grubun ortoftalaldehit ve beta
merkaptoetanclla yiksek PH ‘da verdigi reaksiyonda yiksek floresan Grin
olugturmas1 esasina dayamir {(42-45). Bu gekilde hazirlanan Ornek ve
standart deneyler kére kargi spektrofluorometrede ( Perkin Elmer 100)
335 nm eksitasyon ve 455 nm emisyon dalge boylarinda okundu.

2.4- Aimonyak Tayini

Plazma amonyak miktan enzimatik ybntemle yapildi. Bunun igin
gerekli reaktifier Sigma Chemical Co.'den KIT halinde temin edildi.

istatistiksel analizler: Student “t* testi kullamlarak kontrol ve
deneysel dederler aresindki fark aragtirildi. Ayrica smonyek ve GABA
degerleri arasindaki korelasyon da saptandi.
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Hiperamonyemik siganlerda amonyafdin beyin dokusundaki GABA

metabolizmast Uzerindeki etkisinin aragtinididy bu galigmada, beyin
dokusundaki GABA miktariar ve kan amonyak konsantrasyonlar: saptanark
aralarindaki iligki incelendi.

Kontrol grubunda ortalama GABA miktan 154 + 6 ug/g beyin dokusu
olarek bulunurken, plazma amonyak konsantrasyonunun ortalama dederi
116.36 + 9 ug/dl idi. Bu grubun beyin GABA miktan ile plazma amonyak
konsantrasyonu arasinda anlamh bir korelasyon bulunamadi (r= 0.192, P >
0.05).( Sekil 5)

Deney grubuna Greez injeksiyonu yapilerek ekut hiperamonyemi
6lugturuldu. Hipsramonysmik grubun ortalama GABA miktari 19334 £11.16
j1g/g beyin dokusu, ortaiama plazma amongak mikter 418 + 12.4 pg/di
duzeylerinde saptandi. Hiperamonysmik grupte beyin GABA miktan ile
plazms amonyak konsantrasyonu arasinda istatistiksel ﬁniamda
olmamakla baraber zayif bir iliski saptand (r=0.455), (Sekil 6)

Kontrol grubuyla kargilestinidifinda deney grubunda plazma
amonyak konsantrasyonu dnemli digdde yoksekti (t=19.84, P< 0.001). Aym
sekilde hi‘peram~ongemi'k"grubun beyin GABA miktariar kontrol grubuna
gore 1statistiksel anlamda olmak Uzere daha yiksekti (t= 3.02, P < 0.05).

Yukardaki verilers gore (sekil 5 ve 6'da gdruldigd gibi ) beyin GABA
miktan ile plazme amonyak konsantrasyonlari arasinde istatistiksel
aniamde onemii- bir iligk bulunamarmasina rajmen hiperamonyemi
olugturulduktan sonra deney grubunde GABA mikterlan artmig
bulunmaktadir.
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d=TOOTIGMN0 OR SO
GABA merkezi sinir siteminin en glgld inhibitdr ndrotransmitter

maddesidir. Inhibitdr ndronlarde sentezienen GABA  ndronal akson
uglarinda yojunlasmig bir gekilde bulunur. Sinir hiicresinin uyanimasiyla,
GABA sinaptik aralija bogalhir ve postsinaptik membran Gzerindeki GABA,
“reseptoruyle birlegerek pﬁlé-t’smaptik noronu hiperpolarize eder. Fonksiyonu
sona ersn GABA ektif olarak tekrar geri emilir ve GABA transaminez
enzimy araciidiyla pargalanarak stkisiz hale getirilir (5-7).

Noronlardak) vezikillerde bulunamn diginda bayin omurilik sivisi ve
kanda da bir mikter GABA bulunmaktadir. Normal durumlarda Kkan
dolagimindaki GABA kan-beyin baryerini agamadigy igin, sentral sinir
sistemindeki kendi reseptorierini etkﬂeyaméz. Ancak BOS'taki GABA'min
postsingptik membranda bulunan Kkendi reseptdrind etkileyerek
hiperpolarizasyon ve dolayisiyla inhibisyon uapmas) olasidir. Beyin
dokusundaki GABA yodunigu BOS'tekinden yaklagik 10.000 kat dehe fazladir
(46). Sentral sinir sisteminin GABAergik ektivitesi tamamen sinaptik
vezikillerde bulunan GABA ya aittir. Ancak sistemik dolagimdaki GABA'nin
herhangi bir nedengden dolayr kan beyin baryerini agmasi, yada BOS'taki
GABA miktarinin artmas GABAergik tonusta artiga neden olur. GABA'nin
ndroinhibitdr potansiyelinin iyontoforetik cahsmdlan (47), keraciger
yetmezliginde kuguk bir miktar plazma GABA'simn postsinaptik nbral
membrana gegerek nbronal inhibisyonu anlamh bir sekilde etkiledijini
gostermigtir. Hetta bu mikterdaki GABA'mn beyin dokusunde tesbit
edilemeyecek kadar az oldugu bildirilmigtir.

Amonyak nitrojen metabolizmasinda merkezi bir Gneme ssahiptir
Buna kargilik yuksek amonyak dozlar 6dzellikle SSS igin son derece
toksiktir Bu nedenle amonyak konsantrasyonu normal seviyede
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tutulmahidir. Glutamin beyinde, amonyek detoksifikasyohunu saglayerak
bu igtevi yerine getirmektedir.

Selektif hepatotoksin olan galaktozamin hidrokioridin  i.v.
injeksiyonundan sonra gelisen skut karacifer yetmezlifinde kan beyin
baryeri  incelenmis (22) ve beyin kapillerlerinin cevresini seran
astrositierin dejeriera olduju ve metebolik fonksiyonisrinde yetersizlik
goraldoga 'énla‘sllmistr. Horowitz ve ark. (23) akut -hiperamonyemide
serebral endoteliyal hiicreler arasinda olusmug bir gok vezikil saptamis
ve kapiller duvardaki hiicreler arasinda bulunan siki baglanti bﬁlgelerinin
(tight-junction) agtididim fleri sirmiglerdir. Bu olugumiar kan beyin
baryerinde madde alis verigini sadlayan yerlerdir. Aym galismada alfs
aminoizobutirik asitin kan beyin baryerinden transferi arastinims ve
normale gore bu transferin oldukca yiksek oldugu gériimastir.

GABA'min akut keracifer yetmezlijinde beyin tarafindan alimimin
arttijint  gbsteren bir c¢alismada (48) yukardaki arastirmaya (23)
parallelik gdsteren sonuglar bulunmugtur.

Kan beyin baryerinin GABA ve dijer baz1 maddelere karg1 gegirgentigi
karacijer yetmezliginde artabilecegi gibi (6, 7, 21, 22, 23, 48), saghkh

deney hayvanlarina NHz inflizyonu yada inhlasyonunda da (13, 16, 17, 49)

artabilmektedir. Bu sonuglar amonyadin indirekt olerak GABAergik
aktiviteye katkida bulunabilecedini gdstermektedir.

Mannien ve Savolainen (17) ratlara amonyek inhalasyonu yaptirdiktan
sonra beyin dokusundeki amino asit miktarlarinda énenili degisikﬁklter
gbzlemigler. Bu sonuglara gbre Hzellikle threonin ve g'l'utaminin lineer bir
sekilde artmasina dikkat ;ékmisler. Bagka bir caligmada (37) ise amonyak
infGzyonunun beyin GABA konsantrasyonunu onemli oranda arttirdids
bmunmustur. Inoue ve ark. (49) farelerde hiperamonyemi olugtur-
duklannda beyin nétral amino asit konsantrasyonlarinda farkhihklar
bulmuglardir. Ozellikle amonyak detoksifikasyonunu sadlayan glutamin ve
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glutamatin arttigine dikkat gekmisglerdir.

Amonyek beyin ve BOS'teki amino asit metabolizmasim etkiledigi
kadar, yine nbrotransmitter olan birgok monoaminin de metabolizmasini
etkilemektedir. Bugge ve ark. (37) hiperamonyemide monoamin
metabolizmasim incelemis ve s\u sonuglan bulmuglar: Hiperamonyemide
serotonin yapimimin azeldi§y, DOPA dizeyinin normal kalmasina karsihik
norepinefrin mikterimn szaldi§r gbraimistir. - Monoamin metabo-
lizmasindaki bu azalmanin sonucunda ise deney hayvanisrinin derin komays
girdi§l ghzlenmigtir. Bu celigmada sergbral amino asit metabolizmasimin
de bozuldudu ve Bzellikie amonyak inflzyonunun GABA miktarim arttirdii
vurgulanmistir.

Kopeklerde 1.v. NH4Cl1 inflzyonunun pentilentetrazole kars: epilepsi
esifdl dzerindeki etkisini aragtiran bir galigmade (50), hiperamonyeminin
epileptik esigi yukselttigi ileri siriimigtir. Burdan NHs.Un direkt yada
indirekt olarek GABAergik tonusu arttirdidy sonucune variimistir,

Galigmamzda hiperamonyemik rdtlamn beyin GABA miktarinin
kontrollere oranla istatistiksel olarak (P<0.05) arttijini saptadik. Beyin
dokusunda NHz.  alfa ketogluterik esitle birleserek glutamik asit:
olusturmaktgdtf. Glutamat GABA'min prekirsdridir. Amonyak mikterinin
beyin dokusunda artmasi sonucu, amonyak detoksifikasyon iglemlen

hizlemr ve olugan glutamet da yine NHz ile birleserek glutamin

sentezlenir. Bu reakstyonlar geriye dbnisimid olup denge halindedirler.
Hiperamonyemide, amonyak detdksiﬁkusgonu sonucu olugen metabolitierie
yskin iligkide olan GABA metabolizmasinin hizlanmast muhteme! olup,
elde ettigimiz bulgular da bu diglnceyi destekler niteliktedir.

Besile ve Gammal (7) keracijer yetmezlijinde beyin GABA
konsantrasyonunun GABAergik tonus ile beraber artabilecedini fakat bir
¢ok kompensatuvar mekanizmenin bunda rol oynayabilecedini ileri



sirmektedir. Burade Ozellikle GABA katabolizmasimn artmasinden
bahsediimektedir.

Lityum verilen ratlerde GABA miktarimin normalin 3 katina kadar
giktifim ve bu artisin da kismen lityumun Na*,K*-ATPaz aktivitesini
inhibe edersk GABA reuptakeini bozmasi sonucu meydana geldigi
bildiriimigtir (8). Aym sekilde yiksek konsantrasyondaki amonyadin de
Na*K*-ATPaz ektivitesini bozduju bilinmektedir (14,35,51). Su halde
amonyadin GABA  reuptekeini bozmasi muhtemel olup GABA
konsantrasyonunu arttirmasi olasidir. .

Glutamin sentetaz enzim inhibitéri olan mgthionin'su]fox’imin yada
lityum verilmesinden sonra (8,52) veyshutta hiperamonyemide

astrositierde glutamine dbnigmesi gersken NHz'Un bir kism glutemin

sentetazin yetersizliginden dolagl kans geri ddner, yada ndronlara gecerek
glutamata donlglr. Néronal glutamat 1se GABA sentezinde kullamiir.
Normal durumlards glutamin sentetaz en2imi, endojen olerek olugen
amonyadin glutamine dénigimi Gzerine tam etkilidir (52). Fakat sistemik
olarak amonysk konsantrosyonunun artmasmda\ (akut yade kronik olerek)
serebral glutamin sentetaz enzimi amonuyek metabolizmas) iizerine
tamamen etkili olamamakta, (53) hatts g’lutémtn sentetaz agin
amonyaktan doleyl inhibe olmekta ve bdylece amonyak konsantrasyonu
deha de artarak kismen yukarda bshsedilen metabolik yolu {zlemektedir.
Serebral amonyak metabolizmasimin iki metabalik (yada anotomik )
bilgeds gerceklesti§i uzun 2zamandan beri bilinmektedi‘r (52) Bu
kompartimantalize bélgelerden biri small pool olarak nitelendirilen sinir
hucresi gevresindeki astrositier ve dijer hiicresel yapilaria buniann
uzantilendir. Amonyek bu bSlimiere serbest gaez halinde diffizyonia girer.
Bu kompartmentte yojunlasan glutamin sentetaz serebral amonyagin biyik
bir kisrmim burade glutamatle birlestirersk glutamine donigtirur. Yapitan
arastirmalarda (52-55) amonyadin detoksifikasyonu sirasinda »q»s;kosi~_t'.ve- :



ndronlar arasinde metabolik bir baryer olustururlar. Bu nedenle beyne
gegen amonyagin baydk bir kism bu metabolik baryerde tuzaklamr. Gok az
bir kism ise nbronlara gegerek glutamat-glutamin yada glutamat-GABA
metabolik yolunu izler. Sekil 6&'de gBrildugd gibi  hiper emonyemik
durumlarda smal pool'a gegen amonyadin dnemli bir kismi large pool'a
gegerek buradeki metabolik yolu (glutamat—giutamin, glutamat-GABA)
izler (52).

Hiperamongemide beyin enerji dengesi bozulur ve ATP sentezi azalir
(54,55,56). Asin amonyek yodunluju  normal elektrofizyolojik ve
nérotrensmitter fonksiyonu, hilcress! morfo'lo'jigi, kan-beyin baryerinin
dzelliklerini, membran bGtdn1G30nd, osmoregilasyonu ve bir ok
biyokimyasal yolu etkiler (57). Bunlarin timd indirekt olarak serebral
enerji metabolizmasim bozer. Glutemin sentezinin artmasi serebral ATP:
miktarimt azaltir. GABA reuptekei ATP enerjisi kullanarék aktif
transporﬂu gergeklestigine gbre, hiperamonyemide ATP'nin azalmasi hem
glutamat ve GABA'min reuptakefni azaltir hem de glutamin sentetazin
aktivasyonunun szalmesina neden olur. Bu durum bir taraftan GABAergik
inhibitdr etkinin uzamasim saflerken, 6te yandan daha fazla omongﬁbm
ndronlarda glutamat-glutamin, yada glutamat-GABA yulunu izlemesine
neden olabilir.

Hepatik yetmezlijin son agamalaninds ensefalopatiye neden olan
primer  etkenin  saptanmasina  yonelik bir ¢ok g¢aligmada
(12,15,19,21,26,27) serum ve serebrospinal GABA miktarlarinin artmis
olduju buldiriimigtir. Bu ertigin nedeni g¢odunlukle barsak floras
tarafindan sentezlenen GABA'mn dolasim sistemine ve oradan permeabl
olan kan beyin baryerini gegerek BOS'a ulagmasi olarak yorumlanmistir.
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Sekil 6: Normal ve hiperamonyemik hayvanlarda beyin amonyak
metabolizmasinin gematik olarak kargilagtiriimasi.
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BOS'taki GABA konsantrasyonunun artmasi kismen NHz'Gn asin
yoguniuguna baghdir. Cinki NHy GABA reuptakeini hem ATP enerjisini

azaltmak hemde sodyum metabolizmasim bozmak suretiyle indirekt olarak
azaltabilir. Sineptik aralikta kalan GABA serebral dolagima ve BOS'a
gecebilir.

Amonyedin potasyumie kompstitisyona girerek néronal Na",K*—ATPaz
aktivitesini  inhibe ettiﬁi ghsteriimigtir (35). Aynca ylksek
konsantrasyondaki amonyum iyonlan kismen intrasellidler sodyum yerine
gecerek klor pompasim inhibe ederier. {14, 51). Bilindigi gibi bu pompa
repolarizasyon igin gerekli olan yiksek transmembran klorid gradiyentinin
sadlanmasi 1ciri gereklidir. GABA'min postsinaptik membrana olan etkisi
klor kansllarim  agarak klor iyonlerimin  girigini  arttirmekle
gergeklesmektedir. Klor pompasinin smonyum iyonlan tarafindan inhibe
ediimesi halinde, olmasi gerekenden gok deha sz miktardeki GABA
postsinaptik membrande inhibisyonu sajlayabilir. Bagka bir deyisle
GABAergik inhibisyon kolaylasir: |

Fazla amonyadin GABA reuptakeini inhtbe etmasinin bir nedeni de,
amonyadin hem sodyum hem de potasyum fyonlarimin metabolizmasim
etkilemesidir ( 35 ). GABA, glutemik esit ve glisin gibi baz:
nérotransmitterierin etkisi ndronlar yads gevrelerindeki hicrelerin bu
maddeleri geri almalariyla sona ermektedir. Bu ndrotransmitterierin geri
emilimi sodyuma bajhidir (B). Amonyadin sodyum ve potasyum
metabolizmasim bozdugu bilindigine gbre, fazla amonyek aym zamanda bu
yolla GABA ve glutamik asitin metabolizmasim de deistirersk
muhtemelen, hem GABA'mn nbroinhibitér tonusunu arttinr hem de
katabolizmasin yavaglatir.

Karacier yetmezlijinde ensefalopatinin gelismesinde bir gok



etkenin rol oynamasina kargihik major etkenin GABA oldugunu bildiren
sragtiricilann  yaminda amonyadin esas toksik etken oldugu fikrini
destekleyen yazarier da mevcuttur . Karaciger yetmezlijinde amonyak
konsantrasyonunun toksik dizeyde artmasona karsgilik GABA miktern ve
GABAergik aktivite de artar (6,7,14,26,37). Bu durumda ensefalopatinin

gelismesinde hem NHz hem de GABA'nin Gnemli derscede etkili olduklari

agiktir. Bununle beraber smonyak hem direkt hem de indirekt olarak
GABA'nin nbroinhibitdr etkisini artinr.

Sonug olarek hiperamonyemide GABA metabolizmas) -dort degigik
yoldan etkilenmektedir. Bunlar:

1- Yiksek konsantrasyondaki NHz glutamine donigerek sistemik

dolagima gecer. Bune kargihik baz1 amino asitler kan beyin baryerini
gegerek (kotransport) merkezi sinir sisteminin nérotransmitter dengesint
bozarlar.

2- Beyin dokusunda NHz miktarinin agin artmasi glutemine déniigim

kapasitesini agacagindan amonyadin bir kismi néroniara gegerek giutamik
asit olugturur, bu ise GABA sentezi igin temel kaynaktir. |

3- Artan arﬁbngdk, beyinde 1yon (Ne*, K*, CI") déngesini bozarek
GABA reuptakeini azaltir. | .

4- Beyin amonyek konsantrasyonunun artmas) sonucu sersbral enerji
dengesi bozulur (58) ve GABAMIN geri alim gavaslar.

Yukerds sirelanan sonuglera gire, akut (amonysk yada {reaz
injeksiyonuyls) veya kronik (portacavel anastomozis ile) olarak olugan
hiperamonyemide GABA'min ndroinhibitdr potansiyeli artmekta ve hu"da
ensefalopatinin muhtemelen primer etkeni olmaktadir.
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6- OZET

Amonyak konsantrasyonunun asiri  artmasinda beyin GABA
metabolizmasimin nasil etkilendigini aragtirmak igin, siganlarda deneysel
olarak hiperamonyemi olusturularak beyin dokusundeki GABA miktarian
8lgdlda. Ureqz injeksiyonuyla hiperamonyemt olugturulan siganlada, beyin
GABA mitan kontrol grubuna gore onemli oranda artmigti (P < 0.05). Aym
sekilde kan amonyak konsantrasyonu da kontrollerle karsilagtinididinda
istatistiksel olarek yiksekti (p < 0.001).

Kan amonyek konsantrasyonu ile beyin GABA mikterlan arasinde,
kontrol grubunda herhangi bir fligki bulunamamasina karsin (r = 0.192)
deney grubunda istatistiksel anlamda olmamakia berab'er‘zagif bir iligki
mevcuttu {r =0.455). Sonug olarak agir amonyak kensantrosyonunun beyin
GABA miktarim arttirarak nﬁfoinhibitﬁr potansiyeli yikselttigi kamsina
venlmistir.



7-SUMMARY

In this study, we investigated the effect of hyperammonemia on the
metabolism of brain GABA. Two groups of rat were selected, one of them
used as the control.

Acute hyperammonemia was induced by urease injection {i.p.). In the
control group, the brain GABA lsvels and blood emmonia concentration
were 154.11 £ 6 pg/gr tissue and 1 16.53 19 ug/dl respectively.

In the hgperammonemic group brain GABA level was 193.34:t11
ug/gr tissue and blood ammonia concentration was 418+12.4 ug/d.

- The brain GABA levels were significently increased after urease
~injécﬁon when compared to controls. In cﬁﬁctussion, ~brain GABA
metabolism is affected by the elevated ammonia concentration.
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