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ÖZET 
Amonyak konsantrasyonunun aşırı artmasında beyin 

GABA metabolizmasının nasıl etkilendiğini araştırmak 
için, sıçanlarda deneysel olarak hiperamonyemi oluştu
ruldu ve beyin dokusundaki GABA miktarları ölçüldü. 
Üreaz injeksiyonuyla hiperamonyemi oluşturulan sıçan
larda, beyin GABA miktarı kontrol grubuna göre önemli 
oranda artmıştı (p<0.05). Aynı şekilde kan amonyak kon
santrasyonu da kontrollerle karşılaştırıldığında istatistiksel 
olarak yüksekti (p<0.001). 

Kontrol grubunda kan amonyak konsantrasyonu ile 
beyin GABA miktarları arasında, herhangi bir ilişki bulu
namaması na karşılık (r-0.192), deney grubunda istatistik
sel anlamda çok önemli olmamakla beraber zayıf bir ilişki 
vardı (r-0.455). Sonuç olarak, aşırı amonyak konsant
rasyonunun beyin GABA miktarını arttırarak nöroinhibitör 
potansiyeli yükselttiği kanısına varılmıştır. 
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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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Santral sinir sisteminde (SSS) inhibitör olarak rol 
alan en önemli nörotransmitter maddeler gamma ami
nobutirik asit (GABA) ve glisindir. G A B A dört karbonlu 
bir amino asittir. Etkisini çoğunlukla korteks serebri, ba
zal gangliyonlar, serebellar purkinje hücrelerinde ve ta-
lamusta gösterir. Buna karşılık glisinin etki alanı çok 
daha dar olmakla birlikte spinal motornöronlarda yoğun
laşmaktadır (1). 

SSS 'de yüksek konsantrasyonda bulunan G A B A , 
tüm nöronların %25-40'ında bulunur. G A B A , inhibitör 
nöronlarda sentezlenir ve akson uçlarında yoğunlaşır, 
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impulsun nöronu uyârmasıy la da sinaptik ara l ığa 
boşalır. Sinir hücresinden salınan G A B A postsinaptlk 
membranda bulunan kendisine özgü reseptörüyle (GA-
B A A ) birleşerek etkisi gösterir (1). 

G A B A A reseptörü aslında bir reseptör komplekstir, 
farmakolojik ve biyokifnyasal olarak üç ana bölgeden 
oluşmuştur: a) G A B A reseptörü, b) Benzodiazepin re
septörü ve c) Barbiturat reseptörünü de içeren Klor 
(Cl~) kanalı (lonoforu) (2). 

Hepatik yetmezlikte ensefalopatinin gelişmesi ka
raciğer tarafından metabolize edilemeyen veya porto
kaval santiarla genel dolaşıma geçerek ekstraselüler 
sıvıda biriken toksik maddelerin etkisinden ileri gelir 
(3,4). Karaciğer yetmezliğinde ensefalopatinin patojene-
zinde rol oynayan nörotoksik maddeler çeşitli olmakla 
birlikte, esas etkili maddenin amonyak olduğunu bildi
renlerin (3-6) yanında son zamanlarda dikkatleri G A B A 
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üzerinde yoğunlaştıranlar da artmıştır (7-10). Hepatik 
yetmezlikte gastrointestinal sistemde bakteriler tarafın
dan üretilen ya da besinlerle alınan bazı toksik madde
ler ve çeşitli amino asitler karaciğer tarafından yeterli 
istenemezler. Bu maddeler sistemlk dolaşıma ve ora
dan da muhtemelen beyine geçebilirler (10). 

Beyin dışında GABA'nın en büyük kaynağı barsak 
bakterileridir. V e n a porta kanındaki G A B A konsant
rasyonu arterierdekinin yaklaşık iki katıdır (10). Sindirim 
kanalındaki bakterilerin ürettiği G A B A , portal sistemik 
dolaşımla karaciğere gelir ve burada metabolize edilir. 
Hepatosellüler yetmezlikte G A B A karaciğer tarafından 
temizlenemediği için plazma G A B A konsantrasyonu ar
tar (3,8). 

Normal durumlarda kan beyin bariyerinin G A B A ' y a 
olan geçirgenliği minimum düzeydedir. Fakat hepatik 
yetmezlikte sistemik dolaşıma geçen toksik maddeler 
kan beyin bariyerinin permeabilitesini arttırarak G A B A 
ve diğer maddeler karşı daha geçirgen hale getirirler 
(3,11). Kan beyin bariyerinin bu şekilde geçirgen olma
sı muhtemelen kılcal damarları çevreleyen astrositlerin 
de jenerasyonundan (12) ve kılcal damar endotel-
yumundaki porların sayısının artmasından ya da sıkı 
bağlandtı yerlerinin bozulmasından ileri gelir (7). 

Deneysel olarak oluşturulan hepatik ensefalopa-
tide veya ensefalopatiyle beraber seyreden sirozlu has
talarda plazma G A B A miktarının artmış olduğu birçok 
çalışmada kanıtlanmıştır (9,13,14). Ayrıca hepatik ense-
falopatide beynin G A B A ' y a karşı affinitesi de artar (10-
15). 

Yapılan bir çalışmada (14) hepatik ensefalopatinin 
geliştiği sirozlu hastaların plazma G A B A miktarı, ense-
falopatik olmayanlarınkinden çok daha yüksek bulun
muştur. Bu çalışmada elde edilen bulgularla, GABA'nın 
hepatik ensefalopatinin patojenezinde rol oynayabile
ceği düşünülmüştür. Ayrıca G A B A reseptörlerinin arttığı 
ve G A B A ' y a karşı affinitelerinin artmasıyla nöral inhi-
bisyonu potansiyelize ettikleri de bildirilmektedir (16). 

Arteriyel kan amonyağının %47'si çoğunlukla diffüz-
yon şeklinde olmak üzere beyne geçer (17). Beyin do
kusu birçok maddelere karşı olduğu gibi amonyağın ar
tan konsantrasyonuna karşı da oldukça duyarlıdır. Bu 
nedenle beyinde amonyağa karşı oluşmuş bir tampon 
sistemi vardır. Beyin amonyağı (astrositlerde) etkili bir 
şekilde glutamat-glutamin siklusu tarafından regüle edi
lir (18). NH3 glutamat ile birleşerek glutamine dönüşür. 
Bu reaksiyon glutamin sentetaz tarafından katalize edi
lir. Glutamin daha sonra kan-beyin bariyeri boyunca 
dışarı atılmak suretiyle beyinden temizlenebilir, ancak 
amonyak konsantrasyonunun aşırı yükselmesi glutamin 
tampon sistemini yetersiz bırakır. 

Bu çalışma, hepatik ensefalopatide G A B A artışı ile 
amonyak arasındaki ilişkiyi araştırmak için düzenlen
miştir. Sun i olarak oluşturulacak hiperamonyeminin, 
kan ve beyin dokusundaki değerleri yanında, beyin do
kusundaki G A B A ' y a tesiri incelenmek istenilmiştir. Böy

lece elde edilecek araştırma değerierle, oluşturulan hi
peramonyeminin beyindeki G A B A metabolizmasına et
kisi hakkında bir fikir edinilmesi düşünülmüştür. 

MATERYEL VE METOD 
Çalışmada 10'u kontrol olmak üzere toplam 40 

adet 45-60 günlük Swiss albino sıçan (240±40gr) kulla
nıldı. Kontrol grubuna izotonik sodyum klorür infüzyonu 
yapılırken deney grubuna ise hiperamonyemi oluştur
mak için Prior and Visek (19) tarafından bildirilen yön
teme göre deri altı üreaz injeksiyonu yapıldı. Buna 
göre kristalin üreaz (Sigma Chemical Co.) normal se
rum fizyolojik içerisinde 10 mM potasyum fosfat bulu
nan çözeltide çözündürüldü (PH 7.4). Her hayvana öl
dürülmeden üç saat önce bu üreaz solüsyonundan deri 
altına enjekte edildi. Enjeksiyon oranı her hayvana 114 
I.U. üreaz/kg vücut ağırlığı olmak üzere ayarlandı. 

Hayvanlar öldürülmeden 2.5 dakika önce ölüm 
sonrası G A B A miktarının değişmemesi için spesifik G A 
BA inhibitörü olan 3-mercaptopropionic asit intraperito-
nal olarak enjekte edildi (20). Sıçanlar dekapitasyonla 
öldürüldü ve beyin dokuları çıkarılarak -20° C'de derin 
dondurucuda donduruldu. 

Ekstraksiyon işlemi daha önce yapılan çalışmalar
da bildirildiği gibi (21) kısaca şöyle yapıldı: Derin don
durucudan çıkarılan beyin dokuları çözündükten sonra 
tartılıp bir tüpe kondu. Üzerine 10ml 0.4 N HCI04 
(buzlu), 0.1 ml %5'lik N a 2 S 2 0 5 ve 0.2ml %10'luk N a 2 -
EDTA solüsyonları ilave edildi. Doku, Ultra-Turrax ho-
mojenizatör kullanılarak homojenlze edildi. Homojenat 
+4° C'de 10.000g'de 10 dakika santrifüj edildikten son
ra süpernatantı alınıp filtre edildi. Ion exchange kroma-
tografi için Atack and Magnusson (21) tarafından bildi
rilen sistem kullanıldı. 

G A B A tayini, primer amino grubun ortoftalaldehid 
ve beta merkaptoetanolla yüksek PH'da verdiği reak
s iyonda yüksek f loresan ürün oluşturması esasına 
dayanır (22). Bu şekilde hazırlanan örnek ve standart 
deneyler köre karşı spektrofluorometrede (Perkin Elmer 
100) 335nm eksitasyon ve 455nm emisyon dalga boy
larında okundu. 

Dekapitasyondan hemen sonra fışkıran kan bir 
tüpte toplandı ve santrifüjle plazması ayrılarak amonyak 
miktarı enzimatik yöntemle tayin edildi. Bunun için ge
rekli reaktifler Sigma Chemical Co. 'den KİT halinde te
min edildi. 

istatistiksel analizler: Student "t" testi kullanılarak 
kontrol ve deneysel değerler arasındaki fark araştırıldı. 
Ayrıca amonyak ve G A B A değerleri arasındaki korelas
yon da saptandı. 

BULGULAR 
Bu çalışmada beyin dokusundaki G A B A miktarları 

ve kan amonyak konsantrasyonları saptanarak araların
daki ilişki incelendi. 
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Tablo 1. Deney ve kontrol grubu ortalama beyin G A B A ¥6 serum amonyak miktarları 

GABA (fig/g) Amonyak (ng/df) 
X Î S H X±SH r n 

Deney grubu 193.34t11.16* 4 1 8 . 0 0 * 1 2 . 4 * * * 0.455 30 
Kontrol grubu 1 5 4 , 0 0 * 6 118.38±9 0.192 10 

: Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda önemli (p<0.05) 
: Kontrol grubuna göre istatistiksel anlamda önemli ( p<0 .001 ) 

1-Deney 

Şekil 1,2. Kan amonyak ve beyin GABA değerleri arasındaki ilişki 

2-Kontrol 

Kontrol grubunda ortalama G A B A miktarı 154±6 
ug/g beyin dokusu olarak bulunurken, plazma amonyak 
konsantrasyonunun ortalama değeri 116.38±9 pg/dl idi. 
Bu grubun beyin G A B A miktarı ile plazma amonyak 
konsantrasyonu arasında anlamlı bir korelasyon bulu
namadı (r-0.192, p>0.05) (Şekil 1). 

Deney grubuna üreaz injekslyonu yapılarak akut 
hiperamonyemi oluşturuldu. Hiperamonyemik grubun 
ortalama G A B A miktarı 193.34+11.16 pg/g beyin doku
su, ortalama plazma amonyak miktarı 418±12.4 pg/dl 
düzeylerinde saptandı. Hiperamonyemik grupta beyin 
G A B A miktarı ile plazma amonyak konsantrasyonu ara

mda istatistiksel anlamda olmamakla beraber zayıf bir 
' ışM saptandı (r-0.455) (Şekil 2). 

Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında deney grubun
da p lazma amonyak konsantrasyonu önemli ölçüde 
yüksekti (t-19.84, p<0.001). Aynı şekilde hiperamonye
mik grubun beyin G A B A miktarları kontrol grubuna 
göre istatistiksel anlamda olmak üzere daha yüksek 
bulundu (t-3.02, p<0.05). 

Yukarıdaki verilere göre (Şekil 1 ve 2'de görüldüğü 
gibi) beyin G A B A miktarı ile plazma amonyak konsant
rasyonları arasında istatistiksel anlamda önemli bir ilişki 
bulunamamasına rağmen hiperamonyemi oluşturulduk
tan sonra deney grubunda G A B A miktarları artmış bu
lunmaktadır. 

TARTIŞMA 
Nöronlardaki veziküllerde bulunanın dışında, beyin 

omurilik sıvısı ve kanda da bir miktar G A B A bulunmak

tadır. Normal durumlarda kan dolaşımındaki G A B A , 
kan-beyin bariyerini aşamadığı için, santral sinir siste
mindeki kendi reseptörlerini etkileyemez. Ancak B O S -
'taki GABA'nın postsinaptik membranda bulunan kendi 
reseptörünü etkileyerek hiperpolarizasyon ve dolayısıyla 
inhibisyon yapması mümkündür. Beyin dokusundaki 
G A B A yoğunluğu BOS'takinden yaklaşık 10.000 kat da
ha fazladır (23). SSS'dekı GABAergik aktivite tamamen 
sinaptik veziküllerde bulunan G A B A ' y a aittir. Ancak sis-
temik dolaşımdaki GABA'nın herhangi bir sebepten kan 
beyin bariyerini aşması, ya da BOS'taki G A B A miktarı
nın artması GABAergik tonusta artışı neden olur. G A 
BA'nın nörolnhibitör potansiyelinin iyontoforetik çalışma
ları (24), karaciğer yetmezliğinde küçük bir miktar plaz
ma GABA'sının postsinaptik nöral membrana geçerek 
nöron al inhibisyonu anlamlı bir şekilde etkilediğini gös
termiştir. Hatta bu miktardaki GABA'nın beyin dokusun
da tesbit edilemeyecek kadar az olduğu bildirilmiştir. 
GABA'nın akut karaciğer yetmezliğinde beyin tarafından 
alımının arttığını gösteren bir çalışmada (25) yukarıdaki 
araştırmaya paralellik gösteren sonuçlar vermiştir. 

Kan beyin bariyerinin, G A B A ve diğer bazı madde
lere karşı geçirgenliği, karaciğer yetmezliğinde artabile
ceği gibi sağlıklı deney hayvanlarına NH3 infüzyonu ya 
da Inhalasyonunda da (5,6) artabilmektedir. Bu sonuç
lar amonyağın indirekt olarak GABAergik aktiviteye kat
kıda bulunabileceğini göstermektedir. 

Mannlen ve Savolainen (6) sıçanlara amonyak in-
halasyonu yaptırdıktan sonra beyin dokusundaki amino 
asit miktarlarında önemli değişiklikler gözlediler. Bu so-
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nuçlara göre özellikle fhreonin ve glüteninin l ineer bir 
şekilde artması dikkat çekmiştir. Başka bir çalışmada 
(26) ise amonyak infüzyonunu beyin G A B A konsant
rasyonunu önemli oranda art t ı rdığı bulunmuştur. 

Köpeklerde i.v. NH4CI infüzy onunun pentifentetra-
zole karşı epilepsi eşiği üzerindeki etkisini araştıran bir 
çalışmada (27), hiperamonyeminin epileptik eş iğ i yük
selttiği ileri sürülmüştür. Burdan NH 3 'ün direkt ya da in-
direkt olarak GABAergik tonusu arttırabileceği sonucuna 
varılmıştır. 

Çalışmamızda hiperamonyemik sıçanların beyin 
G A B A miktarının kontrollere oranla istatistiksel olarak 
(p<0.05) arttığını saptadık. Bugge ve ark. bir grup sıça
na portokaval anastomoz diğer bir gruba ise sham 
operasyon yapmışlardır (26) ve her iki gruba amonyak 
infüzyonu yaptıklarında beyin G A B A miktarının kontrol
lere göre önemli ölçüde arttığını saptamışlardır (sırasıy
la, p<0.001, p<0.05). Baydaş ve ark. (28) lityum veri
len hiperamonyemik sıçanlarda benzer sonuçlar bildir
mektedirler. Beyin dokusuda NH3 alfa ketoglutarik 
asitle birleşerek glutamik asit oluşturmaktadır. 

Basi le ve Gammal (8) karaciğer yetmezliğinde 
beyin G A B A konsantrosyonunun GABAergik tonus ile 
beraber artabileceğini fakat bir çok kompensatuvar me
kanizmanın bunda rol oynayabileceğini ileri sürmektedir. 
Burada özellikle G A B A katabolizmasının artmasından 
bahsedilmektedir. 

Lityum verilen sıçanlarda G A B A miktarının norma 
lin 3 katına kadar çıktığı ve bu artışın da kısmen lityu
mun N a + , K* -ATPaz aktivitesini inhibe ederek G A B A 
geri alımını bozması sonucu meydana geldiği bildiril
miştir (29). Aynı şekilde yüksek konsantrasyondaki 
amonyağın da N a + , K + - A T P a z aktivitesini bozduğu bilin
mektedir (4,30,31). Şu halde amonyağın G A B A geri alı
mını bozması muhtemel olup G A B A konsantrasyonunu 
arttırması olasıdır. 

Glutamin sentetaz enzim inhibitörü olan methionin 
sulfoximin ya da lityum veri lmesiden sonra (29,32) 
veyahut da hiperamonyemide astrositlerde glutamine 
dönüşmesi gereken NH3'ün bir kısmı glutamin senteta-
zın yetersizliğinden dolayı kana geri döner, ya da nö
ronlara geçerek glutamata dönüşür. Nöronal glutamat 
İse G A B A sentezinde kullanılır. H iperamonyemide 
beyin enerji dengesi bozulur ve A T P sentezi azalır 
(33). Aşırı amonyak yoğunluğu normal elektrofizyolojik 
ve nörotransmitter fonksiyonu, hücresel morfolojiyi, 
kan-beyin bariyerinin özelliklerini, membran bütünlüğü
nü, osmoregülasyonu ve birçok biyokimyasal yolu etki
ler (34). Bunların tümü indirekt olarak serebral enerji 
metabolizmasını bozar. Glutamin sentezinin artması se
rebral A T P miktarını azaltır. G A B A geri alımı A T P ener
jisi kullanarak aktif transportla gerçekleştiğine göre, hi
peramonyemide ATP'n in azalması hem glutamat ve 
GABA'nın geri alımını azaltır, hem de glutamin senteta-
zın aktivasyonunun azalmasına neden olur. Bu durum 
bir taraftan GABAergik inhibitör etkinin uzamasını sağ
larken, öte yandan daha fazla amonyağın nöronlarda 

glutamaî-glutamin, ya da g l u t a m a t - G A B A yo lunu i z le 
m e s i n e n e d e n olabi l i r . 

Hepat ık ye tmez l iğ in son a ş a m a l a r ı n d a ©nsefalopa-
t iye n e d e n olan pr imer e tken in s a p t a n m a s ı n a yönelik 
birçok ç a l ı ş m a d a (7,9,10,14) serum ve bey in omurilik 
sıvıs ı G A B A mik tar lar ın ın a r tmış o l d u ğ u bildirilmiştir. B u 
art ışın n e d e n i çoğun luk l a barsak florası tarafından s e n -
tez tenen G A B A ' n ı n dolaşım s i s t e m i n e ve oradan per-
m e a b l o l a n k a n b e y i n baı lyer inî g e ç e r e k B O S ' a 
u laşmas ı o la rak yo rumlanmış t ı r . 

A m o n y a ğ ı n sodyum ve p o t a s y u m metabo l i zmas ın ı 
b o z d u ğ u bilindiğine göre . f a z l a a m o n y a k ayn ı z a m a n d a 
b u yo l l a G A B A v e g lu tamik as i t in metabo l i z rnasmı d a 
değ iş t i re rek m u h t e m e l e n , hem G A B A ' n ı n nöroinhibr tör 
tor tusunu artt ır ır h e m de ka tabo l i zmas ım yavaşlat ı r . 

S o n u ç o la rak ; h i p e r a m o n y e m i d e G A B A m e t a b o 
l izması dört değ iş ik y o l d a n e tk i lenmekted i r . Bun lar : 

1 . Y ü k s e k k o n s a n t r a s y o n d a k i N H 3 , glutamine dö
n ü ş e r e k s i s temik d o l a ş ı m a geçer . B u n a karşı l ık bazı 
a m i n o asi t ler kan bey in bar iyer in i geçe rek (kotransport) 
san t ra l s inir s i s temin in nöro t ransmi t te r d e n g e s i n i bozar
lar. 

2. B e y i n d o k u s u n d a NH3 m ik ta r ın ın aşır ı a r tmas ı 
g l u t a m i n e d ö n ü ş ü m k a p a s i t e s i n i a ş a c a ğ ı n d a n a m o 
nyağ ın bir k ısmı nö ron la ra geçerek g lutamik as i t o luş tu 
rur, b u i se G A B A sen tez i için t e m e l kaynakt ı r . 

3 . A r t a n a m o n y a k , b e y i n d e i yon ( N a * , K + , Cl~) 
d e n g e s i n i b o z a r a k G A B A reuptake ' in i azal t ı r . 

4. B e y i n amonyak k o n s a n t r a s y o n u n u n artmasi 
s o n u c u beyn in enerji d e n g e s i bozulur (34) v e G A B A 
'n ın geri alımı yavaş lar 

Y u k a r ı d a s ı ra lanan sonuç la ra gö re , akut (amonyak 
y a d a ü reaz in jeks iyonuy la) v e y a kronik (por tokava l a -
n a s t o m o z ile) o la rak oluşan h i p e r a m o n y e m i d e G A B A 
'n ın nöroinhibrtör po tans iye l i a r tmak ta ve bu da ensefa-
(opatinin m u h t e m e l e n pr imer e tken i o lmak tad ı r . 
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