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Deneyimizin ikinci agamasinda bir aylik 14 erkek Swiss albino
s1can kontrol ve deney grubu olmak Uzere ayrildilar. Kontrol ve des
ney grublarina birinci agamada olduu gibi 4 hafta siireyle her gtn
serum fizyolojik ve vitamin B6'intraperitona1 olarak enjekte edildi.
4. haftanin sonunda her iki grubta bulunan siganlara 2 saat slreyle
hareketsizlik stresi uygulandi. akut stresi takiben hayvanlar dekapi-
te edildi. daha sonra mideleri cikartilarak 1. asamada oldugu gibi
mukozal bariyer ile ilgili parametrelerin ol¢umi yapildi. Ancak de-
neyin bu ikinci asamasinda akut stresi takiben hayvanlar hemen deka-
pite edilmék suretiyle feda edildikleri i¢in bazal gastrik asit salgisi
8lciilemedi. Her bir parametrenin &l¢iminde kullanilan yontemler ay-
rintilar: ile asagida aciklanmigtir.

Bazal gastrik asit sekresyonu :

Hafif eter anestezisi altinda, 30 dakika slreyle bazal kosullar-
da her bir sican midesinin salgiladigl Ht iyon konsantrasyonunu 0l¢-
mek icin alinan mide suyu orneklerine 2 damla Topfer ayrica konuldu.
Daha sonra 0.01 N NaOH ile titre edildi. Tiketilen baz miktari esas
alinarak sonuclar meEq/saat seklinde hesaplandi.

Miikiis miktarinin tayini :

Mide mukozal bariyerinin mikils (asit mukopoliskaritler). Corne
ve arkadaslarinin yontemine gore &l¢lildi (15). Yontemin ayrintilari
asagida belirtilmistir.

Gerekli reaktifler :

1- 0.05 M sodyum asetat
0.16 M siikroz
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iceren soliisyon hazirlanir. Bu sollsyonun pH's1 5.8 olacak sekilde

HC1 ile ayarlanir.Bu soliisyon i¢ine % 0.1'lik olacak sekilde Alcian
blue konur.

2- 0.25 M sikroz

3- 0.5 M mgc1

2
4- Dietil eter

Deneyin yapilisi : Deneye baslamadan Once kiglk beherler ic¢ine

10 ml Alcian blue iceren tampon ¢ozelti konuldu ve 37°C deki su ban-
yosuna yerlestirildi. Mide tartildiktan sonra ters cevrilerek Alcian
blue ¢bzeltisi igine konuldu. 2 saat siire ile 37°C de su banyosunda
inkiibe edildi. inkiibasyonun 15. ve 45. dakikalarinda mide Alcian blue
cozeltisinden gikartilip 0.25 M silkroz ile yikanip tekrar inkibasyona
devam edildi (ayn: Alcian blue ¢6zeltisi iginde). 2 saatlik inklbas-
yonun sonunda 0.25 M siikroz ile mide yikanarak 10 m1 0.5 M Mgclé ¢O-
zeltisi icine konuldu. 37°C de tekrar 2 saat inkilbe edildi. Siirenin

sonunda MgClz'e gecen mavi rengi tespit edebilmek igin, 5 ml MgCl2
(icinde midenin inklbe edildigi) 5 ml dietil eter ile karigtirilar.

Su fazi (altaki mavi renkli faz) alinip, 605 nm'de MgCl2 cozeltisi-
ne karsi absorbansi 6lguldi. Img/ml Alcian blue sollisyonu standart

olarak, MgCl2 cbzeltisi kor olarak kullanildi.

Hesaplama : Deney Oncesinde tartilan %idenihoaglrllglnl Y gr
olarak kabul edersek;

_ Numunenin optik dansitesi x100
standardin optik dansitesi(100 mg/ml'lik std)

(mikis miktari) h




Y gr midede X gr mikis varsa

1 gr midede X

X=1-X (sonu¢ mg/gr olarak bulunmus olur).

Mukozal kazintidan lipidlerin elde edilmesi :

Bu deney icin Rose ve Oklander'in yontemi kullanildi (60).500
milligram mukozal kazintiya 18 ml ekstraksiyon karisimi (11 hacim
izopropil alkol, 7 hacim hekzan) konularak vortekslendi. 2000 r-p-m'
de bes dakika santrifij edildi. Usteki lipid fazi pastor pip%ti ile
aspire edilerek bir baska tipe aktarildi. Alta kalan fazin lzerine
tekrar 2 ml ekstraksiyon karisimi konuldu ve Vortekslendi. Santrifij-
lemeden sonra st faz alindi ve bir onceki tipe ilave edildi. Bu is-
lem iki kez tekrarlandi. Ekstrakte edilen materyal tamamen uguruldu.
Daha sonra iizerine 1 ml izopropil alkol konuldu ve vortakslendi.Boy-

lece lipid ekstraktlar:i elde edildi.

Fosfolipid tayini :

Mide mukoza ekstraklarinda fosfolipid miktar:i Baur ve arkadas-

larinin yontemi ile belirlendi (8).

Prensip : Fosfolipidler organik Solwent ile ekstrakte edilir.
Ekstrakt ucurtularak kurtulur. catt iceren nitrik asit ile organik
materyal sindirilir (kalsiyum piro fosfat olusumunu ve fosfor kaybi-
n1 6nler). Nitrik asit 1sitilarak tamamen ugurulur. Geride kalan ma-
teryal T CA askorbik asit karisimi ile eritilir. Fosfat ile mavi

renk olusmasi icin molibdat ve arsenit eklenir.
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Reaktifler :

1- Standart fosfat ¢odzeltisi; KH2PO4 100°C ' de kurutuldu.438.1
mg distile suda eritildi ve 100 ml'ye tamamlandi. 1 mg/ml fosfat ice-
ren bu ¢ézeltiden 5 ml alindi ve 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.
Béylece 0.05 mg/ml fosfor iceren calisma standardi hazirlanmis oldu.

2- Askorbik asit-TCA; 10 gr triklor asetik asit ve 2 gr askor-
bik distile su ile 100 ml'ye tamamland1.

3- % 1 Amonyum molibdat; 1 gr amonyum molibdat distile su ile
100 ml'ye tamamlandi.

4- Arsenit-sitrat cozeltisi = 20 gr trisodyum sitrat ve 20 gr
susuz sodyum arsenit distile suda eritildi. 20 ml glasiyal asetik
asit eklendi ve su ile 1 litreye tamamland:.

5- Ekstraksiyon karisimi; 3 hacim absolid alkol ile 1 hacim eter
karistirildi.

6- Nitrik asit-kalsiyum cozeltisi; 30 mg kalsiyum karbonat 1
litre konsantre nitrik asid ic¢inde eritildi.

7- Antibombing graniil; cam granuler nitrik asit i¢inde kayna-

t11d1 ve distile su ile yikanip kurutulduktan sonra kullanildi.

Deneyin yapilisi : Her tiipe bir ka¢ cam granily birakildi.Fos-

folipid tlplerine mukozal kazintinin bulundugu tipten 0.2 ml extrakt
konuldu. Daha sonra bu tiplere 1 ml nitrik asit ilave edildi ve ateg-
te hi¢ nitrik asit dumani kalmayacak sekilde uguruldu ve sogutuldu.
Her tipe 1 ml 2 nolu reaktif, 0.5 ml 3 nolu reaktif, 1 ml'de 4 nolu
reaktif konuldu ve karistirildi. 15 dakika bekledikten sonra kore

kars1 700 nm'de spektrofotometrede okunarak absorbanslari Olcildu.
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Asadidaki formilden fosfolipid miktari hesaplandi.

Ornek Absorbans
Standard Absorbans

Fosfolipid(mg/dl)= = standard konstx dilliisyon faktori

Kolesterol tayini :

Mukozal kazintidaki kolesterol miktari Zak ydnteminden yarar-.
lanmak suretiyle &lciildi. Yontemin uygulanisi ve ayrintilari asagi-

da belirtilmistir (6,75).

Gerekli reaktifler:

1- Derisik stlfirik asit

2- Derisik glasiyal asetik asit

3- Demir,III klorir reaktifi: 140 MgFeC13, 6H20 tartildi,glasi-
yal asetik asitte ¢ozilerek hacim 100 ml'ye tamamlandi. Koyu renkli
sisede oda sicakliginda saklandi.

4- Kolesterol standardi: 200 mg kristalize saf kolesterol 100
mi'lik balona konuldu. Propil alkol ile ¢ozildikten sonra 100 ml'ye

tamamlandi.

Deneyin yapi1lisi : Her tiipe mukozal kazintilardan elde edilen

lipid extraklarindan 0.2 ml konuldu. Bunlarin lzerine 2 ml FeCl3 re-
aktifi ilave edildi. Daha sonra her tipe 2 ml sulflrik asit konuldu
ve calkalandi. 20 dakika oda 1si1sinda bekletildikten sonra kére kar-
s1 560 nm'de absorbanslari ©lgiildi. Elde edilen degerler formile uy-
guliand1.

Standard Konst.
Stand.Opt.danst

Ornekteki kolesterol konst= x 0rn.Opt.danstx dilliisyon faktorl.

Elde edilen ve hesaplanan biitiin sonuglarin dederlendirilmesin-

de Student'un "t" testinden yararlanildi.
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