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OZET
Progesteron’ un Biyoanalitik Yontem Validasyonu

Steroid bir hormon olan progesteronun miktar analizi i¢in spektrofotometrik (UV-
Goriiniir Bolge ve Birinci- Tiirev Spektrofotometri) ve kromatografik (Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografi- diyote Array Dedektdr) yontemler gelistirildi, valide edildi ve insan plazmasi
ile progesteron iceren farmasdtik preparatlara uygulandi. Spektrofotometrik yontemlerde,
progesteronun 240 nm dalga boyunda UV-Goriiniir Bolge absorbans degerleri ile 230 nm ve
255 nm dalga boyunda birinci tiirev absorbans degerleri olgiildii.

UV- Goriinlir Bolge Spektrofotometri yonteminde, gozlenebilme smir1 (LOD) plazma
cozeltilerinde 0,5 pg/mL ve standart ¢gozeltilerinde 0,4 pg/mL’ dir. Bagil standart sapma (%
BSS) olarak belirtilen giin i¢i ve giinler arasi kesinlik plazmada % 0.04 ile % 5,67 arasinda ve
standart ¢ozeltilerde % 0,2 ile % 2,03 arasindadir. Plazmadan ve farmasdtik preparatlardan
progesteronun geri kazanim degerleri ise sirastyla % 76,2 ve % 98,2’ den daha biiyiiktiir.

Birinci-Tiirev Spektrofotometri yonteminde, LOD standart ¢ozeltilerinde 0,4 pg/mL’ dir.
Gin i¢i ve glinler aras1 kesinlik standart ¢ozeltilerde % 0,9 ile % 11,6 arasindadir. Farmasotik
preparatlardan progesteronun geri kazanim degeri ise % 91,2’ den daha biiytktiir.

Kromatografik olarak progesteron, asetonitril-su (70-30 h/h) mobil faz1 kullanilarak ters
faz C-18 kolonda ve 240 nm’ de DAD dedektor ile belirlendi. LOD, hem plazma hem de
standart ¢ozeltilerinde 0,08 pg/mL’ dir. Giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik plazmada % 2,07 ile %
7,70 arasinda ve standart ¢ozeltilerde % 0,59 ile % 2,37 arasindadir. Plazmadan ve farmasotik
preparatlardan progesteronun geri kazanim degerleri ise sirastyla % 91,08 ve % 96,6’ dan daha
biiytiktiir.

Gelistirilen ve valide edilen biitiin yontemler ile farmasdtik preparatta herhangi bir 6n
hazirlama veya 6n ayirma islemi gerektirmeden progesteron belirlendi. Ayrica gelistirilen
kromatografik yontem, 30 ile 41. haftalar arasi1 hamile insanlardan elde edilen plazma

orneklerinde progesteron analizi basari ile uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Progesteron, Spektrofotometrik yontem, Tiirev Spektrofotometrik

yontemi, HPLC yontem
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SUMMARY

Bioanalytical Method Validation of Progesterone

For quantitative determination of progesterone which is a steroid hormone, both
spectorophotometric (UV-Visible and First-Derivative) and chromatographic (high-performance
liquid chromatography (HPLC) coupled with diode array dedector (DAD)) methods were
developed, validated and applied on pharmaceutical preparation containing progesterone and
human plasma. Spectrophotometrically, progesterone was determined by means of UV-Visible
absorbance values measured at 240 nm and first-derivative values measured at 230 nm and 255
nm.

In UV-Visible Spectrophotometric method, the limits of detection (LOD) were 0,5 pg/mL
in plasma and 0,4 pg/mL in standard solution. The within and between day precision, expressed
as the relative standard deviation (RSD %) ranged from 0.04 to 5,67 % in plasma and 0,2 to
2,03 % in standard solution. The recovery of progesterone from plasma and pharmaceutical
preparation were also higher 76,2 % and 98,2 %, respectively.

In First-Derivative Spectrophotometric method, the limits of detection were 0,4 pg/mL in
standard solution. The within and between day precision (RSD %) ranged from 0,9 to 11,6 % in
standard solution. The recovery of progesterone from pharmaceutical preparation were also
higher 91,2 %.

Chromatographically, determination of progesterone was achieved with acetonitrile-water
(70:30, v/v) as mobile phase, a reversed phase C-18 column and DAD detection at 240 nm. The
LOD were 0,08 pg/mL both in plasma and in standard solution. The within and between day
precision, ranged from 2,07 to 7,70 % in plasma and 0,59 to 2,37 % in standard solution. The
recovery of progesterone from plasma and pharmaceutical preparation were also higher 91,08
% and 96,6 %, respectively.

All methods that developed and validated were successfully applied for determination of
progesterone at pharmaceutical preparation which do not require any preliminary separation or
pretreatment of the samples. Furthermore, proposed chromatographic method for progesterone
has been successfully applied to the analysis of human plasma samples collected from pregnant

human between 30" and 41° weeks.

Key Words: Progesterone, Spectrophotometric method, Derivative Spectrophotometric method,

HPLC method



1. GIRIS VE AMAC

Viicudun belli bélgelerinde sentezlenip, organizmanin belirli fonksiyonlarini
baslatan ya da diizenleyen kimyasal maddelere hormon denir. Hormonlar kimyasal
yapilarina gore dorde ayrilirlar. Amin yapisindaki hormonlar, aminoasit yapisindaki
hormonlar, peptit hormonlar ve steroid hormonlardir. Steran c¢ekirdegi tasiyan
hormonlara steroid hormonlar denir. Progesteron da steran ¢ekirdegi tasidigindan dolay1
bir steroid hormondur ve 21 karbonludur. Progesteronun molekiil agirligi 314,47 g/mol
diger bir ad1 ise Pregn-4-en-3,20-dion dur. Progesteron kadinlarda normal dénemlerde
ve menstriiel siklusun ikinci yarisinda, yumurtaliklarda, corpus luteumda, hamilelik
doneminde plasentada, erkeklerde az miktarda testislerde ve ayrica her iki cinste adrenal
kortekste sentezlenir. Adrenal kortekste sentezlenen hormonun 6nemli miktar1 dolasima
verilmeyip diger steroidlerin sentezi i¢in prekiirsér olarak kullamlir'.

Progesteronun biyosentezi kolesterolden baslar'. Baslica metaboliti pregnandiol
(5B-pregnandiol) diir. Progesteronun yaklasik % 30' u bu maddeye doniisiir. Diger
metabolitleri ise So-pregnandion ve 20a-dihidroksiprogesteron’ dur. Bunlar zayif
progesteron benzeri etkinlik gdsterir. Viicutta progesteron sentez hizinin 6l¢iisti giinde
idrarla ¢ikarilan pregnandiol miktaridir. Bu miktar giine ve kisiye gore farklilik
gosterir’. Progesteron plazmada bir transport proteini olan transkortine kismen
baglanmus olarak bulunur’. Progesteronun baslica 3 fizyolojik islevi vardir: i) ovumun
dollenmesi ile ilgili olaylar1 kolaylastirir, ii) déllenmis ovumun uterusta endometriyum
{izerine implantasyonunu yani nidasyonu saglar, iii) gebeligin siirdiiriilmesini saglar.”

Ayrica progesteron gelisme c¢aginda alveoler meme dokusunun olusumunu

hizlandirir. Yetigkinlerde menstriiel sikliisii diizenler; corpus luteum’ dan progesteron



salgilanmasi durunca mens baglar. Uterus iizerindeki etkileri nedeni ile progesteron,
dollenmis ovumun uterusa yerlesmesi ve gebeligin devami i¢in gereklidir.

Hamile olmayan bayanlarda ¢ogunlukla corpus luteum tarafindan salgilanir.
Hamilelik boyunca bu hormonun ana kaynagi plasentadir. Serumdaki progesteron
derisimi kadinlarda yaklasik olarak 0,15-25 ng/mL’ dir. Fakat bu deger hamilelik
boyunca yaklasik 230 ng/mL diizeyine ulasir®. Gebeligin 10. haftasindan sonra primer
progesteron kaynagi plasentadir, plasenta cogu annenin dolasimina gegen giinde 250 mg
progesteron iiretir’. Progesteron biiyiik 6lciide dolasimda proteine baglidir ve over
fonksiyonlarin1 belirlemede progesteronun kandaki derisimi 6l¢iiliir. Cogu yayinlarda
progesteronun prostat, endometrial ve meme kanseri lizerine antitiimoral yarari
raporlanmistir®. Beyin hasari sonrasi progesteron tedavisinde TNF-alfa, IL-1beta,

1011 Qentetik progesteron ¢esitli

mRNA ve proteinlerini diisiirdiigi kanitlanmistir
jinekolojik problemlerde ¢ok yaygin olarak kullanilirken, dogal progesteron c¢ogu
androjenik aktivitelerden yoksundur. Bu yilizden uzun zaman periyodlarinda liremeye
yardimei olarak kullanilir'?. Progesteronla ilgili birgok tayin yontemlerine rastlanmustur.
Bu yontemler; GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi), HPLC (Yiiksek
Performans Sivi Kromatografisi), LC-MS (S1vi Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi),
Spektrofotometrik ve immunoassay yontemleri olarak siralanabilir. Calismamizla ilgili
literatiir taramasinda progesteronun analizinde LC-MS yéntemi®'>'®, LC-MS/MS
yontemi™' *'"'*, HPLC yoéntemi'®"”?!, GC-MS yontemi'*****, UV-Gériiniir Bolge ve

212931 ylagilmistir.

Tiirev Spektrofotometri yontemleri’* ile immunoassay yontemlerine
Calismamiz bu yontemler 1s18inda yiiriitiilmistiir. Calismamizin amaci, farmasotik

preparatlarda ve insan plazmasinda progesteron miktar tayini i¢in literatiirdeki

yontemlere alternatif olarak UV-Goriiniir Bolge  Spektrofotometre, Tiirev



Spektrofotometri ve Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi yontemlerinin gelistirilip
validasyonlarinin ~ yapilmasi amaglanmistir.  Gelistirilip  validasyonlar1  yapilan
yontemlerin uygulamasi olarak farmasotik preparatlarda progesteron miktar tayininin
yapilmasi ve hamilelikte son derece bliyiik bir 6neme sahip olan progesteronun hamile
insanlarin (30-41. haftalar aras1 hamilelerin) plazmalarinda miktar tayininin yapilmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hormonlar
2.1.1. Hormon Tanmim Ve Onemi

Hormon, viicudun belli bolgelerinde sentezlenip, organizmanin belirli
fonksiyonlarini1 baglatan ya da diizenleyen kimyasal maddelere denir. Hormon terimi,
yunanca kokenden gelmektedir; uyarmak, canlandirmak anlamindadir. Hormonlar
cogunlukla sentezlendigi yerlerden, dolagim sistemi ile (kan veya lenf) etki bolgelerine
taginarak, buradaki hedef hiicreler lizerine etkirler; bu tip etkiye endokrin etki, bdyle
hormonlara endokrin hormonlar denir. Baz1 hormonlar ise sentezlendikleri yerlerden
uzaga taginmaksizin, komsu hiicreler ilizerine etki gosterirler; bu etki tarzina parakrin
etki, bu tip hormonlara parakrin hormonlar yada doku hormonlar1 veya lokal hormonlar
denir. Bazi hormonlar hem endokrin hem de parakrin etki gdsterirler'.

Hormonlar, metabolizmanin, biiylime ve gelismenin, su ve elektrolit alig
verisinin, liremenin, seksiiel gelisimin ve seksiiel fonksiyonlarin regiilatorleri olarak
hayati oneme sahiptirler. Hormonlarin kimyasal yapilar1 heterojendir. Hormonlarin,
biyolojik etkinlikleri i¢in diisiik derisimleri yeterlidir; serumda nmol ve pmol
diizeylerinde bulunurlar; serum diizeyleri ancak ¢ok hassas yontemlerle olciilebilir.””.
Hormonlarin yokluk, azlik ve fazlaliklar1 cesitli hastalik belirtilerine yol acar;
bazilarinin yoklugu 6lime neden olur”. Ornegin, biiyiime hormonu olmadiginda kisi
clice olarak kalir, troksin ve triiyodotironin yoklugu, viicuttaki hemen hemen tiim
kimyasal reaksiyonlar1 yavaslatir ve kisi yavaslar. Insiilin yoklugunda, hiicreler enerji
icin karbonhidratlar1 ya ¢ok az kullanabilir veya hi¢ kullanamaz. Seks hormonlari

olmadan cinsel gelisme ve cinsel fonksiyonlar olamaz’®. Bu nedenle hekimlikte bir



endokrin organin hipofonksiyonunu veya bir hormonun eksikligini zamaninda
saptayarak eksik hormonu yerine koymak 6nemlidir™.
2.1.2. Hormonlarin Etki Mekanizmalar:

Hiicre i¢inde ya da iizerinde hormon, ilag, viriis v.b. nin 6zel olarak baglandigi
yer veya yapiya reseptor denir. Hormonlarin etkileri, reseptor diizeyinde iki farkl
mekanizma ile aciklanmaktadir'.

a- Katekolaminler ve bazi1 peptit hormonlar; etkilerini hedef hiicre membram
ylizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak gosterirler. Membranda olusan hormon-
reseptor kompleksi, hiicre i¢cinde adenil siklaz enziminin aktivitesini arttirir; bu da ATP
(adenozin trifosfat) cAMP' ye (3',5'-siklo-AMP, siklik adenozin monofosfat)
déniismesini saglar. Hiicre ici cAMP ve bazen Ca™ iyonlari derisimlerini yiikseltir.
Ikinci haberci olarak nitelendirilen cAMP, ilgili enzim ve transport islemlerini aktive
eder.

b- Steroid hormonlar ve tiroid hormonlari; hedef hiicre membranindan igeriye
girerek, sitoplazmada bulunan reseptorlerle birlesirler ve hormon-reseptdr kompleksini
olustururlar. Bu kompleks, hiicre c¢ekirdegine girer (traslokasyon), DNA (deoksiribo
niikleik asit) kromatin agi ile birlesir, RNA (riboniikleik asit) polimeraz etkisi ile DNA
zincirinin  kopmasma ve mRNA c¢ikisina neden olur (transkripsiyon); mRNA
sitoplazmada, ribozomlarda 0zel proteinlerin sentezini saglar (translasyon). Hiicre
disina salgilanan bu proteinler, hormonun sorumlu oldugu fizyolojik etkiyi meydana

getirir'.



2.1.3. Hormonlarin Siniflandirilmasi

Hormonlar, kimyasal yapilarina gore ii¢ ana sinifa ayrilirlar:

1- Protein ve polipeptitler yapisindaki hormonlar (peptid hormonlar): On ve arka
hipofiz bezi hormonlari, pankreastan (insiilin ve glukagon), paratiroid bezinden
(paratiroid hormon) salgilanan hormonlar en basta gelen protein ve polipeptit
yapisindaki hormonlardir.

2- Steroidler: Adrenal korteksten (kortizol ve aldosteron), overlerden ve
plasentadan (Ostrojen ve progesteron), testislerden (testosteron) salgilanirlar.

3- Amin yapisindaki hormonlar (Tirozin amino asidi tiirevleri): Tiroid bezinden
(tiroksin ve trityodotironin) ve adrenal medulladan (epinefrin ve norepinefrin)
salgilanirlar™®.

Hormonlar ayrica fizikokimyasal zelliklerine gére de simflandirilirlar’;

-Suda ¢6ziiniir hormonlar (peptidler ve katekolaminler)

-Yagda ¢oziiniir hormonlar (steroidler ve tiroid hormonlar)

2.1.4. Hormonlarin Sentezi ve Depolanmasi

Polipeptit ve protein yapisindaki hormonlar gerektikleri siireye kadar sekretuvar
vezikiillerde depolanirlar. Viicuttaki hormonlarin ¢ogu polipeptit ve protein
yapisindadir. Bu hormonlar 3 aminoasitten olusacak kadar kiictlik (tirotropin) veya 200
aminoasitten olusabilecek kadar uzun (prolaktin) olabilirler. Genelde 100 veya daha
fazla sayida aminoasitten olusan polipeptitler protein olarak adlandirilir ve 100 den
daha az sayida aminoasitten olusanlar peptid olarak bilinirler. Protein ve peptid
hormonlar, diger proteinlerde oldugu gibi endokrin hiicrelerin graniillii endoplazmik
retikulum tarafindan sentezlenir. Steroid hormonlar genelde kolesterolden sentezlenirler

ve depolanmazlar. Steroid hormonlarin kimyasal yapist kolesterole benzer, lipidde



coOziiliirler ve ii¢ siklohegzil halkasindan ve bir siklopentil halkasindan olusurlar.
Endokrin hiicrelerde ¢ok az miktarda hormon depolanmakla birlikte, sitoplazma
vakuollerinde depolanan biiylik miktardaki kolesterol esterleri uyar1 sonucu steroid
sentezi hizli mobilize olur. Steroid sentezleyen hiicrelerdeki kolesteroliin biiylik kismi
plazmadan gelir ancak kolesterol sentezi hiicrelerde de gergeklesir. Steroidlerin lipidde
¢Oziintirliikleri oldukca fazladir. Bu nedenle salgilanir salgilanmaz hiicre membranindan
kolayca diflize olurlar, interstisyel siviya aradan da kana gecerler. Amin yapisindaki
hormonlar tirozinden tiirerler. Tirozinden kaynaklanan iki grup hormon, tiroid ve
adrenal medulla hormonlarinin her ikiside salgi hiicrelerinin stoplazmadaki enzimlerin
etkisiyle olusurlar. Tiroid hormonlar tiroid bezinde sentezlenir ve depolanirlar.
Troglobulin adi verilen biiyiikk protein molekiilinden aminler ayrilir ve serbest
hormonlar kana verilir. Epinefrin ve norepinefrin adrenel medullada yapilirlar.
Katekolaminler onceden hazir vezikillerin i¢ine almip salgilanincaya kadar
depolanirlar. Protein hormonlarda oldugu gibi, adrenal medulla hiicrelerinden ekzositoz
ile salgilanir™®.

2.1.5. Hormonlarin Fizyolojik Fonksiyonlar:

Hormonlar, i¢ ortamin degisen dis kosullara uygun sekilde optimal diizeyde
sirdiiriilmesinde  (su-elektrolit, dengesi, kanbasinci, gibi), enerji iiretiminde,
kullaniminda ve depolanmasinda, iiremede, biiyiimede ve gelismede rol oynarlar’.
Hormonlardan bazilar1 dogrudan etki ile bir fizyolojik olay1 diizenlerler; bunlara efektor
hormon denir. Bazilar1 ise fizyolojik olaylardan dogrudan dogruya sorumlu degildir,
fakat fizyolojik olaylar1 diizenleyen hormonlarin sentez ve salgilanmalarini kontrol

1
eder .



2.1.6. Hormonlarin Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Endokrin bezler stiimile edilmemis durumda veya baska bir degisle istirahat
halinde de hormon salgilarlar; buna bazal salgilama adi verilir. Endokrin bez stimiile
edildiginde, hormon salgilamasi hizi bazal diizeyin iistiine ¢ikar. Stimiilasyonun
kesilmesi veya inhibitor bir sistemin aktivasyonu, salginin azalmasina ve duruma gore
bazal diizeye donmesine neden olur’. Hormonlar; bir kaliba bagli olmaksizin, fakat sabit
ve dis uyar1 olmadig1 takdirde de§ismeyen miktarda, giinliik ya da aylik bir kaliba
uygun olarak, zamana gore degisen miktarda, ihtiya¢ halinde; uyan ile ve belirli bir
kaliba bagli olmaksizin salgilanirlar’.
2.2. Steran Cekirdegi

Steroidlerde ana yapiry1, perhidrofenantren halka sistemi ile siklopentan
halkasinin birlesmesinden meydana gelen steran halka sistemi (steran ¢ekirdegi)
olusturur. Yapida bulunan dort halka, A, B, C ve D halkalar1 olarak adlandirilir. Halka
sistemi, A halkasinin iist kosesinden baslanmak ve halkalarin birlesme karbonlarina da

numara verilmek suretiyle numaralandirilir'.

Sekil 2.1: Steran ¢ekirdeginin yapisi



2.3. Progesteronun Kimyasal Yapisi

PROGESTERON

Sekil 2.2: Progesteronun Kimyasal Yapisi

2.3.1. Progesteronun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Progesteronun USP24 farmakopi®’ de belirtilen fiziksel ve kimyasal 6zellikleri:

*Kaba formiilii C21H300:2 seklindedir.

*Molekiil agirligi 314,47 g/mol, diger bir ad1 ise Pregn-4-en-3,20-dion’ dur.

*Metanol ve etanol de ¢Oziiniir.

*Erime noktast 126 - 131 °C arasindadir.

2.3.2. Progesteronun Fizyolojik Fonksiyonlar:

Progesteronun uterus iizerine etkisi; progesteronun diger etkileri ile
Ol¢iilemeyecek en 6nemli fonksiyonu, kadin cinsel siklusunun ikinci yarisinda uterus
endometriyumunda sekresyonla ilgili degisimleri baglatarak, uterusu dollenmis
yumurtanin implantasyonuna hazirlamaktir. Progesteron, endometriyum iizerindeki bu
etkisine ek olarak, uterus kontraksiyonlarmmin siddetini ve frekansini azaltici etkiye

sahiptir*®,
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Progesteronun fallop tiipleri ilizerine etkisi; progesteron ayni zamanda, fallop
tiiplerini déseyen mukozada, sekresyonla ilgili degisimleri baslatir. Sekresyon sivisi,
dollenmeden sonra boliinmeler gecirerek fallop borusunda ilerleyen ovumun
implantasyondan dnce beslenmesi i¢in gereklidir*®.

Progesteronun meme Dbezlerine etkisi; progesteron alveol hiicrelerinin
proliferasyonuyla memelerdeki lobiil ve alveollerin gelisimini hizlandirir. Boylece
memeler bliyiiyerek salgilayict hal kazanirlar. Progesteron alveollerin siit salgisini
saglamaz. Siit, memeler hazirlandiktan sonra prolaktin hormonuyla salgilanabilir.
Progesteron ayni zamanda gogiislerin kabarmasina neden olur. Bu kabarma kismen
lobiil ve alveollerin sekretuvar gelismesine, kismende deri alti dokusundaki sivinin
artmasina baglidir*®,

2.3.3. Progesteronun Hamilelikteki Rolii

Progesteron gebelik i¢in ¢ok onemli ve gerekli bir hormondur. Gebeligin
baslangicinda korpus luteumdan orta miktarda, daha sonra plasenta tarafindan asiri
miktarda salgilanir. Progesteronun sekresyon hizi gebelik ilerledik¢e yaklasik 10 kat
artis gostermektedir. Progesteronun, gebeligin normal ilerleyisi yoniinden 6zgiin etkileri
sOyle siralanabilir:

*Progesteron uterus endometriyumunda desidual hiicrelerin gelismesine neden
olur. Bu hiicreler embriyonun erken evrelerde beslenmesinde dnemli rol oynarlar.

*Progesteron gebe uterusta kasilabilirligi azaltir. Bu olay spontan diistiklere yol
acan uterus kasilmalarini engeller.

*Progesteron implantasyondan oOnce, uterus ve fallop kanallarindaki

sekresyonlar1 artirarak morula ve blastositlerin geligsmesi i¢in gerekli olan uygun besin
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maddelerini saglar. Ayrica embriyonun gelisiminin erken doneminde hiicre boliinmesini
etkiledigine inanilmaktadir.

*Gebelik sirasinda salgilanan progesteron, annenin gogislerini laktasyona
hazirlayan Sstrojene yardim eder®.
2.3.4. Progesteronun Sentezi, Depolanmasi ve Yikimi

Progesteronun biyosentezi kolesterolden baslar. Progesteron kadinlarda normal
donemlerde, menstriiel siklusun ikinci yarisinda, yumurtaliklarda corpus luteumda,
hamilelik doneminde plasentada, erkeklerde az miktarda testislerde ve ayrica her iki
cinste adrenal kortekste sentezlenir. Adrenal kortekste sentezlenen hormonun 6nemli

miktar1 dolasima verilmeyip diger steroitlerin sentezi icin prekiirsor olarak kullanilir'.

Sekil 2.3. Progesteronun biyosentezi



12

Hamile olmayan bayanlarda ¢ogunlukla corpus luteum tarafindan salgilanir.
Hamilelik boyunca bu hormonun ana kaynagi plasentadir. Serumdaki progesteron
derisimi normal kadinlarda yaklasik olarak 0,15-25 ng/mL dir. Fakat bu deger hamilelik
boyunca yaklasik 230 ng/mL diizeyine ulasir®. Plasenta ¢ogu annenin dolasimina gegen
giinde 250 mg progesteron iiretir. Progesteron plazmada bir transport proteini olan
transkortine kismen baglanmis olarak bulunur’. Steroid hormonlar depolanmazlar,
progesteron da bir steroid hormon oldugu i¢in depolanmaz’®. Progesteron, yari dmrii
cok kisa (birka¢ dakika) olan bir hormondur. Inaktivasyonda en onemli organ
karacigerdir'. Baslica metaboliti pregnandiol (5B-pregnandiol) diir. Progesteronun
yaklasik 9%30' u bu maddeye doniisiir. Diger metabolitleri ise Sa-pregnandion ve 20a-
dihidroksiprogesteron dur. Bunlar zayif progesteron benzeri etkinlik gosterir. Viicutta
progesteron sentez hizinin Ol¢ilisii giinde idrarla ¢ikarilan pregnandiol miktaridir. Bu
miktar giine ve kisiye gore farkhilik gdsterir’.

2.3.5. Progesteronun Ticari Sekilleri

*Progestan 100 mg, 200 mg Yumusak Kapsiil (KOCAK)
*Progynex 50 mg/mL, 25 mg/mL ampiil (FARMAKO)
*Progynex 100 mg, 200 mg yumusak kapsiil (FARMAKO)
*Crinone jel %4, %38 (SERONO)

2.3.6. Etkileri, Kullanim Sekli ve Dozu

Progesteron ve onun gibi etki yapan ilaglara progestajen ad1 verilir . Insanlarda
tabii olarak bulunan progestajen hormon progesterondur. Progesteron iceren ilaglar
fonksiyonel rahim kanamalarinda, Amenore de (adet gérememe ve adet gecikmesi),
premenstriiel tansiyonda, kisirlik tedavisinde, dstrojenlerle birlikte kronik sistik mastitte

ve endometrium kanserinde, ayrica Ostrojenlerle birlikte oral kontraseptif (dogum
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kontrol hap1) olarak kullanilir. Diigiik tehlikesini Onlemek amaciyla oldukg¢a sik
kullanilmalarina ragmen, bu amagla kullanilmalan fetiisteki bir bozukluk dolayisiyla
sakat bebek dogmasina ya da Oli fetlisiin gereksiz yere uterusta tutulmasina sebep
olabilecekleri i¢in sakincalidir. Sentetik bilesiklerden allilestrenol ve didrogesteron
hari¢, diger progestajenler gebeligin ilk dort ayinda kullanilmalar1 kontrendikedir.
Progesteronun oral aktivitesi diisiiktiir'. Agizdan alindiginda sistemik biyoyararlanimi
karacigerde ilk gecis eliminasyonuna ugramasi nedeniyle diisiiktiir. Bundan dolay1
mikronize sekilde progesteron, agizdan paranteral dozuna gore yiiksek miktarda
kullanilabilir. Bu oran giinde 100-400 mg kadardir. Bitkisel yag i¢inde milimetrede 25
mg progesteron iceren steril soliisyon seklinde intramuskuler enjekte edilen
miistahzarlarida vardir. Progesteron lokal tahris yapmasi nedeniyle enjeksiyon yerinde
agri olusturur’.
2.3.7. Progesteron ile Yapilan Calismalar

Tai ve ark.'” insan serumunda progesteronu belirlemek icin LC-MS/MS ( Sivi
Kromatografi-Ardisik Kiitle Spektroskopisi) yontemini gelistirmiglerdir. Bu yontemde,
serumda hekzan ile ekstraksiyon yapilarak elde edilen analit ve internal standart olarak
kullanilan progeteron-'C,’ i, asetonitril-su hareketli fazi ile gradient eliisyon yaparak
0,25 mL/dak akis hizinda ve 30 °C kolon sicakliginda ayirmiglardir. Sonug olarak bu
yontem de geri kazanim degerini % 100,1- % 100,9 arasinda ve tayin alt sinir1 1,8 pg/g
olarak belirtmislerdir.

Guo ve ark’ es zamanl olarak LC-APPI-MS/MS sistemi kullamlarak insan
serumundan progesteron ve 11 steroidi belirlemede yontem gelistirmislerdir. 200 pl
serum Orneklerine 60 ng kortizol igeren 10 ul asetonitril ve 300 pl internal standart

(progesteron icin ddteryum isaretli progesteron — dg) eklenip karistirilarak 13000 rpm
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de 10 dakika santrifiij ederek 450 ul siipernatant da 900 ul deiyonize su ekleyip LC-
APPI-MS/MS sistemine enjekte edilmislerdir. LC-APPI-MS/MS sisteminde C-8 (3,3
cmx3 mm, 3um) analitik kolon ve C-8 (3 mm) guard kolon kullanip, gradient eliisyon
yaparak, hareketli faz olarak solvent A=su-metanol (98:2), solvent B=% 100 metanol
kullanmiglardir. Akis hizin1 0,6 mL/dak olarak ayarlayip tiim islemleri oda sicakliginda
gerceklestirmislerdir. Pozitif iyon modunda belirtilen sartlar altinda en iyi sonuglari
almiglardir. Retensiyon zamanimi 9,16 dakika, LOD degerini 1,5 pg/mg, r degerini
0,996, geri kazanim degerini ise % 91,4- % 97,4 arasinda belirlemislerdir.

Hill ve ark.” methoxyamine-trimetylsilyl ile tiirevlendirilip daha sonra dietileter
ile hamile insan plazmasindan ekatraksiyonu yapilmis progesteronu GC-MS yontemiyle
belirlemislerdir. Analizde i¢ standart olarak 17oa-Estradiol kullanmilmistir. GC-MS
sisteminde orta polariteli 2B-50 (15 mx0,25 mm, 15 pum) kapiler kolon kullanarak,
sicaklik dakikada 40 °C artacak sekilde 120 °C den 310 °C ye ¢ikarilip, 310 °C de 3
dakika tutmak suretiyle yontem sartlar1 ayarlanmistir. Bu sartlar altinda progesteronun
alikonma zamam 11,2 dakika, giinler-aras1 tekrarlanabilirlik degeri % 10’dan kiigiik,
hassasiyet ise 2,09 pg/mL olarak tespit etmislerdir.

Almeida ve Nogueira®® idrar ve suda progesteronu belirlemede HPLC-DAD
yontemini gelistirmiglerdir. 37 haftalik hamile insanlardan toplanan idrar 6rnekleri,
metanol ve asetonilril ile ekstraksiyon isleminden sonra kalintiy1 %10’luk asetonitril de
¢Oziip HPLC sistemine enjekte etmislerdir. 240 nm de gergeklestirilen analiz isleminde,
120 ODS-A (150 mm*4.0 mm, 5 pm) kolon kullanarak, yontem sartlarini, 25 °C kolon
sicakligl, 30 pl enjeksiyon hacmi, 200 pl/dak akis hizi ve hareketli faz olarakta
asetonitril olacak sekilde belirlemis ve suya 10 pg/mL progesteron ekleyerek, 11,2

pg/mL olarak progesteron tespit etmislerdir. 0,3-5 mg/L. derisim aralifinda yapilan
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caligmalar sonucunda alikonma zamani 34,40 dakika, LOQ degerini 150 pg/L, LOD
degerini 50 pg/L ve R* degerini 0,9995 olarak belirlemislerdir.

Murphy ve Allison’' calismalarinda insan serumundan progesteronu ve A
halkasi i¢eren bazi metabolitlerini HPLC sistemininde saflastirarak radioimmunoassay
(RIA) yontemiyle derisimlerini belirlemislerdir. Serum ornekleri hekzan ile ekstrakte
edilip, azot gazi ile ugurulduktan sonra, metilen diklorit de ¢6ziilmiis, daha sonra HPLC
sisteminde ayirarak miktar analizi i¢in RIA sistemine enjekte etmislerdir.

Pucci ve ark.** HPLC ve spektrofotometre yontemlerini kullanarak ticari
preparatlarda progesteron miktar tayinini gerceklestirmislerdir. Progesteron igeren ticari
preparatlar metanolde ¢oziiliip, karigtirildiktan sonra, 15 dakika 3000 rpm de santrifiij
edilerek siipernatantlar1 filtreden gecirilip analiz etmislerdir. HPLC yontemi 245 nm de
C-8 kolon ve UV dedektor kullanarak, yontem sartlarini enjeksiyon hacmi 20 pl, akis
hiz1 1 mL/dak, hareketli faz 2-propanol-fosfat buffer (pH=2.5; 30 mM) (50:50) olacak
sekilde ayarlamiglardir. 25-500 ng/mL derisim araliginda gerceklestirilen analizde
progesteronun alikonma zamanimi 6 dakika, LOQ ve LOD degerlerini sirasiyla 20
ng/mL ve 10 ng/mL, geri kazanim degerlerinin ise % 99,3-104,8 arasinda oldugunu
ifade etmiglerdir. Spektrofotometrik yontem 240 nm dalga boyunda, tiirev
spektrofotometrik yontem ise maksimum dalga boyu 253 nm ve minimum dalga boyu
227 nm de absorbans gostermistir. 2-50 pg/mL derisim araliginda gergeklestirilen
spektrofotometrik ¢caligmalarda progesteron 2-propanolde ¢oziilerek spektrumlar alinmis
ve analiz sonucunda LOQ degerini 2 pg/mL, LOD degerini 1,5 pg/mL, geri kazanim
degerlerini ise % 98,4-% 100,3 arasinda tespit etmiglerdir.

Zarzycki ve ark.”’ kati faz ekstraksiyonunu kullanarak insan plazmasindan

progesteronu belirlemek i¢in HPLC yontemini gelistirmislerdir. LC-18 ( 5 um, 25 cm X
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4.6 mm) kolon, Diode Array Detektdr, i¢ standard olarak 7,8 dimethoxyflavone, % 35
(v/v) asetonitril-su-12 mM B-cyclodextrin hareketli faz, 29 °C kolon sicakligi, 1 mL/dak
akis hizi ve 240 nm dalga boyu c¢alisma parametrelerini kullanarak geri kazanim
degerini % 85,3 olarak belirlemislerdir.

Shi ve ark.”® calismalarinda progesteron ve 8 ayr1 steroid ila¢ kullanarak sahte
ilaglar1 belirlemede HPLC yontemini gelistirmislerdir. Calismada 245 nm dalga boyu,
C-18 (5 pm, 150 mmx 4,6 mm ) kolon, 1 mL/dak akis hizi, metanol-su (70:30) hareketli
faz ve 10 pL enjeksiyon hacmini kullanmiglardir. 20 mg/mL progesteron ilk once 20
mL tetrahidrofuran da c¢oziildiikten sonra metanol ile seyreltilerek 0,40-160 pg/mL
derisim araliginda standart ¢ozeltiler hazirlamiglardir. Bu sartlar altinda gergeklestirilen
analizde sonucunda geri kazanim degerini % 101,2, LOQ degerini 0,21 pg/mL, LOD
degerini 0,06 pug/mL, giin-i¢i ve giinler-aras1 bagil standart sapma degerlerini sirasiyla
% 0,08 ve % 0,40 olarak belirlemislerdir.

Sheehan ve ark.”’ calismalarinda hamile insan plazmasinda progesteronu ve
progesteronun metaboliti olan 5B-Dihidroksiprogesteronu belirlemek i¢in HPLC
yontemini gelistirmiglerdir. Hekzan kullanilarak yapilan ekstraksiyon isleminden sonra
elde edilen organik faz ucgurulup asetonitrilde ¢oziildiikkten sonra HPLC sistemine
enjekte etmislerdir. 260 nm dalga boyunda ve UV dedektor kullanarak gergeklestirilen
yontemde, C-18 (25 cmx 4.6 mm) kolon ve hareketli faz olarak asetonitril-su (60-40)
kullanilarak, akis hizi 1 mL/dak olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu sartlar altinda
plazmadan ayrilan progesteronu ve progesteronun metaboliti olan = 5B-
Dihidroksiprogesteronun derisimini belirlemede radioimmiinoassay yontemi kullanip,

geri kazanim degerinin % 71,5 oldugunu belirtmiglerdir.
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Cruz ve ark.' calismalarinda progesteron ve ostrojeni belirlemede kiitle
spektroskopik (MS) yontemlerinden GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS yontemlerini
gelistirmiglerdir. Farkli ¢evresel 6rneklere kati1 faz ekstraksiyonu yapilarak GC-MS, LC-
MS ve LC-MS/MS sistemlerine uygulamislardir. GC-MS tekniginde steroidler
tiirevlendirilmis ve tiirevlendirmede bis(trimetilsilil) trifloroasetamit (BSTFA), N-metil-
N-tent —butildimetil trifosfoasetamit ve pentafloropropiyonik asit anhidrit (PFPA)
kullanilmistir. GC-MS y6nteminde progesteron i¢in belirlenen tayin alt sinir1 5 ng/mL
olarak belirlemislerdir. LC-MS yoOnteminde progesteron i¢in SIM (selected iyon
monitoring) ve PI (pozitif iyon) modlarinda elde edilen degerlerin diger sartlara gore
daha 1iyi oldugu belirlenmistir. LC-MS/MS tekniginde ESI (elektronik sprey
iyonizasyon) ve SRM (selected reaction monitoring) mod durumunda en iyi sonug
alindig1 ifade edilmistir. Yapilan bu ii¢ teknikten LC-ESI-MS/MS tekniginin daha
kiiciik limitleri belirlemede (0,4-10 ng/mL) kullanilabilecek en iyi yontem oldugu
belirtilmistir.

Ma ve Kim'’ calismalarinda LC-MS yontemini gelistip 29 farkli steroidi
belirlemislerdir. 29 farkli steroid i¢eren karisim hem APCI (atmosferik basing kimyasal
iyonizasyonu) hemde ESI (Elektrosprey iyonizasyon) modlariyla analiz edilip en iyi
hassasiyet ve diigiik tesbit limitleri bulunmaya ¢alisilmigtir. APCI ve ESI modlarinda C-
18 kolon (2,1x150 mm,5 m), metanol-su (80-20) hareketli faz kulanilarak, 0,4 mL/dak
akis hizinda analiz gergeklestirilmistir. APCI modunda kapiler sicaklik 250-290 °C, gaz
akis1 20-30 psi, ESI modunda ise gaz akis1 60-70 psi, kapiler sicaklik ise APCI moduyla
aynt ayarlanmistir. Bu sartlar altinda progesteronun ve diger 28 steroidin
belirlenmesinde APCI modunun en hassas ve tayin alt sinir1 en diisiik (5-15 pg/mL)

oldugu belirtilmistir.
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Klima ve ark’® calismalarinda 3 farkli gesit zebra tiiriiniin plazmalaridaki
progesteron ve Sa-dihidroksi progesteron miktarlarinin, hamile ve hamile olmayan
zebralarda nasil degistigini HPLC ve EIA (enzim immiinoassy) yontemlerini
gelistirerek belirlemeye calismiglardir. Plazma 6rnekleri 2 mL petrol eter ile ekstrakte
edilip, organik fazlar alinarak ugurulmus, daha sonra ImL % 40 Lk metanolde
¢oziilerek ayrilmak tizere HPLC sistemine enjekte edilmistir. HPLC sistemi 25 °C de
ultracept ES100 RP-18 (6um, 250 mmx4 mm) kolon kullanilarak, akis hizi ImL/dak
hareketli faz izokratik eliisyonla iki sistemde gerceklestirmislerdir. Birinci sistemde
asetonitril-20 mM trisasetat pH=7,2 (75:25), ikinci sistem de ise metanol-20 mM
trisasetat pH 7,2 (82:18) olarak gerceklestirilmistir. Ayrilan fraksiyonlarda progesteron
ve Sa-dihidroksiprogesteron belirlenmek {izere EIA sistemine enjekte edilmistir.
Belirlenen progesteron miktarlari hamileligin ikinci haftasinda en ytiksek seviyede (55
ng/mL) oldugu, hamile olmayan zebralarda ise farkli 3 tiir zebra arasindan en yiiksek
seviyenin 24 ng/mL oldugu belirtilmistir. Sa-dihidroksiprogesteron ise hamileligin
yedinci ayinda en yiiksek seviyede (368 ng/mL), hamile olmayanlarda ise 45 ng/mL
degerinde oldugu ifade edilmistir.

Murphy ve ark.’’ hamile insan plazmasinda HPLC yéntemini gelistirerek
hamilelik haftalarindaki plazma progesteron derisimlerinin farkini bulmuslardir. 0,5 mL
plazma Ornekleri toluen ile ekstrakte edildikten sonra metilen klorit ile ¢6ziip HPLC
sisteminde  aymrim  yapmuglardir. Daha sonra ayrilan  fraksiyonlar RIA
(radioimmunoassay) yoOnteminde gergeklestirilen analiz sonucunda 36-38. haftalar
arasinda plazmadaki progesteron miktarinin (718 nmol/L) en yiiksek oldugu

belirtilmistir.
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Orsi ve ark'® calismalarinda bazi kozmetik krem ve losyonlardan progesteron
belirlemede HPLC ve HPLC-MS yontemlerini gelistirmiglerdir. 1 mL veya 1 g
kozmetik iiriin (losyon ve krem) 1:1000 oraninda metanol ile seyreltildikten sonra, 10
dakika 40 °C de ultrasonic banyoda muamele edilerek santrifiijlenip siipernatant kisim
ayrilmistir. Analizde i¢ standart olarak benzoik asit kullanilmis olup standart
progesteron ¢ozeltilerini metanol de hazirlayarak +4 °C de saklamuslardir. HPLC-DAD
yonteminde Zorbax SB-CN (250mmx4.6mm; 5 m) kolon ve haraketli faz olarak su-
asetonitril kullanilarak gerceklestirilen analizde, akis hiz1 1,2 mL/dak, kolon sicakligi
30 °C, enjeksiyon hacmi 10 pL olacak sekilde ayarlanmustir. HPLC-MS sisteminde
yontem kosullar1 haraketli faz ve kolon HPLC-DAD sistemi ile ayni, akis hiz1 10,0
mL/dak, scan modu SIM, iyonizasyon modu; pozitif ESI mod, 40 psi basing, 4000 V
kapiler voltaj olacak sekilde ayarlanmistir. Bu sartlar altinda progesteronun HPLC-
DAD sisteminde LOQ degeri 1,9 ug/mL, LOD degeri 0,6 pg/mL, R* degeri 0,9993, geri
kazanim degeri % 91,7-97,1 arasinda oldugunu, HPLC-MS sisteminde ise LOQ degeri
52 ng/mL, LOD 17 ng/mL, R* degeri 0,9902, geri kazanim degerinin ise 92,1-96,5
arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Wu ve ark.'® calismalarinda insan serumunda norgestrel ve progesteronu
belirlemede HPLC-MS/MS-APCI yontemini gelistirmiglerdir. 1 mL serum numunesine
1 mL metanol ve i¢ standart olarak 25 pL norethisterone ekleyerek 2 mL dietil eter ile
ekstrakte etmislerdir. Santrifiij edildikten sonra organik faz ucurulmus ve 200 pL
hareketli fazda (metanol-su, 80:20) ¢oziildiikten sonra 20 mL. HPLC-MS/MS-APCI
sistemine enjekte etmislerdir. C-18 kolon kullanarak gergeklestirilen analizde akis hizini
ImL/dak olarak ayarlamiglardir. Bu sartlar altinda LOQ degerini 0,2 ng/mL, geri

kazanim degerini % 80,4— % 93,5 arasinda belirlemislerdir.
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2.4. Spektroskopik Yontemler

Elektromagnetik 1sinimin madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dalina
spektroskopi denir. Spektroskopik ydntemler; atomik ve molekiiler spektroskopiye
dayanan genis bir analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin
kalitatif, kantitatif analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarinin
aydinlatilmasinda spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Spektroskopi
kavrami Onceleri goriiniir bolge 1s1ninin ¢esitli dalga boylarma ayrilip spektrumlarinin
elde edilmesi icin kullanilirken giinlimiizde ise elektromanyetik 1sinlarin madde ile
etkilesimini inceleyen genel bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Onceleri sadece
elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin i¢in
spektroskopinin kapsami madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesimleri de
icerecek sekilde genisletilmistir. Elektromanyetik 1s1ma uzayda ¢ok biiylik bir hizla
hareket eden dalga ve parcacik yapisinda bulunan, pek ¢ok yapiya girebilen bir enerji
seklidir. Elektromanyetik 151n1in madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yayilmasi inceleniyorsa sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir.  Isinin - molekiiller tarafindan sogurulmasi
molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiytlikliigiine vb.
Ozelliklerine bagli oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve
stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis bir
alanda uygulanmaktadir. Spektroskopik ¢aligmalarda madde iizerine dalga boyu 110 nm
den 30000 nm’ye kadar degisen cesitli 1sinlar gonderilir. Biitiin bu dalga boylarini
verecek ve hangi dalga boylarinin absorplandigini tespit edecek tek bir cihaz yapmak
miimkiin olmadigindan, belirli dalga boylar1 arasinda calisan cihazlar gelistirilmistir.

110-1000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla ¢alisan cihazlara ultraviyole ve goriiniir alan,
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2500-30000 nm dalga boylarinda ¢alisan cihazlara infrared ve dalga boylan yiizlerce
metreye kadar degisen radyo dalgalariyla c¢alisan cihazlara da niikleer manyetik
rezonans cihazlar1 denir. Bu cihazlarin gegerli olduklar1 alan spektroskopilerine de
sirastyla Ultraviyole-Goriintir Bolge (UV-Visible), Infrared (IR titresim) ve Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri ad1 verilir'*.
2.4.1. Isimin Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gecirilirse, icinden baz1 dalga boylarinin  kayboldugu goriiliir. Buna 1smin
absorplanmasi denir. Absorpsiyonla 1sin enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine

aktarilir. Boylece 1s1n enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis

hale gecerler.

b (cm)

Po (J) P (J)

c(glh >

Sekil 2.4: Absorblayan bir ¢ozeltiye giren P, siddetindeki 1gimn demetinin P siddetine
diismiis olarak ¢gikmasi

0

(

Cozeltiye P, siddetinde giren 151n ¢6zeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 151n
absorblayan atom veya molekiiller arasindaki etkilesimin sonucu olarak 1sinin giicli
Po‘dan P’ye diigmiis olur. Buna gore 1sin demetinin ortamdan ge¢gme oranina

gecirgenlik ( T ) adi verilir’**°.
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T=P/P,

seklinde gosterilir. Gegirgenligin eksi logaritmas1 absorbans (A) olarak
adlandirilir ve absorbans

A = -log;oT=-log P / P,

seklinde formiile edilir. Caligmalarda absorplanan 1s1n miktar1 ya gegirgenlik ya
da absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:

%T=P /P, 100

olarak ifade edilir.

Uyarilmis bir atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladigi 151 enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner.
Madde tarafindan absorplanan 1s1n enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur
ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise absorplanan 1s1n enerjisi daha uzun dalga
boylu 1sinlar halinde yayinlanir. Buna fotoliiminesans olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa
sureli olanina floresans, daha uzun sureli olanina fosforesans adi verilir. Bir maddenin
temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, baska bir maddeninkinden
farkl1 oldugundan, her maddenin kendine 06zgii bir absorpsiyon spektrumu vardir.
Absorpsiyon spektrumlari; atomik absorpsiyon spektrumlari ve molekiiler absorpsiyon
spektrumlari olmak iizere iki kisma ayrilir*.

2.4.2. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi iizerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon spektroskopisi denir. Atomlarda, en dis tabaka
elektronlar1 ultraviyole ve gorlinlir bolge isinlarla uyarildiklar1 halde, i¢ tabaka
elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarini uyarabilmek i¢in X-Ismlar1 kullanilir.

X-Ismnlar1 goriiniir bolge 1sinlarindan daha fazla enerjilidirler, en i¢ tabaka
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elektronlarinin uyarilmasi {izerine kurulmus olan spektroskopi dalina ise X-isinlari
spektroskopisi denir.
2.4.3. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiler Absorbans, UV ve goriinlir 1sinlari, disiik enerjili atomik ve
molekiiler orbitallerdeki elektronlarini, daha yiiksek enerjili orbitallere ¢ikarilmasi
sonucunda gerceklesir. Molekiiller, UV, goriiniir ve infrared 1sinlar ile uyarildiklar
zaman, kuantlasmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler ve 1sin ile
olusturulabilen titresim ve donme gecisleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi ET;

Et= Eelektronik + Etitresim + Edénme

olarak ifade edilir. Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin  ¢esitli  dig
orbitallerindeki elektronlarla iliskin enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere
iliskin enerji, donme enerjisi ise molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iligskin

enerjidir.***

Dinrme Enetji
o —_ Seviyeleri

@ &0 oo
w

!

Elektranik .
Enerji Seviyeleri &'y
' &2 Titregim Enetji Seviyeler

¥ L)

E = a2

Sekil 2.5: Bir molekiil i¢in elektronik, titresim ve donme enerji seviyelerini
gdsteren enerji diyagrami
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Elektronik gegisler dalga boylar1 200-1000 nm arasinda olan ultraviyole ve
goriliniir alan 1sinlariyla gergeklesir. Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik
absorpsiyon spektroskopisinden ayrilan en Onemli yani; atomik absorpsiyon
spektroskopisinde birbirinden farkli dalga boylarinda keskin ¢izgiler meydana
gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarini
icine alan genis absorpsiyon bantlarinin meydana gelmesidir. Bir molekiiliin UV-
Goriintir alan spektrumu, molekiiliin bag elektronlarindan birinin bir foton enerjisini
absorplayarak bir {ist elektronik seviyeye gecmesi seklinde agiklanabilir.

2.4.4. Lambert Beer Kanunu

Ayni cins molekiillerin bulundugu homojen bir ortamda monokromatik bir 11k
gecirildiginde, ortamin her kesri 15181 ayni oranda absorblar. Monokromatik bir 1s1n i¢in;
absorbans (A), 1smin absorblayici ortamda katettigi yol (b) ve absorblayici tiiriin
derisimi (C) ile dogru orantilidir.

A=egxbx C € : Absorbivite Katsayisi
2.4.5. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1s1min dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans veya gecirgenligini Olgmek icin kullanilan bir cihazdir.
Ultraviyole-Goriinlir Bolge spektrofotometreleri, 110 nm’ den 1000 nm arasinda
degisen dalga boylarinda calisirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu araliginda
calisan cihazlar vakum tertibatlh ve olduk¢a pahali cihazlardir. Bundan dolay1
laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometri cihazlar1 200 nm ile 1000 nm dalga boyu
araliginda ¢aligmaktadirlar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 151n kaynagi olarak

déteryum ve tungsten olmak iizere iki lamba kullanilmaktadir. 160-400 nm araliginda
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151n iiretmek i¢in doteryum lambasi, 400-2500 nm arasinda 1s1n iiretmek i¢in tungsten
lambas1 kullamimaktadir®®*°.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge spektrofotometreleri yapilarina gore iki kisma
ayrilir;

1- Tek 151l spektrofotometreler

2- Cift 1s1nl1 spektrofotometreler
2.4.6. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazinin Kullanim Amaclan
2.4.6.1. Kalitatif Analiz

Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum,
her yoniliyle ayni sekilde daha oOnce alinmis olan spektrumlarla karsilastirilir.
Bilinmeyen maddenin spektrumu daha 6nceki madde spektrumlarindan hangisine
uyuyorsa, bilinmeyen madde o maddedir. Bilinmeyen madde, bilim diinyas: tarafindan
bilinmeyen yeni bir madde degil, sadece analizi yapan kisi tarafindan bilinmeyen
maddedir. Bundan bagka maddenin ne oldugu biliniyor fakat saf olup olmadig:
bilinmiyorsa, maddenin spektrumu alinir. Spektrumda beklenmedik piklerin goriinmesi
maddenin saf olmadigini gosterir. Ayrica, ultraviyole 1sinlarla yapilan spektrofotometrik
Olctimlerde benzer kromofor gruplarin kalitatif tayininde de yararli olur. Cok karmasik
yapili organik molekiillerin bile, fonksiyonel gruplar disinda kalan kisimlari, 180 nm’
den daha uzun dalga boylarina karsi gecirgendir. Onun igin, 200-400 nm araliginda bir
veya daha c¢ok pik gozleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikiirt, halojen
gibi hetero atomlarin varligin1 gosterir. Cogu zaman, analitin spektrumu, ¢ok sayida
kromofor grup iceren ve yapist bilinen bagka bir molekiilin spektrumu ile
karsilastirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir edinilebilir. Fakat genel

bir kural olarak, analitin kesin yapisin1 anlamak icin yeterli ayrintili bilgileri, utraviyole



26

spektrumlarinda bulamayiz. Bu yiizden, ultraviyole spektrumlarindan elde edilen
kalitatif veriler, NMR, MS gibi baska fiziksel ve kimyasal verilerle desteklenmeli
miimkiinse ¢oziliniirliik, erime noktasi, kaynama noktasi gibi bilgilerle birlestirilmelidir.
Kalitatif analiz amagh ultraviyole spektrumlar1 genelde analitin seyreltik cozeltileri
kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlari alinabilirse,
daha ayrintili ve dolayisiyla daha yararlh spektrumlar ele geger. Ultraviyole-Goriiniir
Bolge spektroskopisinde kullanilacak ¢oziiciiniin bu bolgedeki 1sinlar i¢in gegirgen
olmas1 ve numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde ¢6zmesi gerekir. Ayrica
¢Oziicii ile absorpsiyon yapan tiir arasindaki miimkiin etkilesmeleri de hesaba katmak
gerekir. Ornegin, su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢oziiciiler, spektrumdaki titresim
ayrintilarim1 6rtme etkisi gosterirler. Polar ¢dziiciiler, hem spektrumun titresimlerinden
ileri gelen kiiciik piklerin kaybolmasina, hem de absorpsiyon bandlarinin ve dolayisiyla
piklerin esas yerlerinden kaymasina neden olurlar®.
2.4.6.2. Kantitatif Analiz

Ultraviyole ve Goriinlir Bolge absorpsiyon spektroskopisi, kimyacilarin
kantitatif analizlerde en ¢ok faydalandiklar1 tekniklerden biridir. Kantitatif analizde, ilk
once analizi yapilacak maddenin en iyi absorbans yaptigi dalga boyu bulunur ve bu
dalga boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan
derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari okunur. Derisime karsi absorbans
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen maddenin derigimi
kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica segilen dalga boyu sabit tutularak

absorbtivite katsayisi da belirlenmeye caligilir.
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2.5. Tiirev Spektrofotometri Yontemi

Tirev spektrofotometresi, tliirev spektrumlarinin kullanilmasi esasina dayal1 bir
analiz yontemidir. UV-Goriiniir Bolge calismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriinlir Bolge spektrumlarinda {ist {iste binen,
cakisan bantlar daha ¢ok goriiniir ve ayirim giicli zayiftir. Bunun yaninda sinyal /giirtiltii
(S/G) oram1 da diisiiktiir. Tiirev uygulamalart bu sorunlara belli oranlarda ¢6ziim
getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve ¢0ziimlenmemis bantlar1 igeren
spektrumlarin ayirim giiciinii artirmistir.

Tirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi vererek bunun omuz
noktalar1 ile donlim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir
bilesik daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Orijinal spektrumlarda iist iiste
binen c¢akisan bantlar varsa, bu spektrumlarin bantlar1 alinarak bantlarin belli oranda
birbirinden ayrilmasi saglanir. Bu yontemle karigimlarin analizleri de yapilabilmektedir.
Spektrofotometrede bulanik c¢ozeltiler ile calisirken ¢okme hizi tanecik biiyiikliigii gibi
etkenlere bagli olarak biiyliik oranda hata yapilirken tlirev alinarak bulanikligin
olusturdugu bu etki ortadan kaldirilabilir.

Sekil 2.6> da goriildigii gibi bir can egrisinin 1. derece tiirev egrisi orijinal
spektrumdaki egrinin tegetlerinin egimini gostermektedir. Bdylece tiirevlendirme ile

spektrum daha ayrintili ve net bir gériiniim kazanir '
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Sekil 2.6: Absorbans ve Tiirev Spektrumlari

Tiirev spektrumlariyla karisim igerisinde herhangi bir ayirma islemi
gerekmeksizin bazi maddelerin digerleri yaninda miktar tayinlerinin yapilabilmesi
miimkiindiir. Bu da 6zellikle karisim halinde maddeleri; etken maddeler olarak i¢eren
farmasdtik preparatlarin analizi i¢in yontemin c¢ok etkili ve kolay bir miktar tayini
yontemi olmasini saglar.

Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde {i¢ yontem vardir. Bunlar, pikten

pike 6l¢iim, pikten sifira dl¢tim ve teget ile Slgtimdiir®'.
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Sekil 2.7: Tirev spektrumlarinin degerlendirilmesi; a) Pikten pike Ol¢iim, b) Pikten
sifira 6l¢iim, ¢) Teget ile 6l¢clim

Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Uygulamalari;

- Tlag analizlerinde

- Ayni1 spektral bolgede absorbsiyon yapan ilag karisimlarinin tayininde

- Etken maddenin bozunma {iriin varlig1 tayininde

- Bozucu etki yapan matriks bilesenlerinin varliginda etken maddenin tayininde
uygulanmaktadir.

2.5.1. Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Avantajlar: ve Dezavantajlari

Avantajlar:

1. Tiirev ¢alismasi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun
omuz noktalari ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur.
Boylece bir bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir.

2. Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen bu egriler bir¢ok pikin {ist {iste
gelmesiyle meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorpsiyon egrileri daha ayrintili
sekle girer ve bdylece bir anda bulunan piklerin tek tek goriinmesi saglanir.

3. Bilindigi gibi spektrofotometride bulanik ¢ozeltiler ile ¢alisirken ¢okme hizi

tanecik biiytikliigi gibi faktorlere bagl olarak biiylik oranda hata yapilabilir. Tiirev
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egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan
kaldirilabilir.

4. Birden fazla maddenin karigim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve
kromatografi ile herhangi bir ayirma islemine basvurmaksizin tek tek miktarlar1 tayin
edilebilir.

5. Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesi saglanir.

Dezavantajlart:

1. Kullanim1 ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelerde bulunur
ve oldukca karmasik bir elektronik yapiya ihtiya¢ vardir.

2. Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida uyduruk piklerde goriiliir. Bu pikler bir
karisim ile ¢alisirken baska bilesenlerinde varligina bizi gotiiriir. Tiirev derecesi arttikca
bu cins piklerin sayisi da artacagi i¢in karisiklik daha da artacaktir.

2.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karmasik karigimlarda bulunan birbirine yakin 6zellik gosteren

bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan bir¢ok

farkli yontemi iceren bir analitik yontemler toplulugudur’®*.

Diger ayirma
yontemlerinden hig¢ birisi kromatografik yontemler kadar etkili olmayip uygulamada
yaygin bir sekilde kullanilmazlar. Bu nedenle de kromatografik yontemler daha ¢ok
arastirma amaciyla kullanilir. Bu sebeple ¢ok genis ve verimli bir alana sahiptir.

Biitiin kromatografik ayirmalarda; numune gaz, sivi veya siiperkritik bir akigkan
olan hareketli faz yardimi ile sabit bir faz ilizerinden taginir. Tasinma esnasinda
bilesenlerin farkli go¢ hizlarina bagl olarak ayirma islemi gergeklesir. Kromatografik

ayirmada secilen sabit faz ile tasiyict fazin birbiri ile karismamasi1 gerekmektedir. Bu

bilgiler 1s181inda kromatografinin genel bir tanimin1 yapmaya calisirsak; bir karigimdaki
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bilesenler sabit bir ortama ilave edilip bunlarin belirli bir hareketli faz yardimiyla yiizey
adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve boyut elenme 6zelliklerine bagli olarak, sabit
ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denir.
2.6.1. Kromatografik Yontemlerinin Siniflandiriimasi

Kolon kromatografide sabit faz dar bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing
altinda iken bu sabit faz arasindan ge¢meye zorlanir. Diizlemsel kromatografide ise,
sabit faz diiz bir plaka {izerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu
durumda hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle veya yer ¢cekimi etkisiyle
hareket eder. Bunun disinda kromatografik yontemler ayirma islemlerinin farkliligina
gore ¢cok daha degisik sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandirmalar asagidaki sekilde
verilebilir.
1. Teorik Siniflandirma

a- Paylasim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Boyut Eleme Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi
2. Pratik Simiflandirma

a- Kagit Kromatografisi

b- Ince Tabaka Kromatografisi

c- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- S1v1 Kromatografisi
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3. Hareketli ve Durgun Fazlara Gore Simiflandirma

Eromatografi
¥ v
Gaz Eromatografisi s1vi Kromatografisi
¥ ¥
v v v
Gaz-Sv K. Gaz-Fatt K. Dizlemsel K.
(GLCY (G $—+_+
Eolon K. ITE (TLO) EE
v v v v +
Srvt-Katn K. sw-sm K. BagilFaz K Ivon Degigim E. Digarlama E
(L3C (LLY (BPC) (IEC we ICY l
Jel Gegirgenlike B Jel Filtrasyon K.
(GFPC) (GFC)

2.6.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri
mekanizma mevcuttur. Bunlar asagida ozetlenmistir'™ >+
2.6.2.1. Dagilma Kromatografisi

Dort ayr tip s1vi kromatografi icinde en yaygin kullanilanidir. Dagilma ¢dziinen
maddenin hareketli faz ile kat1 faz {izerinde adsorplanmis sivi fazdaki ¢oziiniirliigiine
veya hareketli faz gaz ise uguculuguna dayanan bir olaydir. Sivi-S1vi ve Bagli-Siv1 faz
kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki fark, destek
katisina durgun fazin tutunma farkina dayanir. Sivi-Sivi kromatografisinde, sivi faz
sabit bir dolgu maddesinin yiizeyine fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-Sivi
faz kromatografisinde ise kat1 destek yiizeye bagl organik siv1 tiirler kimyasal olarak

tutturulmustur. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin bagil

polarliklarina bagli olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sabit faz oldukg¢a polar ve hareketli
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fazda apolar ise buna Normal-Faz kromatografisi, sabit faz apolar (¢ogu zaman bir
hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-
Faz kromatografisi denir.
2.6.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bir karisimdaki maddelerin kati1 destek tizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi
prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi olarak adlandirilir ve ilk
kesfedilen kromatografi ¢esididir. Coziicii ve kat1 sabit fazin polarliklar1 bir kolon
boyunca veya bir yiizey boyunca ¢6ziinen maddenin hareketinin hizini tayin eder.
2.6.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Bir kati maddenin yapisinda bulunan iyonlari, temasta bulundugu c¢ozelti
icindeki ayni cinsten ylklii bagka iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi Ozelligine
dayanan bir kromatografik yontemdir. Bu amagla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti
ortaminda hi¢ ¢ozlinmeyen biiyiik molekiillii dogal veya yapma maddelerdir. Organik
iyon degistiriciler (bunlara regineler de denir) suda ve bircok organik ¢oziiciide hig
¢Oziinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢cok anyon ve katyon tasiyan biiyiik
molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon degistirmede ve hatta selektif
iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir.
Bunlar genel olarak; Na2 Alz Si4 O12 formiiliindedir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida
koruyucu maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi birgcok

farkli organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir.
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2.6.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi

Jel-Gegirgenlik veya Jel-Stizme kromatografisi adi da verilen boyut-eleme
kromatografisi, Ozellikle yiiksek mol kiitleli maddelere uygulanabilen onemli bir
tekniktir. Boyut-eleme kromatografisi i¢in dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve ¢oziicii
molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag1 igeren kii¢iik boyutlu silis
veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir. Gozenekler i¢inde kii¢iik molekiiller
etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiyiik molekiillerde gozenek disinda kaldigindan
dolay1 hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte ve daha sonrada
gozeneklerde tutulan kiiciik molekiillerde hareketli faz akimi ile ylizeyden kolaylikla
uzaklastirilabilmektedir. G6zenek iginde ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin
etkin biiyiikliigiine baghdir.

2.7. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC)

Kiictlik dolgu maddeleri ile doldurulup yiiksek basing altinda bir kolonda yapilan
kromatografi tiirlerine yiiksek performans sivi kromatografisi denir’’. Hareketli fazin
sivt oldugu, hareketli fazin sabit faz1 i¢eren bir kolondan belirli bir basing uygulanarak
gecirildigi kromatografik sistemlerdir. Yiiksek performans sivi kromatografisi, dagilma
kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi, iyon kromatografisi, jel kromatografisi
olmak iizere dorde ayrilir’’. Yiiksek performans sivi kromatografisi biitin analitik
ayirma yoOntemleri arasinda en ¢ok kullanilanidir. Bunun nedeni bu ydntemin, hassas
olmasi, sicakliga hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi, dogruluk dereceleri ve
kesinlikleri yliksek sonuglar vermesidir. HPLC cihaz1 kendine 6zgii islevlere sahip olan
pompa, Ornek giris sistemi (enjeksiyon blogu), kolon, dedektdr ve kaydedici (data

sistemi) olmak {izere bes ana boliimden olusan bir sistemdir.
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ENJEKSIYON
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Sekil 2. 8: Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) Cihazinin Sematik
Gosterimi

2.7.1. Pompalar

Pompalar sikica doldurulmus kolon iginden hareketli fazin akisini saglayan
aletler olup sabit basingli ve sabit akigli pompalar olmak {izere ikiye ayrilirlar. Sabit
basinglt pompalarda; hareketli faz bir haznede bulunur ve bu hazne azot gibi eylemsiz
bir gaz yardimiyla basing altinda tutulur, bu basing hareketli fazin akisini saglar. Sabit
akighh pompalar; Herhangi bir nedenle sistemin gecirgenligi bozulursa veya ¢dziiciiniin
vizkozitesi degisirse olusan i¢ basing degisikligi, motorla saglanan basing degisikligi ile
kapatilir.

HPLC cihazlarinda, hareketli fazin kolon ve dedektor’den gegmesini saglayan
pompa sistemleri asagidaki 6zellikleri tagimalidir.

1- 6000 psi ye kadar basing tiretmek

2- Pulse-free ¢ikis vermek
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3- 0,1-10 mL/dak araliginda akis hiz1 diizenlemek

4- % 0,5 ve daha 1yi akis tekrarlanabilirligi saglamak

5- Korozyona dayanikli pargalara (paslanmaz ¢elik, teflon) sahip olmak
2.7.2. Ornek Giris Sistemi (Enjeksiyon Blogu)

Valf enjektorler ve siringa enjektorler olmak iizere iki tip enjeksiyon vardir. Valf
enjektorler, paslanmaz celikten yapilmis boru seklindeki bir liniteye baglanan ve agilip
kapanabilen valflardan ibaret olup kiigiik bir boru ile kolon basina baglanmistir. Valf
ylkleme durumunda iken 6rnek loop i¢ine verilir. Ayn1 anda hareketli faz, valf i¢indeki
ayr1 bir boliimden kolona akar. Valf, enjekt durumuna getirildigi zaman loop pompa ve
kolon arasindaki akisa baglanmis olur. Valf enjektorler dayanikli olup az bakim ister bu
ylizden rutin ilag analizlerinde fazlaca kullanilir. Siringa enjektorler, enjeksiyon aleti
dogrudan dogruya kolon bagina baglanmistir. Kolon basinda 5-10 mm derinliginde bir
boliim bulunmakta ve bu boliime cam tanecikleri doldurmaktadir. Kolonun dolgu
materyali ile bu cam tanecikler arasinda paslanmaz celikten yapilmis bir ag vardir.
Ornek, cam tanecik tabakasi igine bir siringa ignesi ile verilir. Siringa enjeksiyon ya
pompay1 kapatip akist durdurduktan sonra 6rnegi vermek ve sonra tekrar pompayi
acarak hareketli fazin akisini saglamak ya da akisi durdurmadan 6rnegi kauguk bir
bolmeden (septum) kolona enjekte etmek suretiyle yiiriitiliir. Valf enjektorlerden daha
iyi kolon etkinligi verir.

2.7.3. Kolonlar

Kolon sistemin en oOnemli kismi olup paslanmaz celikten ve plastikten

yapilabilir. Analitik amaglar i¢in kullanilan kolonlar 5-150 c¢m uzunlugunda ve ig

caplar1 11-8 mm arasinda degismektedir. Dolgu maddesi taneciklerinin ¢api ise 5-10 pm

ile 35-125 pm arasinda degisir ve sistemin performansini biiylik Glgiide belirleyen
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niteliktir. Mikropartikiillii ve tamamen gozenekli dolgulara sahip kolonlarin en
bilinenleri 10-30 cm uzunluktadir. Kisa kolonlarla g¢alismak, retensiyon zamanini
azaltacagindan hizli analizlerde tercih edilir. Son yillarda iiretilen yiiksek performanslh
kolonlar 2.1 mm i¢ ¢apinda ve yaklasik 100 mm ve {iistii uzunlugunda olan dar caplh
kolonlardir. Preparatif ¢alismalarda kullanilan kolonlarin ¢aplar1 daha genis
olabilmektir. Ayirabildikleri malsimum madde miktarima gore kolonlar asagidaki gibi

siniflandirilabilir. (Tablo.2.1)

Tablo 2.1.Ayirabildikleri maksimum madde miktarina gore kolonlar

Kolon Tipi | Cap1 Uzunluk | Ornek miktar1 | AkisHizi
(mm) |[(cm) (mg) ( mL/dk)

Mikrobor 1-2 7-30 0.01 0.1

Analitik

Standart 3-5 7-30 0.1 1.0

Analitik

Preparatif 5-20 25-50 1.0 10.0

Yeni alinan kolonlar kullanilmaya baslamadan once, iiretici firmanin kolon i¢in
belirledigi ¢alisma parametreleri bulunmalidir. Bu bilgiler, kolonun maksimum hangi
basinca dayanikli oldugu, hangi akis hizlarinda ve pH araliginda calisilmasi gerektigi
gibi bilgilerdir ve ¢aligmalar sirasinda, kolonun verimliligi ve 6mrii i¢in, bu bilgiler goz
oniine alinmalidir.

Cok pahal1 analitik kolonlarin dmriinii uzatmak icin iki tip koruyucu kolon
kullanilabilir. Bu koruyucu kolonlar ilki, pompa ile enjektér arasinda yer almakta,

dolgu materyali olarak silika igermekte ve 6n kolon (precolumn) adini almaktadir.
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Hareketli fazin bu kolondan gecirilmesi, silika ile doyurulmasini saglar ve bdylece
analitik kolon i¢indeki dolgu materyalinin hareketli fazdaki ¢6ziiniirliigi 6nlenmis olur.
Koruyucu kolonlarin ikincisi enjektor ile analitik kolon arasina yerlestirilen ve i¢ ¢ap1
analitik kolona esit olan 2-10 cm uzunlugundaki koruyucu kolon (guard column) dur.
Bu kolon, 6rnek i¢indeki parcaciklar1 ve safsizliklar1 tutmak suretiyle bunlarin analitik
kolondaki dolgu materyaline baglanmasina engel olur.
2.7.4. Dedektorler

Dedektorler, kolondan ¢ikan eliiatin i¢indeki maddeleri saptamaya yarayan
aletler olup temelde iiniversal ve secgici olmak iizere ikiye ayrilmakta, secici dedektorler
arasinda floresans dedektorler, elektrokimyasal dedektorler, UV-visible dedektorler,
diod array dedektdrler, tiniversial dedektorlerdende reflaktif indeks dedektorleri
uygulamada cok kullanilan dedektédrlerdir. Universial dedektorler, kolondan ¢ikan
eliiatlarin hemen hemen tiimiine kars1 duyarli olabilen dedektorlerdir. Secici dedektorler
ise eliie edilen bilisiklerin sadece bir kismina kars1 duyarli ve bu nedenle daha yiiksek
bir hassasiyete sahip bulunan dedektorlerdir. Bu dedektorlerden baska kondiiktivite,
kiitle spektrometre, radyoaktivite, fotokondiiktivite, IR ve kiitle dedektorleri gibi
dedektorler bulunmakla birlikte bunlarin yaygin kullanim alanlar1 yoktur.
2.7.4.1. UV Dedektorler

Cogu ilag analizlerinde kullanilabilen UV dedektorler, fotometrelerden farkl
olarak, kiiciik bir akig hiicresi (flow-cell) tasiyan ve bu hiicrenin iginden gecerken
maddeler tarafindan absorblanan UV ya da goriinen 1511 saptayabilen dedektorlerdir.
Bu dedektorler, sabit ve degisken dalga boylu dedektorler olmak tizere ikiye ayrilirlar.

Sabit dalga boylu dedektorler (FWD): Basit bir dedektdr olup, dalga boyunun

secimi i¢in farkli interferansh filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV
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kaynagi olarak civa lambasi kullanilir. Bunun diginda alternatif 151k kaynaklar1 ile daha
degisik dalga boylarini gézlemek de miimkiindiir.

Degisken dalga boylu dedektorler (VWD): 108-400 nm arasinda siirekli
radyasyon verebilen doteryum lambaya veya 400-800 nm arasinda 151k veren bir
tungsten lambaya sahip bulunan istenilen dalga boyunu se¢mek i¢in de bir
monokromator tasiyan fotometrelerdir. Maddenin maksimum absorpsiyonun bulundugu
dalga boyunda calisma olanagi saglayan bu dedektorler, hassasiyeti artirdigi igin ve
diisiik dalga boyunda calisabildigi i¢in son derece degerlidir.
2.7.4.2. Diyod Array Dedektorler

Degisken dalga boylu UV dedektorlerdir. Hem sabit hemde taramali dalga
boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir. Diyod array dedektor secimlilik ve
hassasiyet acgisindan degisken dalga boylu UV dedektor ile ayni avantajlara sahiptir.
Buna ek olarak;

1. Aym anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6l¢iimii yapilabilir.

2. Tek bir enjeksiyonla maksimum dalga boyu saptanabilir.

3. Birden fazla dalga boyunda kromatogramlarin ve kromatogramlardaki
piklerin UV-Goriiniir Bolge spektrumlari alinabilir.

4. Kromatografik olarak ayrilamamis piklerin nicel analizi yapilabilir.

5. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

6. Pikin kimliginin dogrulanmasi yapilabilir.
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2.8. Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografisinin Uygulama Alanlar
2.8.1. Kimyasal Ayirma

Belirli bir bilesigin, durgun ve hareketli faz {stiinde, ayirt edici bir hareket
sabitesinin oldugu géz onilinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Kiral bazli ayirimlar
yapmak miimkiindjir.
2.8.2. Saflastirma

Hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da safsizliklardan ayrilmasidir. Bu
kromatografi yapilirken, yeterli ayirmanin saglanabilmesi i¢in, ne tiir bir bilesigin
saflagtirilmasi gerektigi goz oniinde tutularak, uygun hareketli faz ve durgun faz se¢imi
yapilmalidir. Istenilen bilesigin saf olarak ekstrakte edilebilmesi icin, bilesiklerin ve
kontaminantlarin, kolondaki go¢ hareketleri yeterli derecede farkli olmalidir.
2.8.3. Kalitatif Analiz

HPLC ile herhangi bir bilesigin tanimlanmasi i¢in, ilk once uygun dedektor
secilmelidir. Bu dedektorler, kolondan ayrilan bilesikleri ortaya ¢ikarmak amacli olarak,
sabit fazin posterior kismina yerlestirilirler. Bu amag¢ i¢in gelistirilmis bir¢ok c¢esit
dedektor mevcuttur. Bu tip ayirma yapilirken en ¢ok dikkat edilmesi gereken nokta,
bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak saptanmis olmasidir. Ancak yine de kesin
bir sonu¢ elde etmek icin, birka¢ yontemin karsilastirmali olarak denenmesi
gerekmektedir.
2.8.4. Kantitatif Analiz

HPLC ile miktar Slglimii, bilinmeyen bir derisimdeki bilesigin, bilinen bir
¢ozelti icinde tanimlanmas1 yontemine dayanir ve bu tip bir 6l¢lim i¢in, bir seri standart
¢ozeltinin, HPLC’ye enjekte edilmesi gerekir. Bilinen bu ¢ozeltilerin kromatografileri

sonucu elde edilen pikler, istenen bilesigin derisiminin hesaplanmasinda kullanilacaktir.
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2.9. Analitik Yontem Validasyonu

USP XXIII/NF’de verilen tanima gore validasyon, bir analiz yOnteminin
performans ozelliklerini istenilen analitik uygulamada, belirlenen gerekli kosullarda
sagladigin1 gostermek i¢in yapilan islemlerin tiimiidiir. Analitik yontemin kabul
edilebilirligini géstermek i¢in kullanilan analitik parametreler:

1. Saklanan 6rneklerin stabilitesi (stability)

2. Dogrusallik ( Linearity )

3. Dogruluk (Accuracy)

4. Kesinlik ( Precision )

5. Tekrarlanabilirlik (reproducibility)

6. Secicilik ( selectivity )

7. Duyarlilik Limiti ( Sensitivity Limit)

8. Tutarlik ( Ruggedness )

In vivo ortamlardaki miktar tayininde; farmakokinetik parametrelerin dogru
kesin bir sekilde hesaplanmasi, biyoyararlanim ve atilim ¢alismalarinda ilag ve
metabolitinin plazma ve idrar gibi fizyolojik sivilardaki derisiminin dogru bir sekilde
saptanmasina bagldir. Iyi bir sekilde tanimlanmis ve tam olarak valide edilmis analitik
yontem kullanilmasi giivenilir sonug almak i¢in 6nemlidir.

2.9.1. Stabilite

Saklanan Orneklerde analiz siiresince analitin stabil kaldigindan emin olmak
icin, yontem gelistirirken stabilite testlerinin yapilmasi gereklidir. Normal laboratuvar
sartlarinda nem, sicaklik, 1g1k ve hava gibi etkilere saf analit ve/veya analit ¢ozeltisinin

stabilitesi yaymlanmus literatiirlerle ve laboratuvar testleri ile incelenmelidir.
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Stabilite i¢in bilinen miktarlarda ilag igeren biyolojik sivilar kullanilabilir.
Orneklerin dondurulmasi ve eritilmesi durumlari da stabilite donemi i¢inde tutulmalidur.
2.9.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Standart c¢ozeltiler, deneydeki en yiiksek ve en diisilk konsantrayondaki
ornekleri igermelidir. Bu aralikta 6 noktadan az standart bulunmamalidir. Agirlikl ve
agirliksiz en kiiciik kareler yontemi esas alinarak yapilan regrasyon analizi ile standart
egrinin dogru denklemi bulunmalidir. Regrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin
matematik Olclisiidiir.

2.9.3. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, ger¢ek degere olan yakinligi olarak ifade edilir ve bagil mutlak hata
ile ilgilidir. Yiksek duyarlilikta bir tayin, diisiik duyarlilik limiti ve kesinlik ile
gelistirilebilir. Kesinlik, deney sonucu elde edilen degerlerin birbirine olan yakinligini
ifade eder ve % BSS, % CV ile verilir. Yeniden yapilabilirlik, farkli kosullarda ayni
yontemle hazirlanan 6rneklerden elde edilen sonuglarin uyumu, tekrarlanabilirlik ise
aymi Ornekten kisa zaman araliklari ile elde edilen sonuglarin uyumunu ifade eder.
Kesinlik ¢alisma sonuglar tekrarlanabilirlik i¢in kullanilabilir.

2.9.4. Duyarhhk

Analitik yontemin diisiik derigimleri saptayabilme yetenegidir.

Tayin Alt Simir1 (Limit of Quantitation: LOQ): Belirlenen deney kosullar1 altinda,
ornek icinde kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik oOlgiilebilen en diisik madde
derigimidir. Kromatografik ¢alismalarda tayin alt sinir1 pik alanmnin giiriiltii alanina
oraninin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

Gozlenebilme Simir1 (Limit of Dedection: LOD): Belirlenen deney kosullarinda

saptanabilen en digiik derisimdir. Bir sinir degeri olup, madde derisiminin belirli bir
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derisim altinda veya iistiinde olup olmadig1 saptanir. Genellikle kromatografik cevapta
sinyal /giiriiltii (S/G) oraninin 2:1 veya 3:1 olmas1 kabul edilebilir cevaptir. Bu sinir,
saptama sinirinda hazirlanmis uygun sayida 6rnegin analizi ile gerceklesir.
2.9.5. Tutarhhk

Yontemin farkli deney kosullarinda, farkli alet, farkli analist, farkli laboratuvar,
farkl1 kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde gergeklestirilmesi ile elde

edilen bulgularin tekrarlanabilme derecesidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler
Asetonitril HPLC grade (Merk, Almanya)
Etanol (Riedel-de hean)
Sodyum Hidroksit (Merck, Almanya)
Hekzan (Riedel-de hean)
Progesterone (Riedel de hean)
Dietil Eter
Deiyonize Su
Deney tiipt
Vial ve insert
Otomatik pipetler (10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl ve 1000-5000 pl )
Kuvartz Kiivet
3.2. Cihazlar
Santrifiij ( Hettich, RPM x 100)
Terazi (Bosch S 2000)
Karistirici Vorteks (IKA)
Su banyosu (GFL)
Etiiv (Memmert)
Vakum pompasi (Phenomenex)
Spektrofotometre sistemi:
Spektrofotometre (Thermospectronic, HeAIOS f3)

Bilgisayar (Vestel)
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Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Sistemi:
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (Termoquest)
DAD (Diyod Array Dedektor) dedektor (Termoquest UV 6000 LP)
Degazer (Thermoquest SCM 1000)
Pompa (Thermoquest SCM 1000)
Kolon (Cys, 5 um, 150 mm x 4,6 mm) (Agilent, USA)
Otoodrnekleyici (Thermoquest AS 3000)
Bilgisayar (Vestel)/ Software (Thermoquest)/Printer (HP))
3.3. Yontemler
3.3.1. Spektrofotometri Yontem Sartlari
3.3.1.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Sartlar
Progesteron i¢in UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontem sartlar1 Tablo 3.1°

de verildi.

Tablo 3.1: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri sartlar

Y ontem Sartlari Progesteron
Data modu Absorbans
Start Lamba (nm) 210

Stop Lamba (nm) 280

Lamba Degisimi (nm) 325

Tarama Hizi 600 nm/dak
Bant Genisligi 2 nm
Diizgiinliik Yiiksek
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3.3.1.2. Tiirev Spektrofotometri Yontem Sartlari

Progesteron icin Birinci-Tiirev Spektrofotometri yontem sartlar1 Tablo 3.2° de

verildi.

Tablo 3.2: Progesteronun Birinci-Tiirev Spektrofotometri yontem sartlari

Yontem Sartlari Progesteron
Data modu 1.Tiirev (1D)
Start Lamba (nm) 210

Stop Lamba (nm) 280

Lamba Degisimi (nm) 325

Tarama Hizi 600 nm/dak.
Bant Genigligi 2 nm
Tiiretim aralig1 (AL) 21,0
Diizgiinliik Yiiksek

3.3.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

10 mg progesteron 100 mL etanolde c¢oziilerek

100 pg/mL’lik stok c¢ozelti

hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden standart ve tiirev icin 0,5-15 pg/mL’ lik derisim

araliginda ¢aligma ¢ozeltileri, plazma i¢in 0,5 mL bos plazmalar kullanilarak, hazirlanan

calisma ¢ozeltileri eklenip (spike edilip) ekstraksiyon prosesi uygulanarak 1-15 pg/mL’

lik derisim araliginda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan biitlin ¢ozeltiler -20 °C

de saklandi.

3.4. Kromatografik Yontem Sartlan

3.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC-DAD) Yontem Sartlar

HPLC-DAD c¢alismasinda, progesterone i¢in uygulanan kromatografik yontem

sartlar1 Tablo 3.3’ de verildi.
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Tablo 3.3: Progesteron i¢gin HPLC-DAD y&ntem sartlari

Yontem Sartlari Progesteron
Standart Plazma
Kolon Cis (5 pm, 150 x 4,6 mm) Cis (5 pm, 150 x 4,6 mm)
Dedektor DAD DAD
Dalga boyu 240 nm 240 nm
Hareketli faz Asetonitril/Su (70/30) Asetonitril/Su (70/30)
Kolon sicakligi - -
Kolon akis hizi ImL/dak ImL/dak
Enjeksiyon hacmi 10uL 10uL

3.4.2. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

100 pg/mL’lik stok ¢ozeltiden 0,25-5 pg/mL’ lik derisim araliginda standart
calisma c¢ozeltileri hazirlandi. Plazma i¢in 0,5 mL bos plazmalar kullanilarak,
hazirlanan ¢alisma cozeltileri eklenip ekstraksiyon prosesi uygulanarak 0,1-3 pg/mL’
lik derisim araliginda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan biitlin ¢ozeltiler -20 °C
de saklandu.
3.5. Progesteronun Plazmadan Ekstraksiyon Prosesi

¢ 0.5 mL bos insan plazmas1 santrifiij tiiplerine koyuldu

Uygun derisimlerde progesteron ¢ozeltisi eklenerek 30 saniye karistirildi

Tiiplerin herbirine 1 mL 1 M NaOH eklendi.

e 30 saniye karistirildi

e 5 mL dietil eter- hekzan ( %50-50) karisimi eklendi
e Tiiplerin agz1 kapatilarak 1 dakika karistirildi

o Santrifiijlendi ( 4000 rpm, 8 dakika)

e Organik faz alindi

¢ (da kosullarinda azot gazi altinda uguruldu.
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HPLC-DAD Yoéntemi I¢in

e Kalint1 1 mL etanolde ¢oziildii

e 30 saniye karistirildi

e 45 um gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildii
e Otomatik pipetle viallere koyuldu

e 10 pl HPLC sistemine enjekte edildi

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi icin
e Kalint1 5 mL etanolde ¢oziildii

e 30 saniye karistirildi

e Kuvartz kiivetlere koyuldu ve 6l¢iimler alind
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4. BULGULAR
4.1. Stabilite (Kararhhk)

Stabilite calismasi, progesteronun standart cozeltileri UV-Goriinliir Bolge
spektrofotometri yontemi ve 1. tiirev spektrofotometri yontemleri kullanilarak, analiz
boyunca hangi ortamlarda ne kadar siire ile bozunmadan stabil kaldigin1 belirlemek
amaciyla yapildi. FDA (Food and Drug Administration) rehberinde belirtilen kurallara
gore (ortalamanin + % 10) analitlerin stabilite sartlar1 belirlendi ve analiz sonuglar
degerlendiridi.

4.1.1. Progesteronun Standart Cozeltilerinin Stabilitesi

Progesteronun (1, 6 ve 12 pg/mL), diisiikk, orta ve yiiksek derisimlerde
hazirlanan kalite kontrol cozeltileri 24, 48, 72, 96 ve 120 saat, +20 °C’de (oda
sicakligl), 4 °C (buzdolabi) ve -20 °C’ de (derin dondurucu) bekletildikten sonra UV-
Goriintir Bolge spektrofotometri yontemi ve 1. tiirev spektrofotometri yontemi ile
analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerin
analiz sonuclan ile kiyaslanarak sonuglar ylizde geri kazanim olarak Tablo 4.1° de

verildi.



Tablo 4.1: Progesteronun standart kalite kontrol ¢ozeltilerin stabilitesi
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Derisim 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
(pug/mL)

Stabilite -20°C (derin dondurucu) (%GK=+SS)

1 125,740,700 | 149,2+0,323 | 129,1+0,312 | 134,3+0,498 140,640,429
6 108,6+0,039 | 108,0+0,166 | 108,1£0,041 | 108,3+0,163 109,340,140
12 101,2+0,111 | 104,0+£0,084 | 102,1+0,041 | 102,9+0,050 104,0+0,046
Stabilite +4°C (buzdolab1) (%GK+SD)

1 148,1+0,869 | 133,340,655 | 137,740,439 | 135,4+0,707 141,0+0,514
6 106,6+0,073 | 106,740,184 | 103,840,159 | 103,0+0,151 102,540,080
12 104,1£0,151 | 104,940,038 | 102,940,051 | 102,840,112 102,940,034
Stabilite +20°C (oda sicakligi) (%GK+SS

1 132,740,164 | 97,0+1,337 121,3+0,372 | 122,840,842 125,3+0,565
6 108,3+0,114 | 104,740,116 | 103,3+0,088 | 105,940,193 105,1+0,469
12 101,7+0,076 | 101,1+0,111 | 100,640,091 | 102,1+0,171 101,4+0,078

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim

Birinci tiirev spektrumunda maksimum 230 nm’de, minimum 255 nm’ de olmak

tizere iki pik gozlenmis olup kalite kontrol ¢ozeltilerle yapilan stabilite degerleri Tablo

4.2 ve Tablo 4.3 de verildi.

Tablo 4.2: Progesteronun 230 nm de alinan 1.Tiirev kalite kontrol ¢ozeltilerin stabilitesi

Derigim 24 saat 48 saaat 72 saat 96 saat 120 saat
(pg/mL)
Stabilite -20°C (derin dondurucu) (%GK=+SS)
1 73,442,160 | 102,7+£3,675 | 76,242,489 78,444,194 71,042,970
6 99,9+0,121 104,940,460 | 100,4+0,768 | 102,7+0,375 101,6+0,292
12 98,1+0,315 | 99,7+0,363 | 98,0+0,167 99,140,281 97,60,440
Stabilite +4°C (buzdolab1) (%GK+SS)
1 88,643,128 | 72,6+4,300 71,442,547 67,1+2,983 69,443,370
6 96,940,599 | 97,040,361 95,940,499 95,240,441 92,840,981
12 100,3+£0,263 | 101,5+0,268 | 99,3+0,257 100,540,361 99,1+0,556
Stabilite +20°C (oda sicaklig1) (%GK+SS)
1 98,542,937 | 84,0+3,010 75,5+1,961 71,643,484 87,4+1,824
6 101,5+0,559 | 99,140,738 93,340,603 96,940,407 94,340,506
12 98,1+0,282 | 98,840,601 97,5+0,162 98,4+0,480 96,4+0,305

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim
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Tablo 4.3: Progesteronun 255 nm de alinan 1.Tiirev kalite kontrol ¢ozeltilerin stabilitesi

Derisim 24 saat 48 saaat 72 saat 96 saat 120 saat
(ng/mL)
Stabilite -20°C (derin dondurucu) (%GK=+SS)
1 113.7£1,396 | 111,1+1,825 | 98,7+2,091 117,142,841 115,242,361
6 109,1+£0,619 | 108,6+0,442 | 104,6+0,393 [ 108,3+0,611 109,5+0,690
12 104,1+0,085 | 103,840,168 | 103,840,168 | 104,5+0,137 106,4+0,209
Stabilite +4°C (buzdolabi) (%GK+SS)
1 111,0£1,723 | 115,0£1,521 | 117,642,139 | 121,0+£2,708 121,4+1,36
6 105,7+£0,483 | 105,5+0,421 | 101,3+0,525 | 102,4+0,493 106,0+0,300
12 105,9+£0,302 | 105,840,237 | 102,440,175 | 105,6+0,164 107,2+0,147
Stabilite +20°C (oda sicaklig1) (%GK+SS)
1 116,4£1,662 | 117,542,343 | 112,742,148 | 111,3+£2,331 119,942,831
6 107,840,459 | 106,5+£0,577 | 106,3+0,680 [ 105,6+0,462 103,6+0,476
12 104,0+£0,179 | 104,3£0,307 | 101,1+0,192 | 104,0+=0,296 101,440,275

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim

4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

almip analitik grade etanol ile seyreltildi ve 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 pg/mL

derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanarak 240 nm’ de UV-Goriiniir Bolge

absorbanslar1 alind1 (Sekil 4.1).

Progesteronun 100 pg/mL derisimde stok ¢ozeltisinden belirli hacimler
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Abzorbance
o
I
1

0,1 1

0.0+

210 220 230 240 260 260 270 280
Wavelengthinm)

Sekil 4.1: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik ¢alismasinda progesteronun 0,5, 1, 2,

4,6, 8, 10 ve 15 pg/mL derisimlerinde standart ¢calisma ¢ozeltilerinin absorbsiyon spektrumu.

4.2.2. Yontem Validasyonu
4.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
0,5-15 pg/mL derisim araliginda hazirlanan bir seri progesteron

cozeltilerine karsi okunan absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon

egrisi elde edildi ve Sekil 4.2” de verildi.
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0,8 1 'y =0,0536x + 0,0002
R? = 0,9998

Absorbans
o
N

Derisim

Sekil 4.2: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik yontemde 0,5-15 pg/mL derisim aralifinda
progesteronun kalibrasyon egrisi

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik calismada progesteron i¢in elde edilen

kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.4°de verildi.

Tablo 4.4: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi ile elde edilen standart ¢ozeltilerin
kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

CA a
(ug/mL) LR Sa Sb R

0,5-15 A240nm=0,0536x+0,0002 | 0,0002 6,32E-5 | 0,9999

CA: ¢alisma araligi, *:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon
katsay1si
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4.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Progesteronun standart ¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en kii¢iik
derisiminden daha kii¢iik derisimlere inilerek bir seri standart ¢ozeltileri hazirland1 ve
altt kez absorbanslari okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart sapmalari
(%BSS) belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’ den kiiciik olan derisim
gozlenebilme sinir1 (LOD) olarak belirlendi ve bu deger 0,4 pg/mL olarak bulundu.
Yiizde bagil standart sapma degeri %10’ dan kiiciik olan derisim de tayin alt sinir
(LOQ) olarak belirlendi ve bu deger 0,5 pg/mL olarak bulundu.
4.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler-arast degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrisi i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde hazirlanan progesteron ¢ozeltileri
glin-i¢i (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler-arasi
(ayn1 yontemle 6 farkli giinde 6 kez) deneyleri yapildiktan sonra elde edilen deney
sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi, Dogruluk (bagil hata) ve bagil standart

sapmasi degerleri Tablo 4.5’ de verildi.
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Tablo 4.5: Progesteronun standart c¢ozeltilerinin giin-i¢i, giinler-arasi dogruluk ve kesinlik
degerleri.

Giin-igi Giinler-arasi
Anm) | EKemen e ESS BulunantSS
mL ulunant . o ulunant . o
(ng/mL) (ug/mL) Dogruluk | % BSS (ue/mL) Dogruluk % BSS
2,5 2,523+0,003 0,933 0,102 2,720%0,154 8,804 5,674
240 7,5 7,466£0,003 -0,452 0,040 7,71840,191 2,908 2,471
12,5 12,799+0,005 2,388 0,040 13,021+0,175 4,169 1,342

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bagil hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)

4.2.2.4. Farmasotik Preparatlarda Progestronun Geri Kazanimi
UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemi ile farmasotik preparatlarda

progestronun geri kazanim ¢aligmalar1 yapilirken 0,5 pg/mL progestan ilag ¢ozeltisine
standart ekleme yontemine gore sirast ile 2,5 -7,5 ve 12,5 pg/mL standart progesteron
¢ozeltisi eklendi ve geri kazanim degerleri sirasiyla % 109,97+0,161, % 98,39+0,033, %
99,76+1,217 olarak belirlendi.
4.2.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

100 mg progesteron igeren Progestan yumusak kapsiil igerigi etanolde ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozelti etanol ile seyreltilerek 5 pg/mL derisimde ¢ozelti hazirland1 ve UV-
Goriintir Bolge spektrumu alindi (Sekil 4.3) ve okunan absorbans degerleri kalibrasyon

egrisine konularak miktar analizi gerceklestirildi (Tablo 4.6).
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Sekil 4.3: UV-Goriniir Bolge spektrofotometrik caligmalarda progesteron igeren
progestan yumusak kapsiilin 240 nm’ de 5 pg/mL derisimindeki ¢dzeltisinin absorbsiyon
spektrumu

Tablo 4.6: Progesteron igeren (100 mg) progestan yumusak kapsiiliin miktar analizi

Ticari Bulunan£SS %Geri 0 Giiven
Preparat AMnm) | n (mg) kazanim /oBSS Aralig
Progestan 150 1 6 | 101.120.05 101,1 0,05 101,04-101,19
yumusak
kapsiil

4.2.3. Plazma Calismasi
4.2.3.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi kan merkezinden temin
edilen bos plazmanin 0,5 mL’ sine kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 1, 2, 4, 6, 8,
10 ve 15 pg/mL derisimlerde hazirlanan progesteron ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda
eklendi. Bolim 3.5 de belirtildigi sekilde ekstraksiyon yapildi ve her bir ¢odzeltinin

absorpsiyon spektrumlari alind1 ve spektrumlar Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik ¢aligmalarinda progesteronun plazmadan
geri kazanimla elde edilen ¢ozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari

4.2.4. Yontem Validasyonu
4.2.4.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Progesteronun plazmadan ekstraksiyonu ile elde edilen 1-15 pg/mL derigim
araliginda 240 nm de okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi

elde edildi ve Sekil 4.5 de verildi.
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Absorbans

y = 0,0569x - 0,0234
R? = 0,9993

Derisim

20

Sekil 4.5: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik yontemde Progesteronun plazma kalibrasyon

egrisi

UV-Gortiniir Bolge spektrofotometrik plazma ¢alismasinda progesteron i¢in elde

edilen regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7’ de verildi.

Tablo 4.7: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi ile elde edilen plazma ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

. CA a
Matrix LR Sa Sb R
(ug/mL)
plazma 1-15 Assonm=0,0569x-0,0234 0,0013 0,0001 0,9996

CA: ¢aligma araligi, *:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regrasyon,

Sa: regrasyon egrisindeki

kaymanin standart sapmasi Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon

katsayisi



59

4.2.4.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Progesteronun plazma g¢alisma c¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en
kiiciik derisiminden daha kiiclik derisimlere inilerek bir seri standart cozeltileri
hazirland1 ve alti kez absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
sapmalar1 (%BSS) belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’ den kiiciik olan
derisim gozlenebilme sinir1 (LOD) olarak belirlendi ve bu deger 0,5 pg/mL olarak
bulundu. Yiizde bagil standart sapma degeri %10’ dan kiiciik olan derisim de tayin alt
sinir1 (LOQ) olarak belirlendi ve bu deger 1 pg/mL olarak bulundu.
4.2.4.3. Dogruluk ve Kesinlik

Plazma calismasinda, yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Glin-i¢i ve giinler-aras1 degisken sonuglari, kalibrasyon egrisi
icine diisen ii¢ farkli derisimde (2,5, 7,5 ve 12,5 pg/mL) hazirlanan progesteron
coOzeltileri i¢in bulunan degerlerin ortalamasi, dogruluk (bagil hata), standart sapmas1 ve

bagil standart sapmasi Tablo 4.8’ de verildi.

Tablo 4.8: Progesteronun plazma c¢ozeltilerinin giin-i¢i, giinler-arast dogruluk ve kesinlik
degerleri.

Glin-i¢i Glinler-arasi
A(nm) Ekl/enin Bulunan+SS Bulunan#SS
- o o - o o,
(ug/mL) (ug/mL) Dogruluk | % BSS (ne/mL) Dogruluk % BSS
2,5 2,37940,016 -4,827 0,661 2,361+0,048 -5,546 2,035
240 7,5 7,871+0,016 4,940 0,200 7,864+0,136 4,858 1,731
12,5 11’71;i0’07 -6,264 0,617 11,723+0,200 -6,215 1,704

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bagil hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)




60

4.2.4.4. Plazmadan Geri Kazanim

Geri kazanim caligsmasi, belirli derisimlerde progesteronun plazmaya eklenip
sonra ekstraksiyonun yapilmasi sonucunda elde edilen degerler standart progesteron
cozeltileriyle elde edilen degerler ile iliskilendirilerek yiizde geri kazanim degerleri elde

edildi ve Tablo 4.9’ da verildi.

Tablo 4.9: Plazma ¢alismasinda Progesteron’a ait geri kazanim degerleri (n=6)

Eklenen (png/mL) Bulunan (pg/mL) Geri Kazanim (%)
2,5 2,379 95,2
7,5 7,871 104,9
12,5 11,717 93.7

4.3. Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri Yontemi
4.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Progesteronun 100 pg/mL derisimindeki stok cozeltisi analitik grade etanolde
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip analitik grade etanol ile
seyreltilerek 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 15 pg/mL derisimlerinde standart ¢calisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Birinci tiirev spektrumunda maksimum 230 nm’ de, minimum 255 nm’de

olmak iizere iki pik gozlendi. Birinci tiirev absorbans spektrumu Sekil 4.6” da verildi.
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Sekil 4.6: Progesteronun birinci tiirev spektrofotometrik absorbsiyon spektrumu.

4.3.1.2.Yontem Validasyonu
4.3.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrileri

0,5-15 pg/mL derisim araliginda hazirlanan bir seri progesteron g¢ozeltilerinin
derisimine karsilik 230 nm ve 255 nm dalga boylarinda okunan absorbans degerlerine
kars1 grafige gecirilmesiyle iki kalibrasyon egrisi elde edildi. Elde edilen kalibrasyon

egrileri Sekil 4.7 ve 4.8” de verildi.
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Sekil 4.7: Birinci tiirev spektrofotometresi yonteminde 230 nm dalga boyunda elde edilen
kalibrasyon egrisi

y = 0.1745x + 0.0108
2.5 1 R? = 0.9996

absorbans

O T T T 1
0 5 10 15 20

derisim

Sekil 4.8: Birinci tiirev spektrofotometresi yonteminde 255 nm dalga boyunda elde edilen
kalibrasyon egrisi



63

Birinci tiirev spektrofotometresi ¢alismalarinda progesteron i¢in 230 nm maksimum
ve 255 nm minimum dalga boylarinda kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

Tablo 4.10° da verildi.

Tablo 4.10: Progesterona ait 230 ve 255 nm dalga boyundaki kalibrasyon egrilerinin
istatistiksel bilgileri.

Birinci Tiirev Birinci Tiirev
Parametreler Spektrofotometre Spektrofotometre
Maksimum Pik Degerleri Pik Degerleri
Dalga Boyu (A: nm) 230 255
Dogrusal Aralik (png/mL) 0,5-15 0,5-15
Regrasyon Dogrusu y=0,1282x+0.0011 y=0.1745x+0,0108
Denklemi
S, 0,0011 0,0028
Se 8,37E-05 0,0005
Korelasyon katsayist (r) 0,9999 0.9998

Sa: Kaymanin standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.3.1.2.2.Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Progesteronun standart ¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin en
kiiciik derisiminden daha kiiclik derisimlere inilerek bir seri standart cozeltileri
hazirland1 ve alti kez absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
sapmalar1 (%BSS) belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’ den kiiciik olan

derisim gozlenebilme sinir1 (LOD) olarak belirlendi ve bu deger 0,4 pg/mL olarak



64

bulundu. Yiizde bagil standart sapma degeri %10’ dan kiiciik olan derisim de tayin alt
sinir1 (LOQ) olarak belirlendi ve bu deger 0,5 pg/mL olarak bulundu.
4.3.1.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler-aras1 degiskenlerle
farkli derisimde hazirlanan progesteron c¢ozeltileri i¢in bulunan degerlerin ortalamasi,
bagil hatasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi ile verildi. Progesteronun 230
nm maksimum dalga boyu ve 255 nm minimum dalga boyu giin-i¢i ve giinler-arasi

dogruluk ve kesinlik sonuglari sirastyla Tablo 4.11 ve 4.12° de verildi.

Tablo 4.11: Birinci tiirev spektrofotometri ¢aligmalarinda progesteronun 230 nm maksimum
dalga boyunda giin-i¢i, giinler-arasi1 dogruluk ve kesinlik degerleri.

Gilin-igi Giinler-arasi
anm) | EKemen eSS BulunantSS
/mL uiunan= Dogruluk | % BSS uiunan= Dogruluk | % BSS
(ng/mL) (ug/mL) ogruluk | % (ug/ml) ogrulu %

11,655

2,5 2,615+0,017 4,581 0,667 2,366%0,276 -5,346
230 7,5 7,397+0,018 -1,373 0,247 7,367+0,216 -1,775 2,927
2,047

12,5 12,642+0,036 1,140 0,283 12,748+0,261 1,981

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bag1l hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)
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Tablo 4.12: Birinci tiirev spektrofotometri ¢aligmalarinda progesteronun 255 nm minimum
dalga boyunda giin-i¢i, giinler-arasi1 dogruluk ve kesinlik degerleri.

Gilin-igi Giinler-arasi
Anm) | Kemen e antSS BulunantSS
/L ulunant Dosruluk | % B ulunant Dosruluk | % B
(ng/mL) (ug/mL) ogrulu % BSS (ne/mL) ogrulu % BSS
2,5 252040012 | 0,791 | 0470 | 2.541+0,074 1,622 2,924
255 7.5 TAOTH0.015 | 0443 | 0204 | 7.66720.163 2,223 2,120
125 | 1270240024 | 1,615 | 0,188 | 1313240262 | 5,060 1,996

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bagil hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)

4.3.1.2.4. Farmasotik Preparatlarda Progestronun Geri Kazanimi

Birinci tiirev spektrofotometri yontemi ile maksimum (230 nm) ve (255 nm)
minimum dalga boyunda geri kazanim ¢aligmalar1 yapilirken 0,5 pg/mL progestan ilag
cozeltisi standart ekleme yontemine gore sirast ile 2,5 -7,5 ve 12,5 pg/mL lik standart
progesteron ¢ozeltilerinin iizerine ilave edilip % geri kazanim degerleri maksimum
dalga boyunda (230 nm) sirasiyla % 95,99+1,14, % 91,2+0,28, % 99,82+1,22,
minimum dalga boyunda (255 nm) ise %96,63+0,74, % 93,58+0,22, % 95,47+2,94

olarak belirlendi.
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4.3.1.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
100 mg progesteron igeren Progestan yumusak kapsiil icerigi etanolde ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozelti etanol ile seyreltilerek 5 pg/mL derisimde ¢o6zelti hazirland1 ve
birinci derece tiirev spektrumu (Sekil 4.9) ve maksimum ve minimum dalga boylarinda
okunan absorbans degerleri kalibrasyon egrisine konularak miktar tayini gerceklestirildi

(Tablo 4.13 ve Tablo 4.14).

0,61

0.4 4

0.2 4

0,04

-0,2 4

1=t Lervr. Absarbance

-0, -

-0.6 A

-0,8 4

240 250 260 270
Wawelengthinm

210 220 220 280

Sekil 4.9: Progestan yumusak kapsiil’iin 5 pg/mL derisimindeki ¢6zeltisinin birinci tiirev
spektrofotometrik absorbsiyon spektrumu

Tablo 4.13: 230 nm’ deki progesteron igeren (100 mg) progestan yumusak kapsiiliin miktar
analizi

Ticari BulunantSS | %Geri o Giiven
Preparat Mom) | n (mg) kazanim /o BSS Aralig1
Progestan 1530 | 6 | 91,66+0.524 | 91,66 0,572 | 91,01-92,54
yumusak

kapsiil

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma
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Tablo 4.14: 255 nm’ deki progesteron igeren (100 mg) progestan yumusak kapsiiliin miktar
analizi

Ticari BulunantSS | %Geri o Giiven
Preparat Mnm) | n (mg) kazanim /o BSS Aralig1
Progestan | »55 | 6| 93.02+0336 | 93,92 0,347 | 93,4-94.4
yumusak
kapsiil

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma

4.4. Kromatografik Yontemler
4.4.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC-DAD) Yontemi
4.4.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

100 pg/mL derisimde progesteron stok ¢ozeltisi analitik grade etanolde hazirlandi
ve bu ¢ozelti etanol ile seyreltilerek 0,255 pg/mL derisim araliginda standart ¢aligsma
coOzeltileri hazirland1 ve 240 nm dalga boyunda kromatogramlari alindi. Hazirlanan
calisma ¢ozeltilerinin sinyalleri Diyod Array Dedektor (DAD) ile kaydedildi. Elde

edilen kromatogramlar Sekil 4.10° da verildi.
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Sekil 4.10: Progesteronun 0,25-5 pg/mL derisim araligindaki standart ¢6zeltilerinin 240
nm’ deki HPLC-DAD kromatogramlari

4.4.1.2. Yontem Validasyonu
4.4.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

0,25-5 pg/mL derisim aralifinda hazirlanan progesteron c¢dozeltilerinin
derisime kars1 pik alanlarinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve

Sekil 4.11° de verildi.
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Sekil 4.11: HPLC-DAD yoéntemi ile elde edilen standart ¢alisma c¢ozeltilerinin kalibrasyon
egrisi

HPLC-DAD yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz

sonuglari sirastyla Tablo 4.15” de verildi.

Tablo 4.15: HPLC-DAD yontemi ile progesteronun standart caligsma ¢ozeltilerinden elde edilen
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri.

Etkin Madde CA Mnm) LR® Sa Sb R

(ug/mL)
Progesteron 0,25-5 240 | Y=134655x -3567,8 | 1720,91 | 1927,28 | 0,9997

A: dalga boyu, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon egrisindeki kaymanin
standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsay1s1
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4.4.1.2.2.Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Progesteronun standart ¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en kiigiik
derisiminden daha kiigiik derisimlere inilerek bir seri standart ¢ozeltileri hazirland1 ve
kromatogramlarinda sinyal/gliriiltii (S/G) oraninin 3 oldugu derisim gozlenebilme sinir1
(LOD) olarak belirlendi ve bu deger 0,08 pg/mL olarak bulundu. Sinyal/giiriiltii (S/G)
oraninin 8 oldugu derisim ise tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi ve bu deger 0,1
ng/mL olarak bulundu.
4.4.1.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler-aras1 degiskenlerle
farkli derisimde hazirlanan progesteron c¢ozeltileri i¢in bulunan degerlerin ortalamasi,
bagil hatasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi ile verildi. Progesteronun 240
nm dalga boyunda giin-i¢i ve gilinler-arast dogruluk ve kesinlik sonuglar1 Tablo 4.16” da

verildi.

Tablo 4.16: HPLC-DAD yo6ntemi ile progesteronun standart g¢ozeltilerinin 240 nm dalga
boyunda giin-i¢i, giinler-arast dogruluk ve kesinlik degerleri.

Glin-igi Giinler-arasi
A(nm) Ekl/e:rllin BulunantSS BulunantSS
- S o, — S 1)
(ng/mL) (ug/mL) Dogruluk | % BSS (ug/mL) Dogruluk | % BSS
0,3 0,330+0,004 10,137 1,228 0,332+0,007 10,614 2,020
240 125 | 1264200101 her | 0,820 | 124440019 | -0,520 | 1,558
4 4,131+0,025 3,269 0,596 4,148+0,098 3,694 2,371

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bagil hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)
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4.4.1.2.4. Farmasotik Preparatlarda Progesteronun Geri Kazanimi
HPLC-DAD yontemi ile 240 nm dalga boyunda farmasdétik preparatlarda

progesteronun geri kazanim ¢alismalar1 yapilirken 1 pg/mL progestan yumusak kapsiil
cOzeltisi standart ekleme yontemine gore sirasi ile 0,3 -1,25 ve 4 ng/mL’ lik standart
progesteron ¢dozeltisinin lizerine ilave edilip % geri kazanim degerleri sirasiyla
%109,88+3,16, % 98,39+1,56, % 96,80+0,30 olarak bulundu.
4.4.1.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

100 mg progesteron igeren Progestan yumusak kapsiil icerigi etanolde ¢oziildii.
Hazirlanan bu ¢ozelti etanol ile seyreltilerek 1 ve 2 pg/mL derisiminde c¢ozeltiler
hazirlanip bu ¢ozeltilerin kromatogramlari alind1 (Sekil 4.12) ve pik alanlari kalibrasyon

egrisine konularak miktar tayini gergeklestirildi (Tablo 4.17)

0 0
] 1 pg/mL .
] 2 ng/mL
1 - Hg 40
30 a0
4 ] .
E ] [
20 [ 20
10 10
0 0
0.0 15 .0 A 100
hinutes

Sekil 4.12: HPLC-DAD c¢alismasinda progestan yumusak kapsil’ tin 1 ve 2 pg/mL
derisimindeki ¢6zeltisinin kromatogramlari.



Tablo 4.17: HPLC-DAD yo6ntemi ile progesteron i¢eren (100 mg) progestan yumusak kapsiiliin

miktar analizi
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Ticari BulunantSS | %Geri o Giiven
Preparat Mnm) (mg) kazanim /o BSS Aralig1
Progestan | =, 98,86+2,61 | 98,86 | 2,647 | 96,2-102,6
yumusak

kapsiil

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma

4.5. HPLC-DAD Plazma Calismasi
4.5.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Plazma ¢aligmasinda, standart progesteron c¢ozeltileri plazmaya eklenip Boliim
3.5°de verilen ekstraksiyon prosesi ile ekstraksiyonu yapilarak 0,1-3 pg/mL derisim
araliginda plazma cozeltileri hazirlanip 240 nm dalga boyunda kromatogramlar1 alindi
ve Sekil 4.13° de verildi. Plazma ¢alismasinda bos plazmanin kromatogrami Sekil 4.14°

de verildi.
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Sekil 4.13: Progesteronun 0,1-3 pg/mL derisim araligindaki plazma ¢ozeltilerinin 240
nm’ deki HPLC-DAD kromatogramlari

0 =0
15 15
10 10
E .
5 5
D—J\J o

o.o x5 5.0 T.5 10.0
hAinates

Sekil 4.14: Progesteronun 240 nm deki bos plazmanin HPLC-DAD kromatogrami
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4.5.2. Yontem Validasyonu
4.5.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

0,1-3 pg/mL derisim araliginda hazirlanan progesteron ¢ozeltilerinin derisime karsi
pik alanlarinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.15° de
verildi. HPLC-DAD yd6ntemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz

sonugclar1 ise Tablo 4.18’ de verildi.

400000 -
y = 117858x + 1924.1

350000 - R? = 0.9997

300000 -
250000 -
200000 -

absorbans

150000 +
100000 -
50000 -

0 T T T 1
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derisim

Sekil 4.15: HPLC-DAD yontemi ile elde edilen plazma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi

Tablo 4.18: HPLC-DAD yontemi ile progesteronun plazma c¢alisma ¢ozeltilerinden elde edilen
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri.
Etkin Madde CA AMnm) LR* Sa Sb R

(ug/mL)
Progesteron 0,1-3 240 | Y=117858x+1924,1 | 1114,31 | 3176,03 | 0,9998

A: dalga boyu, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon egrisindeki kaymanin
standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsay1si
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4.5.2.2.Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
Progesteronun plazma ¢alisma c¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en

kiiciik derisiminden daha kii¢iik derisimlere inilerek bir seri plazma ¢alisma ¢ozeltileri

hazirlandi ve kromatogramlarinda sinyal/giiriiltii (S/G) oraninin 3 oldugu derisim

gozlenebilme smir1 (LOD) olarak belirlendi ve bu deger 0,08 pg/mL olarak bulundu.

Sinyal/giiriiltii (S/G) oraninin 8 oldugu derisim ise tayin alt smir1 (LOQ) olarak

belirlendi ve bu deger 0,1 pg/mL olarak bulundu.

4.5.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

glin-igi ve glinler-arasi

Yontemin dogrulugu ve kesinligi degiskenlerle

farkli derisimde hazirlanan progesteron c¢ozeltileri i¢in bulunan degerlerin ortalamasi,
bagil hatasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi ile verildi. Progesteronun 240
nm dalga boyunda giin-i¢i ve gilinler-arast dogruluk ve kesinlik sonuglar1 Tablo 4.19” da

verildi.

Tablo 4.19: HPLC-DAD yo6ntemi ile progesteronun plazma ¢alisma ¢ozeltilerinin 240 nm dalga
boyunda giin-igi, giinler-arast dogruluk ve kesinlik degerleri.

Giin-igi Giinler-arasi
Anm) | Kemen e antSS BulunantSs
/mL ulunanx Dosruluk % B ulunanT Dosruluk % B
(ug/mL) (ug/mL) ogrulu % BSS (ue/mL) ogrulu % BSS
0,3 0,333+0,010 10,836 2,986 0,333+0,026 11,081 7,702
240 1,25 1,27940,043 2,326 3,347 1,35240,048 8,153 3,541
2 2,007+0,042 0,355 2,075 1,993+0,112 -0,352 5,595

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk (%Bagil hata): (bulunan-eklenen)/eklenenx100,
% BSS (bagil standart sapma): (SS/ortalamax100)
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4.5.2.4. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim ¢alismasinda, progesteronun ii¢ farkli derisimdeki
kalite kontrol c¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve Bolim 3.5 de verilen
ekstraksiyon yontemleriyle ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen
coOzeltilerin giin-i¢i ve glinler-arasi yapilan analizlerinde belirlenen pik alanlari, standart
cozeltilerden elde edilen pik alanlar1 degerleri ile kiyaslanarak sonuglar plazmadan

ylizde geri kazanim olarak Tablo 4.20” de verildi.

Tablo 4.20: HPLC-DAD yontemiyle 240 nm dalga boyunda elde edilen giini¢i ve
giinler aras1 plazmadan geri kazanim degerleri

Giinigi Giinler Arasi
Eklenen %Geri % BSS % Geri % BSS
(ug/mL) kazanim Kazanim
0,3 100,49 3,704 100,26 7,928
1,25 91,65 2,708 98,44 4,299
2 94,22 1,591 91,08 7,722

4.6. Gelistirilen Yontemlerin Gercek Numunelere Uygulanmasi

Gelistirilmis ve gecerlilik testleri yapilmig HPLC-DAD yontemi, hamile insan
plazmasinda progesteron seviyesini belirlemek i¢in kullanildi. Hamile insan kanlari
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’nden sagland.
Ozellikleri Tablo 4.21°de verilen hamilelerden alinan kan numuneleri 4000 rpm de 8
dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen plazmadan 0,5 mL alinarak Boliim 3.5 de
verilen ektraksiyon prosesi uygulanarak progesteron ekstrakte edildikten sonra HPLC-
DAD yo6ntemi ile miktar tayini yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16° da, hamileligin

36. haftasinda bulunan N.G. adli hamileye ait 6rnek kromatogram Sekil 4.17” de verildi.



77

Tablo 4.21: Plazma progesteron miktarlari 6l¢iilen hamilelerin 6zellikleri

Hasta | Yas1 | Hamilelik | Kan Basinci Kilosu | Kagimci Plazma
Adi Haftas1 (mmHg) (kg) Hamileligi | progesteron
miktari
(ug/mL)
RT. |29 36 90/50 66 4 0,138
Z1. 32 36 110/70 66 2 0,105
H.A. |45 38 100/50 101 7 0,165
L.O. |20 36 130/80 93 1 0,152
ESS. |22 38 100/60 63 1 0,164
AS. |24 32 110/70 65 1 0,083
G.B. |32 37 110/70 69 4 0,089
N.M. |26 41 160/60 77 3 0,082
N.A. |27 33 100/60 75 1 nd
N.G |35 36 130/90 112 2 0,148
N.K. |31 39 180/100 115 5 0,090
S.A. |27 30 80/50 68 4 0,099
SL. |23 30 100/60 65 5 nd
L.D. |28 35 90/60 79 3 nd

nd: tayin edilemedi

0.184
0.16-
0.14-
0.12-

0.1
0.08-
0.06
0.04-
0.02-

Konsantrasyon (ug/ml)

rt zZi ha lo es as gb nm na ng nk sa sl Id
Hamile Adi

Sekil: 4.16: HPLC-DAD sistemi ile 30-41. Haftalar aras1 dl¢iilen hamile insan plazma
progesteron derigimleri.
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5. TARTISMA VE SONUC
Validasyon, bir analitik uygulamada, bir analiz yoOnteminin performans
Ozelliklerinin, tasarlanmig amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan islemlerin
timiidiir. Yontem gelistirme ve validasyonda ilk adim, yontem i¢in kabul edilebilir
sartlar olan minimum kriterleri belirlemektir. Minimum kriterler yontem gelistirciler
tarafindan yOntemin tasarlanmis amaclarim1 karsilayana kadar gelistirilmelidir.
Gelistirilen yontemin problemlerini minimize etmenin yolu ise tam bir validasyon
deneylerini (gegerlilik testleri) yapmaktir. Deneylerden elde edilen analitiksel verilerin
niteligi, yontem gelistirme ve validasyon deneylerinin kalitesi lizerinde direk bir etkiye
sahiptir. Bu yiizden analitik kimyacilar, uygun zamanda, dogru ve giivenilir veri
saglayabilmek icin calisilacak konu ile ilgili iy1 bir literatiir taramasi yapmali ve
kullanilacak analitik yontemlerin iistiinliikleri ve sinirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir
bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine sahip olmasi1 gerekmektedir. Analitik
yontem se¢imi yapildiktan sonra da bu yontemin uygulanabilir oldugunu géstermek i¢in
yontemin validasyonunun yapilmasi ve seg¢ilen yontemin bir deger ifade edebilmesi i¢in
de, yontemin dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, spesifiklik, hassaslik ve
analiz siiresinin kisa olmasi gibi validasyon parametrelerinin incelenmesi
gerekmektedir. Bu parametreler ¢alisilirken de bilesimi giivenilir bir sekilde bilinen bir
veya daha fazla standart numune kullanilir. Kullanilan standart numunelerin hem
bilesim bakimindan hem de analit derisimi bakimindan analizi yapilacak numune ile
benzer olmasi gerekir.
Ilag analizlerinde, analizin yapilacagi ortama (farmasétik preparat veya
biyolojik sivilar) gore literatlir bilgilerine de dayanarak analitik yontem se¢iminin

yapilmasi gerekmektedir. Bu bilgiler 1g1ginda yontem se¢imini gergeklestirmeden dnce
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1yi bir literatiir taramasi yapilmalidir. Literatiir taramasinda progesteronun farmasotik
preparatlarda ve biyolojik sivilarda miktar analizine yonelik g¢alismalara rastlanmig
olup, literatiir ¢caligmalar1 15181 altinda steroid bir hormon olan Progesteronun hem
farmasotik preparatlarda hem de plazmada miktar analizi i¢cin UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometri, Birinci-Tiirev Spektrofotometri ve HPLC-DAD yontemleri gelistirilip
validasyonlar1 yapildi.

Calismada kullanilan Progesteron standart etken maddesi Riedel De Hean den,
farmasotik preparat olarak kullanilan ve 100 mg Progesteron igeren Progestan yumusak
kapsiil (Kogak) ise piyasa eczanelerinden saglandi. Ultraviyole-Gorliniir Bolge
Spektrofotmetresi, yiiksek duyarlik, orta ve yiiksek secimlilik, yiiksek dogruluk,
kesinlik, kolaylik ve rahatlik bakimindan ila¢ endiistrisinde farmasdétik preparatlarda
ila¢ etken maddelerinin miktar analizinde tercih edilen tekniklerden biri olarak
sOylenebilir. Bu teknikte, UV-Goriiniir Bolge spektrumu, madde iizerine gonderilen
15181n dalga boylarina karsi absorbans degerlerinin grafige gegirilmesi ile elde edilir.
Yani A= f(x) fonksiyonudur. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri caligmasinda,
Progesteronun 240 nm de maksimum absorbans verdigi tespit edildikten sonra
calismanin optimum kosullar1 belirlendi. Yontemin dogrusal oldugu 0,5-15 pg/mL
derisim araliginda bir seri standart (0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 15 pg/mL) Progesteron
cozeltisinin derisimine kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon
egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun
denklemi Aj40n,m=0,0536x+0,0002 (A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon katsayisi
(r) 0,9999, gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0,4 pg/mL ve tayin alt sinir1 (LOQ) degeri
0,5 pg/mL olarak belirlendi. Giin-i¢i ve giinler-arasi1 bagil standart sapmasi (BSS), %

5,67°den kiigiikk oldugu tespit edildi. Yontem ayni zamanda Progestan yumusak
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kapstil’deki progesteron analizi i¢in basariyla uygulandi ve farmasotik preparattan
yontemin geri kazanim degeri % 101,1 olarak belirlendi.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri plazma calismasinda, 1-15 pg/mL derisim
araliginda hazirlanan bir seri progesteron cozeltisinden uygun miktarlarda 0,5 mL
plazma iizerine eklenip (spike edilip) karistirildi ve boliim 3.5. de belirtildigi sekilde
sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulandi. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
¢ozeltilerin UV-Goriintir Bolge Spektrofotometre spektrumlart alindi. Her bir ¢ozeltinin
derisimine kars1i absorbansi grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemi
A240nm=0,0569%-0,0234 ve korelasyon katsayisi (r) 0,9996, gozlenebilme sinir1 (LOD)
degeri 0,5 ug/mL ve tayin alt sinir1 (LOQ) degeri 1 pg/mL olarak belirlendi. Giin-igi ve
giinler-aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi (BSS), % 2,03’den kiigiik
oldugu ve plazmadan progesteronun ortalama geri kazanimi degerini % 97,6 olarak
tespit edildi.

Tirev spektrofotometresi, tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasina dayali bir
analiz yontemidir. UV-Goriiniir Bolge calismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriiniir Bolge spektrumlarinda {ist {iste binen,
cakisan bantlar daha c¢ok goriiniir ve ayirim giicii zayiftir. Tiirev uygulamalart bu
sorunlara belli oranlarda ¢oziim getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve
¢Oziimlenmemis bantlari iceren spektrumlarin ayirim giiciinii artirmistir. Birinci Tiirev
Spektrofotometresi ¢aligsmalarinda, optimum kosullar belirlendikten sonra standart
progesteronun 230 nm’ de bir maksimum, 255 nm’ de bir minimum olmak tizere iki pik
verdigi tespit edildi. 0,5-15 pg/mL derisim araliginda yontemin dogrusal oldugu

belirlendikten sonra, bu derisim araliginda bir seri standart (0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 15
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ug/mL) progesteron ¢dozeltisi derisimine karst okunan minimum ve maksimum
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon
egrilerinin yapilan regrasyon analizinden, 230 nm maksimum dalga boyu i¢in regrasyon
dogrusunun denklemi y=0,1282x+0.0011 ve korelasyon katsayisi (r) 0,9999, 255 nm
minimum dalga boyu i¢in yapilan regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun
denklemi y=0.1745x+0,0108 ve korelasyon katsayis1 (r) 0.9998 olarak belirlendi.
Birinci-Tiirev spektrofotometri yontemi i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0,4
ug/mL ve tayin alt simir1 (LOQ) degeri 0,5 pug/mL olarak tespit edildi. Glin-igi ve
giinler-aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi1 (BSS), 230 nm maksimum
dalga boyu i¢in % 11,65’ den kii¢iik, 255 nm minimum dalga boyu i¢in de % 2,92’den
kiiciik oldugu belirlendi. Yontem ayni zamanda Progestan yumusak kapsiil’e
progesteron analizi i¢in basariyla uygulandi. Geri kazanim degerleri 230 nm maksimum
dalga boyu icin ortalama % 95,6 olarak, 255 nm minimum dalga boyu i¢in % 95,2
olarak bulundu. UV-Goériiniir Bolge ve Birinci-Tiirev Spektrofotometri yontemlerine ait
fazla literatiir bilgisine rastlanmamistir. Pucci ve ark®®. calismalarinda LOQ degerini 2-
propanol ile hazirlanan ¢ozeltilerden 2 ug/mL olarak bulurken, bu ¢alismada etanol ile
hazirlanan ¢ozeltilerden LOQ degerini 0,5 pg/mL olarak daha diisiik derisimde bulduk.
Stabilite ¢alismasi, -20 °C, +4 °C ve +20 °C ortamlarinda kalite kontrol ¢ozeltileri
ile yapildi ve FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin £+ %10), analitlerin
stabilite sartlar1 belirlendi ve yapilan c¢alismalarin sonuglar1 Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3 de
verildi. Elde edilen degerler 15181inda diisiik derisimde (1 pg/mL) progesteron standart
cozeltilerinin 24 saat sonra belirtilen 3 ortamda da stabilitesinin bozuldugu, orta ve

yiiksek derisimlerde (6 ve 12 ug/mL ) ise 120 saat boyunca FDA degerlerine uygun
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olarak stabil kaldig1 gozlenmistir. Buradan elde edilen sonug¢ progesteron standart
coOzeltilerini saklarken yiiksek derisimlerde olmasina dikkat edilmesidir.

Kromatografi, karmasik karisimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi, taninmasi
ve tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemler toplulugudur. Bu yontemler
toplulugundan Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, secicilik, duyarlilik ve sonuglarin hizli elde edilmesi gibi diger
yontemlere gore birgok iistiin yanlara sahiptir. Ayrica, HPLC ile nanogram seviyesinde
bile miktaranalizi yapilabilmektedir. Biyolojik sivilarda farmakokinetik ¢aligmalarda
diisiik derisimlere inebilmek olduk¢a 6nemlidir. Bundan dolayr da ilag endiistrisinde
hem farmasétik preparatlarda hem de biyolojik sivilarda ilag analizlerinde HPLC
olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. HPLC ¢alismalarinda, sabit fazin
ozellikleri ve hareketli fazin bilesimi, ayrilan maddenin kromatografik davranisina etki
etmektedir. Bundan dolayr ayrimin iyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuglarin
aliabilmesi i¢in kromatografik kosullarin optimizasyonuna gerek duyulmaktadir.

Progesteronun  belirlenmesi  i¢in  gelistirilen HPLC-DAD  yonteminde
kromatografik ayirim ters faz C-18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm) kolon, hareketli faz
olarak asetonitril-su (70-30) kullanilarak, akis hizi1 1 mL/dak, dalga boyu 240 nm ve
enjeksiyon hacmi 10 pL olarak calisma parametreleri belirlendi. Optimum kosullar
belirlendikten sonra standart progesteronun 240 nm de absorbans verdigi tespit edildi.
Standart c¢ozeltilerin 0,25-5 pg/mL derisim araliginda yontemin dogrusal oldugu
belirlendi. Bu derisim araliginda bir seri standart (0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3 ve 5
png/mL) progesteron ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’ de kromatogramlar1 alind1 ve her
bir ¢ozeltinin derisimine karst HPLC den elde edilen piklerin alan1 grafi§e gegirilerek

kalibrasyon egrisi elde edildi ve regrasyon dogrusunun denklemi y=134655 x -3567,8
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(y: pik alani, x: derisim), korelasyon katsayisi (r) ise 0,9997 olarak belirlendi.
Gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,08 pg/mL, tayin alt sinir1 (LOQ) ise 0,1 pg/mL olarak
tespit edildi. Giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi (BSS)
% 2,37 den kiiciik oldugu tespit edildi. Farmasotik preparatlarda progesteronun geri
kazanim ¢aligmalar1 yapilirken 1 pg/mL Progestan yumusak kapsiil ¢ozeltisi standart ekleme
yontemine gore sirasi ile 0,3, 1,25 ve 4 pg/mL’ lik standart progesteron ¢ozeltisinin {izerine
ilave edilip % geri kazanim degerleri sirasiyla %109,88+3,16, % 98,39+1,56, %
96,80+0,30 olarak ve yontemin farmasotik preparatta (Progestan yumusak kapsiil)
miktar tayini ¢aligmasinda ise geri kazanim degeri % 98,86 olarak belirlendi.

HPLC-DAD yonteminin plazma c¢alismasinda 0,5 mL plazma numunesinden
yola c¢ikarak Boliim 3.5’de agiklanan ekstraksiyon prosesi yapildi ve 0,1- 3 pg/mL
derisim aralifinda yontemin dogrusal oldugu belirlendi. Derisimine karsi
kromatogramlardan elde edilen piklerin alan grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde
edildi ve regrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla
y=117858% + 1924,1 ve 0,9998 olarak belirlendi. Gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,08
png/mkL, tayin alt sinir1 (LOQ) ise 0,1 pg/mL olarak tespit edildi. Glin-i¢i ve giinler-arasi
kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi (BSS) % 7,7 den kiigiik oldugu,
progesteronun plazmadan geri kazanim degerinin ise % 91,08- % 100,49 arasinda
oldugu belirlendi. Yontem 30-41. haftalar arasindaki hamile plazmalarina uyguland,
Murphy ve ark.’' calismalarinda belirttigi gibi 36-38. haftalar arasinda plazma
progesteron derigiminin yiiksek sevide oldugu belirlendi. HPLC-DAD yontemi eter-
hekzan karigimi ile yapilan tek sivi-sivi ekstraksiyon prosesine ve 5,24 dakika gibi ¢ok
kisa alikonma (retensiyon) zamanina sahip bir yontemdir. Bulunan bu alikonma zamani

taranan literatiirlere gore gelistirilen HPLC-DAD yéntemleri'” 2**2!7%3¢ araginda
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progesteronun tayininde en kisa olanidir. Ayrica 120 saate kadar farkli {i¢ ortamda UV-
Goriintir Bolge Spektrofotometri ve Tiirev Spektrofotometri yontemleri ile yapilan
stabilite ¢alismasi taranan literatiirlere gore bir ilktir.

Bu ¢alismamizda 6zellikle hamilelik i¢in son derece biiylik bir dneme sahip
olan ayrica prostat, endometrial ve meme kanseri iizerine antitiimoral yarar
raporlanmis®’, beyin hasar sonrasi progesteron tedavisinde TNF-alfa, IL-1beta, nRNA

ve proteinlerini diisiirdiigi kanitlanmig'®!"!

, uzun zaman periyotlarin da {liremeye
yardimei olarak kullanilan'? progesteron hormonunu, insan plazmasindan ve farmasétik
preparatlardan  analizi i¢cin UV-Goriinlir Bolge  Spektrofotometri,  Tiirev
Spektrofotometri ve HPLC-DAD yontemleri gelistirilmistir. Farkli, kullanilabilir
validasyonunu yaparak, ¢alisma sonucunda yontemlerin hizli, basit ve kullanilabilir,

farmasotik preparatlarin kalite kontrol ve klinik ¢alismalarinda uygulanabilir oldugu

gosterilmistir.
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