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Progesteron Tayin Yontemleri

Progesteron ovaryumlarda, adrenal korteksde ve
plasentada A°- pregnonolondan sentezlenen bir hor-
mondur. Progesteronun idrardaki baslica metaboliti pre-
gnanodioldur.

Progesteron aktivitesini tayin etmek igin gelistiril-
mis ilk yontem "Fare Uterus bioassay"idir. Bu ydntem
1947'de Hooker ve Forbes tarafindan gelistirilmistir (1).
Daha sonralari kantitatif kimyasal ydntemler gelistiril-
mistir. Bunlar sirasiyla 2,4-dinitrofhenylhydrazin tirevi
6lcim ydéntemi (2), 240 nm de spektrofotometrik &lgim
esasina dayali olan yéntem (3), sulfirik asit kromojen
yéntemi (4), fluoresans (5,6; ve tiyosemikarbozid turev-
leri iceren ydéntemlerdir (7). Steroidlerin izotoplarla
isaretlenmesi ve tirev bilesiklerinin elde edilmesi ile il-
gili gelismelere paralel olarak plazma progesteron se-
viyelerinin 6lciminde "double-isotope derivatization te-
chnique" kullaniimistir. Woolever ve Goldfen (8) '*C-
progeseteron ve 'H- borotritidi; kendi "double-isotopas-
say" lerinde kullanmiglardir. Bir baska yaklasim ise
°*S tiyosemikarbozid ve °‘H-progesteron'un izotop ola-
rak kullanildigi ve sabit bir izotop oranini elde etmek
icin bircok kromatografik basamak ve asetillenmeyi ice-
ren yontemdir (9).

Progeseteron analizinde dogrusalligi arttirmak ve
daha hizli sonug¢ alabilmek igin gaz kromatografik tek-
nikler uygulanmistir. Plazma progesteron analizinin gaz
kromatografisinde yapilabilmesi icin progesteronun uy-
gulanmadan 6nce ekstra edilmesi ve saflastirilmasi ge-
rektigi icin bu amacgla c¢esitli uygulamalar yapilmistir.
Ornegdin Yannone ve arkadaslari (10) plazma proges-
teron seviyesini "flame ionization" deteksiyon sistemini
iceren gaz kromatografisi ile tayin etmek icin dnce
plazma progesteronunu g¢esitli solventler kullanarak
ekstre etmis sonra daha ileri saflastirma icin kagit kro-
matografisine uygulamiglardir. Gaz kromotografisi igin
yeterli saflikta ekstrakt elde edebilmek igin plazmayi
6nceden "Celite Kolon Kromatografisine" ve ince taba-
ka kromatografisine uygulayan ydntemler (11) yaninda
bu amagla 6nce ince tabaka kromatografisi ve asetille-
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meyi takiben ikinci bir kromatografiyi kullanan yéntem-
ler de mevcuttur (12). Progesteronun m-kloroasetat ti-
revinin kullanildigi "elektron capture detection" sistemi
iceren gaz kromatografisi (13) veya "progesteron-O-
metiloksim" nin bir azot detektdr ile birlikte kullanildigi
gaz kromatografik yéntemler (14) rapor edilmistir.

Progesteron seviyelerinin tayininde "competitive
protein bindIing" (CPB) tekniginin Neil ve arkadaslari ta-
rafindan uygulanmasindan sonra (15) c¢ok cesitli eks-
traksiyon solventlerin farkli kaynakli baglayici proteinleri,
trityumla isaretli farkli steroidleri ve serbest ve proteine
bagl steroid fraksiyonlarinin ayrilmasinda kullanilan g¢ok
cesitli teknikler igeren ydntemler gelistirilmistir. Bu yoén-
temlerin bazilarinda progesteron ©6nce serumdan sa-
flastiriimakta ve daha sonra CPB analizine tabi tutul-
maktadir. Bu ydntemlerin ¢ogunda ya trityumla isaret-
lenmis kortikosteron (15-21) veya progesteron (22-24)
radioaktif steroid olarak kullaniimistir. Ayrica bu CPB
yontemlerinde kullanilan kortlkosteroid baglayan protein
de c¢ok cesitli kaynaklardan elde edilmistir. Bunlarin
baslicalari 6strojen veya dexametazon verilmis kadinla-
rin serumlari (17,18,21,24) 3. trimestirdeki hamile bir
kadinin serum (16) ve kopek, tavuk, kobay, domuz
plazmalaridir (15,20,22,23). Progesteron ekstraksiyo-
nunda kullanilan solventler; petrol eteri (K.D.: 40°-
60°C) (15-18,21,23) etil asetat (20), hexan (16) ve die-
til eter (21,24)dir. Bazi yayinlar "protein-binding as-
say"de kullaniimak Uzere hazirlanan ekstraktlarin kro-
matografik olarak saflastirilmasinin interfere edici stero-
idlerden temizlenmesi amaci ile gok gerekli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu amacgla kullanilan kromatografiler
ince tabaka, silica-gel (15,17,24), kagit (20) ve celite
kolon (21) kromatografileridir. Bazi arastirmacilar ise
kaba ve saflastirilmis ekstraktlar arasinda belirgin bir
farkin olmadigini rapor etmislerdir (16,22,23,25). Ser-
best veya proteine bagl fraksiyonlarin separasyonu;
Florisol (aktif magnezyum silikat 60-200 mesh) (15-22).
Sephadex (24) veya "dekxtran-coated charcoal" (23)
gibi absorbe edici maddeler vasitasi ile yapiimistir.
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Radioimminoassay (RIA) ile plazma progesteron
seviyeleri ilk defa Abraham ve arkadaslari (26) sonra
da Furuyama ve Nuhent (25) tarafindan tayin edil-
mistir. Ufindan sonra c¢ok farkli ekstraksiyon kromato-
grafik saflastirma cgesitli radioaktif steroidlerin antikorlari
ve separasyonlarini iceren ydntemler gelistirilmistir (27-
36).

Baslangictaki RIA metodlarinin ¢odunlugu indirekt
yontemler olup selektif olarak progesteronun plazma-
dan ekstraksiyonunu igcermektedirler. Bu ydntemlerde
dietil eter (26,27,35-37) petrol eteri (29-31,33) veya
hexan (25,28) ekstraksiyonu kullaniimistir. Ekstraktin
daha ileri purifikasyonu icin celite (26,35) Alumina
(25,29,37) veya sephadex LH-20 kolon kromatografileri
(28,30,31,34,36) kullaniimistir.

Fakat bazi arastirmacilar (29,30,32,35) sadece
solvent ekstraktini kullanan RIA sonuglarinin kromato-
grafik saflastirmayi icerenlerden ¢ok farkli olmadigini id-
dia etmislerdir.

Gene baslangigtaki imminoassayler de bir ve
ikinci pozisyondan trityum isaretli progesteron (28,31-
34) daha sonrakilerde ise 1,2,6,7- H progesterone
(27,29,30, 35,36) kullaniimiglardir. Son zamanlarda ise
ekonomik avantajlari ve c¢ok biyuk miktarlarda &6rnegin
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calisma rahathgr nedeniyle cgesitli I-radioligandlar
kullaniimaya baslanmistir. Scarisbrick ve Cameron (38)
progesteron -11-hemistksinil ("*°l) iyodohistamin ve
progesteron-3-(0-karboksimetil-oksimo)('*’I)iodohista-
min hazirlamis ve RIA da kullanarak sonuglari yorum-
lamiglardir. Kullanilan diger bazi radioiyodir ihtiva eden
progesteron tlrevleri iyodohistamin tiramin, tiramin glu-
kuronid ve tirozin metil esterleri icermektedirler (39-43).
Cesitli képri veya baglanmalari yoluyla meydana geti-
rilmis radio aktif isaretli progesteron tlrevleri (ister anti-
kor Uretiminde kullanilan imminojene homolog veya
heterolog olsun) gerek poliklonal gerekse de monoklo-
nal antikorlarla degisik 6zgullikte veya duyarlilikta ol-
maktadirlar.

Progesteron testleri igin kullanilan antikorun elde
edilisinde en ¢ok albumine bagli "11a -hidrok-
siprogesteron hemislksinat" (27-36) kullanilmasina rag-
men 6 veya 7. pozisyona bagl tirevlerin de buna esit

6zgullikte ve duyarlilikta antikor Uretmekte olduklari
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g6zlenmistir. Bu tirevler her zaman 3 ve 20. pozis-
yondan albumine bagdli progesterondan daha {Ustin
antikorlar olusturmaktadirlar (42,44).

Dextran-coated charcoal" (26,29-31,33,35,36)
Amonyum silfat (25,43) ve "double antibody" (42) tek-
nikleri serbest ve bagli fraksiyonlari ayirmak igin encok
kullanilan maddelerdir. Antikorun cama ve mikrokristal
selliloza baglanmasi yoluyla elde edilen progesteron
kati faz imminoassayleri mevcuttur (45,46).

Sayet progesteron testi direk serumda uygulanirsa
serumda bulunan "Corticosteroid-binding globulin"
(CBG) progesteron baglamak icin testte kullanilan anti-
korla yapisacak ve testin duyarliligini ve dogrulugunu
yanhis olarak etkiyelecektir. Bunu gidermek igin ortama
progesteronun CB G tarafindan baglanmasini dnleyecek
bloke edici ajanlar ilave edilmektedir. Bu amagla en
¢ok kullanilanlar danazol (17a -pregn-4-en-20-ynol
(2,3-d) isoxazol-17-51) (32) kortizol (47) ve ANS (8-
aniline-1-naftalen sulfonik asit) (38) dir.

Son zamanlarda birgok literatir progesteron igin
nonizotopik yéntemlerden bahsetmektedir. Bu ydntem-
ler uzun sire dayanikli olan radioaktif artiklara neden
olmayan reaktifleri igerdiklerinden oldukga ilgi topla-
maktadirlar. Bunlar arasinda en 6nemlileri enzim immu-
noassaylerdir. Bunlar "P -galactosidase" (48) "Horse
radish peroxidase" (HRP) (49,50) veya "steroid- A‘-izo-
meraz (35) gibi enzimlerin progesterona baglanmasi yo-

luyla elde edilen konjugatlari icermektedirler.

Allman ve arkadaslari "progesterone-3-carboxyme-
thyloxime" in fluoresceinamine baglanmasiyla elde edi-
len fluorescein isaretli antigeni immuno fluorometrik bir
yontemde kullanmiglardir (51) Bir baska fluoresans test
ise "time-resolued fluoro immunoassay" olup bu ydén-

temde "europium" isretli antikorlar kullanilmaktadir (52).

Progesteronun non-izotopik olarak &élgiminde kul-
lanilan bir diger yontemde kemiliminasansdir. Minimum
deteksiyon limiti 0.1 femtomol olan ve "isoluminol"
isaretli progesteron iceren bir kemiliminasans "Compe-
titive protein binding assay" progestron igin gelistiril-
mistir (563). Ayni ydntemin antikoru poliakrilamid bon-
cuklara baglanmis bir direk kati-faz, modifikasyonu da
yayinlanmistir (54),
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