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OZET

Bu calisma, oral kontraseptif ila¢ kullaniminin rat over rezervi ve yiizey epiteli
tizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla yapildi.

Calisma, 35 adet diizenli siklusa sahip, 190-220 gr agirliginda, 4 aylik, eriskin
disi Winstar Albino cinsi rat, estrus fazinda rastgele, prospektif, tek kor olarak 5 gruba
ayrildi. Plasebo tablet ve oral kontraseptif ilaglar gastrik lavaj yoluyla 3 ay verildi.
Grup 1: Kontrol grubu, plasebo tablet, grup 2: Etinil éstradiol (EOQ) 1,5mcg/giin+
Drospirenon 150mcg/giin (Yasmin®) ,Grup 3: EO 1,5mcg/giin+ Siproteron asetat
100mcg/giin ~ (diane 35®), Grup 4: EO 1,5mcg/giin+ gestoden 3,75mcg/giin
(Ginera®), Grup 5: EO 1,5mcg/giin+levonorgestrel 7,5mcg/giin (Microgynon®)
verildi. 3 ay sonra bilateral ooferektomi yapildi. Sag over, over folikiil havuzunun
(Primordial, primer, sekonder, tersiyer folikiil, fibrozis, corpus luteum(KL), KL igci
angiogenezis) ve ylizey epitel degisikliginin (germinal epitelde bozulma) histolojik
olarak incelenmesi i¢in ve sol over ise ylizey epitel degisikliklerinin (mir-21 mir-494,
mir-191, mir 145) genetik olarak incelenmesi icin kullanildi. intrakardiak alinan kan
orneginden antimiillerian hormon (AMH) bakild:. Istatistiksel analiz icin Kruskal
Wallis Varyans analizi yapildi p<0,05 olan degerler icin reserv restlerinde Bonferroni
diizeltmeli Man Witney U testi, miRNA sonuglarinda t testi yapildi. p<0,01 olan
degerler anlamli kabul edildi.

Ginera ve Microgynon kontrol grubuna gore over folikiil havuzunu anlamli
olarak azaltti. Diane 35°de over folikiil havuzu kontrolle benzerken, AMH seviyesi
azalmakla beraber istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Yasmin grubunda ise her
ikisi de kontrolle benzerdi. Germinal epitel bozuklugu ve miRNA diizeyleri tim
gruplarda anlamli olarak artmis bulundu.(p<0.01, MWU).

Androjenik oral kontraseptiflerin over folikiil havuzunu ve reserv testlerini
olumsuz yonde etkiledigi ve oral kontraseptif kullaniminin germinal epitelde
bozulmay1 ve mir 145’1 artirarak kanser gelisimi Onleyici etki yaparken, mir- 21, mir-

191, mir-494°1i artirarak kanser gelisimini uyardig1 saptanda.

Anahtar Kelimeler: AMH, MiRNA, KOK, Over rezervi,
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ABSTRACT

The Effect of Oral Contraseptive Usage on Rat Ovarian Follicule Reserve and
Ovarian Surface Epitelium

Thirty five famale, 4 month old Winstar Albino rats weighing between 190-220
grams were divided randomly prospective, single-blind into 5 groups. Plasebo pills
and oral contraseptives were given through gastric lavage for three months as follows
Group 1: control group, placebo pills; group 2: Ethynil estradiol (EE) 1,5mcg/day+
Drospirenon 150mcg/day (Yasmin®) ,Group 3: EE 1,5mcg/giin+ Siproteron asetat
100mcg/day  (diane 35®), Group 4: EE 1,5mcg/giin+ gestoden 3,75mcg/day
(Ginera®), Group 5: EE 1,5mcg/day+levonorgestrel 7,5mcg/giin (Microgynon®).
Three months later bilateral oopherectomy was done. The right ovary was used to
examine the ovarian follicule pool (primordial, primery,
secondary, tertiary follicule, fibrosis, corpus luteum (CL), angiogenesis in CL) and
surface epitelium change (the dejeneration of germinal epitelium) histologically. The
left ovaru was usedto examine the surface epitelium change (mir-21 mir-494, mir-191,
mir 145) genetically. AMH was measured through intracardiac taken blood sample.
Kruskal Wallis variance analyze used to get statistical analysis. p<0,05 values Man
Witney U test was done with Bonferroni correction in reserve tests and t test was done
in miRNA results. P value<0,01 was considered statistically significant.

Ginera and Microgynon was reduced the ovarian follicule poolwhen compared
with the control group while Diane 35 ovary follicule pool were similar with the
control group, level of AMH reduced but there was no statistical differece. Yasmin
group both were similar with control group. Degeneration of germinal epitelyum and
miRNA levels were found to be increased in all groups(p<0,01MWU)

The study showed that androgenic oral contraseptives influenced the ovarian
follicule pooland the reserve tests in a negative way. Oral contraseptives caused
preventing cancer development by degenertion germinal epitelium and increasing mir-

145 but stimulating by increasing mir-21, mir-494, mir-191.

Key Words: AMH, MiRNA, COC, Ovarian Reserve, Rat
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KISALTMALAR LiSTESI

AF : Antral follikdil

AFS : Antral follikiil sayis1

AMH : Anti-miilleryan hormon

CC : Klomifen sitrat

CCCT : Klomifen sitrat challenge test
D3 : Adetin {igiincii giinii

DNA : Deoksiriboniikleik asit

E, : Ostradiol

EFORT : Ekzojen FSH overyan rezerv test
FDA : Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi
FSH : Follikiiler stimiilan hormon
GAST : GnRH agonist stimiilasyon test
GCT : Grantiloza hiicreli timor

GnRH : Gonadotropin salgilatict hormon
HFI : Hormon free interval

IVF : In vitro fertilizasyon

KOH : Kontrollii overyan hiperstimiilasyon
KOK : Kombine oral kontraseptif

KL : Korpus luteum

LH : Luteinizan hormon

miRNA :Mikro RNA

oM : Oosit inhibitor faktor

OKS : Oral kontraseptif

PCO : Polikistik over

PF :Primer folikiil

RNA :Riboniikleik asit

RT-PZR :Real time polimeraz zincir reaksiyonu
SF :Sekonder folikiil
TV USG  : Transvajinal ultrason
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1. GIRIS

Kombine oral kontraseptifler (KOK) diinya genelinde en sik kullanilan
hormonal kontrasepsiyon yontemidir. KOK’larin kontraseptif etkilerinden en etkilisi
hipotalamo hipofizer ovaryan aksin baskilanarak ovulasyonun 6nlenmesidir. Bununla
beraber servikal mukus ve endometrium ve fallop tiipii lizerine sperm migrasyonunu
ve implantasyonu engelleyici etkileri de mevcuttur (1). Kontraseptif etkilerinin
yaninda over kanserini Onleyici etkileri bulunmaktadir. Ovulasyon hipotezine gore
tekrarlayan ovulasyonun over yiizey epiteline yaptig1 mikrotravma neticesinde over
kanseri gelismektedir. KOK, gebelik ve emzirme ile olusan ovulasyon inhibisyonu
over kanserinden korumaktadir. Bir diger teori hormonal hipotezdir ki, KOK’lardaki
progesteronun over ylizey epitelinde p53 tumor supressor gen ekspresyonunu
indiikleyerek apopitozisi indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu engelleyerek over
kanseri gelisimini azalttig1 hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda gosterilmistir (2). Memeli
overinde embriyolojik gelisimden itibaren mevcut olan folikiil havuzundaki
oositlerin biiyiik bir kismi1 da (%75-90) ovulasyondan dnce programlanmis hiicre
Oliimii ile elimine edilir (3).

Reprodiiktif donemin akibetini belirleyen en 6nemli faktér olan yas arttikca
folikiil havuzundaki oosit kapasitesi de azalmaktadir. Overdeki primordial
folikiillerin havuzu veya over rezervi, kalan oosit kalitesi ve sayist ile baglantili
olarak bir kadinin lireme potansiyelini tanimlar. Over rezervinin degerlendirilmesi bu
nedenlerle biiyilk 0onem tasisa da, ultrasonografi (US) ile goriintiillenemeyen ve
metabolik aktiviteleri ¢ok diisiik olan primordial folikiilleri sayisal olarak
tanimlamak miimkiin olmadigindan, bugiin klinikte kullanilan tiim belirtegler
primordial folikiil havuzu ile daha uzaktan alakali olan antral folikiillerin (AF)
goriintiilenmesi veya metabolik aktivitelerinin degerlendirilmesi esasina dayanir.
Over rezervini degerlendirmek amaciyla klinik kullanim alani bulan belirtegler
,Serum follicle stimulating hormone (FSH), ostradiol (E2),anti-Miillerian hormone
(AMH) ve inhibin-B 6l¢iimii, Ultrason ile antral folikiil (AFS), ovarian vaskiilarite
ve ovarian volum 6l¢iimii, ayrica klomifen sitrat challenge test (CCCT), eksojen FSH
ovarian reserv testi (EFORT), and GnRH-agonist stimulasyon testi (GAST) gibi
provokatif testleri icermektedir (4). Ancak KOK ile indiiklenen hipofiz over



baskilanmasinin antral folikiil sayis1 ve anti miillerien hormon seviyesi ile yansitilan
over reserv fonksiyonlarina etkisi henuz agik degildir (5).

Bu caligmanin amac1 KOK ile indiiklenmis hipofiz over aks supresyonu
yapilan ratlarda over folikul reservini histolojik ve biyokimyasal olarak
degerlendirmeyi ve KOK’larin over ylizey epitelinde karsinogenez lizerine etkisini
arastirmaktir.

1.1.Genel Bilgiler

1.1.1.0ral Kontraseptifler

1.1.1.1. Tarihce

1900’lii yillarin baginda Avustralya’da Innsbruck Universitesi’nde fizyoloji
profesorii olarak calisan Ludwig Haberlandt agizdan verilen ovaryan o6ziitlerin
dogurganligi 6nledigini bildirdi ve bu tecriibesini “hormonal kontrasepsiyon” olarak
adlandirdi (6).

1920’lerde Haberlandt ve Viyanali jinekolog Otfried Otto Fellner hayvanlara
steroid Oziitler verilerek dogurganligin baskilandigini raporladilar. 1931 yilinda
Haberlandt hormon replasmani ile dogurganligin  baskilanabileceginden
bahsediyordu. Infecundin isimli bir ilag bu amacla hazirlanmist;, ancak 1932’de
Haberladt’in kalp krizinden erken &liimii nedeni ile kullanima giremedi, bdylece
dogum kontrol haplarinin kullanimi ertelendi (7).

1930’larin  sonunda hayvan c¢alismalarinda yliksek doz progesteronlarin
ovulasyonu inhibe edebildigi ispatlandi. Kimyager Dr. Carl Djerassi 1940’larin
sonunda yabani Meksika yerelmasi kokii ekstraktindan progestin iiretti. Ilerleyen
yillarda Djerassi ve ekibi patenti alinan ilk oral progestasyonel ajan norethindrone’u
sentezledi. Jinekolog olan Min-Chueh Chang, tavsanlara oral verilen norethindron ve
norethinodrelin, ovulasyonu %100 inhibe ettigini gosterdi. Gregory Pincus ve Chang,
arastirmalaria bir jinekolog olan John Rock’un da destegiyle, 1954 yilinda ilk
sentetik progesteronu elli hastada uyguladilar. Pincus ve Chang, arastirma sonuglarini
1955 yilinda Tokyo’da yapilan uluslararasi bir toplantida sundu. Daha sonra Pincus,
Rock’mn destegini de alarak oral kontraseptif (OKS)’lere Amerika Gida ve Ilag
Dairesi’nden (FDA) onay almak icin girisimlere basladi. Sonunda Enovid (150 pg

mestranol + 9,85 mg norethinodrel), 1957 yilinda abortus ve menstrilasyon



bozukluklarinin tedavisinde, 1960 yilinda da kontraseptif olarak kullanilmak iizere

onaylandi. (6-8)

1.1.1.2.Farmakoloji

Ostradiol (E2) en potent ve overlerden sentezlene major dogal dstrojendir
(6). 17. karbona etinil grubu eklenmesiyle oral aktivitesi artirilmistir. Etinil &stradiol
(EO) KOK larda en sik kullanilan potent oral dstrojen formudur. Onun 3-metil esteri
olan mestranol’'un EQ’den =zayif etkisinin oldugu hayvan calismalarinda
gosterilmistir . Ostadiol valerate stradiolun esterlenmis formudur ve oral alimdan
sonra hizlica dstradiole doniisiir (6).

Dogal progesterondan farkli olarak sentetik progesteronlar oral olarak hizli
emilir. Karacigerde metabolize olarak idrar ile atilir. Biiyiik bir kism1 KOK’lar i¢in
tiretilmis ajanlardir.

Yeni progestinlerden norgestimate, desogestrel, dienogest diger 19
norprogestinlerden daha selektiftir ve ovulasyon inhibe edici dozlarda neredeyse hig
androjenik etki barindirmamaktadirlar (9). Gestodene, levonorgestrel tiirevi olup, en
potent progesterondur.

Yeni bir progestin tiirevi olan Drospirenon, ditiretik Spironolakton tiirevi
olup, progesteron, mineralokortikoid ve androjen reseptorlerine yiiksek afinite
gosterir. Progesteron agonisti gibi davranir, fakat mineralokortikoid ve androjen
antagonistidir (10).

Hormonal kontraseptiflerde kullanilan ve dogal progestinlerin biyolojik

etkileri tablo 1°de gosterilmistir (9,10).



Tablo 1: Dogal ve sentetik progestinlerin biyolojik 6zellikleri

Progestin Proge  Anti- An Anti- Gluko Anti
stojen  gonadotrop drojenik androjenik  kortikoid = mineralokor
ik ik tikoid

Progesterone + + - + + +

Dydrogesterone  + - - + - +

Medrogestone + + - + - -

Chlormadinone  + + - + + -

acetate

Cyproterone + + - + + -

acetate

Megestrol + + + + + -

acetate

Medroxyproges + + + - + -

terone-acetate

Nomegestrol + + - + - -

acetate

Promegestone + + - - - -

Trimegestone + + - + - +

Drospirenone + + - + - +

Norethisterone ~ + + + - - -

Lynestrenol + + + - - -

Norethinodrel + + + - - -

Levonorgestrel — + + + - - -

Norgestimate + + + - - -

3-Keto- + + + - - -

desogestrel

Gestoden + + + - + +

(+) etkili (£) zay1f etkili (—) etkisiz (9,10)

1.1.1.3. Epidemiyolojik Calismalarda Kullanilan Siniflamalar

e Diisiik doz: 50 pg’dan az EQ iceren iiriinler.

e Birinci kusak: 50 pg’dan fazla EO igeren iiriinler.

e lkinci kusak: LNG, norgestimat ve noretindron ailesine ait diger iiyelerden

birini ve 20, 30 veya 35 pg EO iceren iiriinler.



e Ugiincii kusak: Desogestrel veya gestoden ile 20, 25 veya 30 pg EO iceren
trtinler.

e Dordiincii kusak: Drospirenon, dienogest veya nomegestrol asetat igeren
tirtinler.

e Monofazik: Bunlarda Ostrojen ve progestin miktar1 sabittir. OKS’lerin
cogu monofaziktir. Glinde bir hap alinarak 21 giinliik kullanimdan sonra 7
giin ara verilir.

e Bifazik: Bunlarda 6strojen dozu sabittir; progestin dozu ise ilk 10 giinliik
haplarda diisiik, son 11 giinliik haplarda yiiksektir.

e Trifazik: Menstriiel dongiiye benzer sekilde, degisen oranlarda dstrojen ve

progestin icermektedir(6).

1.1.1.4. Etkinlik

Diizenli ve eksiksiz kullananlarda, gebeligin dnlenmesinde % 99,9 oraninda
etkilidir (11). Etkinliginde rol oynayan ana faktor hasta uyumudur ve yapilan bir
calismaya gore her bir siklusta kadinlarin % 47’ si 1 veya daha fazla, % 22’ si ise 2

veya daha fazla hap alimini unutmustur (12).

1.1.1.5.Etki mekanizmasi

Ostrojen araciligiyla gonadotropin sekresyonu baskilanir, bdylece ovulasyon
inhibe olur. Ostrojen, progesteron reseptdr konsantrasyonunu arttirir, bdylece
progesteron dozu azaltilir. Progestinler, dstrojen ile kombine edildiginde LH iiretimi
ve salmimi ve bdylece ovulasyon baskilar. Progestinler, endometriumda atrofiye
neden olarak implantasyonu engellerler. Progestinler servikal mukusun viskositesini
arttirarak, sperm transportunu engellerler, fallop tiipliniin sekresyonu ve

perilstaltizmi lizerine etkisiyle, ovum ve sperm transportunu engeller(13)

1.1.1.6.Kontraendikasyonlari

OKS kullanim i¢in kesin kontrendikasyonlar agsagida siralanmistir (8,13)

. Tromboflebit, tromboembolik bozukluklar (vendz tromboz agisindan
kalitsal bir yatkinliga isaret edecek, ebeveyn veya ¢ocuklarda tromboembolik

hastalik oykiisii)



Serebrovaskiiler hastalik ve koroner arter hastaligi 6ykiisii veya bu sorunlara
predispozisyon yaratacak durumlar

Belirgin derecede karaciger fonksiyon bozuklugu

Bilinen veya siiphe edilen meme kanseri

Tan1 konulmamis anormal uterin kanama

Bilinen veya siiphe edilen gebelik

Otuz bes yas iizerinde, giinde 15 taneden fazla sigara igmek

Siddetli hiperkolesterolemi veya hipertrigliseridemi

Laktasyon, postpartum < 6 hafta

Hipertansiyon (Sistolik > 160 mm Hg veya diastolik > 100 mm Hg)
Gegirilmis veya aktif vendz tromboembolizm

Komplike kalp kapak hastalig1 (pulmoner hipertansiyon, atrial fibrilasyon,
Subakut bakteriyel endokardit dykiisii

Fokal norolojik semptomlart olan migren

Retinopati, nefropati veya noropati ile komplike diabet

Dekompanse siroz

Karaciger tiimorii (adenom veya hepatom)

1.1.1.7 Yan etkileri

Hastalarin oral kontraseptif kullanimini birakmalarina neden olan sik yan

etkiler anormal menstriiel kanama, mide bulantisi, kilo alimi, psikolojik degisiklikler,

gogiislerde duyarlilik, bas agrisi’dir (12).

1.1.1.8.Kontraseptif dis1 etkiler

OKS’ ler dogum kontrol yontemi olarak uygulanmasinin disinda; siklus

reglilasyonu, menstriiel kan kaybinda azalma i¢in ve dismenore, ovulasyon agrisi

(mittelschmertz), endometriozis, akne ve hirsutizm, hipotalamik amenore, menstriiel

porfiri ve premenstriiel sendrom endikasyonlariyla kullanim alani bulmaktadir (13).

1.1.1.9 Kanser Gelisimi Uzerine EtKkisi

Hormonal OK’lerin neoplastik etkileri tizerinde genis ¢aligmalar yapilmis ve

son meta-analizler gostermistir ki, KOK kullanimiyla, meme, serviks ve karaciger
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kanseri riskleri artmakta iken, endometrial ve ovarian kanser riskleri azalmaktadir
(14). Ovarian ve endometrial kanser riskinin KOK iliskili olarak azalmasina dair
neden-sonug iliskisi kaynakli olduklar1 diisiiniilen biyolojik mekanizmalar mevcuttur
(15).

Oral kontraseptiflerin, karacigerin benign adenomunun sebeplerinden biri oldugu 6ne
stirilmektedir. Bu durum, OK kullanim1 sonlandirildiginda genellikle gerilemektedir.

Bu tiimorler bazen 6liimciil kanamalara sebep olabilmektedir (16).

1.1.2. MiRNAlar

MikroRNA(miRNA)’lar, yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden
kodlanan fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotid
uzunlugunda, kiicik RNA molekiilleridir (17). DNA’dan transkripsiyonu yapilan
ancak protein cevirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef
genin mesajct RNA (mRNA)’lara diisuk 6zgiillikte baglanmasina, mRNA yikimina
ve translasyonel inhibisyona neden olabilecegi i¢in gen ifade edilmesinin
kontroliinde 6nemli rollere sahiptir (18). Son yillardaki caligmalar, miRNA’larla
ilgili islev bozukluklarmin basta kanser olmak tiizere pek cok hastaligin nedeni
oldugunu belirlemistir.(19). Insan miRNA genlerinin yarisindan fazlas1 frajil
bolgeler, heterozigosite kaybinin ve amplifikasyonunn minimal oldugu bdlgeler veya
yaygin kirik bolgeleri gibi, kanser gelisiminmiRNA’lar, hem onkogenik hem de tii-
morstipresor 0zellikte olabilmektedirler. Bazt miRNA’lar protoonkogenlerin translas-
yonunu inhibe edebilmektedir. Fonksiyonlart bir onkogenin ekspresyonunu kontrol
etmek olan bu miRNA’lar tiimor siipresor miRNA’lar (TS-mir) olarak ifade
edilmektedirde rol oynadigi bilinen bolgelerde lokalizedir (20). Bunun tersi olarak,
“onko-mir” olarak ifade edilen bazi miRNA’lar, tiimor baskilayict genleri, hiicre
farklilasmasin1 ve apoptozu kontrol eden genleri engelleyerek tiimor olusumunu

tetiklerler (17).

1.1.3.0Ovaryan Folikiil Gelisimi ve Ovulasyon
1.1.3.1 Primordiyal Folikiil
Primordial germ hiicreleri yolk sak, allantois embriyonun son bagirsaginin

endoderm tabakasindan koken almakta ve gebeligin 5-6 haftasinda genital ¢ikinti



bolgesine goc etmektedir(21). Gebeligin 6-8. haftalarinda, hizli mitotik ¢ogalma
meydana gelerek, 16- 20. haftalarda maksimum oosit sayisina ulasir ve her iki overde
total 6-7 milyon oosit olusur. Primordial folikul mayozun profazin diploten
asamasinda durdurulmus oosit ve bunun ¢evresindeki ig bi¢cimli tek sirali granuloza
hiicrelerinden olugmaktadir. Eriskin donemdeki ilk ovulasyona kadar bu fazda
kalirlar. Ovulasyondan hemen oOnce I. Mayoz devresindeki mayoz boliinme
tamamlanip 23 kromozomlu sekonder oosit olusur. Oosit sperm penetrasyonu ile
aktive olursa II. mayoz boliinme baglar ve 23 kromozomlu matur oosit gelisir(6).
Sayilar1 tiikeninceye kadar, tiim fizyolojik kosullarda folikiiller biiyiir ve
atreziye ugrar. Gebelik ovulasyon veya anovulasyon donemleri biiylime ve atreziye
gidisi kesintiye ugratmamaktadir. Bu dinamik siire¢, c¢ocukluk ve menopoz
donemleri dahil olmak {izere tiim yaslarda devam etmektedir. Gebeligin 16-20.
haftalarindaki maksimal sayiya ulasildiktan sonra oosit sayisi gittik¢e azalir. Azalma
orani var olan saytya bagimlidir; bdylece, en hizli azalma dogumdan 6nce meydana
gelerek, 6-7 milyondan, dogumdaki 2 milyon degerine iner; puberteye gelindiginde
total oosit sayis1 300.000°dir. Bu biiyiik havuzun i¢inden, kadinin reproduktif yillari
boyunca sadece yaklasik 400 folikul ovulasyona kadar ulasilabilecektir (6).
Uyarilmaya ilk olarak yanit verebilen folikul dncelige sahip olmaktadir. Ovulasyona
ulasacak olan folikul siklusun ilk birka¢ giiniinde belirlenmektedir. Preovulatuar
evreye gelene kadarki siire¢ aklasik 85 giin slirmektedir. Folikuler gelismenin ilk
goriilebilen belirtileri oositin boyutlarinin biiylimesi ve granuloza hiicrelerinin
skuamoz sekilden kuboidal bi¢im almasidir. Ayn1 zamanda granuloza hiicreleri ile
oosit arasinda kii¢liik gap junction’lar gelismektedir. Bunlar granuloza hiicreleri ve
oosit arasindaki nutrisyonel, metabolit, iyon ve diizenleyici metabolitlerin
degisiminin yapildigi yollardir. Kuboidal granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ile
(yaklasik 15 hiicre) primordial folikul primer folikule doniismektedir. Granuloza
tabakas1 bazal lamina admni tasiyan membran araciligi ile stromal hiicrelerden
ayrilmustir. Cevredeki stromal hucreler teka interna (bazal laminaya daha yakin) ve
teka eksterna (distaki kisim) olarak tanimlanan konsantrik tabakalara diferansiye
olmaktadir. Cogu durumda bu biiyiime daha menstruel siklusun basinda

sinirlandirilmakta ve atrezi ile sonu¢lanmaktadir(6,21).



1.1.3.2. Preantral (Primer) Folikiil

Biiyiime bir kez bagladiktan sonra folikul preantral asamaya kadar
gelismektedir, bu safthada oosit biiyiir ve zona pellucida adi verilen membran ile
cevrilidir. Granuloza hiicreleri ¢ok katl1 bir duzeni olusturmak uzere prolifere olur ve
teka tabakasi c¢evredeki stromadan farklilagmaya devam eder. Bu biiyiime
gonadotropinlere bagimli olup, artan Ostrojen yapimi ile uyum icindedir (6).
Molekiiler ¢alismalar preantral folikulun granuloza hiicreleri steroidlerin her {i¢
siifin1 da sentez edebilme yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir ancak,
androjen ve progesterona oranla ¢cok daha fazla Ostrojen yapilmaktadir. Aromataz
enzim sistemi androjenleri Ostrojene doniistiirerek ovaryan Ostrojen yapimini
sinirlayan faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. Aromatizasyonun indiiksiyonu veya
aktivasyonu FSH nin etkisindedir. FSH’nin kendi reseptorune baglanmasi ve adenilat
siklaz iletimli uyarmnin ortaya ¢ikmasint multipl mRNA’larin sentezi takip eder,
bunlarda hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve hiicrelerindeki steroidogenezleri
(6strojen yapimi) baslamakta hem de granuloza hiicrelerinin biiylimesini stimule
etmektedir(6,21).

Preantral granuloza hucrelerinde spesifik FSH reseptorleri bulunmaktadir ve
FSH’nin varliginda, preantral folikul kendi Ostrojenik mikrocevresini olusturmak
tizere siirlt miktardaki androjenleri aromatize edebilir(30). Boylece, ostrojen yapimi
FSH reseptor icerigi ile sinirlandirilmaktadir. FSH verilmesi ile granuloza
hiicrelerindeki FSH reseptor konsantrasyonu hem in vivo, hem in vitro ortamlarda
artacak ve azalacaktir (up ve down regulasyon). FSH nin etkisi buyume faktorlerince
module edilmektedir. FSH reseptorleri hizlica yiikselerek her granulosa hiicresinde
yaklasik 1500 reseptore ulasir (6). FSH Ostrojen ile birlikte hareket ederek granuloza
hucrelerinde sinerjistik mitotik etki gosterir ve proliferasyonunu uyarir. FSH ve
ostrojen birlikte, FSH reseptorlerinin ¢ogalmasini uyarmaktadir(6). Androjenlerin
erken folikuler gelisimdeki rolii komplekstir. Granuloza hiicrelerinde spesifik
androjen reseptorleri bulunmaktadir. Androjenler FSH uyarimli aromatizasyona
substrat olusturmanin yani sira, diisiik konsantrasyonlarda, aromataz aktivesini daha
da arttirabilirler. Androjenden zengin ortamda bulunan preantral granuloza hucreleri
androjenleri Ostrojenlere doniistiirmekten ziyade, daha potent olan a-redukte

androjenlere doniismektedir. Bu androjenler Ostrojene doniistiiriilemez ve aromataz



aktivesini baskilar. Bunlar ayrica, folikuler gelisimdeki ayr1i bir asama olan;
luteinizan hormon (LH) reseptor olusumunun FSH ile uyarilmasini da inhibe eder.
(6).

Preantral folikiiliin kaderi hassas bir dengededir. Diisiik konsantrasyonlarda
androjenler kendi aromatizasyonunu arttirir ve ostrojen yapimina katki saglar. Daha
yiiksek diizeylerde ise, aromatizasyonun sinirli kapasitesi asilmakta ve folikul
atreziye ugramaktadir. Bir folikulun akibeti androjenik mikrocevreyi, Ostrojenik

mikrocevreye doniistiirebilme yetenegine baglidir (6).

1.1.3.3. Antral Folikiil

Ostrojen ve FSH’nin sinerjistik etkisi ile granulozanmn interseluler
bosluklarinda biriken folikul sivisinin yapimi ¢ogalir. Folikul asamali olarak antral
sathaya gectikge kavite olusma egilimi belirmektedir (6). FSH’nin varliginda
Ostrojen folikiil sivisindaki ana madde halini almaktadir. Buna karsin, FSH’ nin
yoklugunda, androjenler hakim olmaktadir. Normalde, midsiklusa kadar folikul
stvisinda LH bulunmamaktadir. Plazma ve antral sivida LH’nin erken olarak
yiikkselmesi durumunda granulozadaki mitotik aktivite azalmakta, dejeneratif
degisiklikler baslamakta ve folikul icindeki androjen diizeyleri artmaktadir. Bu
nedenle granuloza hucrelerinin siirekli artis1 ve folikuler biiylimenin devami igin
ostrojen ve FSH’nin hakim durumda olmasi zorunludur. Androjenik ortam Ostrojen
uyarimli granuloza proliferasyonunu engellemekte ve siirekli oldugu takdirde,

oositteki dejeneratif degisiklikleri uyarmaktadir (6).

1.1.3.4 Preovulatuar (tersiyer) Folikiil

Gelisen dominant folikulun gostergesi olan asimetrik ovaryan dstrojen yapimi
siklusun 5. giinlinde ovaryan vendz kanda saptanabilir; bu durum midfolikuler
fazdaki FSH diizeylerinin asamali olarak diisiisii ile uyumlu olup, dominant folikulun
fiziksel gelisiminin gostergesi olan ¢ap artisina onciiliik etmektedir (6). Bu siklusun
kritik doénemidir. Dominant folikulun se¢iminden sonra bile, verilen ekzojen
Ostrojen, FSH diizeylerini gerekenin altina diisiirerek preovulatuar gelismeyi

durdurmakta ve atreziyi baslatmaktadir (22).
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Ostrojenin FSH’a olan negatif feedback etkisi dominant folikul disindaki tiim
folikiillerin gelisimini inhibe eder. Secilmis olan folikul FSH’a bagimli olmaya
devam ettiginden, FSH’nin azalan plazma diizeyleri karsisinda preovulatuar
gelisimini tamamlamalidir. Boylece dominant folikul, kendisinin arttirarak tirettigi
Ostrojenin neden oldugu FSH diisiisiiniin sonuglarindan kurtulmaktadir. Dominant
folikulun iki 6nemli avantaji bulunmaktadir: Diger folikullerden daha belirgin olan
granuloza proliferasyonu sayesinde ulagilan daha yiiksek FSH reseptor igerigi ve
yiiksek intrafolikuler Ostrojen konsantrasyonu veya lokal otokrin/parakrin pepditler
nedeni ile ortaya ¢ikan FSH etki artis1 (6).

Daha biiylik granuloza hiicreleri kiitlesinin birikimi ile birlikte tekal damar
sistemi gelisimi de ilerler. Siklusun 9. giiniinde dominant folikuldeki tekal
vaskularite diger antral folikullerdekinin iki katidir. Bu sayede gonadotropinlerin
folikule akimina izin verilir ve dominant folikul FSH’ya yanit verebilme yetenegini
korur ve azalan gonadotropin diizeylerine ragmen gelisim ve fonksiyonuna devam
eder. Ovulatuar tepeye yanit verebilmek ve etkili korpus luteuma dontisebilmek igin
granuloza hucrelerinde LH reseptorlerinin artmasi gerekmektedir. FSH, buyuk antral

folikullerin granuloza hiicrelerindeki LH reseptdrlerinin gelisimini arttirmaktadir (6).

1.1.3.5. Ovulasyon

Preovulatuar olgun bir folikul 18-20 mm c¢apinda genis antrumludur.
Etrafinda iyi vaskularize teka hiicreleri vardir. Teka tabakasinda folikule ait diiz kas
hiicreleri vardir. Ovarian stroma i¢indeki bag dokusu arasinda yer alan dominant
folikul giderek overin korteksine yaklasarak over yiizeyinde ¢ikint1 yapar ve folikul
tepe noktasi agilarak sekonder oosit cevre kumulus kompleksi ile digar1 atilir.
Ovulasyon sonrasi geride kalan granuloza ve teka hiicreleri korpus luteumu olusturur
(6).

Ovulasyonu tetikleyen ana olay over ile hipotalamo-hipofizer sistem
arasindaki hormonal etkilesimdir. Bu dénemde salgilanan giinliik 6strojenin %80°1
dominant folikiilden, kalan kismi ise immatiir folikullerden, periferal testosteron,
androstenodion ve Ostriol’un doniisiimiinden olusmaktadir. Serumda yeterli ostrojen
esik degerine ulasinca, Ostrojen tepe noktasindan (peak) yaklasik 12-24 saat sonra

pozitif feedback etki ile LH sekresyonu stimule olur. LH artimi ile dominant folikul
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stvisinda bulunan ve primer oosit’in mayoz boliinmenin I.fazinda duraklamasin
saglayan oosit mayoz inhibitorii (OIM) devre dis1 birakilarak, mayoz boliinme tekrar
baglatilir. Ovulasyon sirasinda overden salinan oosit, [.mayoz bdliinmesi
tamamlanmis, kromozom sayisi yaritya diismiis olan 23 kromozomlu sekonder
oosit’tir. Ovulasyon an1 LH atim baslangicindan 34-36 saat, LH pikinden 10-12 saat
sonrasina denk gelir. LH yiiksekligi dominant folikulde granuloza hucre LH
reseptorleri uzerinden progesteron yapimini arttirir. Progesterondaki az fakat 6nemli
olan kisa siireli yiikselisin pozitif feedback etkisi ile LH piki ortaya c¢ikisi ve
midsiklus FSH pikinin olusumu hizlanir. LH artig1 oositte durmus olan mayozun
yeniden baglamasini, granuloza hiicrelerinin luteinizasyonunu, oosit ile ¢evresindeki
kumulus tabakasinin serbestlesmesini ve folikiil riiptlirii icin gerekli olan
prostaglandinlerin ve diger eikozanoidlerin sentezini saglamaktadir (6). FSH, LH,
progesterondaki  bu  fizyolojik  degisimleri  folikul duvar kollajeninin
dejenerasyonuna, folikul duvarinin ince ve gergin hale gelmesine ve sonugta da
rliptiiriine neden oldugu tlizerinde durulmaktadir. LH nin ovulasyon tetigi ¢ekebilmek
I¢in progesteron reseptorlerinin otokrin etkisine ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir.
Gonadotropinlerin etkisi altinda folikuler sivida plazminojen aktivitorlerinin
sentezi artar. Ovulasyon yaklastikga granuloza hiicre plazminojen aktivitorleri
sekresyonu ¢ogalir ve plazminojenden olusan plazmin etkisi ile de folikul duvarinin
gerilim giicii zayiflar. Prostaglandinler de folikul duvarindan proteolitik enzimlerin
serbestlestirilmesine, histamin ve bradikinin olusturulmasina ve anjiogenezis ile
hiperemik, inflamatuar bir ortam olusturulmasina neden olurlar. Diger yandan
prostoglandinlerin bir diger etkileri de folikul cevresindeki teka tabakasindaki diiz
kaslarin kasilmasini saglayarak ovulasyona yardimei olmalaridir. Prostoglandinlerin
ovulasyon iizerinde bu kadar 6nemli etkileri bulunmasi nedeniyle, ovulasyon
indiiksiyonu uygulanan infertil hastalarda prostoglandin sentezini inhibe eden

ilaglarin periovulatuar donemde kullanilmamasi 6nerilmektedir (6).
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Sekil 1: Eriskin insan overinde folikiilogenez asamalar1 (23)

1.1.3.6. Korpus Luteum

Oosit salinmasi ile luteal faz baslar. Korpus luteum luteinize olmus granuloza
hiicreleri ile teka interna ve teka eksterna tabakalarindan olusur. Korpus luteumun
cevre stromasindaki kapillerler ve fibroblastlar hizla prolifere olarak bazal laminaya
penetre olurlar, granuloza tabakalarina ve sonrasinda folikul antrumuna ulasir.
Boylelikle LDLKolesterol granuloza hucrelerine ulagir. LDL-Kolesterol reseptor
regulasyonu LH tarafindan duzenlenir. Korpus luteumun asil gorevi salinmis oositi
desteklemek ve endometriumu implantasyona hazirlamak icin progesteronu
salgilamaktir. Progesteron salgis1 LH salgisindan 6-8 gun sonra en yuksek noktasina
ulasir (6). Granuloza hucrelerine endositoz yoluyla alinan LDL-Kolesterol serbest
kolesterol ve aminoasitlere hidroliz olur. Serbest kolesterol mitokondride
pregnanolon, progesteron ve az miktarda androjene doniisiir. Korpus luteumdan
salgilanan progesteron lokal ve santral etkisi, ostrojen ve inhibinin de katkis1 ile yeni
folikulun gelisimini durdurucu etkisi vardir. Gebelik olmazsa ovulasyondan 9-11 gun
sonra korpus luteum hizla kuculmeye baslar ve progesteron, ostrojen ve inhibin
seviyeleri duser. Mensturel kanama olur diger taraftan inhibinin etkisinden kurtulan

FSH artmaya baslar, boylelikle yeni mensturel siklus baslar. Gebelik olustugu
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takdirde korpus luteumun gelisimi, ilk 3 ay gebelikte artan HCG tarafindan
desteklenmektedir (6).

1.1.4.0ver Folikiil Reserv Testleri

1.1.4.1 Bazal Serum FSH

Biiylimekte olan follikiiller arasinda ovulasyona gidecek olan dominant
follikiiliin secilmesi, normal menstruel siklusta, gec¢ luteal fazdaki FSH uyarisina
baglidir. Bu dénemde serum progesteron ve inhibin degerlerindeki azalma, mense
kadar siiren FSH artis1 ile sonuglanir. Follikiiler bliylime baslaymca artan serum E2
ve inhibin seviyeleri FSH seviyesini diisiirlir. Bu bilgiler 1s18inda overin FSH’ya olan
duyarliligmmi degerlendirmek i¢in en uygun zamanin, menstriiel siklusun
luteofollikiiler gecis donemi oldugu kabul edilmektedir. FSH Olclimleri genelde
siklusun 3. giiniinde (D3) yapilmaktadir. Normal over rezervi i¢in laboratuar dlgiim
sinirt 12 mIU/mL kabul edilmektedir (24,26). Azalmis over rezervi durumunda
ovaryan hormon iiretimindeki azalma hipotalamik/hipofizer FSH sekresyonu

tizerindeki negatif feedback etkiyi kaldiracagindan FSH ytikselecektir (26).

1.1.4.2 Bazal FSH/LH Oram
Menopozda FSH ile birlikte LH degerleri de artis gostermektedir. Ancak
FSH’ daki yiikkselme LH’ dan birka¢ yil once ger¢eklesmektedir. Bu baglamda

FSH/LH oranindaki artis over rezervindeki azalmanin ilk belirtisi olabilir (24).

1.1.4.3 Bazal Serum Ostradiol (E2)

FSH’ya ek olarak bazal E2 6l¢iimii, fertilite potansiyelini Onceden
belirlemede bazal FSH veya kronolojik yasin tek basina kullanilmasina kiyasla daha
etkin olabilir(25). 38-42 yas arasindaki, FSH diizeyleri normal olan kadinlarda D3
E2’nin <80 pg/ml olmasi, tedavide 1yi bir prognoza isaret etmektedir (26). Follikiiler
E2 diizeylerinin erken donemde artmasinin, azalmis ovaryan cevapla iliskili oldugu

gosterilmistir (27).
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1.1.4.4. Bazal Serum Inhibin B

Inhibin transforming growth faktér-b (TGF-b) ailesinden, 32 kDa agirlikta,
hipofizden FSH salimini inhibe eden, yapisal olarak AMH’ e benzeyen
heterodimerik bir proteindir (28). Inhibin A dominant follikiil’ den salgilanmakta
iken, inhibin B daha ¢ok gelismekte olan follikiillerden salgilanmaktadir. Inhibin B
konsantrasyonlar1 luteo follikiiler gecis doneminde artmaya bagslar ve midfollikiiler
donemde en iist diizeye ulasir. Serum inhibin B diizeylerinin gelismekte olan

follikiillerin say1 ve kalitesiyle orantili oldugu diisiiniilmektedir (24,29).

1.1.4.5 CCCT (Clomiphene Citrate Challenge Test)
Menstruel siklusun 5-9. giinleri arasinda 100 mg CC verilir. Siklusun 3. ve
10. giinlerinde FSH olgiiliir. Bu 6l¢limlerde laboratuar sinirlarini agsan bir deger

bulunmussa test pozitif olarak degerlendirilir. Bu siir genellikle 10-12 mIU/mL dir

(30).

1.1.4.6. GAST (Gonadotropin releasing hormon (GnRH ) Agonist
Stimiilasyon Testi)

Menstrilasyonun 2. veya 3. giinii verilen GnRH analoguna cevaben E,’deki
degisim paternleri degerlendirilir. Diger testlere gore stiinliigii olmadigi

belirlenmistir (30).

1.1.4.7. EFORT (Eksojen FSH Ovaryan Rezerv Testi)
Siklusun 3. giinii 300 IU FSH IM uygulanir. Once ve 24 saat sonra E,, FSH
degerlerine bakilir. Iyi cevap olarak degerlendirmek igin artis oranlari sirastyla > 25-

30 pg/mL, <9 IU/L olmalidir (30).

1.1.4.8. Antral Folikiil Sayis1 (AFS)

AFS yasla beraber azalmaktadir. Otuzyedi yasindan oOnce yilda %#4,8,
sonrasinda ise %11,7 oraninda azalmaktadir (30). AFS gonadotropin stimulasyonuna
verilen yanit1 dngérmede 1yi bir parametre olsa da yapilan ¢alismalarda gerek antral
follikiil taniminda, gerekse AFS esik degerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bazi

calismalarda 2-5mm arasindaki folikiiller antral follikiil olarak tanimlanirken, ¢cogu
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calismada 2-10 mm arasindaki follikiiller antral follikiil olarak tanimlanmaktadir.
AFS ayni hastada sikluslar arasinda da degisiklik gosterebilmekte ve bu degisiklik
geng ve AFS fazla olanlarda daha fazla gozlenmektedir (32).

AFS'ye gore yapilan derecelendirme

Grade I overler; 4 ve altinda antral follikiil igerir.

Grade Il overlerde 4-6 AF bulunur.

Grade III overlerde 7-10 AF bulunur.

Grade IV overler polikistik over (PCO) yada PCO benzeri olarak

degerlendirilir ve tedavi dozu bu derecelendirmeye gore belirlenir.

1.1.4.9. Over Voliimii

Over hacmi, ilerleyen yasla birlikte azalir. Kadin hayat1 boyunca over hacmi,
10 yasinda ortalama 0,7 cm3’ten, 18 yasinda 5,8 cm3’e kadar biiyiir. Over hacminin
transvajinal yoldan ultrasonografik Olglimii, hizli, dogru ve cost-effective bir

yontemdir. Over hacmi ve antral folikiil sayisi arttik¢a over rezervinin de arttig1 6ne

siiriilmektedir (32).

1.1.14.10. Over Biyopsisi

Reprodiiktif potansiyel overin korteksindeki primordial follikiil sayisi ile
korelasyon gosterir. Overden biyopsi alinarak olgiilen follikiil yogunlugunun over
rezervini gostermek ic¢in kullanilabilecegi diisliniilmiis, ancak Lambalk ve ark. (33)
follikiiler dagilim c¢ok fazla varyasyon gosterdigi icin arastirmacilar ovaryan

biyopsinin over rezervi degerlendirilmesinde yeri olmadigina karar vermislerdir (34).

1.1.4.11. Anti Miilleryan Hormon (AMH)

TGF-f ailesinden 140kDa biiytikliiglinde dimerik glikoprotein yapidadir (35).
Erkeklerde testikiiler gelisimin baslangicindan puberteye kadar sertoli hiicrelerinden,
daha az miktarda disilerde graniiloza hiicrelerinden dogumdan menapoza kadar
sentezlenmektedir (36). AMH’nin tek etkisinin reprodiiktif organlara oldugu
diisiiniilmektedir. En Onemli ve belirgin etkisi miilleryan kanalin regresyonunu
saglamaktir. Yoklugunda miilleriyan kanaldan fallop tiipleri, uterus ve vajenin ist

1/3” i gelismektedir (37).
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Anti-miilleryan hormon overyan graniiloza hiicrelerinden preantral ve kiiciik
antral follikiillerden, pitiiiter FSH nin etkisiyle dominant follikiil i¢in segilebilecek
biiyiikliige ve farklilasmaya ulasilincaya kadar sentezlenmektedir. Insanlarda bu olay
follikiil 4-6 mm biiyiikliige ulasincaya kadar gerceklesmektedir. AMH teka hiicresi
ve atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (38). Son ¢aligmalarda preantral, geg
pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH mRNA seviyelerinin oositin gelisim
evreleriyle paralel olarak diizenlendigi, AMH’nin intra ve inter-follikiiler
koordinasyonda oOnemli gorevleri oldugu gosterilmistir (39). AMH sentezini
diizenleyen mekanizmalar tam olarak bilinmemekle beraber graniiloza hiicreleri
tizerinde AMH reseptorleri tespit edilmesi overyan fizyolojide rolii oldugunu
distindiirmektedir (40). AMH’nin serin tireonin kinaz reseptorlerini kullanan iki
farkli reseptorii bulunmaktadir (AMHR Tipl, AMHR Tip 2). AMHR2 miilleryan
kanal mezenkiminde bulunmaktadir. Bu reseptoriin fonksiyon bozuklugu tipki AMH
yoklugu gibi kalict miilleryan kanal sendromuna yol acabilmektedir. Ratlarda
AMHR?2 graniiloza ve teka hiicrelerinde de izlenmektedir (41). AMHR 1 6zellikleri

ve iglevi glinlimiize kadar tam olarak tespit edilememistir.

Primordial follikiillerin gelismesi negatif ve pozitif faktorlerin etkisi
altindadir. AMH erken follikiiler gelisim iizerine negatif etkileri olan bir faktordiir.
Homozigot AMH knockout disi ratlarda daha fazla sayida biiyiiyen preantral ve
kiiclik antral follikiil saptanmis ancak bu ratlarda primordial follikiil stoklarinin daha

erken yasta tiikendigi gézlenmistir.

Anti-miilleryan hormon etkilerinin direk primordial hiicreler {izerinden olup
olmadigimi gostermek i¢in yapilan bir ¢alismada AMH bulunmayan rat overini AMH
bulunan yapay ortama biraktiktan iki giin sonra yapilan incelemede biiyiiyen follikiil
sayisinin - %50 azaldigi, AMH'nin primordial oositleri direk olarak etkiledigi
gbzlenmistir vee AMH'min primordial follikiil gelisiminin aktivasyonunu preantral
follikiillerde azalttig1 sonucu ¢ikartilmistir (42).

In vivo ve in vitro galigmalar AMH eksikliginde folikiillerin FSH’ya daha
duyarli oldugunu gostermektedir. Diisiik ve yiiksek FSH konsantasyonlari ile yapilan
caligmalarda AMH’dan yoksun fareler, AMH mevcut farelerle karsilastirildiginda

hem sayisal hem de gelisimsel olarak follikiil gelisiminde daha iyi yamt alindig
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gozlenmistir (43). Clemente ve ark. (44) ekzojen AMH’nin kiiltiir ortaminda
graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve LH reseptor sayisimi azalttiginm
gostermislerdir. Bu calismalar 1s1¢inda AMH’nin overyan follikiillerin FSH’ya
verdigi yanit1 belirleyen faktorlerden birisi oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Baska bir
calismada ise AMH’nin farelerde 1.mayoz boliinmeyi inhibe ettigi gosterilmistir
(45). AMH insan graniiloza-luteal hiicrelerin proliferasyonunu bloke etmekte ve
follikiiler sivi AMH konsantrasyonu graniiloza hiicrelerindeki mitoz indeksi ile ters
orantili bulunmustur (46). Hayat boyunca AMH diizeyi kadinlarda erkeklerden daha
diisiiktiir. Yenidoganda AMH seviyeleri tespit edilemeyecek kadar diisiiktiir; 2-4
yaslarinda hafif yiikselme olur ve sonrasinda ergenlige kadar stabil seyreder. Yas
ilerledikce follikiiler rezerv azalmasina bagli olarak serum diizeyi diiser, menapozda
cok diislik veya tespit edilemeyecek diizeye geriler (47). Serum AMH menstriial
siklus sirasinda fluktuasyon gostermemektedir. Bu 06zelligi diger over rezerv
testlerinden farkli olarak siklusun herhangi bir giiniinde degerlendirilme yapma
avantaj1 saglamaktadir (48). Minimal fluktuasyonlar siklik olmayan kii¢iik follikiil
biliylimesinden dolay1 olusabilmektedir. Overyan follikiil havuzunun azalmasi ve
oosit kalitesinin diismesi nedeniyle yasla beraber lireme fonkisyonlar1 azalmaktadir.

AMH over rezervini 6lgmek amacli son zamanlarda kullanilmaya baslanmaistir.

Spontan menapoz sonrasinda, ooferektomi sonrasinda AMH diizeylerinin
tespit edilemeyecek diizeylere diismesi AMH'nin tamamen over kaynakli oldugunu
gostermektedir (49). D3'te saptanan AMH seviyeleri yagla beraber diigmektedir. De
Vet ve ark. (50) yaptig1 calismada 1,1-7 yil boyunca takip edilen olgularda AMH
seviyelerinin ortalama %38 diistligli, buna karsin ayni siirede antral follikiil saysi,
bazal FSH diizeyi ve inhibin B diizeylerinde degisiklik olmadig1 saptanmistir. Over
rezervini gosteren diger belirteglere oranla yasa bagli oosit/follikiil rezervini daha iyi
gosterdigi diisliniilmektedir ve yas arttikca diger parametrelerde degisiklik olmadan

ilk olarak AMH diizeyleri azalmaktadir (51).

Follikiiller, antral follikiil asamasina gelisinceye kadar gonadotropinlerden
bagimsiz olarak gelismektedir (52). Hipofizektomize, hipopituitarizm olan olgularda
antral follikiil basamagina kadar gelisim olmaktadir. AMH sekonder amenore

tanisinda hipogonadotrpik hipogonadizm ile hipergonadotropik hipogonadizm
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ayriminda yardimci olabilmektedir. Gebelikte gonadotropin diizeyleri oldukea diisiik
olmasmma ragmen gebelik Oncesi AMH diizeylerinde degisiklik olmadig
gorilmektedir. AMH plasentadan sentezlenmemekte, gebelik boyunca ve

puerperiumda diizeyleri degismemektedir (53).

Anti-miilleryan hormon sadece graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir,
bu nedenle graniiloza hiicreli timorlerde (GCT) marker olarak kullanilabilmektedir.
GCT saptanan olgularin  %76-93' iinde yiiksek bulunmustur (54). Timor
rezeksiyonunu takiben yapilan seri 6l¢iimlerde, rekiirrensin klinik olarak tespitinden
ortalama 16 ay once ylikselmeye baglamaktadir (55). AMH, GCT takibinde E, ve
inhibine gore daha iyi bir belirtegtir, 6zellikle rekiirrenslerin 10-20 yilik zaman
dilimlerinde ortaya ¢iktigi GCT’lerde rekiirrenslerin erken tesbitinin sag kalim

stiresini arttirdig1 diisiiniilerek takiplerde kullanilmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Hayvan Bakim
Bu deneysel calisma Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi
(FUDAM) laboratuvarinda yapilmustir. Tiim islemler Firat Universitesi Etik onay1
ile veteriner hekim kontrolunde ger¢eklestirilmistir.
Sunulan ¢aligmada 35 adet diizenli siklusa sahip, 190-220 gr agirliginda, 4
aylik, erigkin disi Winstar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar 12 saat 151k (08-22), 12
saat karanlik fotoperyodunda ve 21-23 C° sabit sicakliktaki odada, standart pellet

yemi ve sehir suyu ile beslendi.

2.2. Deneyin Yapihis1

Arastirmamizda 35 adet diizenli siklusa sahip, 190-220 gr agirliginda, 4
aylik, eriskin disi Winstar Albino cinsi rat, estrus fazinda rastgele, prospektif, tek kor
olarak 5 gruba ayrildu.

Grup 1 (n=7): Kontrol grubu. Plasebo tablet verildi.

Grup 2 (n=7): 3 ay boyunca gastrik lavaj yoluyla etinil estradiol 1,5mcg/giin
+ Drospirenon 150mcg/giin (Yasmin® Almanya, Bayer Scherring Pharma) verildi.

Grup 3 (n=7): 3 ay boyunca gastrik lavaj yoluyla etinil estradiol 1,5mcg/giin
+ Siproteron asetat 100mcg/giin (diane 35® Almanya, Bayer Scherring Pharma)
verildi.

Grup 4 (n=7): 3 ay boyunca gastrik lavaj yoluyla etinil estradiol 1,5mcg/giin
+ Gestoden 3,75mcg/glin (Ginera tb® Almanya, Bayer Scherring Pharma) verildi

Grup 5 (n=7): 3 ay boyunca gastrik lavaj yoluyla etinil estradiol 1,5mcg/giin
+ Drospirenon 7,5mcg/giin (Microgynon® Istanbul, Tiirkiye Bayer Tiirk Kimya San.
Ltd.) verildi.

3 ay sonra deneyden 18 saat Once oral beslenme kesilerek, sadece su
igmelerine izin verildi. Ratlara anestezi saglamak amaciyla 400 mg/kg/IP dozunda
kloral hidrat uygulanarak ratlar sirt iistii operasyon masasina yatirildi.. Batin orta hat
insizyonla acilarak bilateral ooferektomi yapildi. Sag over histolojik inceleme i¢in
%10 luk formaldehite fiske edilirken, sol over — 80 de RNA 1izolasyonu i¢in saklandi.
Anestezi altindaki ratlardan biyokimyasal analiz icin intrakardiyak kan alinarak

serum AMH analizi yapildi.
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2.3 Isik Mikroskopik Doku Hazirlanmasi

Her gruptan alinan over dokulart % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gecirilip parafin bloklara gomiildii. parafin bloklardan 5-6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Masson Trikrom, ile boyandi. Hazirlanan
preparatlar arastirma mikroskobunda incelenip primordial, primer, sekonder ve
tersiyer folikiiller ve corpus luteum sayildi. Hepsi toplanarak over folikiil rezervi
saptandi, fotograflandi. Masson Trikrom boyanmada; fibrozis, germinal epitelde
bozulma ve korpus luteum angiogenezi 0’dan +3’e kadar sayi1 ile ordinal skala

olusturularak skorlandi. (yok=0, az =+1, orta=+2, siddetli=+3).

2.2.4. miRNA izolasyonu

2.2.4.1.Kullanilan Aletler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri fliige Tube, Meksika

e Homojenizator :Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
ABD

e Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GBO5-RNA 0.5mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, ABD

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825,Switzerland, Isvicre

e PZR ve Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog: 3737.S.X,Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

e Plate Yapistirici: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive
Film, ABD

e Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0.1 mL), Singapur

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

e Qubit® 2.0 Fluormeter: Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya
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e Real Time- PCR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

e Santriflij: Sigma, Almanya

e Spin: Labnet international, Katalog No:C1031B-230V, Kore

e Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

2.2.4.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

e cDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse
Trancription Kits, Part No:437522 REVB, Foster City, CA

e Qubit® RNA Kiti: Invitrogen/Molecular Probes, Qubit® RNA Assay Kit
For Use With The Qubit® 2.0 Fluorometer, ABD

e RNA Kiti: Invitrogen, Ambion by life technologies™ , PureLink™ RNA
Mini Kit, Katalog No: 12183018A, ABD

e TagMan® Gene Expression Master Mix: AB Applied Biosystems, Katalog
No:4369016, ABD

e Temizleme Sollisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500 mL),

Kanada

2.2.4.3 Total RNA izolasyonu

2.2.4.3.1 Kullanilan Cozeltiler:

e Lizis buffer: Kullanima hazir sekilde kitin i¢inde bulunuyor.
e Wash I: Kullanima hazir sekilde kitin i¢cinde bulunuyor.

e Wash II: Kullanima hazir sekilde kitin i¢inde bulunuyor.

e %70’lik etanol

2.2.4.3.2. Deneyin Yapihsi
Over dokularindan RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti

kullanildi. Caligma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit igerisindeki lizis buffer’dan Iml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pl falkon

tiipiine alinip karistirilarak Lizis tampon ¢ozeltisi elde edildi. Over, doku ile esit

miktarda homojenizator boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600pul alinarak kilitli

eppendorf tiiplere birakildi. Homojenizatorde 6 dakika (dk) 9. hizda pargalama islemi
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yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. RNA igeren sivi
fazin hepsi yeni bir ependorfa alinarak tizerine 500 pl %70’lik etanol eklendi ve
vortekslendi. Orneklerden 700 ul almarak kit icerisindeki kolonlara aktarildi ve
12.000xg’de 15 saniye(sn) oda sicakliginda santrifiij edildi. Kalan orneklerde
kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiiniin
altinda biriken s1vi bosaltildi. Yikama islemleri kitin i¢indeki Wash I ve Wash 1II ile
yapildi. Orneklere 700 pl Wash I eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi.
Toplam tiipii degistirildi. Orneklere 500 ul Wash II eklenerek 12.000xg’de 15 sn
santrifiij edildi ve bu islem iki defa tekrarlandi. Tiipiin altindaki sivi bosaltilarak
hicbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni
ependorf tiiplere birakildi ve iistiine 30 pl RNase icermeyen su eklenerek oda
sicakliginda 1 dk bekletildi ve 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Ependorf tiipiin dibindeki sivi kisim bu agamadan sonra RNA igermektedir. RNA

ornekleri kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

2.2.4.3.3. Spektrofotometrik RNA Olciimii:

RNA o6l¢iimi i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi.

RNA miktar1 pg/ml olarak 6l¢iildii. cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin
esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi. Komplementer
DNA sentezi (¢cDNA) icin her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi ve
l.grup: kontrol, 2.grup: Yasmin, 3.grup: Diane 35 ve 4.grup: Ginera, 5.grup:

Microgynon olmak iizere toplam 5 RNA havuzu elde edildi.

2.2.4.4. Komplementer DNA Sentezi

2.2.4.4.1Kullanilan Cozeltiler

High- Capacity cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit i¢inde 10X RT
Buffer,25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse

Transcriptase hazir halde bulunmaktadir.

2.2.4.4.2. Deneyin Yapihsi:
cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA 6rneklerinden 10 pl kullanildi. cDNA
sentezi toplam 20ul hacimde gerceklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 ul
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10XRT random primer, 2 pl 10XRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikleaz
icermeyen su ve en son olarak 1ul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi
kullanildi (Tablo 2). Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk,
37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olacak sekilde cihazda bekletildi (Tablo
3). Olusan cDNA ornekleri -20°C’de saklandi.

Tablo 2: cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (ul) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karigimi (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz igermeyen H,O 4.2

Primer 1

Reaksiyon toplami 10.0

Tablo 3: cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5dk 0

2.2.4.4.3 Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu:
Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
MiRNA’larin miktarlarinin belirlenmesi i¢in Tablo 4’de verilen primerler

kullanildi.
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Tablo 4: RT-PZR’ da kullanilan primerler

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250ul

Test Katalog Numarasi
4.5S RNA (H): 001716
Mmu-Mir-21 002493
Mmu-mirl91 002576
Rno-mir-494 462468-mat
Rno-mir 145

463225-mat

Real Time PZR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PCR Plate hazirlanirken
cDNA orneklerinde her bir kuyucuga 2l kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek igin Sul
TagMan Master Mix, 2,5 ul niikleaz igermeyen su ve 0,5 pl primer hibridizasyon
probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlari (Tablo 5)
ependorflara kondu ve vortekslendi. Plate’deki ¢cDNA 0Orneklerinin iizerine 8pul
hazirlanan karigimdan birakilarak plate’in iizeri optik yapistirict filmle kapatildi.
Plate Orneklerin tamamen dibe ¢Okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi

amactyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo S: RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(ul)X Ornek Sayisi
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H,O 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi
ile ol¢iildi. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1
kosullar1 Tablo 6’ da gosterildigi sekilde sekilde ayarlandi.
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Tablo 6: Uygulanan RT-PZR programi

RT-PCR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

2.5. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Anestezi altindaki si¢anlardan enjektor yardimiyla intrakardiyak kan 6rnekleri
aliarak, cam tiipler igerisine konuldu. Bu 6rnekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar pasteur pipet ile cekilerek ependorf
tiiplerine alind1 ve incelenmek iizere -20 °C’de derin dondurucuda bekletildi.

Serum ornekleri oda 1sisinda bekletilerek ¢alisma periyoduna getirildi ve Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda Plazma AMH diizeyleri, Rat
Mullerian Inhibitory Substance/Antimullerian Hormone (MIS/AMH) ELISA kiti
(EASTBIOPHARM HANGZHOU EASTBIOPHARM CO., LTD, Cat no: CK-
E30083, China) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak calisildi. Absorbanslar
ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate
yikamalarinda Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) otomatik yikayici
kullanildi. Sonuglar ng/ml olarak belirtildi. Ol¢iim aralig1 0,1-40 ng/ml, sensitivitesi
0,051 ng/ml idi.

2.5. Istatistik Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi i¢cin SPSS 21.0 programi kullamildi. Isik
mikroskopi ve AMH degerleride tiim gruplarin karsilastirilmasi i¢in, Kruskall Wallis
varyans analizi ile yapildi. p<0.05 bulunan degerler icin, gruplar arasi ikili
karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test kullanilarak yapildi.
p<0.01 degerleri anlaml1 kabul edildi.

PCR sonuglarinda gruplar arasinda farkliliklarin karsilastirilmast icin t testi

kullanild1. p<0.01 degerleri anlaml1 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. AMH Diizeyleri
Deneyin sonunda, anestezi altindaki sicanlardan alinan kanlarda AMH analizi
yapildi. Kontrol grubuyla Yasmin kullanilan grup arasinda anlamli fark bulunmazken
Diane 35, Ginera, Microgynon gruplarinda AMH kontrol grubuna gore azalmis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi(Tablo 7).

Tabo 7. Deneyin bitiminde, sicanlardan intrakardiyak alinan kan orneklerindeki
serum AMH diizeyleri

Gruplar AMH(ng/dl)
Gl(n=7) 3,8+0,5
G2(n=7) 3,8+1
G3(n=7) 3+0.5
G4(n=7) 3+0.4
G5(n=7) 2,9+0,5

AMH: Antimiillerian hormon

3.2. Isik Mikroskopi Bulgulari

Masson’s trichrome ile boyamanin 1sik mikroskopi altinda incelenmesi
sonucu; kontrol grubuna ait over dokular1 normal goriiniimdeydi (Sekil 2). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda Ginera (Sekil 3), Microgynon ($ekil 4), Diane 35 (Sekil
5) ve Yasmin (Sekil 6) gruplarinda fibrozis (kirmizi yildiz), germinal epitelde
(kirmizi ¢ift ok) bozulma ve korpus luteum (KL) angiogenezinde gerileme belirgin
olarak artmisti (p<0,01). Ayrica tiim gruplara ait over dokularinda primordiyal
folikiil (siyah ok), primer folikiil (PF), sekonder folikiil (SF) ve tersiyer folikiil
sayilarak over rezervi belirlendi. Over rezervi igin yapilan sayimda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda Microgynon, Diane 35 ve Yasmin gruplarinda farklilik
gozlenmezken Ginera grubunda belirgin azalma izlendi (p<0,01). Tiim gruplara ait

histolojik bulgular Tablo 8’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 2. Kontrol grubu 1sitk mikroskopide gelismekte olan folikiiller ve epitel
bulgular1 Skala bar:50um . Germinal epitelyum (kirmizi ¢ift ok), fibrozis (yildiz),
primordial folikiil (siyah ok), primer folikiil (PF), korpus luteum (KL), sekonder
folikiil (SF).

¢ 0 & > (% G
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Sekil 3. Ginera verilen grupta germinal epitelde ayrilma (kirmiz ¢ift ok) ve fibrozis

artist (yildiz) izleniyor skala bar:50um. Korpus luteum(KL), sekonder folikiil(SF).
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Sekil 4. Microgynon verilen ratlardaki germinal epitelde bozulma (kirmiz ¢ift ok),

fibrozis (y1ldiz) ve ovaryan folikiiller skala bar:50um. Primordial folikiil (siyah ok),
korpus luteum (KL), sekonder folikiil (SF).

e

Sekil 5. Diane 35 verilen ratlarda biliylimekte olan folikiiller ve fibrozis (yildiz)
izleniyor skala bar:50um. Primordial folikiil (siyah ok), primer folikiil (PF), korpus
luteum (KL), sekonder folikiil (SF).
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Sekil 6. Yasmin grubunda epitelde bozulma (kirmizi ¢ift ok), biiylimekte olan
folikiiller skala bar:50pum. Fibrozis (yildiz), primordial folikiil (siyah ok), primer
folikiil (PF), korpus luteum (KL), sekonder folikiil (SF).

Tablo 8. Ratlarin overinde 151k mikroskopu ile sayilan gelisen folikiiller, corpus
luteum ve toplam folikiil reservi (adet)

Gruplar Primordial Primer Seconder Tersiyer Korpus Toplam

folikiil folikiil folikiil folikiil  Luteum folikiil

Gl 19.141,32  14+,1.4°  10,1+1,3' 4,1+1,32 13+0,9* 47,2+2,8"*
G2 20,1+1,92  13,141,3% 15,1+1,52 3+1,22  9+0,6° 50+2,6*
G3 18,142,12  12,1+1,3° 9,8+1,5! 341,22  5+1° 43429
G4 8,1£1,3  6£1,7! 8,141,31  1+0,8'  13+0,6* 21,4+2,8!
G5 171,22 94+1,32  88+1,3' 08+0,6' 312" 36,1£22

*  Ortalamalarin iizerindeki farkli rakamlar, ortalamalar arasinda anlamli fark oldugunu

gostermektedir (p<<0.01 ). NOT: Ortalamalar kiigiikten biiylige dogru siralandi.
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Tablo 9. Isik mikroskopide over yiizey epitelinde bozulma, fibrozis ve korpus
luteum i¢i angiogenezde gerileme bulgulart.

Gruplar fibrozis Germinal Korpus  luteum igi
epitelde angiogeneziste
bozluma gerileme

Gl 040! 0+0' 1+0?

G2 0,4+0,5'"2 1,5+0,92 0,4+0,5'

G3 1+0,5%7 140,82 0,5+0,4!

G4 1+0,5%7 1,5+092 0,5+0,5!

G5 1,5+0,5° 3+0° 0,5+0,5!

* Ortalamalarin tizerindeki farkli rakamlar, ortalamalar arasinda anlamli fark oldugunu gostermektedir

(p<0.01 ). NOT: Ortalamalar kii¢iikten biiyiige dogru siraland:.

3.3. MiRNA Bulgular:

Mir-21 ekspresyonunun kontrol grubuna gore Ginera’da 18584, Diane’de
6931, Yasmin’de 2878, Microgynon’da 448 kat arttig1 bulundu. Bu kat artislar t
testine gore kotrolle karsilagtirildiginda anlamli olarak artmis bulundu(G;p: 0,000,
D;p:0,000, Y: p:0,000, M;p:0,000)

Mir-494 ekspresyonunun kontrol grubuna goére Ginera’da 116, Diane’de 49,
Yasmin’de 2,6, Microgynon’da 2,9 kat arttig1 bulundu. Bu kat artiglar1 t testine gore
kontrolle karsilastirildiginda anlamli olarak artmis bulundu(G;p: 0,000, D;p:0,000,
Y: p:0,008, M;p:0,011)

Mir-191 ekspresyonunun kontrol grubuna gore Ginera’da 92, Diane’de 16,
Yasmin’de 3, Microgynon’da 5,9 kat arttig1 bulundu. Bu kat artiglar t testine gore
kontrolle karsilastirildiginda anlamli olarak artmis bulundu(G;p: 0,000, D;p:0,000,
Y: p:0,004, M;p:0,002)

Mir-145 ekspresyonunun kontrol grubuna gore Ginera’da 86, Diane’de 33,
Yasmin’de 20, Microgynon’da 6 kat arttif1 bulundu. Bu kat artiglar1 t testine gore
kontrolle karsilastirildiginda anlamli olarak artmis bulundu(G;p: 0,000, D;p:0,000,
Y: p:0,000, M;p:0,002). Tiim gruplara ait miRNA bulgular1 tablo 10’da gosterildi.
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Tablo 10. Tiim gruplarin miRNA ekspresyonu kat artisi

Mir 21 Mir 145  Mir 191 Mir 494
Kontrol 1! 1! 1! 1!

Ginera 18584,07°  86,75635° 92,20625°  116,7801"
Yasmin 2878,118°  20,2512°  3,145235%  2,634959°
Microgynon 448,612°  6,054852* 5,998698° 2952606
Diane35  6931,564*  33,16564* 16,33513* 49,1718’

Ortalamalarin iizerindeki farkli rakamlar, ortalamalar arasinda anlamli fark oldugunu gostermektedir

(p<0.01 ). NOT: Ortalamalar kii¢iikten biiyiige dogru siraland:.
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TARTISMA

Ginera ve Microgynon kullanimi over folikiil rezervini azaltirken, AMH
seviyesine etki etmemektedir. Diane 35, Yasmin kullanimi1 hem folikiil havuzu hem
de AMH iizerine olumsuz etki etmememektedir. Oral kontraseptif kullanimi
germinal epitelde bozulma ve mir 145’1 artirarak kanser gelisimi iizerine engelleyici
etki yaparken, mir- 21, mir-191, mir-494’i artirarak kanser gelisimini uyardigi
saptandi.

Ginera igerisindeki progestin olan gestoden, Microgynon igerisindeki
androjenik olarak bilinen progestin olan levonorgestrelden yaklagsik 2 kat daha fazla
androjen reseptor affinitesine sahiptir (56). Erken folikiiler fazda androjenler FSH ile
sinerjistik calisir. Bu nedenle bir KOK’ dan dan istifade edebilmek i¢in androjenik
progestin  kullanilmas1 folikiil gelisimi i¢in gerekli gonodotropin etkisini
engelleyecektir ancak androjen etkisine de maruz birakacaktir. Ikisi bir takim gibi
folikiil gelisimini negatif etkiler. Baslangigta androjenler folikiil biiylimesini
saglarken sonrasinda FSH desteginin olmamasi biiyiiyen folikiiliilii atreziye
ugratacaktir. Bu baglamda Barad ve ark’ nin yaptig1 calismada geng hastalar da dahil
olmak iizere yiliksek androjenik KOK kullananlarda over reservi testlerinde ve
toplanan oosit sayisinda anlamli azalma izlenmistir (57). Androjenik progestin olan
gestoden igeren Ginera ve levonorgestrel igeren Microgynon grubunda 1sik
mikroskobu ile sayilan toplam over reserv diislikliigi Barad ve ark’nin (57)

calismasiyla uyumlu olarak azalmis bulundu.

Yasmin igerisindeki progestin olan drospirenon anti androjenik etkilidir. Tek
basma drospirenon ve EO kombinasyonlar1 ovulasyonu baskilarken folikiil
gelisimini tamamiyla baskilamaz (58). Barad ve ark.’nin (57) yaptifi calismada
drospirenon ve siproteron asetat igeren KOK kullanan hastalar ile kontrol grubu
arasinda toplanan oosit sayis1 arasinda fark saptanmazken androjenik KOK kullanan
grup arasinda anlamli azalma izlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢calismada da Yasmin ve
Diane 35 gruplarinda over folikiil reservinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli fark saptanmazken corpus luteum sayisi anlamli olarak diisiik bulundu.
Barad ve ark. (57) ile uyumlu olarak antiandrojenik progesteron igeren Yasmin ve
Diane 35 in ovulasyonu engelledigi ancak over folikiil gelisimi {izerinde olumsuz

etkisinin olmadig: tespit edildi.
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Kombine oral kontraseptiflerin kontraseptif etkilerinin yaninda over kanseri
gelisimini 6nleyici etkileri de bulunmaktadir. U¢ yil KOK kullanimi over kanseri
riskini % 40 azaltmakta, kullanildigi miiddetce koruyucu etkisi artmakta ve
biraktiktan sonra 2 dekat koruyucu etkisi stirmektedir(59).

Ovulasyon hipotezine gore tekrarlayan ovulasyonun over yiizey epiteline
yaptig1 mikrotravma neticesinde over kanseri gelismektedir. KOK, gebelik ve
emzirme ile olusan ovulasyon inhibisyonu over kanserinden korumaktadir. Tersi
olarak ovulasyonu artiran nulliparite erken menars, ge¢ menapoz over kanseri riskini
artirmaktadir (60,61). Buna karsin kronik anovulasyona neden olan polikistik over
gibi hastaliklar over kanserinden korumamaktadir (62). Ek olarak CC gibi
ovulasyon indiiksyon ajanlarinin uzun siire kullanilmas1 over kanseri riskinde artisa
neden olmaktadir (63).

Gonadotropin hipotezine gore asir1 gonadotropin seviyeleri yiizey epitelinde
malign transformasyona neden olmaktadir (64). Bu teori KOK larin gonadotropinleri
inhibisyonu iizerinden etkisini ve menapozdan sonra over kanseri riskinin artmasini
aciklarken emzirme gibi FSH diizeylerini artirip over kanseri riskini azaltan
durumlar agiklayamamaktadir (65,66).

Bir diger teori hormonal hipotezdir ki, KOK’lardaki progesteronun over
yiizey epitelinde p53 tumor supressor gen ekspresyonunu indiikleyerek apopitozisi
indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu engelleyerek over kanseri gelisimini azalttig
hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda gdsterilmistir (2).

Rodriguez ve ark.’nin (67) 3 yil boyunca disi maymunlar {izerinde yaptigi;
kontrol, sadece Ostrojen, Ostrojen + progesteron (levonorgestrel) verilen gruplari
kapsayan ve over kanseri iizerine koruyucu etkilerinin arastirildigi randomize
calismada kontrol ve dstrojen grubunda over yiizey epiteli bazal tabaka tizerinde tek
sira izlenmis ve apoptotik hiicreler seyrek olarak goriilmiistiir. Bunun yaninda
Ostrojen + progesteron grubunda goze carpan tipik morfolojik bulgular; over
yizeyinden yama seklinde ayrilma egilimi, seyrek stoplazmali hiicrelerin over
yiizeyinden ayrilmasi olarak raporlanmis. Immunohistokimyasal olarak apoptotik
hiicrelerin dramatik arttig1 izlenmis. Bu da progestasyonel ajanin apoptozis oranini
artirdigint gostermistir. Bizim c¢alismamizda da kontrol grubu ile kiyaslandiginda

tim KOK gruplarinda germinal epitelde bozulma bu g¢alismaya benzer sekilde
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belirgin olarak artmig bulundu. Morfolojik olarak epitelde benzer ayrilmalar izlendi.
Rodrigez ve arkadaslarinin apoptozis gostergesi olarak kabul ettigi germinal epitel
diizeyindeki bozulma bizim yaptigimiz ¢alismada da tiim KOK gruplarinda tespit

edilmistir.

MikroRNA(miRNA)’lar, yiiksek seviyede korunan DNA bdlgelerinden
kodlanan fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotid
uzunlugunda, kiicik RNA molekiilleridir. Bu protein kodlamayan RNA molekiilleri
kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicisi olan hedef mRNA’lara baglanip
translasyonel baskilama veya mRNA yikimi ile transkripsiyon sonrast gen
ekspresyonunun diizenlenmesini gerceklestirirler. miRNA’lar bu yolagi kullanarak
hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve hiicre 6liimii gibi homeostatik siireclerde
onemli roller oynamaktadir. Yakin zamanda yapilan gen ekspresyon calismalari,
kontrolsiiz hiicre boliinmesinin ger¢eklestigi kanser hiicrelerinde degisiklige ugramis
miRNA ekspresyonlarint gozler Oniine sermistir. Kanserin baslamasinda ve
ilerlemesinde, miRNA’lar hedefledikleri genin karakterine gore tiimor siipresorler

veya onkogenler gibi fonksiyon gostermektedirler (17).

Kanserde degisen miRNA ekspresyonu tiimor tanisinda, hastaliga 06zgi
prognozun ve tedaviye yanitin molekiiler biyomarkirlari olarak kullanilabilir. Ayrica,
miRNA’lar gen tedavisinde 6zgiil hedefler olarak segilebilir (68).

Bir onkogen gibi fonksiyon gosterdigi tespit edilen mikroRNA lardan biri
miR-21’dir. Mir-21’in AML, KLL ve glioblastoma gibi hematolojik malign’lerde ve
solid timorlerde, pankreas, prostat, mide, kolon, akciger, meme ve karaciger kanseri
gibi bir¢ok kanser tiirlinde yiiksek seviyede ekspresyonu gozlenmistir. Mir-21,
transkripsiyonel olarak Stat3 tarafindan IL-6 sinyal yolaginda aktif duruma
gecmektedir (69). Mir-21, invazyon ve metastaz olaylarinda ¢ok iyi karakterize
edilmigtir. Mir-21, hiicre hareketini ve invazyonu, timor siipresor bir protein olan
PTEN’in mRNA’sin1 hedefleyerek tesvik etmektedir. PTEN, birkag MMP (Matriks
Metalloproteaz)’nin ekspresyonunu engelleyerek dolayisiyla hiicre invazyonunu
azaltarak timor siipresor bir etki gostermektedir (70). Son zamanlarda, over
kanserinde Mir-21’in, PDCD4’1i baskiladigi, bunun da invazyon ve metastaza ve

kemoterapi rezistansina yol ac¢tig1 belirlenmistir (71).
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Onkogen olarak tanimlanan mir-21’in ayn1 zamanda ovulasyon siiresince folikul
gelisiminde rolii tanimlanmistir. Fiedler ve ark. (72) folikulo luteal gegiste ozellikle
tic miRNA tanimlamiglardir bunlardan biri de mir 21 dir. Luteinizasyon sirasinca
mir- 21 yiiksek seyretmektedir. Carletti ve ark.’nmin (73) fare overinde yaptiklari
calismada mir-21’in granuloza hiicrelerinde ve over dokusunda antiapoptotik
oldugunu, LH/HCG yanitina bagl olarak granuloza hiicrelerinde eksprese oldugunu
ve mir-21 azalmasinin in vivo ovulasyon oranlarinin azalmasiyla sonuglandigini
raporlamiglardir.

Dahiya ve ark. (74) farkli over kanseri dokusunda ve 10 over kanseri hiicre
kiiltiirlerinde miRNA ekspresyon profilinin incelendigi ¢alismada benzer
calismalarin aksine mir-21’in over kanseri dokularinda anlamli olarak downregule
oldugu izlenmis.

Onkogen olarak tanimlanmis bir diger miRNA mir-494 tir. Timor
gelisiminde mir-494 meme kanseri, hepatoselluler kanser, akciger kanseri hiicre
kiiltiirlerinde proliferasyonu artirarak etki gostermektedir (75). Bu etkisini gosterdigi
mekanizmalardan biri PTEN downregulasyonudur (76). Dahiya ve ark.’nin (74)
yaptig1 34 over kanseri ve 10 over kanseri hiicre kiiltiirii izerinde yaptig1 ¢caligmada
over kanseri hiicre kiiltiirlerinde mir-494 ekspresyonunda artis izlenmistir.

Mir-191 bu giine kadar yaklasik yirmiden fazla malignensi ile iligkisinin
saptanmasi nedeni ile mir 21 gibi kotli anilmaktadir. Over kanseri dahil 16 farkli
kanser tipinde ekspresyonunun artmasi nedeniyle [meme(kadin), kolon, akciger,
karaciger,prostat, pankreas, mide, hipofiz adenomu, 6zefagus skuamdéz karsinom,
oral skuamoz karsinom, osteosarkom, B ALL, mesane, anaplastik biiyiik hiicreli
lenfoma, akut myeloid 16semi] ¢ogunlukla onkogenik mir olarak adlandirilsa da 6
diger kanser tipleride (medulloblastom, retinoblastom, tiroid folikiiler tiimdr, erkek
meme kanseri, ALL ve melanom) downregule oldugu bilinmektedir (77).

Bizim calismamizda farkli KOK lar verilen tim deney gruplarinda kontrol
grubuna gore mir-21, mir-494, mir-191, ekspresyonu anlamli yiliksek bulundu.
Onkogenik olarak anilan bu miRNA larin hepsinin anlaml yiiksek ¢ikmasi, hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve hiicre 6liimii gibi homeostatik siire¢lerde
onemli roller oynayan bu RNA molekiillerinin farkli dokulardaki hedeflerine gore

farkli gorevler oynamalarindan olabilir.
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Mir-145 ¢esitli kanserlerde siklikla down-regiilator olarak rapor edilmistir ve
genel bir tiimor siipressor olarak gorev yaptigi belirlenmistir (78,79). miR-145 5.
Kromozomun kisa kolunda lokalize(5q32) ve meme, kolon, akciger, karaciger,
mesane, hipofiz bezi, B hiicre, over ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanserlerde
miktarinin distiigii bulunmustur  (80). Bu giine kadar, bir takim genler degisik
kanser olusturma yollarindaki hedef genler ile iliskili olarak tanimlanmistir. Bu
nedenle miR-145 timdr hiicrelerinin biiylimesinin siipresyonunu, hiicre apoptozisini
Fli1,IRS1,c-Myc ve DFF45 genlerini hedef alarak yapar. Buna ek olarak, miR-145
timoOr migrasyonu, invazyonu ve metastazdaki yavaglamayr ise mucinl, p70S6K1
ve NUDTI1 genlerini hedefleyerek yapar (81,82,83). Bu veriler gosteriyor ki miR-
145, tiimorlerin baglama ve progresyonunda onkosiipressor olarak ¢aligmaktadir (84).
Buna karsin baska bir calisma zit bir sonu¢ One siirerek, metastatik kolorektal
kanserlerde miR-145 ‘in onkogenik potansiyelinin oldugunu gostermistir (85).

Bizim c¢alismamizda farkli KOK lar verilen tiim deney gruplarinda kontrol
grubuna gore mir-145 ekspresyonu anlamli yiiksek bulundu. Bu da KOK’larin over
kanseri gelisimi tizerine Onleyici etkisini desteklemektedir

Biz ¢alismamizi over dokusundaki ekspresyonlarina gore dizayn ettik.
Spesifik hiice kiiltiirlerinde benzer c¢alismalarin yapilmasi KOK’ larin hiicre
diizeyinde etkisinin anlasilmasi konusuna 1s1k tutacaktir.

Kombine oral kontraseptifler (KOK) diinya genelinde en sik kullanilan
hormonal kontrasepsiyon yontemidir. Kontrasepsiyon etkisinin yaninda siklus
regulasyonu, dismenore, akne, premenstruel semptomlarini azaltma etkisinden de
tipda yararlanilmaktadir. Bunun yaninda yardimci tiireme tekniklerinde over
siipresyonu, kist formasyonunda azalma, oosit senkronizasyonu amacl cesitli
protokollerde kullanilmaktadir. Bu da KOK larin over reservi ve mevcut reserv
testlerine etksinin ne oldugu sorusunu akla getirmektedir.

KOK kullanimi sirasinda FSH sekresyonu inhibe olur. Takiben HFI da tekrar
siklus i¢i normal degerlere ¢ok kisa bir siire igerinde yiikselir (86). Yaptigimiz
calismada bu hipotezi gz oniine alarak HFI‘s1z kontinyu 3 ay farkli KOK kullanildi.

Reprodiiktif donemin akibetini belirleyen en 6nemli faktor olan yas arttik¢a
folikiil havuzundaki oosit kapasitesi de azalmaktadir. Overdeki primordial

folikiillerin havuzu veya over rezervi, kalan oosit kalitesi ve sayist ile baglantili
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olarak bir kadinin iireme potansiyelini tanimlar. Over rezervini degerlendirmek
amactyla klinik kullanim alani bulan belirtegler FSH, E2, AMH ve inhibin-B, AFS,
ovarian vaskiilarite ve ovarian volum O6l¢iimii, ayrica CCCT, EFORT, GAST gibi
provokatif testleri icermektedir (4). Bu testlerin her birinin kendine ait handikaplari
mevcuttur ve higbiri tek bagina yeterli etkinlikte degildir.

Ancak KOK ile indiiklenen hipofiz over baskilanmasinin antral folikiil sayisi
ve AMH seviyesi ile yansitilan over reserv fonksiyonlarina etkisi heniiz acik degildir
(5).

Anti-miilleryan hormon; overyan graniiloza hiicrelerinden, preantral ve kiigiik
antral follikiillerden, pitiiiter FSH nin etkisiyle dominant follikiil i¢in segilebilecek
biiyiikliige ve farklilasmaya ulasilincaya kadar sentezlenmektedir. Insanlarda AMH
4-6 mm'den kiigiik ¢ogunlukla sonografik olarak ol¢iilemeyen preantral ve kiigiik
antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir (87). Her bir
follikiilden homojen olarak salgilandigindan over rezervini gostermek igin
kullanilabilecek bir belirte¢ olarak kabul edilmistir. AMH teka hiicrelerinden ve
atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (38). AMH saliniminin ekstra-overyan
hormonal kontrolii yoktur. Transgenik ratlarda AMH heterezigot (-/+) olan ratlardaki
AMH diizeyi, AMH (-/-) ve AMH (+/+) olan ratlarin AMH diizeyleri arasinda
saptanmistir; bu nedenle AMH saliniminin sadece mevcut gen aktivitesine bagl
oldugu, diger hormonal uyarilarin salinmasi {izerine etkisi olmadig1 sonucu
cikartilmistir ~ (88).  Anti-miilleryan  hormonlarmin  hormonal uyarilardan
etkilenmemesi overyan rezervin degerlendirilmesinde diger hormonal parametrelere
gore AMH’ya avantaj saglamaktadir. AMH’ nin AFS'ye gore diger bir avantaji da
gozlemciye bagli olmamast ve dolayisiyla hekimden hekime degisiklik
gostermemesidir. AFS  ozellikle OKS ile baskilanmig hastalarda tam
degerlendirilememekte; bu da klinik olarak bazi hastalarda over reservi hakkinda net
bir degerlendirme yapmay1 giiclestirmektedir.

Son calismalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH
mRNA seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak diizenlendigi,
AMH’nin intra ve inter-follikiiler koordinasyonda 6nemli gorevleri oldugu
gosterilmistir  (39). AMH sentezini diizenleyen mekanizmalar tam olarak

bilinmemekle beraber graniiloza hiicreleri lizerinde AMH reseptorleri tespit edilmesi
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overyan fizyolojide rolii oldugunu diisiindiirmektedir (40). AMH etkilerinin direk
primordial hiicreler iizerinden olup olmadigini gostermek icin yapilan bir ¢aligmada,
AMH bulunmayan rat overini AMH bulunan yapay ortama biraktiktan iki giin sonra
yapilan incelemede biiyiiyen follikiil sayisinin %50 azaldigi, AMH’nin primordial
oositleri direk olarak etkiledigi gozlenmis ve AMH’nin primordial follikiil
gelisiminin aktivasyonunu ve preantral follikiillerin biiylimesini azalttigi sonucu
cikartilmistir (42). In vivo ve in vitro ¢alismalar AMH eksikliginde follikiillerin
FSH’ya daha duyarli oldugunu gostermektedir. AMH’dan yoksun farelerde diisiik ve
yilksek FSH konsantrasyonlar1 ile yapilan calismalarda, AMH mevcut farelerle
karsilastirildiginda, hem sayisal hem de gelisimsel olarak daha iyi yanit alinmis
oldugu gozlenmistir (43).

Clemente ve ark. (44) ekzojen AMH’nin kiiltiir ortaminda graniiloza
hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve LH reseptor sayisini azalttigini gostermislerdir
.Bu caligmalara bakarak AMH‘nin overyan follikiillerin FSH’ya verdigi yaniti
belirleyen faktorlerden birisi oldugu sonucu ¢ikartilmistir.

Bagka bir calismada AMH’nin farelerde 1.mayoz béliinmeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (45). AMH, insan graniiloza-luteal hiicrelerin proliferasyonunu bloke
etmekte ve follikiiler sividaki konsantrasyonu graniiloza hiicrelerindeki mitoz indeksi
ile tersorant1 gostermektedir (46).

Bu giine kadar yapilan caligmalarda hormonal kontraseptif kullananlarda
ovarian volum ve AFS nin azaldig1 konusunda fikir birligi olmasma karsin serum
AMH degerleri lizerine etkisi konusunda ¢esitli sonuglar bildirilmistir. Van den Berg
ve ark.’nin .(89) yaptig1 bir ¢alismada bir ay boyunca KOK kullanimi sonrasi
endokrin (AMH; FSH) ve TVUSG(AFS, ovaryan volum) bulgular ile bir sonraki
sikliisiin erken folikiiler fazinda bakilan bulgular1 arasinda fark izlememistir. Arbo ve
ark.’nin (90) 20 kadin1 igeren ¢alismasinda bir ay boyunca KOK kullanilan sikliisun
luteal fazindaki AMH degerinin takip eden KOK kullanilmayan sikliistin folikiiler
fazindan daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da AMH diizeyinde
tiim deney grularida kontrolle kiyaslandiginda anlamli farklilik izlenmedi.

Steiner ve ark. (91) 2 siklus KOK verdikleri normal ve obez kadinlari
kiyasladig1 calismada HFI da bakilan AMH degerlerinde anlamli fark bulmazken

obez hastalarda anlamli derecede diisiik oldugunu raporlamislardir.
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Deb ve ark.’nin (92) yaptig1 bir prospektif vaka kontrol ¢alismasinda 1 yildan
fazla KOK kullanan 34 katilimci ve 1 yildan az KOK kullanan 36 kadin arasinda 6
mm’nin tizerindeki antral folikiil sayis1 KOK kullananlarda anlamli olarak azalmus,
serum AMH diizeyi ve kiiciik antral folikiil (2-6 mm) sayisinda ise anlamli farklilik
izlenmemistir. Buna karsilik 208 KOK kullanan hasta grubu ile 504 KOK
kullanmayan hasta grubunun kiyaslandigi c¢alismada KOK kullananlarda serum
AMH diizeyi, tiim boyutlardaki AFS ve over voliiminde anlamhi azalma
izlenmistir(93). 180 KOK kullanan hastanin 76 kullanmayanla kiyaslandigi
calismada KOK kullananlarda serum AMH diizeyinin diisiik oldugu bulunmustur
(94).

Li ve ark’nin (95) yaptigi bir calismada, farkli hormonal kontraseptif
yontemleri kullanilmig, hormonal tedavi oncesi ve hormonal tedavi bitimi AMH
degerleri karsilastirilmistir. KOK kullanan hasta grubunda AMH diizeyi anlamli
derecede azalirken KOK disindaki hormonal kontraseptif yontem kullanan hastalarda
ise AMH seviyesinde anlamli farklilik izlenmemistir.

Bizim farkli KOK’ lar kullandigimiz deneysel ¢alismada Yasmin ile kontrol
grubu arasinda AMH diizeylerinde fark izlenmezken Diane 35, Ginera, Microgynon
gruplarmin da kontrol grubuna goére, AMH diizeyinde azalma izlenmis olup
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Bu da AMH’nin oral kontraseptif
kullananlarda giivenilir bir over rezerv belirteci oldugunu gosterse de daha uzun
stireli caligmalara ihtiyac vardir.

Sapmaz ve ark.’min (96) adezyonu Onleme iizerine yaptiklar1 deneysel
calismada seprafilm interceedden daha etkili buunurken insanlarda seprafilm’in
adezyonu Onlemesi hakkinda yeterli delil bulunmamistir (97). Yine Fail ve ark.’nin
(98) yaptig1 hayvan deneyinde sterilizasyon amaciyla eritromisin kullanilmis ve
hayvan calismalarinda eritromisin etkili bulunmustur. Ancak insanlarda sterilizasyon
amagch kullanim1 ayn1 basariy1 géstermemistir (99). Bu tiir ¢caligmalara da dayanarak

tiirler arasi farklilik g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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