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CALISMA SORUSU: Anti mullerian hormon (AMH) saglikh premenopozal kadinda ovulatuar
ve sporadik anovulatuar menstriel sikluslarda 6nemli oranda degisiyor mu?

OZET CEVAP: Saglikli menoreik kadinda ovulatuar ve sporadik anovulatuar menstriiel siklus
suresince serum AMH seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde degismektedir.

HALEN BILINMEKTE OLAN: Calismalar serum AMH seviyelerinin kadin sikluslarindan bagimsiz
olarak yapilmaktadir.AMH ile sporadik anovulasyon arasindaki iliskiyi degerlendiren daha
once bir ¢calisma yapilmamustir.

CALISMA DizAYNI, BUYUKLUGU VE SURESi: 2005-2007 yillari arasinda diizenli menstriiel
siklusu olan 259 hasta ile prospektif kohort calisma planlanmistir.

KATILANLAR / MATERYAL, KURGU, METOD: 18-44 yas arasindaki kadinlar bir (n=9) ya da iki
(n=250) mestriel siklus takip edildi.Pik progesteron seviyesi <5 ng/ ml olan ve mid- veya geg
luteal donemde LH piki olmayan sikluslar anovulatuar olarak kabul edildi. Serum AMH degeri
her siklusta 8 defaya kadar olcilda.

SONUCLAR VE OLASILIKLARIN ROLU: AMH diizeylerinin geometrik ortalamasi menstriiel
siklus boyunca degismekte idi (p<0.01). 2.06 ng/ml ile en yiksek degerlere mid-follikiiler
fazda ulasirken ovulasyon sirasinda 1.79 ng/ ml 'e diistip, sonra tekrar 1.93mg/ml seviyesine



ylkseldi (mid-follikiiler vs ovulasyon , p<0.01; ovulasyon vs geg luteal, p= 0.01; mid-follikiiler
vs gec¢ luteal, p=0.05 ).Patternler ovulatuar ve anovulatuar sikluslarda ve tim vyas
gruplarinda ayni idi. Bir ve lizerinde anovulatuar sikluslari olan kadinlarda AMH diizeyi daha
yuksek bulundu (p=0.03)

LIMITASYONLAR, DiKKATLI OLUNMASI iCiN SEBEPLER: Ovulasyon direkt gdzlemlenemedi.
AMH orjinal Generation Il enzimsel olarak artan iki tarafli immunassay ile analiz edildi ki bu
teknikte o6l¢iim araliginda ¢ok hassas oldugu gosterilmistir. Buna ragmen kesin sonuglar
dikkatli agiklanmalidir.

BULGULARIN GENIi$ SONUCLARI: Bu calismada ovulatuar durumdan bagimsiz olarak AMH
nin menstriel siklus boyunca 6nemli degisiklikler gosterdigi bulunmustur.Ancak istatistiksel
olarak anlamli da olsa bu degisiklikler klinik pratige AMH' nin siklusun kaginci giinii / fazi
Olgllecegi ile ilgili kesin sonug vermek igin yeteri kadar blyik degildir.

CALISMA DESTEKLEYICI: Bu calisma Intramural Research Program of the Eunice

Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development (NICHD),
National Institutes of Health, Bethesda,MD(Contracts # HHSN275200403394C,
HHSN2752011000021 Task 1 HHSN27500001) tarafindan desteklenmektedir.Yazarlar higbir
¢ikarlarinin olmadigini beyan etmistir.

Anahtar kelimeler: menstriel siklus, anovulasyon, antimllerian hormon
GIRIS

AMH ovarian follikiil havuzunun sayi ve kalitesini belirlemek igin genis olglide gahsiimistir.
(Nardo et al., 2009;Nelson et al., 2009; Domingues et al., 2010; Jayaprakasan et al., 2010;
Ledger, 2010; Do’lleman et al., 2013; Broer et al., 2013). Ayrica AMH Polikistik over
sendromu (PCO) (Pigny et al.,, 2006; Pawelczak et al., 2012), ovarian granuloza hicreli
tiimorlerin tani ve takibinde (La Marca et al., 2007; Chong et al., 2012) kullaniimaktadir ve
gelecekte kadin Greme saghgi icin daha yaygin kullanimi olacaktir. Ovarian rezerve icin AMH
nin kullanilmasi, klinik olarak non-invaziv bir yontem olmasinin yanisira menstriel siklus
boyunca degerinin degismemesindendir. Ancak 6menoreik menstriiel siklusu olan kadinlarda
AMH nin degisimi kafa karistirici olmaktadir. (Cooket al., 2000; La Marca et al., 2004, 2006;
Hehenkamp et al., 2006; Tsepelidis et al., 2007; Wunder et al., 2008; Streuli et al., 2009;
Sowers et al., 2010; Zec et al., 2010; Robertson et al., 2011; Overbeek et al., 2012; Hadlow et
al., 2010; Randolph et al., 2014 ). Bildigimize gore, daha 6nce klinik olarak jinekolojik ya da
ovarian problemi olmayan dizenli menstriiel sikluslari olan kadinlarla, sporadik
anovulasyonu olanlar arasinda yapilmis bir calisma bulunmamaktadir.

Over rezervini siklus glinlinden bagimsiz olarak belirleyen, genis klinik kullanimi olan serum
AMH degerinin menstriel siklus boyunca degisimini incelemek gerekmektedir. Dahasi serum



AMH seviyeleri ve sporadik anovulasyon arasindaki iliski, anovulasyona neden olan patolojik
ovaryan surecin anlasilmasini saglamaktadir. Biz bu nedenle saglkli premenopozal
kadinlardan olusan kohortta AMH nin menstriel siklus boyunca degisimi ve bunun sporadik
anovulasyonla iliskisini Biocycle galismasinda inceledik.

MATERYAL VE METOD
Calisma biiyiikliigii ve sekli

Biocycle galismasi 2005-2007 yillari arasinda Buffalo, NY,ABD de yaslar 18-44 olan 259
kadinin bir (n=9) ve iki (n=250) menstriel siklusu sliresince yiritildi. Sadece 6nceki 6 ayda
21-35 ginlik menstriiel siklusu olan, oligo, poli, amenore veya metromenorajisi olmayan
kadinlar calismaya dahil edildi. Bu bilgilere hastalara verilen anketler incelenerek ulasildi.
Onceki 12 ay icinde depo-provera, norplant veya rahim ici ara¢ kullanimi, énceki 3 ay icinde
oral kontraseptif ya da hormon takviyesi alinmasi ¢alismadan dislanma kriteri olarak alindi.
Ayrica menstriel siklus fonksiyonlarini etkileyecek laparoskopi ile dogrulanmis herhangi bir
evredeki endometriozisi olanlar, PCOS, uterin fibroidleri olanlar, tarama sirasinda vicut kitle
indeksi(VKi) <18 veya 35 kg/m2 (zayif ve klas Il obezite) olanlar, alkol ya da yasadisi ilag
kullanimi 6ykdisu, soya agirlikli beslenme ve kisitlayici diet yapanlar da ¢alismadan diglandi.
Gebelik, emzirme, 6nceki 6 ay gebelik olusmasi icin aktif ugrasanlar, ya da sonraki 3 ay igin
gebelik planlayanlar da calisma disinda tutuldu. Son olarak kalp hastaligi, inflamatuar ya da
otoimmun hastalik gibi kronik hastaligi olanlar, diabetes mellitus, tiroid ya da baska
endokrin disfonksiyonu olanlar da ¢alismadan dislandi.

Calisma goriismeleri ve veri toplanmasi

Katilimcilardan aglik kan 6rnegi her siklusta 8 goriisme yapilarak toplam 2 siklusta toplandi.
Gorlsmeler fertilite monitort (FMs) kullanilarak menstriiasyon (vizit 1), mid - follikiiler (vizit
2), geg follikiler (vizit 3), LH ylkselmesi (visit 4), ovulasyon (vizit 5), ve erken (vizit 6), mid
(vizit 7), ve geg (vizit 8) luteal faza karsilik gelen zamanlarda yapildi. Calisma gérismeleri her
kadinin kendisinin bildirdigi siklus uzunlugu ve FMs datalarina gére belirlenen mid-siklus
gunine gore belirlenen 6zel menstriel siklus fazlarinda yapildi. (Mumford et al., 2011). Daha
once bu yolla menstriel siklus standarti saglandigi gosterilen (Howards et al., 2009) FMs
(Clearbluew Easy Fertility Monitor, Inverness Medical, Waltham, MA, USA) ile idrarda
estrone - 3- glucoronid ve LH 6lguld.

Kovaryant-es degisken- degerlendirilmesi

Calismaya alirken VKIi, yas, irk, sigara icimi, fiziksel aktivite, gecmis medikal ve Gireme hikayesi
gecerli anketlerle soruldu (Craig et al.,, 2002; Gaskins et al., 2009). Siklus uzunlugu,
kanamanin ilk ginilinden itibaren (kanama 1600 saat) bir sonraki iki giin ardisik sliren
kanamanin ilk gliniine kadar olan sire olarak tanimlandi (Howards et al., 2009; Mumford et



al., 2011). Anovulatuar sikluslar ise pik progesteron konsantrasyonu < 5 ng/ml ve mid ya da
gec luteal vizitlerde serum LH piki saptanmamasi ile tanimlandi. (Gaskins et al., 2009;
Howards et al., 2009).

Laboratuvar degerlendirimesi

Aclik kani sabah 07:00 ile 08:30 arasinda alinip 90 dakika icinde -80 derecede hizlica
donduruldu. Tim hastalardan siklus siresince toplanmasi planlanan &rnekler toplaninca
kuru buz ile analiz laboratuvarina gonderildi. Estrodiol (E2), progesteron, LH ve FSH Kaleida
Health Center for Laboratory Medicine (Buffalo, NY, USA) merkezinde solid- faz kompetetif
kemiluminesen enzimatik immunoassay kullanilarak 6lcildi. Degerlendirmeler arasi
varyasyon katsayilari (CV) E2 igin %10, progesteron igin %14 ve LH ve FSH igin %4 idi. -80
derecede saklanan serum daha sonra Generation Il enzymatically amplified two-site
immunoassay (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) kullanilarak AMH ve inhibin B seviyeleri
bakildi.

Istatistiksel analiz

Demografik karakterler igin deskriptif istatistikler hesaplandi. Demografik degiskenler ile
ortalama serum AMH tertile (degerlerin 3 ayri araliga ayrilmasi) (her biri, kadin basina 16
vizite kadar ortalandi) degerleri arasindaki iliskiyi test etmek igin Fisher’s exact test ve
Kruskal-Wallis test kullanildi. Anovulatuar sikluslarin yiizdesi, siklus boyunca ortalama ve
siklus fazina gore hormon dizeyleri, siklus basina ortalama AMH tertilleri arasinda
karsilastirildi (kadin basina ¢ok sayida siklus ele alinarak). Kadinlar arasi ve ayni kadinin
sikluslari arasi iliskiyi degerlendirmek igin siklus boyunca AMH degisimlerini ortaya ¢ikarmak
amaciyla lineer karisik etki modelleri kullanildi. Menstruel siklusun fazlari boyunca AMH nin
geometrik ortalama (GM) degerleri genel olarak ve yas katagorilerine gére (20 yas ve alti,
21-25, 26-30, 31-35, 35 lzeri) hesaplandi. Geg follikiler faz (3.vizit) ve beklenen ovulasyon
(5.vizit) donemleri arasi AMH nin GM degerleri karsilastirildi ve periovulatuar dénem
boyunca istatistiksel anlamliligi belirlemek amaciyla p degerleri hesaplandi. Siklus boyunca
AMH da izlenen maksimum farkin ortalamasi her siklus boyunca goézlenen minimum ve
maksimum AMH degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplandi ve yas gruplarinda karsilastirildi.
Tum AMH iliskili sonuclar yasa gore ayarlandi. Menarstan itibaren gecen siire, evlilik durumu,
nulliparite, hormonal kontraseptif kullanma oykisi gibi ek degisken faktorler degerlendirildi
ancak degerlerde anlamli fark izlenmedi. Klinik olarak diislik ovaryan rezervi tanimlamak igin
kullanilan AMH duzeyleri temel alinarak, her siklus fazinda AMH duizeyleri 0.3 ve alti veya 1
ng/ml alti olan kadinlarin ylizdesi hesaplandi ve siklus boyunca karsilastirildi (Tremellen et
al., 2005; Nardoet al., 2009; Hadlow et al., 2010; Blazar et al., 2011; Fride'n et al., 2011;Celik
et al.,, 2013). AMH dizeyleri ayni zamanda ovulatuvar duruma gore siniflandi ( sadece
ovulatuvar siklus gorilen kadinlarin ovulatuvar sikluslari n=443 siklus ; 1 ovulatuvar 1



anovulatuvar siklus gorilen kadinlarin ovulatuvar sikluslari n=24 siklus ; tim anovulatuvar
sikluslar n=42 siklus. Calisma boyunca 28 kadinda 1 anovulatuvar siklus, 7 kadinda 2
anovulatuvar siklus izlendi). istatistiksel analizlerde SAS 9.3 kullanildh.

Etik onay

Buffalo Health Sciences Institutional Review Board Universitesi (IRB) tarafindan kabul edilen
¢ahismada tiim katiimcilardan yazili onam belgesi alindi (Wactaeski-Wende ve ark., 2009).

SONUGLAR

BioCycle calisma kohortundaki kadinlarda ortalama yas 27.3 (SD 8.2), ortalama VKi 24,1
kg/m2(SD 3.9), beyaz irk (60%), bekar (75%), nullipar (72%), gecmiste hormonal
kontrasepsiyon kullanimi 6ykisi (54%) idi (Tablo1). En yliksek AMH tertilinde olan kadinlar
daha gencti. AMH ile pozitif iliskisi olan faktorler menarstan itibaren gecen siire, evlenmemis
olmak ve nulliparite olarak bulundu. AMH degerleri BMI, sigara kullanimi ve egitim durumu
ile iliskisizdi. Ge¢miste hormonal kontraseptif kullanimi AMH ile negatif iliskili olarak
bulundu.

Ortalama tim(overall) ve lutel faz progesteron degerleri ile ortalama tum, follikiler ve luteal
faz FSH degerleri AMH yiksek tertile degerlerinde daha disik bulundu (Tablo 2). Ortalama
LH/FSH orani ve menstruel siklus uzunlugu AMH tertile degeri ile pozitif iliskiliydi. Ortalama
tum, follikiler faz ve luteal faz inhibin B diizeyi AMH ile pozitif iliskili olarak saptandi. En
ylksek ortalama E2 diizeyleri orta AMH tertilde gozlemlendi. Follikiiler faz E2 dizeyleri ise
ylikselen AMH tertile ile negatif iliskili olarak saptandi. En ylksek AMH tertilinde
anovulatuvar siklus ylizdesi yuksek olarak goraldu.

AMH degerlerinin siklus boyunca anlamli olarak degisiklik gosterdi (p< 0.01 ) En yilksek
degerler mid follikiiler fazda ve 2.06 ng/ml (Cl %95: 1.83,2.84) bulundu. Beklenen ovulasyon
zamanindan hemen 6nce 1.79 ng/ml ye distigi (Cl %95:1.58,2.02) ve kalan luteal faz
suresince 1.93 ng/ml ye kadar arttigi (95% Cl:1.72,2.17) goruldu ( mid follikiler vs ovulasyon
p < 0.01, ovulasyon vs gec luteal p=0.01, mid follikiler vs ge¢ luteal p=0.05) (Sekil 1). Her yas
grubunda benzer pattern gozlendi.

Serum AMH dizeylerinde gozlenen maksimum degisimin ortalamasi 1.30 ng/ml olarak
bulundu ve yas katagorilerine gére degisiklik gbzlendi. 20 yas ve alti grupta 1.73 ng/ml (Cl
%95: 0.99, 1.55) ve 35 yas uzeri grupta 0.61 ng/ml ( CI% 95: 0.43, 0.52) olarak bulundu.
Yastaki her 1 yillik artista, menstruel siklus boyunca AMH daki ortalama degisim 0.05 ng/ml
azalma seklinde (Cl %95: 0.04, 0.07) bulundu.

Calisma boyunca 25 (%9.65 ) kadinda en az bir vizitte AMH duzeyleri 0.03 ng/ml altinda
bulundu. 18 kadinda (%6,95 ) siklus boyunca diisiik AMH degerleri vardi, 7 kadinda (%2.7 )



ise siklus boyunca en az bir deger esik degerinin Ustlindeydi. 1.0 ng/ml lik daha yiksek esik
degeri alindiginda, 44 kadinin (%17) degerleri bu degerin altinda kalirken, 24 kadinin (%9.2)
menstruel siklus boyunca en az bir degeri bu degeri gecti.

Hem ovulatuvar hem de anovulatuvar sikluslarda, menstruel siklus boyunca AMH da benzer
degisim izlendi (sekil 3). Yas icin ayarlama yapildiktan sonra, anovulatuar siklusta AMH
dizeylerinin GM ovulatuar sikluslara gére anlamli olarak yiiksek bulundu. Sadece ovulatuvar
sikluslari olan kadinlarin ovulatuvar sikluslarinda AMH nin GM diizeyleri en distk olarak
bulundu (p=0.02) (sekil 3). En az bir anovulatuvar siklusu olan kadinlarin ovulatuvar ve
anovulatuvar sikluslari arasinda ortalama serum AMH dlzeyleri arasi anlamli fark bulunmadi.

TARTISMA

Bulgularimiz  saghkli  ©6menoreik  kadinlarda  menstruel siklus boyunca AMH
konsantrasyonlarinin anlaml olarak degistigini gostermektedir. Menstruel siklus boyunca
AMH dalgalanmalari tim vyas gruplarinda, ovulatuvar ve anovulatuvar sikluslar boyunca
gozlenmekte, yasin artmasiyla beraber AMH daki bu dalgalanma azalmaktadir. Anovulatuvar
sikluslar boyunca ve galisma siresinde anovulatuvar sikluslari olan kadinlarin ovulatuvar
sikluslarinda daha yiksek AMH dizeyleri saptanmaktadir.

Menstruel siklus boyunca en yiksek ve en disik AMH degerlerinin zamanlamasi, degisim
patterni ve istatistksel anlamlilik calismalar arasinda degisiklik gostermekle birlikte; 9
calismada dizenli adet goren kadinlarda menstruel siklus boyunca AMH dizeylerinde
degisim oldugu gosterilmistir (Cook et al., 2000; Wunder et al., 2008; Streuli et al., 2009;
Hadlow et al., 2010; Sowers et al., 2010; Zec et al., 2010; Robertson et al., 2011; Overbeek et
al., 2012; Randolph et al., 2014). Gegmis ¢alismalarda gosterilen serum AMH dizeylerindeki
dalgalanmalar mid follikiiler fazda en yiksek diizeyde, serum E2 yilikselmesinden hemen
once diismeye baslayip erken luteal fazda en disik seviyede olarak gosterilmistir (Wunder
et al. 2008), Cook ve arkadasalri sadece ovulasyon zamaninda ylikselme gozlemislerdir (Cook
et al.2000). Randolph ve arkadaslari (2014) ¢calismalarinda 20 saglikli premenapozal kadinda
follikiiler ve luteal fazlarda ylkselme ve dusls ile giden bifazik patern gosterdiler. Digerleri
premenapozal kadinlarda luteal faz boyunca AMH degerlerinin istikrarh bir sekilde
ylkseldigini ve distliglint buldular (Robertson et al.2011). Sowers ve arkadaslari (2010) 30-
40 yas aras! diizenli adet goren 20 kadinda glinliik serum AMH dizeylerini kategorize ederek,
kronolojik yastan bagimsiz ovaryan yaslanma paterni tanimladilar. Gen¢ ovaryan paternde
tanimlanan mid follikiler fazda AMH piki bulgularimizla uyusmaktadir. Yaglanan ovaryan
patern de bizim ¢alismamizdaki kronolojik olarak yash kadinlarin bulgulariyla tutarh
goriinmekle beraber, kohortumuzda yas uyarlamasi yapildiktan sonra degisim paterninin
gencg yas katagorilerinde hem tutarli hem 6nemli oldugunu saptayabildik. Serum AMH
diizeylerinin mid follikiler fazda pik yaptigini, peri ovulatuar donemde en disik dizeye
ulastigini, kalan luteal faz boyunca boyle devam ettigini gbzlemledik.



Siklus boyunca AMH degerlerindeki maksimum fark ortalamasi dnceki ¢alismalara gore daha
yliksek bulundu. Yapilmis ¢alismalarda 18-45 yas arasi 35 kadinda goézlenen maksimum
ortalama 0.29 ng/ml (serum -20 derecede depolanip ELISA ile ¢calisiimis (Zec et al., 2010)),
20-32 yas arasl 36 kadinda gozlenen maksimum fark ortalamasi 0.65 ng/ml (serum -80
derecede saklanip ELISA ile calisilmis) Wunder et al., 2008) bulunmus. Bizim ¢alismamizda bu
deger 1.30 ng/ml idi. Bunlar karsilastirmada esas uyumsuzluk AMH analizi yéntemlerindeki
farklihklardir ( Overbeek et al. 2012, Rustamovet al., 2012; Rustamovet al., 2014, Han et al.,
2014, Clark et al., 2014, Dewailly et al., 2014).

Calismamiz jinekolojik problemi veya klinik olarak ovaryan bozuklugu olmayan saglikli
kadinlarda sistemik AMH dizeyleri ile sporadik anovulasyon arasi iliskiyi gosteren ilk
calismadir. Bilinen anovulatuvar PCOS Iu kadinlarda yiiksek serum AMH diizeyini gosteren
eski calismalardaki gibi (Pigny et al. 2003) sporadik anovulatuar siklusu olan kadinlarda
ovulatuvar kadinlara oranla serum AMH dizeylerini yiksek olarak bulduk. Premenapozal
PCOS lu kadinlarda serum AMH diizeyinin yiksek olmasinin mekanizmasi bilinmemektedir.
AMH nin inhibitor etkisini, FSH ve AMH nin E2 salinimi Gzerine karsit etkisinin ve dominant
follikil gelisiminin anovulasyon patofizyolojisinde onemli roli oldugu distnidlmektedir
(Jonard et al., 2004).

Bu calismanin gicli yonleri: genis ornek blydkligid, AMH ve diger biomarkerlarin iki
menstruel siklus siiresince menstruel fazi belirlemek icin standart yontemler kullanilarak sik
Olglilmesidi . Ayrica ovulatuvar durumdan bagimsiz olarak menstruel siklus boyunca AMH nin
biyolojik degisiminin gosterildigi en blylk ¢alismadir.

Bu c¢alismada, duzenli adet goren kadinlarin ovulatuvar ve sporadik anovulatuvar
sikluslarinda AMH nin siklik degistigini gozlemledik. Sporadik anovulasyon durumunda AMH
degerleri daha yiiksekti. Menstruel siklus boyunca AMH variabilitesi graniiloza hiicrelerinin
cogalma siklisitesi ile uyumlu gitmektedir. Serum AMH degerinin siklus giinii veya fazdan
bagimsiz, ¢aprasik endokrin mekanizmalar ile belirlenen bazal bir degeri saptandi. Burada
gosterildigi gibi, siklus boyunca olusan dalgalanmalar klinikle iliskisiz ve AMH nin menstruel
siklusun hangi gliniinde bakilmasi gerekliligi konusunda klinik pratigi degistirme gerekliligini
desteklememektedir. AMH diizeyinin ¢ok dislik olarak saptandigi saglikli ve premenapozal
kadinlarda over rezervi koti olarak degerlendirilmektedir (Nardoet al., 2009; Domingues et
al.,, 2010; Jayaprakasan et al.,, 2010; Ledger, 2010; Do’lleman et al., 2013; Nelson et al.,
2014). Benzer sekilde AMH degerlerinin ¢ok yiksek oldugu durumlarda ovaryan malignite ve
anovulatuvar infertiliteye bagh olarak da kot prognoz bulgusu olabilir ve ART ile kot
sonuclari 6ngorebilir. (Pigny et al., 2006; La Marca et al., 2007; Chong et al., 2012; Pawelczak
et al., 2012; Broer et al., 2013). Standart glivenilir Gniversal AMH 6lciim yontemi kullanilarak,
saglikll premenapozal kadinlarda menstruel siklus boyunca ovulatuvar durumdan bagimsiz
serum AMH degerlerinin 6lglilmesi ile ilgili daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Boylece yas



bagimli optimal serum AMH araligini belirlemek, serum AMH dizeyinin normal follikil
gelisimi ve secimine etkisini ve anovulatuvar sikluslardaki roliini belirlemek mimkiin olabilir.



